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RESUMO

Objetivo: Estudar avascularizacdo corneal (V C) induzidapelamembrana
de quitosana (MQ) implantada por enxertia interlamelar na cérnea de
coelhos. Métodos; Foram utilizados 16 coelhos. No olho esguerdo
procedeu-se enxertiainterlamelar deum fragmento de 0,25 x 0,25 cmde
MQ (olho tratado). No olho direito realizou-se apenas a microbolsa
estromal (olho controle). Avaliaram-seclinicamente osanimaisaosi, 3,
7, 15 e 30 dias de pos-operatorio. Aos 30 dias mensurou-se a VC pelo
Sistema Analisador de Imagens LEICA QWIN-550°. Resultados: Aos
sete dias observou-se VC a 1,5+0,93 mm do limbo em direcdo ao eixo
visua. Aos15diashouveaumentodaV C (4,75+3,20 mm), quesemanteve
aos30dias(4,25+4,10 mm). Osolhoscontrol esndo apresentaram quai s-
quer alteracbes oculares. Houve diferenca estatistica (p<0,05) entre as
areas corneai s vascul arizadas dos ol hos tratados e controles aos 15 e 30
diasdepos-operatorio. Conclusdes: A M Qinduziu angiogénese corneal
guando aplicada a cérnea de coelhos por enxertia interlamelar, a qual
persistiu de forma leve até 30 dias de pds-operatério. Embora estudos
adicionais sejam necessarios a MQ podera ser mais uma opcéo de
membrana para enxertos em ceratopl astias.

Descritores: Membranas artificiais; Coérnea; Quitosana; Coelhos

INTRODUCAO

A cdrnea, que representa uma das estruturas da tunica fibrosa do bulbo
ocular, constitui-se em tecido vulneravel, dada a sualocalizagdo externa. Ela
€ responsavel primariamente pelavisdo, e tem sido estudada intensivamente
no homem e animais nos ultimos tempos, devido ao crescente nimero de
doengas corneais, algumas ainda, de etiol ogia e tratamento desconhecidos®.

Quanto as doengas corneas, ha que se considerar que ndo se trata de
matéria que dispensa novas e originais investigacdes, sobretudo o uso de
membranas biol égicas na reparacdo da cornea com importante perda teci-
dual. No homem, grande parte dos enxertos corneais ndo se trata de tecidos
xendlogos ou heterélogos preservados?. No entanto estes, quando utiliza-
dos, sdo capazes de induzir a vascularizacdo®*. Deste fendbmeno, é possi-
vel ocorrer a pigmentacéo corneal tardia, rejeicdo do tecido implantado,
fibrose e leucomas cicatriciais, que resultariam em sucesso parcial, consti-
tuindo-se, assim, em ceratoplastias tecténicas®.

A quitosana € um polissacarideo linear abundante, derivado da N-desa-
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cetilagdo daquitinae composto principa mentedeh-(1-4) ligado
a 2-desoxi-2-amino-d-glicopiranose e parcialmente de h-(1-4)
ligado e 2-desoxi-2-acetamido-glicopiranose. Trata-se de um
polissacarideo abundante na natureza, constituindo-se em uma
fonte renovavel e relativamente barata uma vez que é obtida,
também, como material rejeitado pela indUstria da pesca®®.
Naturalmente, a quitosana é encontrada em alguns fungos, mas
€ principalmente obtida do exoesqueleto de crustaceos como
camardes, caranguejos e moluscos como as lulas®. Devido a
sua biocompatibilidade, natureza néo téxica e propriedades
como efeitos inibitdrios no crescimento de fungos e bactérias,
h& um interesse crescente em seu potencia na aplicagdo em
enxertos®Y, Estudos recentes tém focado seus interesses nas
atividades anti-angiogénicas da quitosana®. A utilizacdo da
membrana de quitosana (M Q) em ceratoplastias ainda ndo fora
descrita, nem mesmo sua capacidade de induzir avascul arizacéo
corneal (VC), motivando-nos arealizar esta pesguisa, no sentido
de saber da sua viabilidade de aplicacdo em cirurgias corneais.
O objetivo deste trabalho foi estudar os aspectos clinicos,
bem como, a capacidade angiogénica da MQ implantada em
microbolsano estroma corneal de coelhos, por meio damensura-
¢do da quantidade de vasos neoformados na area total da cornea.

METODOS

Animais

Foram utilizados 16 coelhos, da raca Nova Zelandia, fé
meas, com peso médio de 3,0 kg. Osanimaisforam fornecidos
pelo Biotério Central da Faculdade de Odontologia de Araca-
tuba - Unesp. Foram mantidos em gaiolas suspensas, com
adguaeracdo “adlibidum”. Previamente arealizacdo das mano-
brasde enxertiainterlamelar daM Q, os animaisforam submeti-
dos a exame oftalmico, onde se buscou a presencga ou ndo de
secrecdo ocular, blefarospasmo/fotofobia, hiperemia conjun-
tival, opacidade corneal, vascularizacéo corneal e defeito epi-
telial (analisado pelo teste de fluoresceina).

Grupos experimentais

Constituiram-se dois grupos experimentais (G1 e G2). Nos
olhos esquerdos de cada animal, apds confecgdo da micro-
bolsaestromal, realizou-se enxertiainterlamelar daMQ, cons-
tituindo assim, o grupo tratado (G1). Nos olhos direitos foram
realizadas apenas as microbolsas estromais, constituindo o
grupo controle (G2).

Membrana de quitosana

A membrana de quitosana utilizada no presente estudo foi
confeccionada e fornecida pelo Laboratério de Bioguimica e
Biomateriais do Instituto de QuimicadaUSP - Sao Carlos.

Procedimento cirurgico

Os animais foram anestesiados por anestesia dissociativa
com quetamina (35 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg) aplicados por
viaintramuscular em mesmaseringa.
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Apbs preparacdo do campo operatdrio, com auxilio do
equipamento para esteroscopia (microscopio estereoscopico
modelo Leica MZAPO®), foi realizada ceratotomia no olho
esguerdo de cadaanimal, com incisdo corneal realizada proxi-
mo ao limbo (1,0 mm do mesmo). Com auxilio deumaespétula
microcirurgica, o estromafoi divulsionado para confec¢do da
microbolsa na por¢do média da espessura estromal.

Nos olhos dos animais G1, fragmentos de 0,25x0,25 cm de
MQ foram introduzidos no fundo da microbolsa corneal, que
teve seu limite naregido axial dacornea. Nosolhosdireitosfoi
confeccionada somente a microbolsa corneal sem enxertia da
MQ (G2). A figura 1 representa esquemati camente a enxertia
interlamelar daM Q.

Pés-operatorio

Como procedimentos pds-operatérios, 0s animais recebe-
ram pomada antibidtica (Epitezan®, Frumtost) aintervalos de
24 horas, durante 10 dias. Paraminimizar o desconforto ocular,
foi utilizado buprenorfina (Tengesic®) nadose de 0,05 mg/kg,
pela via subcutanea a cada 12 horas, durante 7 dias.

Avaliacdo clinica

Osolhos operadosforam avaliadosaos 1, 3, 7, 15 e 30 dias
de pés-operatério na busca dos fendmenos intercorrentes
com aevolugdo clinico-cirdrgica e demais manifestacfes ocu-
lares’?19, Os eventos pesquisados foram os mesmos adota-
dospor ocasido daavaliacdo clinicapré-cirirgica. Cadaanimal
teve sua ficha clinica individual onde foram computados os
eventos oculares observados por dois examinadores que ndo
tinham conhecimento prévio dos grupos.

Avaliacdo morfométrica da angiogénese

Foi realizado estudo morfométrico em ambasas cérneasde
cada animal ao final de 30 dias de pos-operatorio. Apds nova
anestesia, segundo os procedimentos adotados por ocasido
das ceratotomias, 0s animais foram submetidos a exame mor-
fométrico de ambas as cérneas para mensuragao da angiogé-
nese induzida pela MQ e pelo trauma cirdrgico resultante da
confeccdo da microbolsa. Para tanto, foi utilizado o Sistema
Analisador de Imagens LEICA QWIN 550° que registrou as
&reas totais e éreas vascularizadas das cérneas. O sistema
analisador deimagem foi mantido aumadistanciade 50 cm da
superficie dacérnea de todos os animais. Ainda, foi avaliadaa
distanciadosvasos corneaisdo limbo até o eixo axial dacornea,
adotando 0s seguintes par@metros: auséncia(-), (2 mm) - 2mm
dolimbo; (4 mm) - 4mmdolimbo; (6 mm) - 6 mmdo limbo; (ev) -
Vasos No eixo visual 9,

Andlise estatistica

Para a variavel distancia dos vasos do limbo em diregdo ao
enxerto foi realizado o teste Tukey. Paraaandlise da areavascu-
larizada absoluta, e relativa a &rea total da cdrnea, utilizou-se o
Testet student paracomparar tais variaveis entre os dois grupos.
As diferencas estatisticas foram consideradas significantes
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Figura 1 - Esquema ilustrativo do procedimento cirGrgico de enxertia interlamelar da MQ. Em A, campo cirlrgico preparado. Em B, delimitagédo
do local da incisdo da cornea para confecgcdo da microbolsa (limbo) com a ponta da espatula micro-cirargica. Em C, confec¢cdo da microbolsa
corneal. Em D, microbolsa corneal concluida. Em E, inicio da enxertia da MQ. Em F, enxertia interlamelar da membrana de quitosana.

quando p<0,05. As andlises estatisticas foram efetuadas empre-
gando-se o programa SAS (Statistical Analysis System)®?,

RESULTADOS

O estudo clinico possibilitou observar a evolucéo pos-
operatoria dentro dos padrdes normais compativeis com cera-
toplastias interlamelares com tecidos xendlogos®®. A evolu-
¢do clinica oftdmica variou entre os grupos estudados. Os
olhos direitos de todos os animais, ndo apresentaram quais-
quer alteragdes clinicas.

A maioriados olhos (n=14) que receberam enxerto de MQ
apresentou secrecdo ocular discreta a partir do terceiro diade
pés-operatério. Este fendmeno tornou-se ausente nos perio-
dos subsequientes. Blefarospasmo, fotofobia e hiperemia con-
juntival manifestaram-se de formamoderada a grave, nostrés
primeiros dias de pds-operatério. Entre o 72 e 15° dias de
observacéo oito olhos tratados apresentaram leucoma corneal
que regrediu ao final da observacg&o. O teste de fluoresceina
para avaliacdo de defeito epitelial foi negativo em todos o0s
momentos, em todos os olhos avaliados. N&o foram observa-
dos sinais clinicos de rejeicao do implante tais como perda do

enxerto, ruptura da microbolsa, abscesso e necrose corneais
em nenhum dos olhos que receberam enxerto de MQ.

Do ponto de vista morfométrico, na andlise da VC aos 30
dias de pbs-operatorio, observou-se diferenca estatistica signi-
ficante entre os grupos estudados. Nos olhos esquerdos (G1) a
V C foi observadajéao terceiro diade pés-operatério e caracte-
rizava-se por aumento da vascularizag&o limbica em forma de
escova (brush like). Tais vasos foram claramente observados
aos sete dias e distavam do limbo em média 1,5+0,93 mm. Aos
15 dias de pOs-operatdrio, observou-se aumento na vascula-
rizacdo corneal, cujos vasos encontravam-se a 4,75+3,2 mm
do limbo. Aos 30 dias, os vasos estavam distantes do limbo
4,25+4,1 mm. A andli se estatisticaindicou que as médias encon-
tradas aos 15 e 30 dias de pos-operatdrio ndo diferiram entre si,
enguanto, tais médias diferiram estatisticamente (p<0,05) das
médias encontradas aos 1, 3 e 7 dias de observacdo. As médias
do G1 (tratado) comparadas com as do G2 (controle) apresenta-
ram diferencaestatisticano 15° e 30% dias.

Os valores obtidos da érea total da cdérnea dos olhos tra-
tados(G1) aos 30 diasforamemmédia, 1,47+0,16 cm?, enquanto
osvaoresdaareadeVC nacdrneaforam de 0,01+ 0,005 cm?. A
raz&o entre a &rea de vasos na cOrnea e a érea total da cornea
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teveumameédiade0,88+0,39%. A figura2ilustraosolhosdo G1
e G2 aos 30 dias de pos-operatorio.

DISCUSSAO

A técnica de indugdo de vascularizagdo na cérnea de coe-
Ihos foi uma das primeiras a serem desenvolvidas®®. Nos Ulti-
mos 50 anos, coelhos, ratos e cobaias vém sendo utilizados
extensivamente como model o experimental derejei¢cdo ao enxer-
to corneal imunomediada. A principal caracteristicaanatdmicae
biol 6gica que determinao privilégio imunol 6gico da cornea é o
fato de a mesma ser avascular. Estudos mostram que a antige-
nicidade das células corneais € menos significante quando
comparada as células de outros tecidos no organismo®?,

O trauma cirurgico da enxertia compromete o privilégio
imunoldgico da coérnea, colocando o sucesso da enxertia em
risco, podendo levar a rejeicdo imunomediada. A rejeicdo
ocorrida quando da utilizacdo de tecidos xenélogos ndo é
mediada por células, mas sim pelo complexo maior de histo-
compatibilidade™®. Véarios métodos tém sido desenvolvidos
para estudar a angiogénese, pois conhecendo como control &
la, ha grande probabilidade de se evitar muitas das maiores
causas de perda visual @,

Optou-se em estudar a capacidade de inducdo de VC da
MQ, primeiramente pelo fato de tratar-se de um biomaterial
original, aliado ao fato de ndo haver relatos do seu uso em
oftalmologia. Ainda, porque se buscaum material biocompati-
vel, eficaz nareparacdo de lesBes corneais e de baixos custos.

A cérnease comportou como um bom model o experimental
para estudo da angiogénese, pois, além de ser transparente e
avascular, permitiu amensuracdo quantitativa do crescimento
vascular a partir do limbo®V. O protocolo anestésico adotado
neste experimento promoveu boaimabilizacéo e analgesia do
animal, permitindo aexecucédo do procedimento proposto com
tempo de duracdo e seguranca adequados.

A angiogénese esta presente em inlmeros processos fisio-
[6gicos ou patoldgicos. Entendé-la e saber controla-la resulta
na obtencdo de um tratamento efetivo para doencas angiogéni-
cas, retinopatia diabética, fibroplasia retrolentiniana e rejeicao
de 6rgéos ou tecidos transplantados®®??. Clinicamente, pode-
severificar queaMQ induziu aVC jaapartir do 3° diade pos-
operatério, tornando-se intensa aos 15 dias e regressa ao final
da observacdo. Tal fendmeno deve-se exclusivamente a pre-
senca da membrana na cOrnea, uma vez que, as corneas con-
troles ndo apresentaram quaisquer alteracdes. No que serefere
adistanciadosvasosapartir do limbo em direcéo aos enxertos,
verificou-se que asmédiasdiferiram estati sticamente aos 15 e 30
dias de pbs-operatdrio em relagéo aos olhos controles (G2).

O SistemaAnalisador delmagensLEICA QWIN 550° utili-
zado paraavaliacdo daV C, mostrou-se eficiente, poispermitiu
a demarcacéo dos vasos neoformados, suaindividualizacéo e
célculo da érea corneal vascularizada. Esta andlise permitiu
observar que a VC induzida pela MQ foi estatisticamente
significativa (p<0,05) quando comparada aos olhos control es.
Ressaltamos que em nenhum momento foram administrados
farmacos anti-angiogénicos® com o intuito de reduzir ares-
posta inflamatéria e consegiiente vascularizagdo. A preven-
¢80 da rejeicdo aos enxertos corneais depende do uso de tais
farmacos, inibindo assim a ativagdo dos linfécitos T4, Sugere-
se a redlizagdo de estudos utilizando tais farmacos®?, apds
implantacdo destamembrananacdérnea, afim de seinvestigar a
resposta angiogénica, bem como se ha minimizacéo dos fend-
menos clinicos aqui encontrados.

E possivel que os fendmenos clinicos avaliados pudessem
ter ocorrido de forma mais intensa se ndo fosse utilizada a
buprenorfina (Tengesic®) que, neste caso, promoveu boa
analgesiapds-operatoriae conforto ocular ao animal. Salienta-
se que o0 mesmo fora administrado por questdes bioéticas;
entendemos que tal procedimento deva ser empregado em
trabalhos experimentais desta natureza.

T

Figura 2 - Imagem fotografica obtida do Sistema Analisador de Imagens LEICA QWIN 550° de olhos de coelhos que receberam ou ndo a membrana

de quitosana, aos 30 dias de pds-operatério. Em A, olho controle. Em B, olho que recebeu MQ por enxertia interlamelar. Nota-se VC marcada
(n) oriunda do limbo em diregdo ao implante (seta). Escala da régua em milimetros.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos e nas condi¢cdes aqui
concebidas pode-se concluir que:

1) A MQ induziu angiogénese corneal quando aplicada a
corneade coelhos por enxertiainterlamelar;

2) A VCinduzidapelaMQ foi observadaapartir de 3 dias
de pbs-operatério, tornando-se intensa aos 15 dias, persistin-
do aos 30 dias de pbs-operatério, porém de formaleve;

3) O Sistema Analisador de Imagens LEICA QWIN 550?
mostrou-se eficiente naandlise daareade VC;

4) Salienta-se a necessidade de estudos adicionais anato-
mopatol 6gicos que possam estudar a biocompatibilidade des-
se enxerto, bem como, estudos por tempos mais prolongados.

ABSTRACT

Purpose: To evaluate corneal vascularization (CV) induced by
interlamellar graft chitosan membrane (CM) in rabbit cornea.
Methodos: An interlamellar graft with a0.25 x 0.25 cm CM
fragment was performed in the left eye (treated eye). In the
right eye, an estromal tunnel was done (control eye). The
clinical evaluationwasdoneat 1, 3, 7, 15 and 30 days postope-
ratively. CV analysiswasafter 30 daysby thelmages Analiza-
tor System LEICA QWIN-550°. Results: After 7 days, CV at
1.5+0.92 mm from the limbus in direction of the cornea axial
area wasobserved. After 15daysCV increased (4.75£3.19 mm),
remaining until day 30 (4.25+4.06 mm). The control eyesdid
not present any changes. There was a statistical differences of
the vascularizated corneal areas between control and treated
eyes from the 15" to the 30" postoperative day. Conclusions:
The chitosan membrane induced corneal angiogenesis when
applied to rabbit cornea through an interlamellar graft, which
was maintained at low levels until 30 days postoperatively.
Although further studies are necessary, the results found
here demonstrated the usefulness of chitosan membrane in
keratoplasties.

Keywords: Membranes, artificial; Cornea; Chitosan; Rabbits
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