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Clinical and morphometric evaluations of the  angiogenic capacity
of  chitosan membrane in rabbit corneas
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INTRODUÇÃO

A córnea, que representa uma das estruturas da túnica fibrosa do bulbo
ocular, constitui-se em tecido vulnerável, dada a sua localização externa. Ela
é responsável primariamente pela visão, e tem sido estudada intensivamente
no homem e animais nos últimos tempos, devido ao crescente número de
doenças corneais, algumas ainda, de etiologia e tratamento desconhecidos(1).

Quanto às doenças corneais, há que se considerar que não se trata de
matéria que dispensa novas e originais investigações, sobretudo o uso de
membranas biológicas na reparação da córnea com importante perda teci-
dual. No homem, grande parte dos enxertos corneais não se trata de tecidos
xenólogos ou heterólogos preservados(2). No entanto estes, quando utiliza-
dos, são capazes de induzir a vascularização(3-4). Deste fenômeno, é possí-
vel ocorrer a pigmentação corneal tardia, rejeição do tecido implantado,
fibrose e leucomas cicatriciais, que resultariam em sucesso parcial, consti-
tuindo-se, assim, em ceratoplastias tectônicas(5).

 A quitosana é um polissacarídeo linear abundante, derivado da N-desa-
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Objetivo: Estudar a vascularização corneal (VC) induzida pela membrana
de quitosana (MQ) implantada por enxertia interlamelar na córnea de
coelhos. Métodos: Foram utilizados 16 coelhos. No olho esquerdo
procedeu-se enxertia interlamelar de um fragmento de 0,25 x 0,25 cm de
MQ (olho tratado). No olho direito realizou-se apenas a microbolsa
estromal (olho controle). Avaliaram-se clinicamente os animais aos 1, 3,
7, 15 e 30 dias de pós-operatório. 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 direção ao eixo
visual. Aos 15 dias houve aumento da VC (4,75±3,20 mm), que se manteve
aos 30 dias (4,25±4,10 mm). Os olhos controles não apresentaram quais-
quer alterações oculares. Houve diferença estatística (p<0,05) entre as
áreas corneais vascularizadas dos olhos tratados e controles aos 15 e 30
dias de pós-operatório. Conclusões: A MQ induziu angiogênese corneal
quando aplicada à córnea de coelhos por enxertia interlamelar, a qual
persistiu de forma leve até 30 dias de pós-operatório. Embora estudos
adicionais sejam necessários a MQ poderá ser mais uma opção de
membrana para enxertos em ceratoplastias.

RESUMO
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cetilação da quitina e composto principalmente de h-(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
polissacarídeo abundante na natureza, constituindo-se em uma
fonte renovável e relativamente barata uma vez que é obtida,
também, como material rejeitado pela indústria da pesca(6-8).
Naturalmente, a quitosana é encontrada em alguns fungos, mas
é principalmente obtida do exoesqueleto de crustáceos como
camarões, caranguejos e moluscos como as lulas(6). Devido à
sua biocompatibilidade, natureza não tóxica e propriedades
como efeitos inibitórios no crescimento de fungos e bactérias,
há um interesse crescente em seu potencial na aplicação em
enxertos(9-11). Estudos recentes têm focado seus interesses nas
atividades anti-angiogênicas da quitosana(11). A utilização da
membrana de quitosana (MQ) em ceratoplastias ainda não fora
descrita, nem mesmo sua capacidade de induzir a vascularização
corneal (VC), motivando-nos a realizar esta pesquisa, no sentido
de saber da sua viabilidade de aplicação em cirurgias corneais.

O objetivo deste trabalho foi estudar os aspectos clínicos,
bem como, a capacidade angiogênica da MQ implantada em
microbolsa no estroma corneal de coelhos, por meio da mensura-
ção da quantidade de vasos neoformados na área total da córnea.

MÉTODOS

Animais

Foram utilizados 16 coelhos, da raça Nova Zelândia, fê-
meas, com peso médio de 3,0 kg. Os animais foram fornecidos
pelo Biotério Central da Faculdade de Odontologia de Araça-
tuba - Unesp. Foram mantidos em gaiolas suspensas, com
água e ração “ad libidum”. Previamente à realização das mano-
bras de enxertia interlamelar da MQ, os animais foram submeti-
dos a exame oftálmico, onde se buscou a presença ou não de
secreção ocular, blefarospasmo/fotofobia, hiperemia conjun-
tival, opacidade corneal, vascularização corneal e defeito epi-
telial (analisado pelo teste de fluoresceína).

Grupos experimentais

Constituíram-se dois grupos experimentais (G1 e G2). Nos
olhos esquerdos de cada animal, após confecção da micro-
bolsa estromal, realizou-se enxertia interlamelar da MQ, 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 Laboratório de Bioquímica e
Biomateriais do Instituto de Química da USP - São Carlos.

Procedimento cirúrgico

Os animais foram anestesiados por anestesia dissociativa
com quetamina (35 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg) aplicados por
via intramuscular em mesma seringa.

Após preparação do campo operatório, com auxílio do
equipamento para esteroscopia (microscópio estereoscópico
modelo Leica MZAPO®), foi realizada ceratotomia no olho
esquerdo de cada animal, com incisão corneal realizada próxi-
mo ao limbo (1,0 mm do mesmo). Com auxílio de uma espátula
microcirúrgica, o estroma foi divulsionado para confecção da
microbolsa na porção 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 na região axial da córnea. Nos olhos direitos foi
confeccionada somente a microbolsa corneal sem enxertia da
MQ (G2). A figura 1 representa esquematicamente a enxertia
interlamelar da MQ.

Pós-operatório

Como procedimentos pós-operatórios, os animais recebe-
ram pomada antibiótica (Epitezan®, Frumtost) a intervalos de
24 horas, durante 10 dias. Para minimizar o desconforto ocular,
foi utilizado buprenorfina (Tengesic®) na dose de 0,05 mg/kg,
pela via subcutânea a cada 12 horas, durante 7 dias.

Avaliação clínica

Os olhos operados foram avaliados aos 1, 3, 7, 15 e 30 dias
de pós-operatório na busca dos fenômenos intercorrentes
com a evolução clínico-cirúrgica e demais manifestações ocu-
lares(12-15). Os eventos pesquisados foram os mesmos adota-
dos por ocasião da avaliação clínica pré-cirúrgica. Cada animal
teve sua ficha clínica individual onde foram computados os
eventos oculares observados por dois examinadores que não
tinham conhecimento prévio dos grupos.

Avaliação morfométrica da angiogênese

Foi realizado estudo morfométrico em ambas as córneas de
cada animal ao final de 30 dias de pós-operatório. Após nova
anestesia, segundo os procedimentos adotados por ocasião
das ceratotomias, os animais foram submetidos a exame mor-
fométrico de ambas as córneas para mensuração da angiogê-
nese induzida pela MQ e pelo trauma cirúrgico resultante da
confecção da microbolsa. Para tanto, foi utilizado o Sistema
Analisador de Imagens LEICA QWIN 550® que registrou as
áreas totais e áreas vascularizadas das córneas. O sistema
analisador de imagem foi mantido a uma distância de 50 cm da
superfície da córnea de todos os animais. Ainda, foi avaliada a
distância dos vasos corneais do limbo até o eixo axial da córnea,
adotando os seguintes parâmetros: ausência (-), (2 mm) - 2 mm
do limbo; (4 mm) - 4 mm do limbo; (6 mm) - 6 mm do limbo; (ev) -
vasos no eixo visual(16).

Análise estatística

Para a variável distância dos vasos do limbo em direção ao
enxerto foi realizado o teste Tukey. Para a análise da área vascu-
larizada absoluta, e relativa à área total da córnea, utilizou-se o
Teste t student para comparar tais variáveis entre os dois grupos.
As diferenças estatísticas foram consideradas significantes
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quando p<0,05. As análises estatísticas foram efetuadas empre-
gando-se o programa SAS (Statistical Analysis System)(17).

RESULTADOS

O estudo clínico possibilitou observar a evolução pós-
operatória dentro dos padrões normais compatíveis com cera-
toplastias interlamelares com tecidos xenólogos(3-5). A evolu-
ção clínica oftálmica variou entre os grupos estudados. Os
olhos direitos de todos os animais, não apresentaram quais-
quer alterações clínicas.

A maioria dos olhos (n=14) que receberam enxerto de MQ
apresentou secreção ocular discreta a partir do terceiro dia de
pós-operatório. Este fenômeno tornou-se ausente nos perío-
dos subseqüentes. Blefarospasmo, fotofobia e hiperemia con-
juntival manifestaram-se de forma moderada a grave, nos três
primeiros dias de pós-operatório. Entre o 7º e 15º dias de
observação oito olhos tratados apresentaram leucoma corneal
que regrediu ao final da observação. O teste de fluoresceína
para avaliação de defeito epitelial foi negativo em todos os
momentos, em todos os olhos avaliados. Não foram observa-
dos sinais clínicos de rejeição 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 análise da VC aos 30
dias de pós-operatório, observou-se diferença estatística signi-
ficante entre os grupos estudados. Nos olhos esquerdos (G1) a
VC foi observada já ao terceiro dia de pós-operatório e caracte-
rizava-se por aumento da vascularização límbica 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 pós-operatório, observou-se aumento na vascula-
rização 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 análise estatística indicou que as médias encon-
tradas aos 15 e 30 dias de pós-operatório não diferiram entre si,
enquanto, tais médias diferiram estatisticamente (p<0,05) das
médias encontradas aos 1, 3 e 7 dias de observação. As médias
do G1 (tratado) comparadas com as do G2 (controle) apresenta-
ram diferença estatística no 15º e 30º dias.

Os valores obtidos da área total da córnea dos olhos tra-
tados (G1) aos 30 dias foram em média, 1,47±0,16 cm2, enquanto
os valores da área de VC na córnea foram de 0,01± 0,005 cm2. A
razão entre a área de vasos na córnea e a área total da córnea

Figura 1 - Esquema ilustrativo do procedimento cirúrgico de enxertia interlamelar da MQ. Em A, campo cirúrgico preparado. Em B, delimitação
do local da incisão da córnea para confecção da microbolsa (limbo) com a ponta da espátula micro-cirúrgica. Em C, confecção da microbolsa

corneal. Em D, microbolsa corneal concluída. Em E, início da enxertia da MQ. Em F, enxertia interlamelar da membrana de quitosana.
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teve uma média de 0,88±0,39%. A figura 2 ilustra os olhos do G1
e G2 aos 30 dias de pós-operatório.

DISCUSSÃO

A técnica de indução de vascularização na córnea de coe-
lhos foi uma das primeiras a serem desenvolvidas(18). Nos últi-
mos 50 anos, coelhos, ratos e cobaias vêm sendo utilizados
extensivamente como modelo experimental de rejeição ao enxer-
to corneal imunomediada. A principal característica anatômica e
biológica que determina o privilégio imunológico da córnea é o
fato de a mesma ser avascular. Estudos mostram que a antige-
nicidade das células corneais é menos significante quando
comparada às células de outros tecidos no organismo(19).

O trauma cirúrgico da enxertia compromete o privilégio
imunológico da córnea, colocando o sucesso da enxertia em
risco, podendo levar à rejeição imunomediada. A rejeição
ocorrida quando da utilização de tecidos xenólogos não é
mediada por células, mas sim pelo complexo maior de histo-
compatibilidade(19). Vários métodos têm sido desenvolvidos
para estudar a angiogênese, pois conhecendo como controlá-
la, há grande probabilidade de se evitar muitas das maiores
causas de perda visual(20).

Optou-se em estudar a capacidade de indução de VC da
MQ, primeiramente pelo fato de tratar-se de um biomaterial
original, aliado ao fato de não haver relatos do seu uso em
oftalmologia. Ainda, porque se busca um material biocompatí-
vel, eficaz na reparação de lesões corneais e de baixos custos.

A córnea se comportou como um bom modelo experimental
para estudo da angiogênese, pois, além de ser transparente e
avascular, permitiu a mensuração quantitativa do crescimento
vascular a partir do limbo(21). O protocolo anestésico adotado
neste experimento promoveu boa imobilização e analgesia do
animal, permitindo a execução do procedimento proposto com
tempo de duração e segurança adequados.

A angiogênese está presente em inúmeros processos fisio-
lógicos ou patológicos. Entendê-la e saber controlá-la resulta
na obtenção de um tratamento efetivo para doenças angiogêni-
cas, retinopatia diabética, fibroplasia retrolentiniana e rejeição
de órgãos ou tecidos transplantados(18,22). Clinicamente, pôde-
se verificar que a MQ induziu a VC já a partir do 3º dia de pós-
operatório, tornando-se intensa aos 15 dias e regressa ao final
da observação. Tal fenômeno deve-se exclusivamente à pre-
sença da membrana na córnea, uma vez que, as córneas con-
troles não apresentaram quaisquer alterações. No que se refere
à distância dos vasos a partir do limbo em direção aos enxertos,
verificou-se que as médias diferiram estatisticamente aos 15 e 30
dias de pós-operatório em relação aos olhos controles (G2).

O Sistema Analisador de Imagens LEICA QWIN 550® utili-
zado para avaliação da VC, mostrou-se eficiente, pois permitiu
a demarcação dos vasos neoformados, sua individualização e
cálculo da área corneal vascularizada. Esta análise permitiu
observar que a VC induzida pela MQ foi estatisticamente
significativa (p<0,05) quando comparada aos olhos controles.
Ressaltamos que em nenhum momento foram administrados
fármacos anti-angiogênicos(23) com o intuito de reduzir a res-
posta inflamatória e conseqüente vascularização. A preven-
ção da rejeição aos enxertos corneais depende do uso de tais
fármacos, inibindo assim a ativação dos linfócitos T(19). Sugere-
se a realização de estudos utilizando tais fármacos(24), após
implantação desta membrana na córnea, a fim de se investigar a
resposta angiogênica, bem como se há minimização dos fenô-
menos clínicos aqui encontrados.

É possível que os fenômenos clínicos avaliados pudessem
ter ocorrido de forma mais intensa se não fosse utilizada a
buprenorfina (Tengesic®) que, neste caso, promoveu boa
analgesia pós-operatória e conforto ocular ao animal. Salienta-
se que o mesmo fora administrado por questões bioéticas;
entendemos que tal procedimento deva ser empregado em
trabalhos experimentais desta natureza.

Figura 2 - Imagem fotográfica obtida do Sistema Analisador de Imagens LEICA QWIN 550® de olhos de coelhos que receberam ou não a membrana
de quitosana, aos 30 dias de pós-operatório. Em A, olho controle. Em B, olho que recebeu MQ por enxertia interlamelar. Nota-se VC marcada

(n) oriunda do limbo em direção ao implante (seta). Escala da régua em milímetros.
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CONCLUSÕES

Com base nos resultados obtidos e nas condições aqui
concebidas pode-se concluir que:

1) A MQ induziu angiogênese corneal quando aplicada à
córnea de coelhos por enxertia interlamelar;

2) A VC induzida pela MQ foi observada a partir de 3 dias
de pós-operatório, tornando-se intensa aos 15 dias, persistin-
do aos 30 dias de pós-operatório, porém de forma leve;

3) O Sistema Analisador de Imagens LEICA QWIN 550®

mostrou-se eficiente na análise da área de VC;
4) Salienta-se a necessidade de estudos adicionais anato-

mopatológicos 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 a 0.25 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 evaluation was done at 1, 3, 7, 15 and 30 days postope-
ratively. CV analysis was after 30 days by the Images 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  was observed. After 15 days CV increased (4.75±3.19 mm),
remaining until day 30 (4.25±4.06 mm). The control eyes did
not present any changes. There was a statistical differences of
the vascularizated corneal areas between control and treated
eyes from the 15th to the 30th 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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