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RESUMO 

 

O objetivo do presente trabalho foi o de estudar a biocompatibilidade da membrana 

do polímero poli(butileno adipato-co-tereftalato) (PBAT) (mPBAT) na córnea de 

coelhos através de avaliação clínica e histopatológica. Foram utilizados doze coelhos 

da raça Nova Zelândia, que foram submetidos à tunelização interlamelar estromal em 

ambos os olhos, e em um dos olhos foi colocada a mPBAT (olho tratado = OT). O olho 

contralateral foi o olho controle (OC), submetido ao procedimento, mas sem o implante 

da mPBAT. A avaliação clínica foi realizada nos dias 1, 3, 7, 15, 30, 45 e 60 após o 

procedimento cirúrgico, e a avaliação histopatológica, com hematoxilina e eosina 

(HE), picrosirius (PSR) e tricrômico de masson (TM) aos 30 (M30) e 60 dias pós-

operatórios (M60). Não houve diferença estatística nos parâmetros clínicos entre OC 

e OT em nenhum momento estudado, porém houve maior infiltrado inflamatório 

mononuclear, proliferação de fibroblastos e edema na córnea do OT no M30 e M60 (p 

< 0.05), ainda que essas variáveis tenham sido discretas em sua maioria. Na 

coloração de PSR, foi observada média de 60,02% de fibras colágenas imaturas no 

OT no M30, quando comparado a média de 28,05% no OC no M30 (p= 0.002). Na 

coloração com TM, foi observada a proliferação de fibroblastos em meio ao estroma 

corneal no OT, e maior intensidade da cor azul no OT, quando comparado ao OC, 

sugerindo maior deposição de colágeno no OT. Considerando a baixa reação 

inflamatória, associado à característica bioativa aos 30 dias pós-operatórios e 

bioinerte aos 60 dias pós-operatórios observadas com a coloração de PSR, conclui-

se que a mPBAT é um potencial material para aplicação na córnea no tratamento de 

úlceras de córnea. 

 

Palavras-chave: Materiais biocompatíveis. Teste de materiais. Úlcera da córnea. 
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ABSTRACT 

 

The objective of the present work was to study the biocompatibility of the polymer 

poly(butylene adipate-co-terephthalate) (PBAT) membrane (PBATm) in the cornea of 

rabbits through clinical and histopathological evaluation. Twelve New Zealand rabbits 

were used, which underwent interlamellar stromal tunneling in both eyes, and PBATm 

was placed in one of the eyes (treated eye = TE). The contralateral eye was the control 

eye (CE), which underwent the procedure, but without PBATm implantation. Clinical 

evaluation was carried out on days 1, 3, 7, 15, 30, 45 and 60 after surgical procedure, 

and histopathological evaluation, with hematoxylin and eosin (HE), picrosirius (PSR), 

and masson's trichrome (MT) at 30 (M30) and 60 postoperative days (M60). There was 

no statistical difference in clinical parameters between CE and TE at any time studied, 

but there was greater mononuclear inflammatory infiltrate, fibroblastos proliferation and 

edema in the cornea of the TE at M30 and M60 (p < 0.05), although these variables 

were mostly discrete. In PSR staining, an average of 60.02% of immature collagen 

fibers was observed in the TE at M30, when compared to an average of 28.05% in the 

CE at M30 (p= 0.002). In staining with MT, the fibroblasts proliferation was observed in 

the corneal stroma in the TE, and greater intensity of the blue color in the TE, when 

compared to the CE, suggesting greater collagen deposition in the TE. Considering 

the low inflammatory reaction, associated with the bioactive characteristic at 30 

postoperative days and bioinert at 60 postoperative days observed with PSR staining, 

it is concluded that PBATm is a potential material for application to the cornea in the 

treatment of corneal ulcers. 

 

Keywords: Biocompatible materials. Materials testing. Corneal ulcer. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

 A úlcera de córnea é uma lesão em que há perda do epitélio corneal e 

exposição do estroma. Quando envolve mais da metade da espessura da córnea é 

classificada como profunda, e além do tratamento clínico, os procedimentos cirúrgicos 

que envolvem técnicas de suporte são indicados. Muitos tecidos e materiais ainda são 

estudados para aplicação na córnea em busca da restauração da sua transparência. 

(GALERA; LAUS; ORIÁ, 2009). 

 O poli(butileno adipato-co-tereftalato), de sigla PBAT, é um poliéster 

biodegradável que ainda não foi estudado para uso na oftalmologia, no entanto, 

consideramos sua transparência e flexibilidade adequadas para aplicação na córnea. 

Com o estudo inédito contido nessa tese, acreditamos que o PBAT seja um material 

com potencial para aplicação na córnea como adjuvante na cicatrização corneana, na 

necessidade de reparação tectônica. Dessa forma, pode se tratar de uma opção de 

material sintético para ceratoplastia, de fácil obtenção e baixo custo, caso seja 

comercializada com esse fim futuramente. 

 

1.1 Poli(butileno adipato-co-tereftalato) - (PBAT) 

 

 O PBAT é um copolímero composto dos grupos alifáticos e aromáticos; é 

degradável devido a presença de um grupo alifático e exibe boas propriedades 

mecânicas devido a presença de um anel aromático (KANWAL et al., 2022a). 

 O PBAT é um dos promissores poliésteres do mercado (JIAN; XIANGBIN; 

XIANBO, 2020), visto que possui benefícios na conservação do meio ambiente devido 

sua característica biodegradável; o uso indiscriminado de polímeros não 

biodegradáveis e suas consequências ambientais acarretou interesse pelos polímeros 

biodegradáveis (FERREIRA et al., 2017; JIAN; XIANGBIN; XIANBO, 2020). 

 Nos últimos 10 anos, o PBAT na forma de compósitos e blenda tem sido 

estudado a fim de melhorar suas propriedades mecânicas e diminuir seu custo de 

produção, o que melhora sua competitividade no mercado quando comparado a 

outros plásticos. Seus principais usos no mercado são por meio de sacolas de 

compras, sacolas de compostagem e filmes plásticos utilizados na agricultura, o que 
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aumenta o rendimento das culturas através da elevação da temperatura e 

conservação da umidade do solo (figura 1) (JIAN; XIANGBIN; XIANBO, 2020).  

 

Figura 1: embalagens, filmes plásticos e talheres de PBAT 

 

Fonte: JIAN; XIANGBIN; XIANBO, 2020. 

 

No processo de biodegradação, a atividade dos microorganismos é um fator 

chave; existem dois tipos de mecanismos de biodegradação, degradação abiótica e 

biótica, podendo ser a biótica aeróbica ou anaeróbica (KANWAL et al., 2022a). Como 

o PBAT é biodegradável pelo sítio ativo das lipases excretadas pelos microrganismos, 

pode-se prever que também é degradável pela enzima lipase em condições in vivo 

(ARSLAN et al., 2016). Recentemente tem sido estudado o papel da degradação do 

PBAT no solo por alguns micro-organismos que aceleram sua biodegradação 

(AARTHY et al., 2018; JIA et al., 2021; KANWAL et al., 2022b; MUROI et al., 2017; 

SOULENTHONE et al., 2021; WALLACE et al., 2017). 

A taxa de biodegradação é crítica para aplicações in vivo (ARSLAN et al., 2016), 

visto que os produtos da hidrólise do poliéster podem ter grau de toxicidade, sendo os 

compostos aromáticos mais nocivos que os alifáticos dependendo de suas 

concentrações (KIM et al., 2001). 

Materiais à base de poliésteres também tem sido utilizados para aplicações 

médicas, como na engenharia de tecidos moles e duros (figura 2), curativos, implantes 

cirúrgicos, cirurgia reconstrutiva vascular e oftalmologia (DARIE-NIŢĂ; RÂPĂ; 

FRĄCKOWIAK, 2022). 
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Figura 2: desenho esquemático do reparo ósseo com um poliéster alifático. 

 

Fonte: ZHANG et al., 2021. 

 

 Dos mais de 90 poliésteres conhecidos pelo homem, apenas alguns tipos 

apresentam aplicações no campo da engenharia de tecidos. Na maioria dos casos, 

isso se deve a grande variedade de tecidos nativos e suas propriedades, havendo 

necessidade de compatibilidade entre o tecido e o material introduzido. (DARIE-NIŢĂ; 

RÂPĂ; FRĄCKOWIAK, 2022). 

 Além de combinar propriedades mecânicas, o material selecionado precisa 

ser facilmente utilizável, deve resistir ao procedimento de esterilização e deve 

demonstrar comportamento pouco tóxico (ou preferencialmente não tóxico) em nível 

celular. A natureza inerte e biocompatibilidade do material é importante, pois um 

dispositivo destinado a ser utilizado em condições in vivo requer falta de resposta do 

sistema imunológico do paciente. Já a biodegradabilidade pode garantir que não 

haverá necessidade de um segundo procedimento cirúrgico para retirada do 

dispositivo. (DARIE-NIŢĂ; RÂPĂ; FRĄCKOWIAK, 2022). 

 O PBAT possui propriedades promissoras para ser utilizado como suporte 

para crescimento de tecidos (ARSLAN et al., 2016), não apresentando toxicidade 

celular (LIU et al., 2021; NAR et al., 2014). Arslan et al. (2016) estudaram o PBAT 

puro, mas submetido a diferentes formas de confecção, em relação às suas 

características físicas e proliferação celular in vitro, e concluíram que todas as formas 

apresentaram propriedades adequadas para suporte tecidual. 

 O PBAT tem sido estudado in vitro para aplicações ósseas por diversos 

autores. Balbinot et al. (2021) adicionaram diferentes concentrações de vidros 

bioativos contendo nióbio ao PBAT, e concluíram que o material pode ser uma 

alternativa às membranas comercialmente disponíveis, sendo reabsorvível, facilmente 
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aplicável e bioativo. Nar et al. (2014) utilizaram a mistura do PBAT com PHBV (poli(3-

hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)), visando combinar suas propriedades de 

resistência mecânica e osteocondutividade para apoiar a formação de colágeno pelos 

osteoblastos. Arslan, Çakmak e Gümüşderelioğlu (2018) utilizaram o PBAT puro e com 

hidroxiapatita, produzido por eletrofiação úmida em 3D, e foram estudadas a 

proliferação celular, deposição de colágeno e cálcio, e expressão de genes 

osteogênicos. Castro et al. (2016) utilizaram o PBAT adicionado de PPy (polipirrol) e 

nanohidroxiapatita, diminuindo a hidrofobicidade do PBAT puro, sua 

osteocondutividade e proliferação celular. Em relação à afinidade por água, os autores 

relataram que a gota de água foi totalmente absorvida pelo PBAT/PPy após 7 minutos, 

enquanto o PBAT puro levou 45 minutos. Rodrigues et al. (2016) estudaram o PBAT 

associado a nanotubos de carbono para regeneração óssea, e obtiveram por 

resultados o incremento nas propriedades mecânicas do PBAT, além de viabilidade 

celular. Branciforti et al. (2019) também estudaram o PBAT e PCL (poli(ε-

caprolactona)) puros, e adicionados de nanocristais de celulose com bons resultados 

em relação a propriedades termomecânicas e proliferação e viabilidade celular para 

aplicações médicas. 

 Já in vivo, o estudo de Ribeiro Neto et al. (2015) utilizou o PBAT associado 

com hidroxiapatita no subcutâneo de ratos, sendo observada pouca resposta 

inflamatória aos 30 e 60 dias. Santana-Melo et al. (2017) utilizaram o PBAT associado 

com nanohidroxiapatita em ratos na regeneração óssea de lesões induzidas na tíbia, 

avaliadas após seis semanas, e concluíram por se tratar de um potencial material para 

essa aplicação. Silva et al. (2019) realizaram estudo semelhante ao de Santana-Melo 

et al. (2017), avaliando os defeitos na tíbia após 4 semanas, com resultados 

semelhantes. 

 O PBAT, associado ao PCL, e adicionado à sulfadiazina de prata foi estudado 

in vitro para aplicação em feridas. Além de suas propriedades físicas e mecânicas, foi 

descrita sua atividade antimicrobiana e tipo de liberação do fármaco, considerada 

bifásica - uma liberação inicial rápida seguida de uma liberação controlada e 

sustentada, com duração superior a quatro dias (HARDT et al., 2021). In vivo, 

Varshovaz et al. (2020) utilizaram o PBAT associado à gelatina e adicionado de 

doxiciclina e RGD (tripeptido composto por arginina-glicina e ácido aspártico, que 

aumenta a adesão celular) para tratamento de feridas, e obteve bons resultados em 

relação a proliferação de fibroblastos e viabilidade celular, produção de colágeno, 
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inibição de metaloproteinases e de Staphylococcus aureus e Psedomonas 

aeruginosa, resultando em rápida cicatrização de feridas induzidas em ratos. 

 O PBAT, associado a microfibras, e adicionado de polipeptídeos foi estudado 

in vitro para utilização no tratamento do câncer. Os autores concluíram que o material 

tem potencial valor no carregamento e liberação lenta de polipeptídeos (LIU et al., 

2021). Também foi estudado adicionado a 5-fluorouracil e curcumina com o mesmo 

intuito por Varshosaz et al. (2018), com bons resultados na liberação desses agentes 

antineoplásicos e morte de células neoplásicas. 

 Até o presente, estudos versando sobre o PBAT na oftalmologia ainda não 

foram publicados. 

  

1.2 A córnea  

 

 A córnea, junto com a esclera, compreende a túnica fibrosa do olho, e é a 

superfície de refração mais importante do olho, devido sua transparência e curvatura. 

Nos animais domésticos, possui quatro camadas: epitélio, estroma, membrana de 

Descemet e endotélio. (MAGGS, 2008).  

 O estroma corneal compreende 90% da espessura total da córnea, e é 

composto de fibrilas de colágeno equidistantes por mucoproteínas e glicoproteínas, e 

ceratócitos (MAGGS, 2008). Os tipos de colágeno encontrados na córnea são o IV, VI 

e VII (GALERA; LAUS; ORIÁ, 2009). A córnea do coelho possui colágeno do tipo I em 

abundância (HASHIMOTO et al., 2016) e apresenta expressão de colágeno tipo III na 

cicatrização corneal (CINTRON et al., 1988; LORENZO-MARTÍN et al., 2019). 

 Após uma lesão, o colágeno estromal é substituído lentamente pelo 

crescimento fibrovascular do limbo adjacente (cicatrização vascular), ativação de 

ceratócitos em fibroblastos ativos (cicatrização avascular), ou uma combinação dos 

dois mecanismos. Os ceratócitos do estroma são capazes de se transformar em 

fibroblastos e sintetizar colágeno, glicosaminoglicanos e mucoproteína da substância 

fundamental (MAGGS, 2008).  

 As ceratites ulcerativas são lesões corneais em que há perda do epitélio e 

exposição do estroma. Quando envolve mais da metade da espessura da córnea é 

classificada como profunda, e além do tratamento clínico, os procedimentos cirúrgicos 
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que envolvem técnicas de suporte são indicados - as denominadas ceratoplastias. 

(GALERA; LAUS; ORIÁ, 2009). 

 São descritas muitas técnicas de ceratoplastias; dentre essas, podemos citar 

como técnicas bastante difundidas na especialidade da oftalmologia veterinária os 

enxertos conjuntivais autógenos (GALERA; LAUS; ORIÁ, 2009), a transposição 

córneo-conjuntival (CEBRIAN et al., 2021), e o uso de membranas biológicas, como a 

membrana amniótica (DOWER et al., 2022), a membrana de submucosa suína 

(CHOW; WESTERMEYER, 2015) e a membrana de submucosa intestinal suína 

(VANORE et al., 2007). 

 No entanto, muitos tecidos e materiais ainda são estudados para aplicação 

na córnea em busca da restauração da sua transparência (GALERA; LAUS; ORIÁ, 

2009); alguns exemplos são a membrana autóloga de fibrina rica em plaquetas 

(BRUUN et al., 2023), a membrana de colágeno (ANDREEV et al., 2021), a matriz 

corneal suína descelularizada (HASHIMOTO  et al., 2019), a pele de tilápia (MELO et 

al., 2022) e a mucosa bucal autóloga (MEZZADRI et al., 2021). 

 Materiais a base de poliéster também tem sido investigados para utilização 

na córnea, como o PCL (poli(ε-caprolactona)) (BAKHSHANDEH et al., 2021; RAVANI 

et al., 2021; SALEHI et al., 2017; STAFIEJ et al., 2017), o PLGA (poli (L-ácido láctico-

co-ácido glicólico)) (RAMACHANDRAN et al., 2019) e o PLGA-PEG-PLGA (poli(ácido 

lático-co-ácido glicólico-polietilenoglicol-ácido lático-co-ácido glicólico)) 

(PRATOOMSOOT et al., 2008). 

  

1.3 As colorações especiais de picrosirius e tricrômico de masson 

 

A histopatologia da córnea é uma aliada da clínica oftálmica no estudo de 

diferentes materiais nessa estrutura, e a coloração picrosirius pode ser utilizada para 

avaliação do colágeno corneal (HASHIMOTO et al., 2019; LIU et al., 2012a). Essa é 

uma coloração ácida que se liga especificamente ao colágeno e distingue as fibras de 

colágeno tipo I e tipo III, e que tem sido extensivamente utilizada em pesquisas 

odontológicas e médicas (GOPINATHAN et al., 2020), incluindo a avaliação da 

cicatrização corneal (GRONKIEWICZ et al., 2016; HAKAMI et al., 2020; LORENZO-

MARTÍN et al., 2019; XIA et al., 2014).  

O material corado com picrosirius e visualizado sob microscopia de luz 
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polarizada e normalmente mostra fibras finas de colágeno tipo III, que são verdes a 

amarelo esverdeadas, enquanto fibras colágenas espessas, tipo I, variam de 

vermelhas a laranja amareladas (JUNQUEIRA; COSSERMELLI; BRENTANI, 1978; 

MONTES; JUNQUEIRA, 1991), como demonstrado na figura 3. A propriedade de 

birrefringência do colágeno permite essa característica observada sob microscopia de 

luz polarizada (JUNQUEIRA; BIGNOLAS; BRENTANI, 1979).  

 

Figura 3: Espectro de cores observadas com picrosirius à microscopia sob luz polarizada 

 

Fonte: ZERBINATI; CALLIGARO, 2018. 

 

A seletividade dessa coloração pelo colágeno tem três exceções, observadas 

por Junqueira, Bignolas e Brentani (1979) no seu estudo com picrosirius em quinze 

espécies: grânulos querato-hialinos de epitélio cornificado, glândulas mucosas e o 

coração de peixes. Entretanto, em todas as três exceções mencionadas, nenhuma 

birrefringência foi observada quando estes materiais foram examinados sob 

microscopia de luz polarizada. 

O uso da microscopia de polarização para identificar colágeno em material 

corado com picrosirius não somente é o responsável pela sua especificidade como, 

também, aumenta consideravelmente a eficácia e sensibilidade do método. Isso se 

deve ao fato de que fibrilas de colágeno muito finas, indetectáveis na microscopia 

normal, tornam-se visíveis com este método, com fonte de luz contra um fundo escuro 

(JUNQUEIRA; BIGNOLAS; BRENTANI, 1979).  

Coleman (2011) defende que o picrosirius pode trazer mais informações do que 

a coloração de rotina com hematoxilina e eosina, sendo equivalente aos métodos mais 

complexos de coloração tricrômica; porém, o autor cita que o tipo específico de 

colágeno é determinado apenas por imuno-histoquímica com anticorpos específicos, 
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o que foi, também, afirmado anteriormente por Piérardi (1989).  

Lattouf et al. (2014) realizaram um estudo com seis amostras de biópsias 

cutâneas humanas, sendo três de pacientes saudáveis, e três de pacientes com 

“Ehlers Danlos” tipo IV, utilizando a coloração de picrosirius. Os autores observaram 

que ao rotacionar a platina do microscópio em 90º as cores mudavam de vermelho a 

amarelo para verde, e de verde para amarelo. Ainda, observaram que ao comparar 

seus resultados com imuno-histoquímica para colágeno tipo III, houve divergência; 

houve pouca imunomarcação nos pacientes com “Ehlers Danlos” tipo IV (um resultado 

esperado para a doença), porém inúmeras fibras verdes na coloração com picrosirius.  

Outro trabalho semelhante foi idealizado por López de Padilla et al. (2021) com 

tendões de ratos. Os autores compararam as cores obtidas com a coloração de 

picrosirius sem polarização, e girando a platina do microscópio 45º e 90º sob 

microscopia de luz polarizada, e observaram também mudança nas cores, concluindo 

que a coloração picrosirius não consegue identificar com precisão o colágeno tipo I e 

o colágeno tipo III no tendão, o que também foi sustentado com imuno-histoquímica 

para colágeno tipo I e III.  

Em suma, as cores observadas sob microscopia de luz polarizada com a 

coloração picrosirius dependem apenas da espessura e embalagem da fibra, e não 

do tipo de colágeno (COLEMAN, 2011; PIÉRARDI et al., 1989). É possível que uma 

fibra verde seja uma fibra do tipo I imatura e fina ou que um artefato mascare a 

espessura de uma fibra tipo I espessa (RICH; WHITTAKER, 2005). Coelho et al. 

(2018) descreveram detalhadamente a metodologia da avaliação de tecido cutâneo 

com a coloração de picrosirius observada sob microscopia de luz polarizada, para 

evitar erros de técnica e a ocorrência de artefatos. 

Alguns autores seguem essa vertente ao interpretar seus resultados utilizando 

essa coloração, como Liu et al. (2012a), que consideraram no seu experimento as 

fibras verdes mais finas e quebradas e fibras vermelhas grossas e alinhadas, porém 

sem associar as primeiras ao colágeno tipo III e as segundas ao colágeno tipo I. Neste 

trabalho, o picrosirius foi utilizado para avaliar o colágeno após implante interlamelar 

de uma matriz dérmica acelular na córnea de coelhos, nos tempos de uma semana 

pós-operatória, 12 e 24 semanas. Houve predomínio de fibras verdes no grupo 

controle, em que não houve procedimento cirúrgico, e também nos diferentes tempos 

com a matriz dérmica acelular. 

Diante dessa variação da forma como os resultados/colorações do picrosirius 
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são interpretadas pelos pesquisadores que utilizam essa técnica, alguns trabalhos de 

estudo da córnea serão aqui apresentados, e a interpretação dos resultados constarão 

conforme os próprios autores relataram – fibras maduras e imaturas, fibras espessas 

e finas, ou colágeno tipo I e tipo III.  

Hashimoto et al. (2019) avaliaram a biocompatibilidade da matriz corneal suína 

descelularizada na córnea com o uso de picrosirius. Foi realizado o implante do 

material na córnea de coelhos pela combinação de duas técnicas, a realização de um 

túnel interlamelar de 6 mm e DALK (deep anterior lamellar keratoplasty) de 2 mm, o 

que permitiu avaliar a epitelização e biocompatibilidade do material no mesmo olho, 

com histopatologia nos tempos de 8 e 24 semanas pós-operatórias. Com 8 semanas 

foi observado predomínio de fibras verde amareladas, interpretado como colágeno 

neoformado/imaturo pelos autores, e com 24 semanas predomínio de fibras 

vermelhas alaranjadas, sugerindo que houve amadurecimento gradual do colágeno. 

Xia et al. (2014) realizaram duas técnicas para quantificar o colágeno corneal 

no seu experimento após o procedimento de crosslinking aos 3, 7, 15, 30, 90 e 180 

dias pós-operatórios. No picrosirius, aos 30 dias houve predomínio de fibras de 

colágeno verdes, do tipo III, e aos 90 também. Com 180 dias houve predomínio de 

fibras de colágeno vermelhas, tipo I, semelhante ao controle. Os autores também 

conduziram a avaliação molecular por técnica de western blot para detecção do 

colágeno tipo III, corroborando com os resultados por eles obtidos pela técnica de 

picrosirius. 

Outro experimento que os autores optaram por realizar mais de uma técnica 

para observação de colágeno foi o de Lorenzo-Martín et al. (2019). As análises foram 

realizadas 1, 3 e 6 meses para estudo da cicatrização corneal após submeter a córnea 

de coelhos à queimadura alcalina. Na coloração com picrosirius, com um mês, a 

região estromal cicatrizada apresentou predomínio de fibras vermelhas, porém com 

um número elevado de pequenas lacunas com fibras verdes. Aos três meses, foi 

observado mistura de fibras vermelhas, amarelas e verdes, e aos seis meses houve 

predomínio de fibras vermelhas, semelhante ao controle, que não foi submetido à 

queimadura. Os autores também realizaram coloração de impregnação pela prata 

(Gomori-Grocott) para identificar o colágeno tipo III, e PCR quantitativo para mRNA 

de colágeno tipo I e tipo III, com resultados semelhantes ao obtido com o picrosirius 

(LORENZO-MARTÍN et al., 2019). 

Em outro trabalho relacionado à cicatrização corneal, foi realizado a coloração 
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de picrosirius para avaliar o colágeno no uso do antifibrótico ácido 

suberanilohidroxâmico após queimadura alcalina em córnea de cães, e observaram 

aos 14 dias, que houve predomínio de fibras verdes quando comparado ao controle, 

que não foi submetido à queimadura alcalina e mostrou predomínio de fibras 

vermelhas, uma transição típica de formação de cicatriz. Os autores observaram, 

também, que o colágeno tipo III se apresentou desorganizado, e clinicamente os 

animais apresentaram opacidade corneal importante (GRONKIEWICZ et al., 2016). 

A quantificação (área/porcentagem) das fibras colágenas vermelhas a laranja 

amareladas, e verdes a amarelo esverdeadas na córnea pode ser realizada 

(GRONKIEWICZ et al., 2016; XIA et al., 2014), ou não (HAKAMI et al., 2020; 

HASHIMOTO et al., 2019; LIU et al., 2012a; LORENZO-MARTÍN et al., 2019). 

Gronkiewicz et al. (2016) realizaram a quantificação com aumento de 400x, e Xia et 

al. (2014) com aumento de 200x.  

Em estudos in vitro também pode ser utilizada a coloração de picrosirius para 

estudo do colágeno, como os realizados para determinar a síntese de colágeno em 

uma córnea artificial de fibrina e agarose; nesses experimentos os autores não 

utilizaram a visualização sob microscopia de luz polarizada (GARZÓN et al., 2014; 

IONESCU et al., 2011).   

Wei et al. (2023) e Sinha et al. (2021) também não observaram suas lâminas 

coradas com picrosirius sob microscopia de luz polarizada, talvez porque o principal 

objetivo foi de verificar a quantidade total de colágeno na córnea em modelos de 

córnea de coelhos para estudo de ceratocone, e em modelos de córneas suínas 

diabéticas, respectivamente. Entretanto, no estudo de Sinha et al. (2021), os autores 

utilizaram imuno-histoquímica para quantificar os colágenos tipo I, e PCR para os 

colágenos tipo III e IV, apesar de associarem a coloração vermelha do picrosirius no 

fundo branco com colágeno tipo I.  

Hakami et al. (2020) realizaram picrosirius após queimadura alcalina em 

córneas de ratos com o intuito de avaliar o aumento de colágeno na fibrose, e apesar 

de obterem córneas com fibras vermelhas sob microscopia de luz polarizada aos 14 

dias após a lesão, esses resultados não foram discutidos em relação a coloração 

observada.  

O tricrômico de masson é outra coloração que pode ser aliada no estudo 

histopatológico da córnea (ABDO; HADDAD; EMAM, 2017; ALDAVE et al., 2007; 

AWWAD et al., 2008; FU et al., 2022; GRIFFITH et al., 2018; GRONKIEWICZ et al., 
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2016; GUPTA et al., 2022; GUPTA et al., 2020; HASHIMOTO et al., 2019; KIM et al., 

2008; LIU et al., 2012b; MANSOORI et al., 2014; MCLELLAN; ARCHER, 2000; 

MILMAN et al., 2015; PECORELLA et al., 2013; SINHA et al., 2021; SUBASINGHE et 

al., 2021; TAI et al., 2009; WERNER; CHEW; MAMALIS, 2006; WOO et al., 2001), 

uma vez que traz informação em relação à presença de células mesenquimais no 

estroma (GRONKIEWICZ et al., 2016), a organização das fibras de colágeno (GUPTA 

et al., 2022) e níveis de deposição de colágeno, que é visto pelo aumento da 

intensidade da cor azul no estroma corneano (GUPTA et al., 2020). Nessa coloração 

tricolor, o colágeno corneal fica na cor azul e o citoplasma celular na cor rosa/vermelho 

(SINHA et al., 2021). 

 Gupta et al. (2022) utilizaram essa coloração para avaliar a organização do 

colágeno corneal no seu estudo com a regulação da fibrilogenese corneal pelo 

proteoglicano decorina em ratos, e Subasinghe et al. (2021) no estudo comparativo 

da organização do colágeno corneal de coelhos, suínos e humanos. Gupta et al. 

(2020) estudaram os níveis de deposição de colágeno com o tricrômico de masson 

em córneas de coelhos submetidas à toxicidade com acroleína.  

Gronkiewicz et al. (2016) estudaram a cicatrização corneal com o uso do 

antifibrótico ácido suberanilohidroxâmico após queimadura alcalina em córnea de 

cães, e observaram a presença de células mesenquimais em meio ao estroma corneal 

na coloração com tricrômico de masson. Sinha et al. (2021) também fizeram 

observação semelhante em modelos de córneas suínas diabéticas. Liu et al. (2012b) 

também utilizaram o tricrômico de masson para avaliar o estroma corneal de humanos 

com ceratopatia bolhosa pseudofácica em relação a formação de cicatriz e presença 

de vasos. A cicatriz corneal também foi avaliada com essa coloração por Woo et al. 

(2001), em coelhos submetidos a ceratoplastia com membrana amniótica. 

O tricrômico de masson também é uma coloração bastante utilizada na 

medicina para auxílio no diagnóstico de distrofias corneais, sendo os depósitos 

amilóides e hialóides observados na coloração vermelha em meio ao estroma corneal 

azul (ALDAVE et al., 2007; AWWAD et al., 2008; FU et al., 2022; KIM et al., 2008; 

YANOFF; SASSANI, 2009). Tai et al. (2009) também observaram deposição amilóide 

em coloração vermelha em pacientes humanos com ceratocone. Milman et al. (2015) 

fizeram estudo semelhante em pacientes humanos com ceratopatia paraproteinêmica, 

onde a imunoglobulina depositada na córnea aparece na cor vermelha na coloração 

com tricrômico de masson.  
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Hashimoto et al. (2016) utilizaram o tricrômico de masson com o intuito de 

verificar a presença de células corneais após produção de córneas descelularizadas 

suínas por diferentes métodos, e Hashimoto et al. (2019) para observar a epitelização 

ao utilizar o mesmo material na córnea de coelhos. McLellan e Archer (2000) relataram 

um sequestro corneal em um equino, que se apresentou vermelho à coloração com 

tricrômico de masson. 

Pecorella et al. (2013) não correlacionaram a coloração rosa observada em 

meio ao colágeno azul da córnea que foi submetida ao procedimento de crosslink a 

nenhuma razão, considerando uma observação “obscura”, especialmente porque não 

foram observadas células viáveis capazes de secretar matriz extracelular na área.  

Considerando essa breve revisão bibliográfica sobre o PBAT, a córnea e a 

histopatologia da córnea com as colorações especiais picrosirius e tricrômico de 

masson, no capítulo dois dessa tese encontra-se o artigo científico produzido sobre o 

assunto. 
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2 CAPÍTULO 1 - BIOCOMPATIBILIDADE DO 

POLÍMERO POLI(BUTILENO ADIPATO-CO-TEREFTALATO) (PBAT) 

NA CÓRNEA DE COELHOS 

 

2.1 Resumo 

 

Objetivo: estudar a biocompatibilidade da membrana do polímero poli(butileno 

adipato-co-tereftalato) (PBAT) (mPBAT) na córnea de coelhos através de avaliação 

clínica e histopatológica.  

Animal estudado: doze coelhos da raça Nova Zelândia.  

Procedimentos: tunelização interlamelar estromal em ambos os olhos, e em um dos 

olhos foi colocada a mPBAT (olho tratado = OT). O olho contralateral foi o olho controle 

(OC), submetido ao procedimento, mas sem o implante da mPBAT. A avaliação clínica 

foi realizada nos dias 1, 3, 7, 15, 30, 45 e 60 após o procedimento cirúrgico, e a 

avaliação histopatológica, com hematoxilina e eosina (HE), picrosirius (PSR) e 

tricrômico de masson (TM) aos 30 (M30) e 60 dias pós-operatórios (M60). 

Resultados: não houve diferença estatística nos parâmetros clínicos entre OC e OT 

em nenhum momento estudado, porém houve maior infiltrado inflamatório 

mononuclear, proliferação de fibroblastos e edema na córnea do OT no M30 e M60 (p 

< 0.05), ainda que essas variáveis tenham sido discretas em sua maioria. Na 

coloração com PSR, foi observado média de 60,02% de fibras colágenas imaturas no 

OT no M30, quando comparado a média de 28,05% no OC no M30 (p= 0.002). Na 

coloração com TM, foi observada maior intensidade da cor azul no OT, quando 

comparado ao OC, sugerindo maior deposição de colágeno no OT.  

Conclusões: considerando a baixa reação inflamatória, associado à característica 

bioativa aos 30 dias pós-operatórios e bioinerte aos 60 dias pós-operatórios 

observadas com a coloração de PSR, conclui-se que a mPBAT é um potencial material 

como adjuvante na cicatrização corneana no tratamento de úlceras de córnea. 

 

Palavras-chave: poliéster, implante biodegradável, membrana sintética, 

ceratoplastia, biomaterial. 

 

Revista Veterinary Ophthalmology, normas em anexo (p. 58) 
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2.2 Abstract 

 

Objective: to study the biocompatibility of the polymer poly(butylene adipate-co-

terephthalate) (PBAT) membrane (mPBAT) in the cornea of rabbits through clinical and 

histopathological evaluation. 

Animal studied: twelve New Zealand rabbits. 

Procedures: stromal interlamellar tunneling in both eyes, and mPBAT was placed in 

one of the eyes (treated eye = TE). The contralateral eye was the control eye (CE), 

which underwent the procedure, but without mPBAT implantation. Clinical evaluation 

was carried out on days 1, 3, 7, 15, 30, 45 and 60 after surgical procedure, and 

histopathological evaluation, with hematoxylin and eosin (HE), picrosirius (PSR) and 

masson's trichrome (TM) at 30 (M30) and 60 postoperatively days (M60). 

Results: there was no statistical difference in clinical parameters between CE and TE 

at any time studied, but there was greater mononuclear inflammatory infiltrate, 

fibroblast proliferation and edema in the TE cornea at M30 and M60 (p < 0.05), 

although these variables were mostly discreet. In PSR staining, an average of 60.02% 

of immature collagen fibers was observed in the TE at M30, when compared to an 

average of 28.05% in the CE at M30 (p= 0.002). In staining with TM, a greater intensity 

of blue color was observed in the TE, when compared to the CE, suggesting greater 

collagen deposition in the TE. 

Conclusions: considering the low inflammatory reaction, associated with the bioactive 

characteristic at 30 postoperative days and bioinert at 60 postoperative days observed 

with PSR staining, it is concluded that mPBAT is a potential material as an adjuvant in 

corneal healing in treatment of corneal ulcers. 

 

Keywords: polyester, biodegradable implant, synthetic membrane, keratoplasty, 

biomaterial. 

 

2.3 Introdução 

 

O poli(butileno adipato co-tereftalato) (PBAT) é um copolímero composto dos 

grupos alifáticos e aromáticos; é degradável devido a presença de um grupo alifático 

e exibe boas propriedades mecânicas devido a presença de um anel aromático 1. É 
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um dos mais promissores poliésteres do mercado, sendo seus principais usos por 

meio de sacolas de compras, sacolas de compostagem e filmes plásticos utilizados 

na agricultura 2. 

Materiais à base de poliésteres têm sido utilizados para aplicações médicas, 

como na engenharia de tecidos moles e duros, curativos, implantes cirúrgicos, cirurgia 

reconstrutiva vascular e oftalmologia 3. 

O PBAT possui propriedades promissoras para ser utilizado como suporte para 

crescimento de tecidos 4, não apresentando toxicidade celular na sua forma pura 5-11. 

Arslan et al. 4 estudaram o PBAT puro e submetido a diferentes formas de confecção, 

em relação às suas características físicas e proliferação celular in vitro, e concluíram 

que todas as formas apresentaram propriedades adequadas para suporte tecidual. 

Dentre os estudos que tem investigado o PBAT para aplicações médicas sob 

diferentes protótipos ou adicionados a outros materiais, podemos citar os que 

envolvem aplicações ósseas 7-15, aplicações em feridas 16,17 e no tratamento do câncer 

através de liberação de drogas 5,8. Destes, somente quatro realizaram parte do seu 

estudo in vivo 7,9,13,17. 

Dos mais de 90 poliésteres conhecidos pelo homem, apenas alguns tipos 

encontraram aplicações no campo da engenharia de tecidos; em sua grande maioria 

isso se deve a variedade das propriedades de cada tecido, sendo desafiador encontrar 

uma correspondência ideal entre o tecido e o material implantado 3. Até o presente, 

estudos versando sobre o PBAT na oftalmologia ainda não foram publicados. No 

entanto, consideramos sua transparência e flexibilidade adequadas para aplicação na 

córnea. 

Dentre as propriedades dos polímeros para aplicações médicas, as mais 

importantes são a natureza inerte e biocompatibilidade do material 3. O design do 

material também influencia na sua biocompatibilidade, e este aspecto só pode ser 

testado in vivo 18.  

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a biocompatibilidade do 

PBAT puro na córnea de coelhos, por meio da avaliação clínica e histopatológica pelas 

colorações de hematoxilina e eosina, picrosirius e tricrômico de masson, a fim de 

investigar a hipótese de que esse biomaterial tenha potencialidade para aplicação na 

córnea e auxiliar na sua cicatrização. Com a coloração de picrosirius, ainda 

objetivamos avaliar se há indução da produção de colágeno pelo PBAT na córnea, 

visto que isso já foi bem descrito em estudos na regeneração óssea 4,9,11,15. 
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2.4 Materiais e métodos 

 

O estudo foi realizado nas dependências da Faculdade de Medicina Veterinária 

e Faculdade de Odontologia, UNESP, campus de Araçatuba. O referido projeto foi 

aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da mesma instituição (protocolo 

número: FOA-1103-2015). Os animais foram tratados seguindo as orientações da 

Guidelines for Ethical Research in Veterinary Ophthalmology (GERVO). 

 

2.4.1 Animais 

 

Foram utilizados 12 coelhos brancos, fêmeas, da raça Nova Zelândia, com 

idade de 120 dias, saudáveis e sem alterações oftálmicas prévias, adquiridos do 

biotério da Fazenda Lageado da Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita 

Filho”, UNESP, campus de Botucatu. Os animais foram mantidos confinados 

individualmente em gaiolas, com água e ração ad libitum para a espécie. 

Todos os animais foram submetidos a exame físico geral e oftálmico clínico 

completo, que se constituiu do teste da lágrima de Schirmer I (teste de Schirmer 

Ophthalmos®, São Paulo, Brasil), tonometria de aplanação (Tono-pen XL®, Reichert®, 

Nova Iorque, EUA), biomicroscopia por lâmpada de fenda (Kowa SL-14®, Tóquio, 

Japão), teste de tingimento com fluoresceína (fluoresceína strips Ophthalmos®, São 

Paulo, Brasil) e oftalmoscopia indireta (Eyetec FOH-5.0®, Antuérpia, Bélgica), 

previamente aos procedimentos cirúrgicos de enxertia interlamelar. 

 

2.4.2 Membrana de PBAT 

 

A membrana de PBAT (mPBAT) foi desenvolvida pela equipe do Laboratório de 

Engenharia de Materiais da Universidade Federal de São Carlos (UFSCar) a partir do 

PBAT comercializado pela empresa BASF®, sob o nome comercial de Ecoflex® F 

Blend C1200 (Ludwigshafen, Alemanha), por prensagem a quente (prensa hidráulica 

Marconi 098/A®, Piracicaba, São Paulo, Brasil), à 130oC, por 3 minutos, sob 5 

toneladas, seguida de resfriamento com água circulante sob a mesma pressão até 

https://onlinelibrary.wiley.com/page/journal/14635224/homepage/gervo
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atingir a temperatura ambiente. Informações adicionais sobre o produto são 

apresentadas na tabela 1. 

 

Tabela 1 – Informações adicionais sobre a membrana de PBAT (mPBAT). 

Propriedades Mensurações 

Espessura (micra) 75 

Densidade (g/cm³) 1,25 – 1,27 

Índice de Fluidez (g/10min) 2,7 – 4,9 

Temperatura de Amolecimento (°C) 110 – 120 

Resistência à Tração (MPa) 35 – 44 

Elongação (%) 560 - 710 

 

As membranas foram recortadas em discos de 3,0 mm de diâmetro com auxílio de um 

punch (fig. 1), seguido de higienização com água destilada e posterior esterilização 

por radiação gama, visto que degradam em altas temperaturas 4,10, inviabilizando a 

esterilização por autoclave. 

 

 

Fig. 1: Imagens fotográficas das membranas de PBAT (mPBAT) em cortes maiores, mostrando sua 

flexibilidade (a), e após cortes com 3,0 mm de diâmetro com auxílio de um punch (b). 
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2.4.3 Procedimento cirúrgico 

 

Sob efeito de anestesia dissociativa balanceada - medicação pré-anestésica 

com acepromazina 0,2 mg/kg (Acepran®, Vetnil, São Paulo, Brasil) por via 

intramuscular e indução com quetamina 15 mg/kg (Quetamina®, Vetnil, São Paulo, 

Brasil) e midazolan 2,5 mg/kg (Eurofarma, São Paulo, Brasil), por via intravenosa - 

associado à instilação de colírio de cloridrato de proximetacaína 0,5% (Anestalcon®, 

Novartis, São Paulo, Brasil), foi realizada tricotomia da região periocular, e antissepsia 

das pálpebras com iodopovidine 1% e da superfície ocular com iodopovidine 1% 

diluído em NaCl 0,9% na proporção de 1/50.  

Ato contínuo, e com a utilização de microscópio cirúrgico para magnificação 

(DF Vasconcellos®, Valença, Rio de Janeiro, Brasil), ambos os olhos foram 

submetidos à incisão da córnea com bisturi na região perilímbica, na localização das 

“doze horas”, e tunelização interlamelar estromal com auxílio de espátula cortante 

oftálmica de 3,0 mm, estendendo-se à região axial da córnea. Um disco de 3 mm da 

mPBAT foi introduzido no fundo da bolsa estromal em um dos olhos (olho tratado = 

OT), sem realização de nenhuma sutura. O olho contralateral foi submetido ao mesmo 

procedimento cirúrgico, mas sem introdução da membrana (olho controle = OC). 

No pós-operatório, os coelhos receberam colírios a base de tobramicina 

(Tobrex®, Novartis, São Paulo, Brasil) a cada seis horas, durante sete dias, e 

analgesia com cloridrato de tramadol (Tramal®, Grünenthal GmbH, Aachen, 

Alemanha) por via intramuscular a cada doze horas, na dose de 4,0 mg/kg, por três 

dias. O procedimento cirúrgico de todos os animais foi realizado pelo mesmo cirurgião 

com experiência cirúrgica. 

 

2.4.4 Avaliação clínica 

 

Os olhos foram avaliados clinicamente aos dias 1, 3, 7, 15, 30, 45 e 60 após a 

cirurgia (M1, M3, M7, M15, M30, M45 e M60, respectivamente). Foram estudadas as 

seguintes variáveis, com preenchimento de ficha individual e categorizadas em 

escores, segundo Andrade et al. 19 modificado: blefarospasmo, secreção ocular, 

hiperemia conjuntival (0-ausente, 1-discreta, 2-moderada, 3-intensa), vascularização 

corneal (2 -proliferação vascular até 2,0 mm distantes do limbo, 4 a 4,0 mm, 6 a 6,0 

mm, 8 a 8,0 mm), defeito epitelial, quemose, conjuntivalização, descemetocele, 
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perfuração corneal, sinéquia (0-ausente, 1-presente) e opacidade corneal (0-nenhuma 

dificuldade em observar os detalhes da íris; 1-discreta, detalhes da íris borrados; 2-

moderada, difícil definir os detalhes da íris, 3-grave, não é possível observar detalhes 

da íris). As avaliações foram realizadas por dois avaliadores que computaram 

individualmente as pontuações dos parâmetros estudados. 

 

2.4.5 Avaliação histopatológica 

 

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos de seis animais 

cada e submetidos à eutanásia humanitária após 30 (M30) e 60 (M60) dias pós-

operatórios. A eutanásia foi realizada com quetamina 20 mg/kg (Quetamina®, Vetnil, 

São Paulo, Brasil) e xilazina 3 mg/kg (Xilazin®, Syntec, São Paulo, Brasil) por via 

intramuscular e, após aproximadamente 5 minutos, propofol (Propovan®, Cristália, 

São Paulo, Brasil) por via intravenosa, seguido de cloreto de potássio (Farmace, 

Ceará, Brasil) (10 mL totais cada). 

Ambos os olhos foram colhidos por meio de enucleação subconjuntival, e 

preservados em solução de Davidson por 24 horas, quando foram realizados os cortes 

sagitais da região contemplando a área referente à tunelização interlamelar estromal 

(sentido “doze-seis horas”), sendo colocados em formol tamponado 10% por mais 24 

horas, e armazenados em álcool 70%. Foi realizado o processamento histopatológico 

rotineiro em blocos de parafina, cortes de 5 µm e confecção das lâminas, que foram 

posteriormente coradas com hematoxilina e eosina (HE), picrosirius (PSR) e tricrômico 

de masson (TM).  

Na coloração com HE foram estudadas as seguintes variáveis histopatológicas, 

através de pontuação em escore (0-ausente, 1-discreto, 2-moderado, 3-intenso), 

segundo Andrade et al. 19 modificado: vasos na córnea, infiltrado polimorfonuclear, 

infiltrado mononuclear, granuloma (macrófago/célula epitelióide/célula multinucleada), 

proliferação de fibroblastos, defeito epitelial, bactéria, inflamação supurativa, necrose, 

edema, fragmentação do colágeno, adelgaçamento epitelial, descontinuidade epitelial 

e perda do paralelismo entre as fibras colágenas. 

Os níveis de maturação das fibras de colágeno foram analisados nas secções 

coradas por PSR sob microscopia de luz polarizada. O local de análise representativo 

padronizado foi o centro corneal no OC, e a porção estromal interna e central, 

adjacente à mPBAT no OT. O programa QWin foi utilizado (ampliação de 400x, Leica 



30 
 

QWin V3®, Leica Microsystems®), permitindo a seleção de cores correspondentes 

para cada tipo de fibra de colágeno na córnea. Após a seleção de cores, o programa 

calculou automaticamente a área marcada. As fibras verdes amareladas foram 

consideradas imaturas e finas, enquanto as fibras vermelhas alaranjadas foram 

consideradas maduras e grossas 20-22.  

Os cortes histológicos corados com TM 23 e observados em microscópio de luz 

foram avaliados de forma descritiva. 

 

2.4.6 Análise Estatística 

 

A análise estatística da avaliação clínica e da coloração de HE foi realizada com 

o programa SAS (Statistical Analysis System, Cary, USA). Foi realizado o teste de 

Wilcoxon para comparar as variáveis qualitativas ordinais (escore) entre os grupos em 

cada momento e o teste de Fisher para comparar as variáveis qualitativas nominais 

(presente e ausente) entre os grupos em cada momento. 

A análise estatística da coloração de PSR foi realizada com o programa 

SigmaPlot 12.0™ (Chicago, IL, USA). A verificação da distribuição normal das 

variáveis quantitativas contínuas foi feita pelo teste Shapiro-Wilk, e foram aplicados o 

teste ANOVA ou Kruskal-Wallis. O nível de significância utilizado foi de 5% (p<0.05). 

 

2.5 Resultados 

 

A avaliação clínica no decorrer do estudo nos permitiu observar uma 

semelhança na recuperação pós-operatória entre o OC e OT: não houve diferença 

estatística entre os grupos para nenhuma variável clínica em nenhum dos momentos 

estudados (p>0.05). 

Blefarospasmo discreto (2/12) e hiperemia conjuntival discreta a moderada 

(4/12) foram observadas no OT no M3 e M7. A vascularização corneal foi observada 

na maioria dos animais de ambos os grupos (7/12 no OC e 10/12 no OT). A opacidade 

corneal não foi observada no OC, mas foi observada em todos os OT em todos os 

momentos de avaliação. 
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Não foi observado defeito epitelial, quemose, conjuntivalização, 

descemetocele, perfuração corneal e sinéquia no OC e OT, em nenhum dos 

momentos estudados. 

No estudo histopatológico na coloração com HE, baixa intensidade de algumas 

variáveis foram observadas no OT (tabela 2), e não foram observados granuloma, 

bactérias, inflamação supurativa ou necrose.  

 

Tabela 2 – Ocorrência das variáveis histopatológicas em HE no OC e OT, em todos os momentos 

estudados; maior intensidade de infiltrado mononuclear, proliferação de fibroblastos e edema no OT, 

quando comparado ao OC, no M30 e M60; p valor obtido com o teste Wilcoxon.  

Variável Momento OC OT p  

Md Min-Max Md Min-Max  

Vasos na periferia corneal M30 

M60 

0 

0 

0-0 

0-0 

0 

0 

0-1 

0-1 

0.3170 

0.3173 

Vasos no centro corneal M30 

M60 

0 

0 

0-0 

0-0 

0 

0 

0-0 

0-2 

- 

0.3173 

Infiltrado polimorfonuclear M30 

M60 

0 

0 

0-0 

0-0 

0 

0.5 

0-1 

0-2 

0.1797 

0.1088 

Infiltrado mononuclear M30 

M60 

0 

0 

0-0 

0-0 

1 

1 

0-1 

1-2 

0.0431 

0.0277 

Proliferação de fibroblastos M30 

M60 

0 

0 

0-0 

0-0 

1 

1 

0-2 

0-2 

0.0431 

0.0431 

Defeito epitelial M30 

M60 

0 

0 

0-0 

0-0 

0 

0 

0-0 

0-1 

- 

0.3173 

Edema M30 

M60 

0 

0 

0-0 

0-0 

1 

1.5 

0-2 

1-2 

0.0431 

0.0277 

Fragmentação do colágeno M30 

M60 

0 

0 

0-0 

0-0 

0.5 

0 

0-1 

0-0 

0.1088 

- 

Adelgaçamento epitelial M30 

M60 

0 

0 

0-0 

0-0 

0.5 

0 

0-1 

0-0 

0.1088 

0.1797 

Descontinuidade epitelial M30 

M60 

0 

0 

0-0 

0-0 

0 

0 

0-1 

0-1 

0.3173 

0.3173 

Perda do paralelismo entre as 

fibras colágenas 

M30 

M60 

0 

0 

0-0 

0-0 

0 

0 

0-1 

0-0 

0.3173 

- 

Legenda: OC: olho controle; OT: olho tratado; Md: mediana; Min: mínimo; Max: máximo; M30: 30 dias 

pós-operatórios; M60: 60 dias pós-operatórios; 0-ausente, 1-discreto, 2-moderado, 3-intenso. 
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No estudo histopatológico na coloração com PSR, a porcentagem de fibra 

maduras foi menor e de imaturas maior no OT no M30, quando comparado ao OC no 

M30 (tabela 3). 

 

Tabela 3 – Porcentagem média de fibras maduras e imaturas no PSR sob microscopia de luz polarizada 

no OC e OT, seguido do desvio padrão, em todos os momentos estudados; menor porcentagem de 

fibras maduras e maior de fibras imaturas no OT no M30, quando comparado ao OC no M30; p valor* 

obtido com os testes Kruskal-Wallis e ANOVA. 

Grupos Tempos Fibras maduras ± DP Fibras imaturas ± DP 

OC M30 71.50%A ± 4.23 28.50%A ± 4.23 

 M60 53.83%AB ± 15.97 46.17%AB ± 15.97 

OT M30 39.98%B ± 18.58 60.02%B ± 18.58 

 M60 49.43%AB ± 27.24 50.57%AB ± 27.24 

Legenda: OC: olho controle; OT: olho tratado; M30: 30 dias pós-operatórios; M60: 60 dias pós-

operatórios; DP: desvio padrão. Letras iguais não diferem e letras diferentes diferem estatisticamente. 

*p = 0.002 (Kruskal-Wallis) na comparação entre OC e OT no M30 para fibras maduras e imaturas; p = 

0.762 (ANOVA) na comparação entre OC e OT no M60 para fibras maduras e imaturas; p = 0.065 

(Kruskal-Wallis) na comparação entre OC no M30 e OC no M60 para fibras maduras e imaturas; p = 

0.536 (ANOVA) na comparação entre OT no M30 e OT no M60.  

 

As figuras 2 e 3 documentam as imagens fotográficas representativas do OC e 

de cada OT quanto à clínica e histopatologia com HE e PSR, no M30 (fig. 2) e M60 

(fig. 3). 
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Fig. 2: Imagens fotográficas representativas do OC (a-c) quanto à avaliação clínica (a), histopatologia 

com HE (b) e histopatologia com PSR (c) aos 30 dias pós-operatórios. Imagens de cada OT (d-u) quanto 

à avaliação clínica (d, g, j, m, p, s), histopatologia com HE 100x (e, h, k, n, q, t), com detalhe das 

extremidades da mPBAT 400x (e1, e2, h1, h2, n1, n2, q1, q2, t1, t2), e histopatologia com PSR sob luz 

polarizada 400x (f, i, l, o r, u). As imagens do OT3 (j,k,k1-200x,k2-400x,l) são do animal que ocorreu 

extrusão da mPBAT entre 21 e 25 dias pós-operatórios. 
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Fig. 3: Imagens fotográficas representativas do OC (a-c) quanto à avaliação clínica (a), histopatologia 

com HE (b) e histopatologia com PSR (c) aos 60 dias pós-operatórios. Imagens de cada OT (d-u) quanto 

à avaliação clínica (d, g, j, m, p, s), histopatologia com HE 100x (e, h, k, n, q, t), com detalhe das 

extremidades da mPBAT 400x (e1, e2, h1, h2, n1, n2, q1, q2, t2), e histopatologia com PSR sob luz 

polarizada 400x (f, i, l, o r, u). As imagens do OT9 (j,k,k1-200x,k2-400x,l) são do animal que ocorreu 

extrusão da mPBAT entre 15 e 30 dias pós-operatórios. As imagens do OT12 (s,t,t1-200x,t2-400x,u) são 

do animal que houve superficialização da mPBAT aos 37 dias pós-operatórios.  
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A figura 4 documenta as imagens fotográficas representativas do OC, OT aos 

30 dias pós-operatórios e OT aos 60 dias pós-operatórios, da histopatologia na 

coloração com TM, que apresentou coloração rosa adjacente à mPBAT no M30 e mais 

difusa no M60. Isso se traduz à proliferação de fibroblastos e sua hiperplasia 

citoplasmática. Não foram observadas células endoteliais vasculares. 

 

Fig. 4: Imagens representativas do OC (a, a1), do OT aos 30 dias pós-operatórios (b, b1, b2), e do OT 

aos 60 dias pós-operatórios (c, c1, c2) da histopatologia na coloração com TM (a, b, c – 40x; a1, b1, b2, 

c1, c2 – 100 x). 

 

Como complicações, houve a extrusão da mPBAT em dois animais (fig. 2j e fig. 
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3j) entre 15 e 30 dias pós-operatórios, e a superficialização e exposição da mPBAT 

em um animal (fig. 3s) aos 37 dias pós-operatórios. Nos três animais houve 

progressão da vascularização corneal além de 2 mm do limbo, o que não ocorreu no 

OC e nos demais OT. Em um dos animais que houve extrusão da mPBAT (fig. 2j), a 

opacidade corneal foi severa, porém em todos os outros OT foi discreta. A avaliação 

histopatológica com PSR mostrou maior quantidade de fibras imaturas nos casos de 

extrusão da mPBAT (fig. 2l e fig. 3l), e maior quantidade de fibras maduras no caso da 

exposição da mPBAT (fig. 3u). 

No OT8, que apresentou blefarospasmo, hiperemia conjuntival, secreção 

ocular e opacidade corneal discretos (fig. 3g) aos 60 dias pós-operatórios, notou-se a 

mPBAT mais superficial à biomicroscopia com lâmpada de fenda, e à avaliação 

histopatológica (fig. 3h), mas não houve exposição da mesma. Nesse animal, houve 

maior quantidade de fibras imaturas na coloração com PSR (fig. 3i). Ainda, o animal 

OT7, que apresentou descontinuidade epitelial à avaliação histopatológica (fig. 3e) 

não apresentou defeito epitelial à avaliação clínica ou nenhum outro sinal clínico, 

apesar de também ter sido observado a mPBAT mais superficial à biomicroscopia com 

lâmpada de fenda. 

 

2.6 Discussão 

 

Por meio da avaliação clínica e histopatológica com HE, PSR e TM, a mPBAT 

se mostrou biocompatível na córnea de coelhos. A baixa frequência e intensidade de 

sinais clínicos, que se restringiu aos primeiros dias de pós-operatórios, foi atribuída à 

ocorrência de ceratite inerente ao trauma cirúrgico 24. A baixa intensidade do infiltrado 

inflamatório encontrado à avaliação histopatológica no OT no M30 e M60, e a 

semelhança da proporção de fibras colágenas maduras e imaturas entre o OT e OC 

no M60 sustentam que o material estudado é bioinerte na córnea de coelhos. Contudo, 

a média de 60,02% de fibras colágenas imaturas no OT no M30, quando comparado 

a média de 28,05% no OC no M30 (p= 0.002), sugere que a mPBAT é bioativa nos 

períodos iniciais, estimulando a produção de colágeno, como sugerido anteriormente 

na regeneração óssea 4,9,11,15, ainda que se trate de outro tecido. 

O infiltrado mononuclear (tabela 2, p=0.0431 no M30 e p=0.0277 no M60) 

discreto (fig. 2e1,e2,h1,h2,n1,n2,q1,q2 e fig. 3e1,e2,h1,h2,n1,n2,t1,t2) a moderado (fig. 
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3q1,q2) e polimorfonuclear (tabela 2, p>0.05) discreto (fig. 2n1,n2 e fig. 3h1,h2) a 

moderado (fig. 3t1,t2) foi observado apenas nas extremidades da membrana, que se 

refere à região superior e inferior do túnel interlamelar. O fato da baixa resposta 

inflamatória e por não ter havido reação do tipo corpo estranho sustentam a hipótese 

da mPBAT ser biocompatível 13 na córnea de coelhos, e acreditamos ser parcialmente 

secundária a micromovimentação da mPBAT influenciada pelo movimento das 

pálpebras pelas incursões palpebrais. Por esse motivo, não optamos por realizar a 

análise das fibras colágenas com PSR nessa região, visto que os resultados poderiam 

estar influenciados por este estresse mecânico 3. Ribeiro Neto et al. 13 estudaram o 

infiltrado inflamatório no subcutâneo de ratos com o implante de PBAT aos 30 e 60 

dias, e também documentaram baixa resposta inflamatória nos dois momentos 

estudados.  

Houve proliferação de fibroblastos leve a moderada na maioria dos OT (10/12), 

aos 30 e 60 dias pós-operatórios (tabela 2, p=0.0431) observada na histopatologia 

com HE, indicando estimulação de crescimento tecidual, pois o PBAT pode estimular 

a proliferação celular e produção de matriz extracelular, especialmente a síntese de 

fibras de colágeno 4,9,11,15.  

Para estudar os tipos de fibras colágenas na córnea do OC e OT, utilizamos a 

coloração de PSR na microscopia sob luz polarizada. Ela consiste em uma técnica 

onde a coloração ácida se liga especificamente ao colágeno e distingue as fibras de 

colágeno tipo I e tipo III, e que tem sido extensivamente utilizada em pesquisas 

odontológicas e médicas 25, incluindo a avaliação da cicatrização corneal 26-29. Porém, 

a interpretação relacionada ao tipo de colágeno I e III é polêmica entre os autores que 

utilizam a técnica, havendo a interpretação segundo Junqueira, Cossermelli e Brentani 

30 e Montes e Junqueira 31, onde o PSR normalmente mostra fibras finas de colágeno 

tipo III, que são verdes a amarelo esverdeadas, enquanto fibras colágenas espessas, 

tipo I, variam de vermelhas a laranja amareladas; ou segundo Coleman 32 e Piérardi 

et al. 33, onde  as cores observadas dependem apenas da espessura e embalagem 

da fibra, e não do tipo de colágeno.  

Nós optamos por denominar as fibras verde amareladas como imaturas, 

enquanto as fibras vermelhas alaranjadas foram consideradas maduras 20-22, e 

consideramos que o colágeno tipo III, imaturo, é altamente expresso na córnea em 

cicatrização 27, onde normalmente há predomínio de fibras verde amareladas em 
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tempos iniciais, que passam a predominar nas cores vermelhas alaranjadas em 

períodos mais tardios, sugerindo o amadurecimento gradual do colágeno 34. 

À histopatologia com PSR, maior quantidade de fibras imaturas foi observada 

no OT no M30 (60,02%), quando comparado ao OC no M30 (28,05%) (tabela 3, 

p=0.002). Estudos na regeneração óssea observaram níveis de colágeno constantes 

por 14 dias, com aumento aos 28 dias 15, e aumento aos 21 dias, quando comparado 

a 7 e 14 dias 9; esses achados corroboram com os do presente estudo. No M60 não 

houve diferença estatística ao comparar OT com OC (p=0.762), porém a média de 

fibras imaturas permaneceu maior no OT (tabela 3), sugerindo que mesmo em tempos 

tardios parece haver estímulo de produção de colágeno na córnea.  

A coloração com TM (fig. 4) foi realizada para observar a presença de células 

mesenquimais 28 em meio ao colágeno corneal; o citoplasma se mostra na cor rosa e 

o colágeno na cor azul 35. Não foram observadas células endoteliais vasculares, 

porém o corte realizado pode ter desfavorecido essa análise (sagital, contemplando o 

túnel interlamelar). Foi observado coloração rosa adjacente à mPBAT no M30 (fig. 4 

b, b1, b2) e mais difusa no M60 (fig. 4 c, c1, c2) na maioria dos animais. Acreditamos 

que isso se deva à proliferação de fibroblastos e sua hiperplasia citoplasmática, como 

observado por Woo et al. 36 nos olhos controle do seu estudo da cicatrização corneal 

de coelhos submetidos a lesões em ambos os olhos, onde um olho foi tratado com 

membrana amniótica e o outro foi o controle. Os autores observaram ceratócitos mais 

hiperplásicos na histologia com TM nos olhos controle, onde a cicatrização foi mais 

lenta, mas também apresentou maior produção de colágeno. Apesar da proliferação 

de fibroblastos ter sido semelhante no HE no M30 e M60 (tabela 2), a coloração com 

TM sugere que houve maior intensidade dessa variável aos 60 dias pós-operatórios 

(fig. 4 c, c1, c2). Também foi observado maior intensidade da cor azul nos OT (fig. 4 b, 

b1, b2, c, c1, c2) quando comparado ao OC (fig 4 a, a1), o que pode sugerir maiores 

níveis de deposição de colágeno no OT 37. 

A discreta opacidade corneal na avaliação clínica foi observada apenas no local 

da mPBAT (fig. 2d,g,m,p,s e fig. 3d,g,m,p,s), apesar do material apresentar boa 

transparência. O PBAT puro é considerado hidrofóbico 4, e a hipótese de que, em meio 

ao estroma corneal, a mPBAT possa ter alterado a manutenção da deturgescência 

fisiológica da córnea 38 é sugerida, uma vez que edema discreto a moderado, 

observado ao exame histopatológico com HE (tabela 2, p=0.0431 no M30 e p=0.0277 

no M60), foi restrito à adjacência da mPBAT em todos os animais. Castro et al. 14 
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observaram que o PBAT puro demorou 45 minutos para absorver uma gota de água, 

o que sugere que a mPBAT provavelmente se tornou permeável à água nos tempos 

aqui estudados. Possivelmente, por esses dois motivos foi observada a opacidade 

corneal. 

A vascularização corneal observada no OC e OT foi do tipo arborizada, 

visualizada apenas no polo superior da córnea (às "doze horas") e restrita ao local do 

trauma cirúrgico de tunelização, característico de vascularização superficial localizada 

no terço anterior do estroma e contígua à circulação conjuntival do limbo, que ocorre 

secundariamente a lesões superficiais da córnea 24. Essa resposta inflamatória 

provavelmente está mais relacionada ao trauma cirúrgico do que à presença da 

mPBAT, já que essa variável foi observada em ambos os grupos e na maioria dos 

animais. Ramachandram et al. 39 fizeram observação semelhante em seu estudo com 

a membrana de PLGA (poli (L-ácido láctico-co-ácido glicólico)) e, também, a 

associaram ao próprio procedimento cirúrgico. Além disso, só houve progressão da 

vascularização além de 2 mm do limbo nos três animais que houveram complicações 

(fig. 2j e fig. 3j,s). 

No presente estudo, não optamos pela analgesia anti-inflamatória por via 

local/oftálmica ou sistêmica para não comprometer as variáveis estudadas. Por esse 

motivo, o cloridrato de tramadol foi o único fármaco escolhido como princípio 

farmacológico para promover analgesia pós-operatória aos animais 40. 

A mPBAT não parece ser incorporada à córnea no período avaliado, por ser um 

polímero que não se degrada antes de oito semanas sob condições de hidrólise in 

vitro semelhante aos compartimentos biológicos 41. O tempo de avaliação pós-

operatória por nós adotado (60 dias) se aproximou ao de oito semanas (= 56 dias), 

mas nenhum sinal de início de degradação foi observado, como Liu et al. 42 

hipotetizaram no seu estudo. Os autores associaram uma lacuna entre a membrana 

de matriz dérmica acelular interestromal e a córnea, observada em uma semana, que 

foi diminuindo ao longo de 24 semanas, e as fibras imaturas observadas no PSR, à 

degradação do implante e síntese de colágeno – a degradação foi maior que a síntese 

nos tempos iniciais, o que explica a lacuna observada. Arslan, Çakmak e 

Gümüşderelioğlu 15 realizaram degradação enzimática e não enzimática in vitro com 

o PBAT por 5 semanas, e houve diminuição do peso em 10% e 3%, respectivamente, 

ao final de 5 semanas. A degradação enzimática equivale à degradação in vivo, 

segundo os autores. 
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Um período de observação mais longo poderia fornecer mais informações 

sobre as consequências do processo de degradação no microambiente celular 

corneal, incluindo a resposta imune e mecanismos modulatórios que podem afetar a 

formação de tecido ao longo do tempo 12, que poderia cursar com características 

vantajosas em relação a proliferação celular 11. 

Em relação aos três animais em que houve complicações de extrusão da 

mPBAT (fig. 2j e fig. 3j) ou seu deslocamento para planos mais superficiais da córnea 

e sua exposição (fig. 3s), a espessura da mPBAT não constituiu um fator complicador 

que pudesse explicar a exposição do implante 43, mas pode explicar o adelgaçamento 

epitelial observado no exame histopatológico em três animais do M30 (fig. 2e,h,n) e 

dois do M60 (fig. 3e,n), já que sua espessura, de 0,075 mm, corresponde a 20,8% da 

espessura total da córnea do coelho (0,36 mm) 44. Tan et al. 45 observaram 

adelgaçamento epitelial 3 meses após procedimento cirúrgico semelhante, mas 

relataram que o epitélio se apresentava em sua espessura normal, após 6 meses. 

As intercorrências de extrusão e exposição da mPBAT foram atribuídas à 

variação de profundidade do túnel interlamelar estromal, que mesmo sendo realizado 

pelo mesmo cirurgião e com auxílio de microscópio cirúrgico, diferiu minimamente na 

localização do implante no estroma anterior ou intermediário. Acreditamos que os 

implantes localizados no estroma anterior são mais susceptíveis a esta intercorrência, 

e nesta situação específica, não caracterizam um fenômeno de rejeição da mPBAT, 

pois na análise histopatológica no HE não foram visualizadas alterações desta 

natureza 13 – os infiltrados inflamatórios polimorfonuclear e mononuclear foram 

considerados discretos a moderados e particularmente com baixo infiltrado 

neutrofílico, sem presença de granuloma ou inflamação supurativa (fig. 2k1,k2 e fig. 

3k1,k2,t1,t 2).  

Em um dos animais em que houve a extrusão da mPBAT (fig. 3j), não foi 

observado nenhuma manifestação clínica do ocorrido: aos 15 dias pós-operatórios foi 

observado que a mPBAT estava superficial à biomicroscopia com lâmpada de fenda, 

e aos 30 dias pós-operatórios a mPBAT estava ausente. No outro animal (fig. 2j) houve 

sintomatologia clínica, e admite-se que no momento da avaliação histopatológica (5-

9 dias depois da extrusão) a ceratite já havia se resolvido e talvez possa ter mascarado 

a observação de sinais de rejeição ou contaminação da mPBAT. Liu et al. 42 realizaram 

a mesma técnica cirúrgica por nós empregada em cinco coelhos, mas sem nenhum 

implante, e observaram cicatrização da córnea aos 8 dias pela coloração de HE, não 
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sendo possível visualizar o local do túnel e observando uma córnea semelhante a que 

não sofreu nenhum procedimento cirúrgico, o que sugere uma rápida cicatrização 

corneal nessa espécie, que é utilizada como modelo de cicatrização da córnea 18. 

A avaliação histopatológica com PSR mostrou maior quantidade de fibras 

imaturas nos casos de extrusão da mPBAT (fig. 2l e fig. 3l), e no animal OT8 (fig. 3i) 

que apresentou sinais clínicos discretos no M60 (fig. 3g), e que se notou a mPBAT 

mais superficial à biomicroscopia com lâmpada de fenda e à avaliação histopatológica 

(fig. 3h), mas sem exposição da mesma. Nesses casos, a maior quantidade de fibras 

imaturas pode ser explicada pelo processo de cicatrização corneal 27. No caso de 

exposição da mPBAT (fig. 3u), foi observado maior quantidade de fibras maduras. 

Como a exposição ocorreu aos 37 dias pós-operatórios, e a histopatologia foi 

realizada somente aos 60 dias pós-operatórios, acreditamos que excepcionalmente 

nesse animal o amadurecimento das fibras colágenas tenha ocorrido de forma rápida. 

Esses animais são os principais responsáveis pelo desvio padrão alto no OT aos 30 

e 60 dias pós-operatórios (tabela 3). 

Vale lembrar que dentre os animais acima citados, somente um (fig. 2j-l) 

pertence ao grupo OT M30, e poderia influenciar a única diferença estatística 

encontrada no PSR (tabela 3, p=0.002). Porém, excluindo esse animal, a diferença 

estatística permanece (p<0.001, teste ANOVA). 

Ainda em relação ao desvio padrão alto nos dados referentes à coloração com 

PSR, no OC no M60 também foi observado alguma variação importante entre os 

animais (tabela 3). Nesse sentido, pode ser destacado o OC10, que na avaliação 

clínica no M45 foi observado um corte no terço médio da pálpebra superior, já 

cicatrizado no M60, mas que pode indicar uma lesão traumática que pode ter afetado 

a córnea, apesar de não ter apresentado positividade ao teste de tingimento com a 

fluoresceína no M45 e M60. Esse animal apresentou maior quantidade de fibras 

imaturas, que corrobora com um processo de cicatrização corneal 27, e que contribuiu 

para o desvio padrão elevado nesse grupo. 

A técnica da avaliação do PSR também pode ser aqui discutida. A metodologia 

e forma de avaliação dos resultados varia bastante nos estudos em que foi utilizado o 

PSR para avaliação do colágeno na córnea 26-29,34,35,42,46-48, e dentre esses autores 

poucos utilizaram a técnica de quantificação numérica 28,29. Nós preconizamos o 

aumento de 400x para avaliação das microfotografias e quantificação das fibras 

20,21,28, que foi realizada por um profissional com experiência com a técnica, e 
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mantendo um padrão na posição das fibras no microscópio (discretamente oblíqua), 

o que parece ser um detalhe que pode influenciar discretamente nas cores 

observadas 49,50 e na densidade de fibras observadas 49. 

Admite-se como fragilidade do nosso estudo o número de animais (n) aqui 

empregado. Se trabalhássemos com um n maior, os animais que cursaram com 

alguma intercorrência poderiam ser excluídos da análise estatística sem comprometê-

la. Admite-se, também, a necessidade de novas e originais investigações clínicas no 

processo de reparo corneal frente a uma lesão corneana, admitindo-se períodos mais 

longos de observação. 

Considerando a baixa reação inflamatória que a mPBAT desencadeou na 

córnea de coelhos nas condições aqui adotadas, associado à característica bioativa 

aos 30 dias pós-operatórios e bioinerte aos 60 dias pós-operatórios observadas com 

a coloração de picrosirius, conclui-se que a mPBAT é um material com potencial para 

aplicação na córnea como adjuvante na cicatrização corneana, na necessidade de 

reparação tectônica. 

 

2.7 Conflitos de interesse 

 

Nenhum dos autores tem conflito de interesse. 
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