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Resumo

Alteragbes oculares, em especial a perda de volume nas cavidades
evisceradas, promovem uma série de modificagdes ao paciente tanto funcional
do 6rgéo quanto psicologica e estética. Uma grande preocupacéo ao longo do
tempo é a procura de um material que possa preencher o volume perdido de
forma a dar um maior conforto no ponto de visto psicolégico e estético ao
paciente. Para contribuir nessa dire¢éo, esse trabalho teve como objetivo testar
experimentalmente prétese de polietileno granulado de ultra-alto peso
molecular, material de baixo custo, em Orbitas de coelhos submetidos a
evisceracao cirurgica em Vvarios tempos experimentais, onde foram avaliados
aspectos macroscopicos e microscopicos e de toxicidade sistémica do material.
Os resultados desse trabalho mostram que o material utilizado no implante de
cavidade ndo apresenta alteragdo significativa nos parametros analisados
guando comparados ao grupo controle. Sendo resultados bastante promissores
indicando que o implante de polietileno poroso desenvolvido por uma industria

nacional tem alto potencial para se realizar testes em humanos.
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A\bstract

Ocular changes especially the loss of volume in eviscerated cavities promotes
several modifications to patients — organ functioning and psychological and
esthetical changes. A material that could replace the lost volume in order to
guarantee to patients more psychological and esthetical comfort has long been
worryingly searched. Contributing in this direction this work aimed at testing
experimentally a prosthesis polyethylene granulate of ultra-high molecular
weight made of a low cost material to be implanted in orbit of rabbits through
surgical evisceration during several experimental times to assess macroscopic
and microscopic aspects of systemic toxicity of the respective material. The
results show that the material used for the implant of the prosthesis in the cavity
does not present significant alteration in the analysed parameters when
compared to the control group. Thus, we point with this study promising results
indicating that the porous polyethylene implant developed by a national

enterprise presents high potential to be tested in humans.
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A falta do globo ocular acarreta uma deformagdo progressiva,
deformagdo da estética facial, que normalmente nos obriga a intervir
cirurgicamente para restaurar a aparéncia do individuo que porventura perde
seu olho. Perda essa que pode ser através de uma evisceragao, ou seja, uma
cirurgia no qual retiramos o “contetdo” do globo ocular, preservando a esclera
e em alguns casos, conserva-se também a cornea; portanto a capa fibrosa do
globo ocular fica mantida e em qualquer dessas situagdes a atrofia da cavidade

orbitaria é iminente.

Apesar de toda a tecnologia dos dias de hoje, estamos distantes de uma
solugdo pratica, acessivel economicamente e se possivel definitiva para

pacientes que necessitam de cirurgia de implantagcdo de protese orbitéria.

Dentre as cirurgias realizadas na Orbita, a enucleacdo é a mais
agressiva, ja que neste caso realizamos a retirada total do globo ocular,
seccionando o nervo o6ptico e liberando os musculos que se inserem na parede
escleral, sendo que esta cirurgia apresenta um resultado menos eficiente que a
evisceracgdo, cirurgia para a retirada somente do interior do globo ocular

(Soares et al. , 1997).

A perda de um olho pode ser um evento traumético na vida de uma
pessoa, resultando em problemas ndo somente clinicos, mas também
emocionais. Pacientes com anoftalmia frequentemente apresentam transtornos
psiquicos e ou funcionais que dificultam sua readaptacdo aos meios social,
profissional e familiar (Cabral et al., 2008) isso em fungcdo do grau de

deformidade que pode se instalar, dependendo do tempo da realizagdo da
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cirurgia, do tipo do trauma e também do tipo de cirurgia (Anderson et al.,2002;

Custer & Trinkaus, 2007).

A reposicdo do volume da cavidade orbitaria deve ser feita por
preenchimento completo do volume e sempre que possivel com um material
que pode ser autélogo, onde um material obtido do préprio individuo, como por
exemplo, fascia, gordura e 0sso; homélogo, onde o implante € de um individuo
doador da mesma espeécie; heterélogo, quando é implantado um tecido
originario de animais de espécie diferente do individuo receptor; alopléstica,
onde se implantam diferentes tipos de materiais como metais, elementos
sintéticos que podem ser implantados sem rejeicdo pelo organismo. O tempo
em que deve ser colocado o implante é o mais rapido possivel; ou seja, de
preferéncia no mesmo tempo cirldrgico da evisceracdo ou enucleacéo,
procurando evitar a “sindrome da cavidade anoftdlmica” (enoftalmo, sulco
palpebral superior profundo, ptose e flacidez da palpebra inferior) (Samiet
al,2007). Osborne et al. (1974) mostram a diferenga entre individuos que foram
enucleados antes dos 15 anos e ndo receberam préteses orbitarias,
apresentando 15% a menos de desenvolvimento orbitario, comparado com 0s
8% de crescimento que apresentaram os que tiveram o implante, porém, ndo
somente alteracdes em criangas levam a alteragéo da orbita, nos adultos com
comprometimento do conteldo orbitario, da mesma forma encontramos
contracdo dos tecidos orbitarios e periorbitarios, agravados pelos casos em que

encontramos infec¢éo orbitaria avangada (Habal, 1987).

As tentativas de recompor estética e fisiologicamente as cavidades

orbitarias remontam 2000 A.C., onde egipcios cobriam cavidades orbitérias
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com proteses orbitérias externas confeccionadas com prata e pedras preciosas
(DenTonkelaar et al.,1991), da mesma forma gregos e apds romanos utilizaram
materiais diversos para confeccdo de olhos, das suas estatuas. A evolucdo
destes artefatos, encontramos no Egito (283-247 DC), ja& com variagbes para
ser usada sobre a palpebra, e também sob a péalpebra. Em 1510, encontramos
uma descricdo mais sofisticada das antigas préteses, para serem adaptadas
sobre as palpebras, sendo que Hazard-Mirault (1755-1822) modificaram as
proteses de Paré, as quais eram confeccionadas em couro por uma
modelagem em gesso, sendo confeccionadas em metal, vidro, e colocadas

sobre os olhos atréficos. (DenTonkelaar et al.,1991)

Com a evolugdo dos procedimentos da enucleagdo e evisceracdo a
partir do século XIX, as proteses passaram a ser adaptadas dentro da cavidade
orbitaria, com um sendo, o0 volume ainda era muito grande, devido a
necessidade de preencher um volume grande, devido a enucleagdo ou

evisceracao, sem reposi¢ao do conteudo.

Uma contribuicdo importante veio com as esferas de vidro de Mules
preenchendo as cavidades evisceradas, o que melhorou significativamente as
proteses e a estética das orbitas. Uma variagédo foi criada por Frost, com o

implante da capsula de Tenon (Soll, 1987).

Na cronologia da evolugdo dos implantes, aparecem com 0S irmaos
Muller, com um tipo de esfera para preenchimento da cavidade muito leve para
os padrbes da época (DenTonkelaar et al., 1991) passando a ser muito
utilizada. Com o inicio da 22 Guerra Mundial o trabalho da fabrica de implantes

foi interrompido devido a bombardeios; em contrapartida o numero de
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mutilados aumentou, levando a procura de alternativas que vieram a minimizar
0 impacto da mutilagdo, apareceram os implantes metalicos (Ruedemann) o

polimetilmetacrilato (PMMA), silicone (Hornblasset al., 1995).

O PMMA ainda muito usado é um material sintético, leve, barato e inerte,
com baixo indice de rejeicdo, semelhante as esferas de vidro é classificado
como um material biocompativel, sendo o implante mais utilizado no século
passado, com variadas técnicas associadas as cirurgias, encontra grande
quantidade de bons resultados quando associada a alguns materiais autélogos
ou heterdlogos utilizadas para revestir a esfera lisa de PMMA, o que diminui a
possibilidade de extruséo com melhor aceitacdo pela cavidade receptora

(Rubin et al., 1994) .

Dentre os materiais para implante orbital o conceito de biointegraveis
passou a ser bastante interessante, a hidroxiapatita (HA) natural utilizada
amplamente pela odontologia e na ortopedia, em funcdo da capacidade de
integracdo ao organismo receptor, através de uma invasao fibrosa altamente
vascularizada, diminuindo a possibilidade de extrus&o, temida nos implantes
lisos biocompativeis (Perry, 1990). Entretanto, € um material que apresenta

problemas em relagdo a esses implantes, em fungdo de ser uma fonte

esgotavel e de custo elevado (Goiato et al., 2010).

Com o desenvolvimento da hidroxiapatita sintética, com caracteristicas
quimica e funcionais semelhantes a hidroxiapatita natural. (Constantino et al.,
1992), Schellini et al.(1998) mostraram que o carbonato de célcio presente na

hidroxiapatita natural ou sintética podem provocar fagocitose e metaplasia




I ntroducéo 22

O0ssea nos receptor; porém, foram os implantes mais usados na década

passada nos EUA, com boa integragéo e mobilidade.

O Biovidro, um material biocompativel, vem sendo discutido amplamente
na literatura, com grandes avancos em implantes nas Ultimas décadas, sendo
que a terceira geragdo de Bioglass® apresentou resultados importantes na
regeneracao e reparagdo dos tecidos nos locais onde foram utilizados, devido a

ativacao dos genes nos tecidos vivos (Brandéo, 2010).

Outro material surge no cenario dos implantes, o polietileno poroso (PP);
constituido de polietileno de ultra-alto peso molecular, descrito na literatura
como nédo toxico e inerte (Rubin, 1983; Warnen, 1990). O implante de PP é
mais barato, feito de materiais que n&o causam dano ambiental e sua
biocompatibilidade e complicacdes s&o comparaveis ao implante de HA

(Goiatoet al., 2010)

Além disso, ao comparar ambos os implantes, Sadig et al. (2008)
mostram que o implante de PP possui melhor mobilidade pelo fato de que pode
ser suturado junto ao musculo resultando em uma melhor transmisséo da
contracdo propiciando a movimentacéo da protese. O implante de PP pode ser
utilizado com sucesso como implante em cirurgia orbitaria, em cavidades
anoftalmicas, com o minimo de complicagbes. O material, PP, &€ bem tolerado,
tem excelente biocompatibilidade, baixa taxa de infeccdo e de migracéo

(Chen &Cui, 2006; Goiatoet al., 2010).
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Com objetivo de desenvolver um material de baixo custo, produzido com
tecnologia nacional para proteses orbitarias usando um modelo experimental
para demonstrar a viabilidade da utilizagdo de um material biocompativel, para
ser utilizado em reparagcdo de cavidades anoftdlmicas de coelhos, com
avaliagbes em diferentes momentos apés a implantacdo. Assim como avaliar a
biocompatibilidade das esferas de polietileno granulado de ultra-alto peso
molecular implantadas em cavidade orbitaria eviscerada de coelhos,

verificando possiveis alteracdes celulares e de toxicidade.
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3.1. Aprovacgao do comité de ética

Todos os procedimentos foram de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimental
(COBEA) e foi aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal

(CEEA), protocolo n® 77/08-CEEA/IBB UNESP.

3.2. Implante

Foram utilizados implantes esféricos de polietileno granulado de ultra-
alto peso molecular. A empresa que forneceu e produziu as esferas foi a Cloud
Tecnologia Informacgédo Ltda., localizada no municipio de Sorocaba, estado
de S&o Paulo. Os implantes utilizados possuiam porosidade diferenciada com
definicho da empresa de 0 & 03. Os implantes apresentam as seguintes
caracteristicas fisico-quimicas, composto por um p6 de polietileno linear de
média densidade de ultra-alto peso molecular 2x 10° g/mol, classificado como
nao toxico e inerte, com ponto de fusdo entel25 a 135 °C, com densidade de

0,920- 0,935 g/cm3 e néo solavel.
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3.3. Interacéo implante com os tecidos bioldgicos- estudo preliminar

Para o procedimento de verificagdo da interagdo do implante com os

tecidos bioldgicos.

Para tanto foram utilizados ratos linhagem Wistar machos adultos que
foram separados aleatoriamente em dois grupos de modo que um grupo
permanecesse com implante no dorso por 7 e 14 dias, subdivido em 4
subgrupos com implantes com porosidades distintas variando de 00 a 03

conforme orienta¢éo do fabricante.

Em cada rato foram inseridos dois tipos de implante de maneira que
todos os tipos permanecessem durante os periodos estipulados. O tipo de
placa que apresentou melhores resultados foi entdo, a utlizada para este

projeto.
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Figura 1: Fotografias representativas de interagao tecidual com os implantes
nos estudos preliminares em ratos onde o material de diferentes porosidades
permaneceu 14 dias. Em A regido da implantacdo; em B porosidade 00; em C
porosidade 01; em D porosidade 02; em E porosidade 03.
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Quatro tipos de implantes foram utilizados nesse teste em que cada tipo
possuia um grau de porosidade. Em cada rato foram inseridos dois tipos de
implante de maneira que todos os tipos permanecessem durante os periodos
estipulados. O tipo de placa que apresentou melhores resultados foi entéo, a

utilizada para este projeto.

3.4. Animais

Foram utilizados 48 coelhos da espécie Oryctolagus cuniculus, de
ambos o0s sexos e idade entre 3 (trés) e 6 (seis) meses, provenientes do

Biotério Central da UNESP, Campus de Botucatu.

Os coelhos foram subdivididos aleatoriamente em quatro grupos,
conforme o momento de sacrificio. Cada grupo com 12 animais, dos quais 10
receberam o implante e dois, foram considerados como grupo controle, sendo

eviscerados e ndo recebendo nenhum tipo de implante.

3.5. Delineamento experimental

Os animais foram divididos em grupos experimentais os quais foram

sacrificados em diferentes tempos experimentais com 15, 30, 90 e 180 dias.

No momento do inicio do experimento todos o0s animais foram
submetidos a retiradas de sangue para analise de toxicidade, esse periodo foi

denominado de Momento PO.
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Os coelhos com implante na cavidade eviscerada tiveram o sangue
coletado para exames bioquimicos e apds o que, foram sacrificados; estdo

classificados nos seguintes momentos:

Momento P;: onde os animais foram sacrificados com 15 dias po6s

implante;

< Momento P,: onde os animais foram sacrificados com 30 dias pés

implante;

< Momento P3: onde os animais foram sacrificados com 90 dias pos

implante;

< Momento P4 onde os animais foram sacrificados com 180 dias pos

implante.

Foram utilizados como controle, os animais que tiveram a cavidade
orbitaria direita eviscerada no PO e sacrificada nos mesmos periodos descritos

anteriormente para cada grupo.

3.6. Procedimento experimental

Todos os procedimentos cirdrgicos foram realizados no Laboratério de
Cirurgia Experimental do Departamento de Oftalmologia, Otorrinolaringologia e
Cirurgia de Cabeca e Pescogo, da Faculdade de Medicina de Botucatu —
UNESP sendo realizados sob condigbes de assepsia e antissepsia, conforme

descrito a seguir.
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Roteiro do procedimento cirdrgico:

a)

b)

d)

f)

g)

Os animais previamente divididos nos diferentes tempos
experimentais, foram anestesiados com Zoletil® na dose de 15mg/kg

associada com Xilazina 0,015mg/kg;

De todos os animais, foram retirados sangue da veia auricular para

testes de toxicidades; e anestesiados.

Os animais foram submetidos assepsia e antissepsia do olho direito,

com colocacdo do campo oftalmico e blefarostato;

Realizado incisdo na conjuntiva bulbar superior e isolado o musculo

reto superior.
Foi realizada a abertura escleral feita com bisturi lamina 15;

Foi feita a evisceracdo do contetdo do olho direito e colocacdo da
esfera conforme grupo experimental e sutura da inciséo foi feito com

pontos de Mersilene 6-0;

Os animais foram analisados diariamente por observagao feita sob a
luz ambiente analisando os sinais que denotassem alteracdes
sistémicas ou no sitio operatério. A saude geral do animal foi
estimada pela atividade, apetite, atitude na gaiola e pesagens
semanais. Uma atencdo especial foi dada nos locais da regido
orbitaria direita, para avaliar se houve a presenca de sinais
inflamat6rios e ou possivel infeccdo, traduzida por secrecdo,
deiscéncia de sutura conjuntival ou outros sinais possiveis e
presentes na face, além da observacdo da presenca da esfera

implantada.
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h) Transcorrido o tempo experimental nos momentos P1, P2, P3 e P4,
foram retirados sangue dos animais pela veia auricular para analise
bioquimica e posteriormente submetidos a uma overdose de

anestésicos de Xilazina 0,10mg/kg.

i) Ap6s a morte do animal, os olhos direitos foram enucleados e

colocados em fixador histolégico.

3.7. Exames Bioquimicos

As amostras de sangue coletadas imediatamente antes do inicio da
cirurgia e do sacrificio foram processadas no Laboratério Clinico Veterinario da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP de Botucatu/SP,

Departamento de Clinica Veterinaria.

Para cada amostra de sangue retirado antes dos experimentos e
posterior ao tempo experimental, realizaram-se exames para verificagdo de
possivel repercussdo sistémica decorrente da implantacdo na cavidade
orbitaria. Foram feitos o0s seguintes exames para verificagdo da fungéo
hepatica: AST (Aspartato Aminotransferase) e ALT (Alanina Aminotransferase),
antigamente chamadas de TGO (Transaminase Glutamica Oxalacética) e TGP
(Transaminase Glutamica Piravica), respectivamente; FA (Fosfatase Alcalina) —
usado também para verificar funcdo cardiaca - e GGT (Gama-
glutamiltransferase). O exame de uréia e creatinina foi feito para verificacdo da
funcdo renal, sendo esta relacdo um bom indicador do catabolismo proteico

(Fleury, Manual de Exames, 1999).
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3.8. Exames Morfolégicos

3.8.1. Processamento do Material

Os olhos enucleados foram previamente fixados em formol tamponado
10% por 24 horas a 4 °C, onde foram processados no auto técnico LEICA TP
1020 (Alemanha), onde as amostras foram colocadas em série crescente de
alcool 80% a 100%, diafanizados em xilol em 3 banhos e por fim infusdao de
parafina a temperatura de 50 °C a 60 °C, cada um dos banhos estava
programado para ter duragdo de 1 hora.Em seguida as amostras foram levadas
ao inclusor LEICA EG 1160 (Alemanha) para inclusédo em paraplast,
posteriormente as amostra foram cortadas em micrétomo rotativo LEICA RM
2155 (Alemanha). As amostras foram cortadas com 5 pym em laminas
histolégicas KNITTEL (Alemanha), deixando em estufa a 60 °C por

aproximadamente por 1 hora, para aderéncia da amostra a lamina.

As Laminas com as amostras foram coradas no Auto-Stainer XL LEICA
(Alemanha) com a técnica de Hematoxilina e Eosina (Behmeretal., 1976)e

colocadas as laminulas KNITTEL no aparelho LEICA CV 5000.

3.8.2. Andlise microscopica

Com as laminas histolégicas previamente coradas foram avaliados em
microscopio LMBD LEICA acoplado ao software LEICA Q-Win, onde foi
analisada reparacgédo tecidual inflamatéria encontrada nos tecidos ao redor do

implante.
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3.8.3. Anélise Morfometrica

Das amostras histolégicas obtidas dos animais foram realizadas a

quantificacdo de células totais, por meio de cinco fotomicrografias da esclera.

Para tanto, em cada 5 campos de cada animal foram fotomicrografados
no Sistema de Fotomicrografia LEICA no microscopio DMLB LEICA acoplado
ao programa Leica Q-Win, e posteriormente essas imagem foram analisadas

com o software AVSoftBioview 4 — Seeker Module.

Todos os resultados foram submetidos a andlise estatistica.

3.9. Andlise Estatistica

O teste estatistico utilizado para a andlise dos pesos dos animais foi de
WilcoxonRank Sum Test (equivalente ao teste U de Mann-Whitney) utilizando
o0 programa R (versdo 2.11.1 (31/05/2010). Para as analises bioquimicas e
morfometricos foram utilizado o teste ndo paramétricot-Student para comparar
as meédias de duas amostras independentes e aleatorias. (Corder & Foreman,

2009).
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4. Resultados
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4.1. Resultado de interagcdo tecidual com os implantes- Resultados de

estudos preliminares

No estudo preliminar da interagé@o bioldgica com o implante foi realizado
em ratos, nos quais foram implantados, com porosidade diferenciada, de
maneira que todos os tipos permanecessem durante os periodos de 7 e 14 dias
(fig. 1).

Os quatro implantes fornecidos pela empresa apresentam o mesmo tipo
de comportamento quando implantado no subcutaneo de ratos. Em fungé&o
desse resultado optamos pelo implante 00 para a continuidade dos

experimentos.

4.2. Estudos em Cavidades Anoftalmicas

4.2.1. Peso dos animais ap6s o implante
No grafico 1 observa-se a variacdo do peso dos coelhos do grupo de 15
dias ao longo do tempo, os animais apresentaram o mesmo padréo de ganho e

peso.
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Grafico 1: Comparacéo da variagdo média dos pesos dos coelhos do grupo de
15 dias com o grupo controle em relagdo ao tempo. Dados expressos em
média e desvio padrdo. WilcoxonRank Sum Test: p = 0,6857, W = 10.

Aos 30 dias de permanéncia com o implante, o padrdo de ganho de

peso foi muito semelhante ao grupo controle ndo havendo alteragbes, esses

dados podem ser observados no gréfico 2.
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Grafico 2: Comparacéo da variagdo média dos pesos dos coelhos do grupo de
30 dias com o grupo controle em relagdo ao tempo. Dados expressos em
média e desvio padrdo. WilcoxonRank Sum Test: p = 0,6991, W = 21.




Resultados 38

O padréo de crescimento corporal apresentado pelo grupo de 90 dias

ndo houve diferenca estatistica sobre o grupo controle (Gréafico 3).

Gréfico 3: Comparagédo da variagdo média dos pesos dos coelhos do grupo de
90 dias com o grupo controle em relacdo ao tempo. Dados expressos em
média e desvio padrdo. WilcoxonRank Sum Test: p = 0,5512, W = 83.

Com 180 dias apos a implantacdo, os animais submetidos ao implante e
do grupo controle apresentaram um padréo de crescimento idéntico, dado esse

corroborado pelo teste de hipotese realizado (gréfico 4).
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Gréfico 4: Comparacédo da variagdo média dos pesos dos coelhos do grupo de
180 dias com o grupo controle em relagdo ao tempo. Dados expressos em
média e desvio padrdo. WilcoxonRank Sum Test: p = 0,4963, W = 140.

Esse resultado permite inferir que o implante ndo altera o padrédo de
crescimento dos animais, indicativo clinico importante para esse modelo

experimental.

4.3. Analises bioquimicas

Os resultados dos dados de toxicidade feitos por exames de sangue do
grupo 15 dias estédo contidos na tabela 1. Os dados ndo foram estatisticamente

diferentes, sendo que para todo teste t realizado em cada exame, p > 0,05.
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Tabela 1: Resultado do exame de sangue das amostras coletadas
imediatamente antes da cirurgia (inicial) e no momento do sacrificio (final) para
o0 grupo 15 dias. Dados expressos em meédia + desvio padrdo. Teste t, p > 0,05.

Exame Inicial Final
Grupo 15dias Controle Grupo 15dias  Controle

Ureia (mg/dl) 32,655 31,8+6,5 41,3 +16,2 43,6 £+ 6,4
Creatinina (mg/dl) 0,9+0,1 0,9+0,1 1,3+0,4 1,2+0,1
ALT (U/) 21,1+£12,0 21,785 18,2 +13,5 140+1,4
AST (U/) 20,0+13/4 17,7 £5,8 149 +5,2 18,0+1,4
FA (U/) 139,3+34,1 172,7+41,4 128,1+22,]1 149,5 + 27,7
GGT (U/) 8,6+4.1 7,7+0,6 13,2+ 3,8 13,0+1,4

Para o grupo de 30 dias, os resultados estéo representados na tabela 2.
Pode ser observado que dentre os resultados do teste t, apenas os denotados

por asterisco tiveram p < 0,05.

Tabela 2: Resultado do exame de sangue das amostras coletadas
imediatamente antes da cirurgia (inicial) e no momento do sacrificio (final) para
o grupo 30 dias. Dados expressos em média + desvio padréo.

Inicial Final
mxame Grgpo 30 Controle Grupo 30dias Controle
ias

Ureia (mg/dl) 40,1 +4,1* 348+0,1* 49,5+9,5* 47,1 £0,8*
Creatinina (mg/dl) 1,0+ 0,1 1,0+0,1 1,4+0,1 15+0,2
ALT (U/) 15,1 +3,9* 10,0%x0,1 19,8 £5,6 11,0 £ 1,4*
AST (U/l) 13,4 +4,8 15,0+7,1 16,7 £5,1 135+7,8
FA (U/l) 142,9 £ 35,9* 189,0+8,5 140,1+45,6 131,0%33,9
GGT (U 69+11 7507 10,4+ 3,4 12,0+2,8

* Teste t-Student, p < 0,05, t < 4,654, GL <9.
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Na tabela 3 observa-se os resultados dos exames de sangue dos

coelhos do grupo 90 dias, nesse periodo experimental ndo houve diferenca

estatisticamente significativa para qualquer parametro analisado.

Tabela 3: Resultado do exame de sangue das amostras coletadas
imediatamente antes da cirurgia (inicial) e no momento do sacrificio (final) para
o0 grupo 90 dias. Dados expressos em média + desvio padrdo. Teste t, p > 0,05.

Inicial Final
Fxame Grupo 90 Controle Grupo 90 Controle
dias dias

Ureia (mg/dl) 46,3 £ 6,6 40,9+4,0 58,6 + 15,5 59,4+0,1
Creatinina (mg/dl) 1,0+0,1 1,2+0,2 1,3+0,2 1,2+0,1
ALT (U/l) 22,0+13,2 155+2,1 19,4 £ 17,9 16,0+£0,1
AST (U/l) 8,4+59 21,014 17,4+£8,4 26,0x7,1
FA (U/) 1716 £51,2 230,0+x495 94,3+39,9 123,0%38,2
GGT (U/l) 6,6 +1,8 9,0£2,8 9,2+1,8 115+49

Com 180 dias ap6s o implante de polietileno poroso os animais ndo

apresentaram alteragdes significativas dos parametros de ureia, creatinina,

ALT, AST, FA e GGT (tabela 4).
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Tabela 4: Resultado do exame de sangue das amostras coletadas
imediatamente antes da cirurgia (inicial) e no momento do sacrificio (final) para
0 grupo 180 dias. Dados expressos em média + desvio padrdo. Teste t, p >
0,05.

Exame Inicial Final

Grupo 180 dias Controle Grupo 180 dias Controle
Ureia (mg/dl) 30,3+4,6 349+54 50,9+11,2 50,3+ 10,3
Creatinina (mg/dl) 0,7+0,1 0,7+0,1 1,5+0,2 1,7+0,2
ALT (U/) 9,729 8,747 26,8 + 14,6 20,7+9,2
AST (U/l) 10,8+2,4 13,3+5,5 31,5+11,3 24,0+ 8,2
FA (U/) 151,3+19,1 1223+27,6 41,9+18,6 30,3+5,8
GGT (U/l) 8,1+0,8 6,3+15 12,4+ 7,7 11,7+15

Os dados das tabelas 1 a 4 mostram que o material implantado néo
apresenta altera¢des bioguimicas importantes, indicando que pode apresentar
um grande potencial para estudos futuros para utilizagdo em humanos. Esses
dados sdo compativeis com as observages clinicas de ganho de peso descrito

anteriormente.

4.4. Analises morfologicas

Os animais submetidos a enucleagdo da cavidade orbitaria e
implantados com a prétese de PP apresentaram um bom desenvolvimento
clinico e com reposicdo de volume adequada em todo periodo experimental,
como pode ser observado na Fig. 2. Quando analisada a interacéo da prétese
com o tecido biolégico do animal observa-se uma interagdo bastante
satisfatoria ndo sendo observados processos inflamatorios e alteracdes da
esclera ao redor da cavidade. No interior do implante pode-se se notar a

presenca de tecido bioldgico promovendo o preenchimento (fig. 3).
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Figura 2: Fotografia dos olhos dos coelhos submetidos ao implante poroso
apés 180 dias da implantacdo. Em A, observa-se o olho do animal controle,
sem a reparagdo do volume da cavidade apo6s a enucleacdo, onde pode se
notar uma alteracdo de volume da cavidade bastante significativa em C,
quando comparada com a do animal submetido ao implante em B e D. Note
que no animal submetido ao implante, B, tem um padrdo de volume orbitério
mantido.
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Figura 3: Fotomicrografia dos olhos de coelhos submetidos & evisceracéo.
Fotomicrografias A,C, E e G sé&o dos olhos do grupo controle que foram
eviscerados mas nao submetidos a reposicdo da cavidade orbital. Na
fotomicrografias B,D, F e H observa-se o material dos olhos do grupo
implantado. Onde * é a regido da esclera e # é a regido da cavidade
eviscerada. Note que os grupos implantados apresentam a presenca de
infiltrag&o tissular (seta),sendo que as fotomicrografias A e B sdo do grupo com
15 dias ap6s o implante, C e D com 30 dias, E e F com 90 dias e G e H com
180 dias.
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4.5. Anélises morfometricas

Na tabela 5 estdo representados os valores médios dos ndimeros de

células para cada grupo.

Tabela 5: Contagem de Células Totais em diferentes tempos experimentais

apdés o implante de Polietileno. Valores representados em valores médios dos
ndmeros de células em cada grupo.

NUmero de Células Totais

Grupo Controle Implantado

15 dias 1336,00 + 94,48 1250,26 + 299,96
30 dias 828,00 + 310,42 975,94 + 285,35
90 dias 972,17+ 71,42 799,23 + 255,36
180 dias 1267,80 + 513,59 670,98 + 241,74

* Testet-Student

Os resultados mostraram que ndo ha diferenca do numero de células
total nos animais dos grupos controle e implantado nos diferentes tempos

experimentais.




5. Discussao
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Este estudo foi desenvolvido para verificacdo da interac@o bioldgica ao
implante de PP desenvolvido por uma industria nacional para reposicdo de

volume da cavidade orbitaria, como alternativa ao uso de préteses importadas.

Estudos com novos biomateriais, sendo este definido como um implante
que é colocado em contato com o tecido vivo com o objetivo de recompor
alguma parte lesada, ou auxiliar a sua reparagdo (Franca et. al., 2005), é
fundamental para o uso em implantes oculares uma vez que esse processo é
traumético resultando em problemas ndo somente clinicos, mas também
emocionais. Pacientes com anoftalmia frequentemente apresentam transtornos
psiquicos e/ou funcionais que dificultam sua readaptacdo aos meios social,

profissional e familiar (Cabral et al., 2008).

Nesse estudo utilizamos um implante produzido de polietileno de ultra-
alto peso molecular, elaborado exclusivamente para ser implantado em
coelhos. As esferas implantadas apresentavam 10 mm, tamanho considerado
ideal para com isso, ser possivel manter a cornea do animal (Shiratoriet al.,

2005).

A escolha de coelhos, como modelo experimental, foi decorrente do fato
de ser um animal interessante para esse estudo de cavidade orbitéria, pois
apresenta rapido crescimento, 6rbita pequena, além de ser um animal de

obtenc&o e manejo relativamente faceis (Shiratoriet al., 2005).

Nossas esferas de PP, que é um polietileno de ultra-alto peso molecular,
apresentaram no processo cirdrgico do implante a possibilidade de sutura

juntamente com o tecido muscular, fator importante para promover motilidade
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da prétese (Chalasaniet al., 2007; Sadiget al. 2008). Com isso, é possivel
transmitir dessa forma, a movimentagdo ocular para a prétese e dar a
aparéncia de ser um olho funcional podendo ajudar no aspecto psicolégico ao

paciente (Cabral et al., 2008)

Os resultados obtidos nesse estudo corroboram a hipétese inicial
elaborada sobre a utilizagdo do polietileno granulado como um elemento de
implante importante para 6rbita, em funcéo de ndo haver alteragbes nos pesos
dos animais, nas analises bioquimicas, de celularidade ao redor do material

implantado.

A preocupacdo com o processo inflamatério e em especial com a
extrusdo da protese implantada € bastante recorrente na literatura (para

revisdo Custer et al., 2007).

Goldberg et.al. (1994) avaliando a resposta inflamatéria em cavidades
de coelhos utilizando esferas de hidroxiapatita natural e Medpor® - polietileno-
obtiveram uma maior resposta inflamatéria nos animais implantados com
hidroxiapatita natural, esse dado indica que o polietileno tem uma rea¢cdo mais
simbidtica com o tecido bioldgico. Ranzani et.al. (1997) observaram células
fagocitica, como células gigantes de corpo estranho utilizando hidroxiapatita
sintética em cavidade anoftdlmica em ratos. Neste trabalho o aspecto
morfolégico foi analisado de maneira qualitativa, e ndo foi observado qualquer
tipo de alteragdo que permitisse a identificagdo de um processo inflamatorio

fato importante para interagdo do hospedeiro com o biomaterial utilizado.
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O implante usado nesse estudo pode ser interessante para um uso
clinico, uma vez que ndo foram observadas alteracfes célulares que indicariam

processo inflamatdrio com esse material.

O processo inflamatério promove alteragdo no numero de células,
podendo ser altamente lesivo ao paciente, em fungdo de aumento especifico de
células polimorfonuclerares, ndo observado nesse estudo. Esse estudo
apresenta o padrdo de incorporacdo do material implantado pelos tecidos
adjacentes com nenhuma reacdo inflamatéria uma condicdo para que um
implante seja considerado ideal, pois apresenta uma melhor biocompatibilidade
com o hospedeiro, como descrito por Paulo et. al. (2005) em implantes de

latex abdominais.

A extrusdo dos implantes é uma preocupacdo clinica bastante
importante, Custer et al. (2007) descreveram em relatos de casuistica de
extrusdo no caso do polietileno poroso sendo de 8,1% em pacientes. Outro
material com alto indice de extrusdo é a esfera de PMMA (polimetilmetacrilato).
Entretanto, esta esfera € a mais utilizada no servico de sadde e a que mais
tempo de observacéo possui, uma vez que vem sendo empregada h& cerca de
seis décadas. Essa extrusdo pode estar relacionada com alteracdes do tipo
contracdo da capa escleral no setor posterior, constatada em alguns dos
pacientes durante o procedimento cirargico, com afinamento da mesma e da
conjuntiva no setor anterior, levando & exposicdo da esfera (Schellini et al.,
2007). O processo de extrusdo é mais frequentemente observado ao longo do
tempo, nos implantes ndo biointegraveis, no caso dos implantes biointegraves,

costumam ser mais precoce, nesse estudo avaliamos o implante no maximo de
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180 dias pds-implante, ndo foi observado qualquer tipo de indicativo clinico de

extrusao do material.

As analises bioquimicas realizadas avaliaram os niveis de Creatinina,
uréia, ALT, AST, FA e GGT, todos os nossos dados mostraram que ndo ha

alteracdes significativas entre os grupos controle e implantado.

Orgéos com uma alta concentracdo de uma enzima tém o potencial para
causar um grande aumento na atividade sérica da enzima devido & doenca.
Por exemplo, o gradiente de concentragdo intracelular para extracelular de
alanina aminotransferase hepatocelular (ALT) €& 100.000:1. Lesdo dos
hepatdcitos, portanto, tem o potencial de causar acentuadamente maior da
atividade de ALT no soro. Quanto maior gradiente da concentracdo da enzima
ou proteina marcadora entre a célula e o espaco intersticial, mais rapido € a
translocacao de significativas quantidades da enzima para o espago intersticial
e, finalmente, para o sangue. Da mesma forma, o figado tem uma grande
massa, aumentando assim, o potencial da atividade da ALT (Kaneko et al.,
2008). Dentre os resultados obtidos, pode-se observar que para o grupo 30
dias houve uma alteracdo dos niveis dessa enzima no grupo experimental no
inicio e no grupo controle no final. O uso da prétese ndo comprometeu essa
variagdo uma vez que no inicio ndo havia sua implantacdo para ambos 0s

grupos e muito menos para o grupo controle no final do periodo de estudo.

As determinagfes séricas AST fazem parte de muitos perfis bioquimicos
devido & sua sensibilidade relativamente alta para a deteccdo de leséo
hepatocelular, lesdo do miécito e a sua estabilidade no soro (Kaneko et al.,

2008). Dentre os niveis de AST analisados, ndo houve alteracdes significantes
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estatisticas quando comparados 0s grupos controle e experimental para todos

0s tempos de experimentagao.

A localizagéo das enzimas celulares relativas ao sangue, urina ou outros
fluidos é um fator significativamente determinante. Especialmente se um
aumento na atividade da enzima ocorre, sua liberagcdo pode ser encontrada em
fluidos. Um exemplo bem conhecido € o da gama-glutamiltransferas (GGT),

localizada na superficie luminal de células epiteliais tubulares renais.

Da mesma forma, a fosfatase alcalina (FA), localizada na superficie
luminal dos enterdcitos, é perdida para o lumen intestinal em vez do sangue
qguando ha lesdes do enterécito. FA hepatocelular, entretanto, com atividade
sobre ambas as superficies biliares canalicular e senoidal, pode ser aumentada

tanto na bile como no sangue.

Entretanto, a FA e GGT, quando ligadas a superficie externa das
membranas celulares, séo liberadas a partir de células do sangue por
mecanismos distintos de enzimas derivadas de citoplasma (Kaneko et al.,
2008). Dentre essas enzimas, houve uma alteragéo apenas da FA para o grupo
experimental de 30 dias no inicio antes da cirurgia, cuja causa claramente néo
pode ser atribuida ao uso da protese, uma vez que o metabolismo de FA tem
uma origem importante na medula 6ssea, além da hepética, especialmente em

animais jovens (Takahira comunicacao pessoal).

A creatinina sérica € o marcador mais usado para o rastreamento da
“disfuncéo renal” (Lessa, 2004). Ela é aumentada em insuficiéncia renal crénica

e aguda, e também em algumas condi¢c6es que ndo envolvem diretamente o
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rim. E o teste mais utilizado para diagndstico e monitoramento da doencga renal
em humanos e animais de patologia clinica. Em coelhos implantados com
quitosona porosa com cavidade eviscerada houve uma alteragdo dos niveis
dessa no 7° dia apos a cirurgia (Brito et al., 2009). Nesse estudo ndo houve

alteracdo dos niveis de creatinina durante o tempo experimental.

A ureia é também utilizada frequentemente para a determinacdo da
funcdo renal, mas estd sujeita aos mais numerosos fatores extrarrenais de
variagdo. Estas moléculas s8o quase totalmente eliminadas por filtracdo
glomerular, mas no caso de insuficiéncia renal sua concentragdo plasmética
aumenta (Kaneko et al., 2008). Nos testes realizados houve alteragdo na ureia
inicial dos grupos experimentais e controle. Entretanto certamente a causa néo

foi a préstese, uma vez que o sangue foi retirado antes mesmo da cirurgia.




6. Conclusao
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Aspectos importantes, tais como, o0 peso corporal dos animais
submetidos ao implante, andlises bioquimicas, morfolégicas e morfometricas
da celularidade dos animais eviscerados e implantados com as nossas esferas
testes foi muito semelhante. Indicando que o implante nacional de polietileno
de ultra-alto peso molecular é candidato interessante para futuros estudos

clinico.
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