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sob sigilo editorial e com a anuéncia da Dra. Silvana
Artioli Schellini sobre a divulgacdo de seu nome como

RESUMO

Objetivo: Comparar dois métodos de descontaminagdo de escleras: trata-
mento com glicerina versus tratamento com irradiacdo gama, dlcali e glicerina,
visando detectar as alteracdes clinicas e histolégicas em cavidades
anoftdlmicas de coelhos, reconstruidas com esferas de polimetilmetacrilato
envolvidas com esclera. Métodos: Trinta e nove coelhos da raca Nova
Zelandia foram divididos em 2 grupos: grupo I, cujos animais foram submeti-
dos a enucleagdo de um olho e reconstrugido com esfera de polimetilmetacri-
lato envolvida em esclera tratada com glicerina; grupo II, quando houve a
enucleacdo e a reconstrugdo foi feita com esfera de polimetilmetacrilato,
envolvida em esclera tratada com irradiagdo gama, dlcali e glicerina. Os 2
grupos foram observados em 4 momentos: 7, 21, 42 e 84 dias apés a cirurgia.
Decorridos os tempos prefixados, os coelhos foram sacrificados, as érbitas
exenteradas, sendo o material processado para emblocamento em parafina,
cortado com 5 um de espessura e corado pelas técnicas de hematoxilina-
eosina e tricromio de Masson. As escleras foram submetidas a analise
morfométrica e semiquantitativa. Os resultados foram comparados pelo
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Resultados: A andlise compara-
tiva da vascularizagdo da interface cirtrgica apontou diferenca significativa
na avaliacdo feita 21 dias apds o implante (P<0,001), tendo o grupo II
apresentado neovasculariza¢gdo maior. A comparacdo da espessura da
capsula fibrosa apontou uma diferenga significativa nos momentos corres-
pondentes a 21 dias (P<0,001) e 42 dias (P<0,001), sendo que, nestes dois
momentos, o grupo II apresentou cdpsula fibrosa mais espessa do que o
grupo I. Houve também variacdo na espessura da esclera, sendo mais
espessa no grupo II, também nos momentos pés-implante de 21 dias
(P=0,003) e 42 dias (P=0,024). Quando os grupos foram analisados ao longo
do periodo de experimentagdo, observou-se diminui¢do da vascularizagdo
da interface cirdrgica, entre os momentos de 7, 21, 42 e 84 dias, estatistica-
mente significativo, tanto no grupo I, quanto no grupo II. A comparacgio da
espessura da cdpsula fibrosa apresentou diminui¢io significativa a partir do
momento de 42 dias, em ambos os grupos. Houve significativa diminui¢ao
da espessura da esclera no momento de 84 dias apds o implante, quando
comparada ao momento de 7 dias, nos dois grupos. Conclusdo: A esclera
tratada com irradiacdo gama, dlcali e glicerina, quando utilizada como
revestimento de implante de polimetilmetacrilato para reconstru¢do de
cavidade anoftdlmica de coelho, comportou-se de maneira similar a esclera
tratada com glicerina, tradicionalmente utilizada. Os dois tratamentos indu-
ziram resposta inflamatéria similar. A formac@o de neovasos, espessura da
capsula fibrosa e espessura da esclera evoluiram de maneiras diferentes nos
dois grupos experimentais. Porém, apresentaram resultados similares ao
final do periodo de observagdo de 84 dias. Ndo houve diferenca significativa
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entre os dois grupos quanto a preservagdo da esclera.
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INTRODUCAO

A esclera homoéloga teve seu uso consagrado em oftalmolo-
gia a partir da década de cinqiienta, quando foi utilizada como
revestimento de implantes em cavidade anoftdlmica, sendo tam-
bém, empregada em outros procedimentos oftalmolégicos®.

O sucesso da utilizacdo da esclera homdloga no revesti-
mento de implantes em cavidades anoftdlmicas estd associado
ao fato de integrar-se aos tecidos adjacentes e provocar pou-
careacao inflamatdria local.

Embora a esclera seja considerada um excelente material,
cuidados especificos devem ser tomados no seu uso em rela-
¢d0 a contaminagao inicial do tecido e a eficiéncia dos méto-
dos para sua descontaminac¢ao ou esterilizacdo. A maioria dos
olhos doados alberga microorganismos em sua superficie,
principalmente bactérias®®. A triagem de doadores de olhos
para organismos patogénicos, doengas neuroldgicas de ori-
gem desconhecida, linfomas, leucemias, causa mortis desco-
nhecida estd bem estabelecida. Organismos como prions (que
ndo sao detectdveis em portadores assintomaticos) ou outros
agentes infecciosos (que ndo estdo previstos na triagem por
desconhecimento de seu potencial patogénico) devem ser
alvo de preocupacdo da comunidade cientifica, devido a pos-
sibilidade de transmissao iatrogénica.

Os prions sdo altamente resistentes a inativacdo pelos
desinfetantes comuns, exigindo procedimentos especificos de
descontaminacdo. Solucdes de hipoclorito de sédio ou hidré-
xido de sédio podem ser eficientes, dependendo da concen-
trag@o, mas t&€m como fator inconveniente a sua natureza cor-
rosiva®®. Procedimentos de inativacéo fisica por ultravioleta
ou irradiacdo ionizante podem ndo ser completamente eficien-
tes para a inativagdo dos prions.

A glicerina tem sido tradicionalmente utilizada como pre-
servante para a esclera, estocada em temperatura ambiente,
sendo, porém, indcua para a inativagdo de alguns organismos
contaminantes®, como o Herpes virus que ja foi isolado de
esclera estocada em glicerina® e o HIV que foi detectado na
esclera de pacientes soropositivos'”?. Também algumas bac-
térias podem sobreviver em esclera preservada em glicerina
por alguns dias!'-12.

Os métodos de preservacao da esclera utilizados em nosso
meio (glicerina ou dlcool), ndo sdo eficientes contra os virus e
os prions. A associagdo de tratamento quimico e fisico parece
ser a forma mais segura para a eliminagao de agentes infeccio-
s0s ndo convencionais, como os prions.

E importante considerar também que o método de esterili-
zacdo/descontaminagdo, usados na manipulacdo de tecidos,
ndo danifique suas propriedades estruturais, o que poderia
prejudicar a funcdo para o qual estd sendo proposto o seu
uso. Trata-se, portanto, de combinar um método de preserva-
¢do da esclera, que tenha a mdxima capacidade de eliminacao
de agentes patdgenos, sem destruir o tecido.

Desta forma, o presente estudo foi delineado, usando ani-
mais de experimentacao que foram enucleados e que receberam
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implantes de polimetilmetacrilato (PMMA), revestidos por
esclera preservada de duas formas diferentes: por glicerina ou
por irradiagdo gama combinada com dlcali e glicerina, com o
objetivo de comparar estes métodos de preservagao.

METODOS

Foram utilizados 39 coelhos da raca Nova Zelandia, bran-
cos, machos, pesando aproximadamente 3 quilogramas, com
idade aproximada de 2 a 3 meses, provenientes do Centro de
Bioterismo da FMUSP. Todos os procedimentos descritos para
a manipulagio dos animais, estdo de acordo com as normas
éticas indicadas internacionalmente (NRC, 1996)"¥ e foram
aprovadas pela Comissdo de Pesquisa e Etica do HCEFMUSP
(Protocolo de pesquisa 194/04).

Os coelhos foram divididos em dois grupos:

e Grupo I: animais submetidos a enucleagdo de um olho e
reconstru¢do com esfera de PMMA (polimetilmetacrilato)
envolvida em esclera tratada com glicerina (n=19).

e Grupo II: animais submetidos a enucleagdo de um olho e
reconstrucdo com esfera de PMMA envolvida em esclera
tratada com irradiagdo gama, dlcali e glicerina (n=20).

As escleras destinadas aos coelhos do grupo I foram man-
tidas em frasco contendo glicerina a 98%, a temperatura am-
biente, respeitando-se o tempo minimo de 15 dias e maximo de
45 dias para a utilizacao.

As escleras destinadas aos coelhos do grupo II foram sub-
metidas a tratamento enzimatico, para remover todas as célu-
las, debris ndo colagenosos, lipideos e depdsitos de gordura;
imersdao em solug@o 0,1 M de NaOH, por 1 hora, e inimeros
procedimentos de lavagem com solu¢do fisiolégica entre as
etapas descritas. As escleras foram entdo imersas em glicerina
a98%, embaladas em envelope duplo de polietileno, fechados
separadamente por selagem eletronica. Estes procedimentos
foram realizados pela Mackron Biopolimeros Industria e Co-
mércio Ltda. (Mogi das Cruzes, SP). Em seguida, foram enca-
minhadas para esterilizagdo por 25 kGy de radiacdo gama
(Embrarad, Cotia, SP), permanecendo a temperatura ambiente.

Animais de ambos os grupos foram seguidos e sacrifica-
dos em 4 momentos: 7,21, 42 e 84 dias apds a cirurgia. Apds o
sacrificio, procedeu-se a exenteragdo orbitdria, sendo o mate-
rial preparado para andlise histoldgica.

Amostras das escleras dos grupos I e II foram encaminha-
das ao Laboratério de Bacteriologia do Biotério Central do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP. Em capela de fluxo
laminar escleras inteiras foram colocadas assepticamente so-
bre placas de Petri contendo dgar sangue a 5%. Apés 48 horas
de incubacdo a 37°C, as placas foram examinadas.

Foram utilizados 5 coelhos, considerados como doadores,
para a obten¢do de escleras de revestimento, sendo os animais
anestesiados, usando 35 mg/kg de ketamina e 5 mg/kg de xila-
zina, administrados por via endovenosa. Para o sacrificio, utili-
zou-se 5 ml de cloreto de potdssio (KCI 19,1%) endovenoso.
Posteriormente, as contralaterais obtidas nos respectivos mo-
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mentos de sacrificio, foram aproveitadas como revestimento.

Além das escleras coletadas para serem submetidas aos
tratamentos acima, foram coletadas também escleras que ndo
receberam qualquer tratamento prévio para serem analisadas
como padrdo de normalidade. Esses espécimes, submetidos
aos trés tipos de procedimentos, foram preparados para ava-
liagdes histologica e ultra-estrutural para identificagdo de
possiveis alteragdes (vide quadro sindptico).

QUADRO SINOPTICO

Para o procedimento cirtrgico, os coelhos permaneceram
por um periodo de 48 horas no Biotério de Experimentacdo, da
Disciplina de Técnica Cirtrgica e Cirurgia Experimental da
FMUSP, para adaptacgdo, foram anestesiados com 35 mg/kg de
ketamina e 5 mg/kg de xylazina, endovenoso. Além da anes-
tesia geral, foi infiltrado 0,5 mL de xilocaina a 2% no espago
retrobulbar (agulha 23 G), e instilacdo de uma gota de colirio
de tetracaina 0,5% e uma gota de colirio de tobramicina 0,3%.

As escleras utilizadas como revestimento do implante foram
retiradas dos frascos de glicerina ou do envelope duplo utiliza-
do para embalagem das escleras irradiadas, e rehidratadas com
solucdo fisioldgica a 0,9%, por um periodo de 30 minutos, a
temperatura ambiente. As esferas de PMMA de 10 mm de dia-
metro (Pinheiro Prétese, Sdo Paulo) foram recobertas com as
escleras, utilizando-se sutura com pontos em “U” separados,
comnylon 6.0.

Foi observada a seguinte seqii€éncia: assepsia e anti-sep-
sia com povidine a 1%; colocagdo de blefarostato; peritomia
limbica 360° com tesoura; apreensdo dos musculos extrinse-
cos e seccdo na inser¢do; seccao do nervo éptico com tesou-
ra; colocacdo do implante ja preparado na cavidade orbitdria
com a sutura de nylon voltada para a regido do fundo da 6rbita
(Figura 1); sutura da conjuntiva com Vyecril 6.0, com pontos
separados; instilacdo de uma gota de tobramicina 0,3%.

Os coelhos foram observados nos momentos pds-opera-
térios de 7, 21, 42 e 84 dias. Duas vezes por semana era

Figura 1 - Colocacao do implante ja preparado na cavidade orbitaria

realizada uma avaliagdo ectoscépica para avaliar eventuais
intercorréncias.

Nos momentos padronizados, os coelhos foram sacrifica-
dos conforme descrito acima. As Orbitas foram exenteradas,
seccionadas em 2 metades com corte passando perpendicular-
mente ao comprimento das palpebras superior e inferior no
sentido antero-posterior (buscando aproximar-se da regidao
central do implante), colocadas em formol tamponado a 10% e
processadas para emblocamento em parafina, cortadas com
5 um de espessura e coradas pelas técnicas de hematoxilina-
eosina e tricrdmio de Masson.

A andlise semiquantitativa foi realizada por dois observado-
res independentes, que desconheciam a origem das amostras,
em microscopio optico (Modelo DMLB, Leica, Inglaterra), ana-
lisando o estado de preservagdo da esclera e o infiltrado infla-
matdrio, atribuindo-se os seguintes escores: preservacdo da
esclera (0= ausente; 1= afinamento pronunciado das fibras de
coldgeno; 2= afinamento discreto das fibras de coldgeno; 3=
fibras de coldgeno bem preservadas) e infiltrado inflamatdrio
(0= ausente; 1= pequeno; 2= moderado; 3= grande), analisados
em dez campos da regido anterior e dez campos da regido
posterior, aleatoriamente, utilizando-se a lente de 40 aumentos.

A andlise quantitativa da espessura da esclera e da espes-
sura da cdpsula fibrosa foi feita em um analisador de imagem
digitalizada Leica QWIN Standard para medi¢des manuais e
automadticas, incluindo filtros de estruturas por forma, cor e
tamanho, versdo 2.4, 2001 (Microsystems Imaging Solutions
Ltd., Cambridge, Inglaterra), da Anatomia Patolégica do Institu-
to do Coragdo - InCor, FMUSP, coletando-se a largura da escle-
ra e da capsula fibrosa em vinte pontos aleatdrios, com objetiva
de cinco aumentos e a unidade de medida em micrometro (Lm).

O numero de neovasos na cdpsula fibrosa ao redor do
implante foi quantificado, adotando-se como valor final, a
mediana do nimero de neovasos presentes em dez campos
analisados, tanto na regido anterior como posterior.

Para analise morfoldgica e ultra-estrutural foram coletadas
amostras de escleras sem tratamento, escleras preservadas em
glicerina e escleras tratadas por irradiagdo gama, hidréxido de
sddio e glicerina. Os espécimes foram fixados em formol tam-
ponado a 10% e processados conforme descrito acima; quan-
do destinados a andlise histoldgica e glutaraldeido a 3%, para
a avaliag@o ultra-estrutural, com emblocamento em moldes
flexiveis de silicone contendo resina. A partir da observagdo e
andlise ao microscdpio 6ptico de cortes semifinos foram sele-
cionados os blocos mais representativos para o corte ultrafino
a 60-70 nm de espessura para posterior observacao ao micros-
copio eletronico de transmissao Philips Tecnai.

Os resultados das medianas das andlises semiquantita-
tivas e quantitativas foram submetidas ao procedimento anali-
tico estatistico, pelo programa Sigma Stat para Windows, ver-
830 2,0 (Sigma Chemical, Co, St Louis, MO, EUA). Adotou-se
o teste ndo paramétrico de Mann Whitney, realizando sempre
a comparacao entre os grupos I e II, dentro de cada periodo
pos-operatério. Os valores de P<0,05 foram considerados es-
tatisticamente significativos.

Arq Bras Oftalmol. 2007;70(4):639-47
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2 Avaliagéo bacterioldgica

2 Avaliacdo histoldgica e ultra-estrutural

Quadro sinoptico - Desenho do estudo

RESULTADOS

Os testes de validag@o da descontaminagdo bacteriolégica
das escleras dos grupos I e II resultaram em auséncia de
crescimento de bactérias, em um meio rico como dgar sangue
que possibilita o crescimento tanto de bactérias Gram negati-
vas como positivas.

Os procedimentos cirdrgicos ocorreram sem intercor-
réncias nos 2 grupos. Notou-se entretanto, que no preparo do
implante, as escleras do grupo II apresentavam-se mais frid-
veis a manipulacdo, com tendéncia a esgar¢camento, o que
acarretou um tempo um pouco maior na execugao dessa etapa.

Durante todo o periodo de observagdo pds-operatdria os
animais apresentaram-se com as funcdes fisioldgicas normais
e bom estado geral. Foram registrados dois 6bitos: um animal
do grupo I (48 horas apds a cirurgia) e um do grupo II (24 horas
apds a cirurgia). A causa da morte nao foi determinada nos
dois casos e os animais foram substituidos.

Na maioria dos animais as avaliagdes histoldgicas das
respostas do hospedeiro ao implante foram semelhantes. Des-
ta forma, os resultados descritivos serdo apresentados em
conjunto, para cada momento pds-operatdrio estudado, mos-
trando-se as diferencas individuais nas figuras e nas avalia-
¢oes morfométricas.

Nos cortes histolégicos observava-se a presenga de uma
regido opticamente vazia, que correspondia a regido onde se
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situava a esfera de PMMA, circunjacente a esta uma zona de
colageno, que correspondia as escleras utilizadas como revesti-
mento. Externamente a esta zona de coldgeno, verificava-se a
presenca de tecido conjuntivo, que faltava em algumas regides.
A drea de colageno apresentava fendas, provavelmente devido
ao processamente histologico, verificado em todos os grupos.

No primeiro periodo pds-implante analisado tanto no grupo
I (Figuras 2 e 3) quanto no grupo II (Figuras 4 e 5), notava-se a
presenga de infiltrado inflamatério predominantemente leve a
moderado, com pequenas dreas de infiltrado intenso. Na regido
anterior, ou seja, préxima a conjuntiva, havia predominancia de
células polimorfonucleares, enquanto na regido posterior, a pre-
dominancia era de mononucleares no primeiro periodo apds o
implante. O infiltrado inflamatdrio foi gradativamente diminuin-
do ao longo dos diferentes momentos de observagao.

Houve a formagao de cdpsula fibrosa disposta ao redor da
esclera, com variabilidade de espessura e presenca de neova-
sos, sendo mais espessa no primeiro momento e diminuindo
ao longo do tempo. A estrutura mostrava-se bem preservada,
apresentando alguma variabilidade de espessura.

Nas figuras 6, 7 e 8 estdo representadas as escleras: nio
tratada, tratada com glicerina e tratada com irradia¢do gama,
hidréxido de sédio e glicerina, processadas apds receberem os
respectivos tratamentos e re-hidratadas em solugdo fisiologi-
ca, com excecdo da esclera ndo tratada, que foi processada
imediatamente apds a coleta. Nota-se na primeira as fibras de
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coldgeno e fibroblastos, na segunda observa-se restos celula-
res e na terceira completa acelularidade. As fibras de colageno
estdo preservadas, tendo um aspecto mais compacto (Figura
8), perdendo os contornos presentes na esclera ndo tratada
(Figura 6) e na esclera preservada com glicerina (Figura 7),
adquirindo um aspecto mais vitreo.

A microscopia eletronica, observa-se na esclera ndo tratada
estruturas cilindricas que apresentam estriagdes transversais
de bandas elétron densas alternadas com bandas mais claras
repetitivas, caracteristicas de fibrilas de colageno (Figura 9). Na
esclera tratada com glicerina (Figura 10), as estruturas cilindri-
cas de feixes de coldgeno possuem os contornos pouco delinea-
dos e mais estreitos. Na esclera tratada com irradiacio hd nitida
perda dos contornos dos feixes de coldgeno, os quais se mos-
tram com aspecto fragmentado, porém mantém didmetros seme-
lhantes aos da esclera a fresco (Figura 11).

Nao houve diferenca entre os grupos no que se refere ao
infiltrado inflamatério e na preservacio da esclera, nos quatro
periodos pds-implante estudados. A andlise da vascularizacao
da interface cirdrgica apontou uma diferenca significativa entre
os grupos no momento de 21 dias apds o implante (P<0,001),
tendo o grupo II apresentado uma neovascularizacdo maior. A
comparacdo da espessura da cdpsula fibrosa apontou uma dife-
renga significativa entre os grupos nos momentos correspon-
dentes a 21 dias (P<0,001) e 42 dias (P<0,001), sendo que nos
dois momentos o grupo II apresentou cdpsula fibrosa mais
espessa do que o grupo I. Houve também uma variagdo na
espessura da esclera, sendo mais espessa no grupo II no mo-
mento pés-implante de 21 dias (P=0,003) e 42 dias (P=0,024).

Quando a avaliacio foi feita ao longo do tempo, observou-
se uma diminui¢do da vascularizagdo da interface cirdrgica (Ta-
bela 1) entre o momento de 7, 21, 42 e 84 dias, estatisticamente
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Figuras 2 e 3 - Grupo |. Fotomicrografia de corte histolégico da esclera, mostrando sua estrutura bem preservada, composta por fibrilas de

colageno distribuidas em feixes (E). Presenca de capsula fibrosa (F) e tecido gorduroso (G); 7 dias apos o implante (Figura 2); 84 dias apés o
implante (Figura 3). (HEx100)

Figuras 4 e 5 - Grupo Il. Fotomicrografia de corte histolégico da esclera, mostrando sua estrutura bem preservada, composta de fibras colagenas,
distribuidas em feixes (E). Presenca de capsula fibrosa (F) junto a esclera; 7 dias apés o implante (Figura 4); 84 dias apés o implante (Figura 5). (HEx100)
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significativa, tanto no grupo I quanto no grupo II. A compara-
¢do entre grupos apontou uma diferenga significativa somente
no momento correspondente a 21 dias, apds a cirurgia.

A comparacdo da espessura da cdpsula fibrosa apresen-
tou uma diminuig¢do significativa a partir do momento de 42
dias, tanto no grupo I quanto no grupo II. A comparac¢do entre
os grupos apresentou diferenga significativa nos momentos
de 21 e 42 dias, ap0s a cirurgia.

A comparagdo da espessura da esclera, dentro do mesmo
grupo, apresentou uma diminui¢do significativa entre o mo-
mento de observacdo de 7 dias e 84 dias apds o implante, no
grupo L. A diminui¢@o da espessura foi significativa entre 7 e
21 dias, e entre 7 e 84 dias no grupo II. A comparagio entre os
grupos apontou uma diferenga significativa entre ambos nos
momentos de 21 e 42 dias.

DISCUSSAO

O presente estudo foi delineado, usando animais de expe-
rimentagdo que foram enucleados e que receberam implantes
de PMMA, revestidos por esclera preservada de 2 formas
diferentes: por glicerina e por irradiagdo gama combinada com
dlcali e glicerina, com o objetivo de comparar estes métodos de
preservacao.

A validagdo da descontaminacdo das escleras, tanto no
grupo I quanto no grupo II, demonstrou que ndo ocorreu
crescimento bacteriano. Este resultado estd de acordo com os

observados em um estudo em que a esclera apresentou cultura
negativa apds o oitavo dia de preservacdo em glicerina?,
possivelmente devido a sua atividade bacteriostdtica'+!,

O édlcali (hidréxido de s6dio) atuou no processo de descon-
taminag@o das escleras desnaturando proteinas'®. A irradia-
¢d0 gama por provocar quebras na estrutura molecular dos
acidos nucléicos (por exemplo, quebra das fitas simples ou
duplas, quebra das ligacdes cruzadas), inativa os virus!?.

Comparando as escleras tratadas com irradiagdo gama, dlcali
e glicerina com esclera tratada somente com glicerina, nota-se
que as primeiras estdo isentas de células, tornando-as, portan-
to, inadequadas para a multiplicagdo de virus, devido estes
serem parasitas intracelulares obrigatorios. Este fato € devido
ao processamento enzimadtico sofrido pelas escleras do grupo
II, quando os elementos celulares foram removidos, permane-
cendo somente o coldgeno e tornando-a imunogenicamente
inerte, semelhante ao que ocorre no tratamento do "alloderm"
humano®. Por outro lado o processamento enzimatico provo-
ca degradacéo estrutural das fibras de coldgeno'?.

No presente estudo todas as escleras avaliadas apresenta-
vam-se bem preservadas, mantendo a integridade dos feixes
de coldgeno, durante todo o experimento. As escleras dos
grupos I e I apresentavam-se com os contornos dos feixes de
coldgeno menos definidos, quando comparados ao coldgeno
da esclera nao tratada, tanto na microscopia Optica como na
eletronica. Estas alteragdes, entretanto, ndo tiveram influéncia
desfavoravel clinica no periodo estudado.

IRF 8

Figuras 6, 7 e 8 - Esclera nao tratada, esclera tratada com glicerina e esclera tratada com irradiacao gama, alcali e glicerina, respectivamente. (HEx100)

L ) ¥ ¥ -
Figuras 9, 10 e 11 - Esclera nao tratada, esclera tratada com glicerina e esclera tratada com irradiacao gama, alcali e glicerina, respectivamente,
ao microscopio eletronico. (x39.000)
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Tabela 1. Comparacao das medianas (minimo-maximo) da formacao de neovasos, espessura da capsula fibrosa e da esclera, ao longo do tempo
Grupo 7 dias 21 dias 42 dias 84 dias P
Formacao de neovasos
| 5 2 1 1 AxB= <0,001
(2-8) (0-4) (0-3) (0-3) AxC= <0,001
A B C D AxD= <0,001
1] 5 3 1,5 1 ExF= <0,001
(2-8) (1-5) (1-3) (0-2) ExG= <0,001
E F G H ExH= <0,001
P AxE= 0,503 BxF= <0,001 CxG= 0,684 DxH= 0,546
Espessura da capsula fibrosa
| 129,0 115,2 75,0 54,3 AxB= 0,066
(70,1-301,0) (67,4-167,3) (58,6-117,8) (25,5-86,9) AxC= <0,05
A B C D AxD= 0,026
1] 142,5 139,9 90,0 54,9 ExF= >0,05
(84,3-233,4) (92,3-180,8) (47,4-110,9) (31,3-88,7) ExG= <0,05
E F G H ExH= <0,001
AxE= 0,090 BxF= <0,001 CxG= <0,001 DxH= 0,108
Espessura da esclera
| 426,5 453,6 445,0 403,0 AxB= 0,066
(315,0-639,0) (3857,3-543,0) (370,5-556,7) (312,2-507,5) AxC= 0,071
A B C D AxD= 0,026
1] 451,0 4721 469,9 402,8 ExF= 0,003
(350,0-556,0) (397,2-543,0) (249,0-513,2) (292,5-615,0) ExG= 0,779
E F G H ExH= <0,001
AxE= 0,088 BxF= 0,003 CxG= 0,024 DxH= 0,816

Neste estudo, observou-se que a neovascularizacao formada
na interface cirdrgica diminuiu ao longo do tempo, tanto no grupo
I quanto no grupo II. Entretanto, a vascularizag¢do foi maior no
grupo II, no momento de observacdo de 21 dias ap6s o implante.
Os neovasos que se formam no tecido cicatricial, sdo altamente
permedveis as proteinas plasmaticas, processo importante para a
formagao de estroma para o crescimento de fibroblastos e células
endoteliais®-?". Em estudo comparando enxertos homdlogos de
esclera e dura-mater em olhos de coelhos, foi observada uma
diminui¢do gradual da vascularizacdo no periodo de observagao
de 12 semanas®. A andlise da vascularizagdo ao redor de implan-
te dérmico acelular humano e porcino no subcutaneo de ratos®,
constatou que ao redor dos implantes humanos havia um nimero
maior de neovasos com 7 dias que diminuiu progressivamente até
o0 sexagésimo dia e voltou a aumentar com 180 dias. Nos implan-
tes porcinos havia ao redor um nimero semelhante de neovasos
em todos 0s momentos.

O infiltrado inflamatdrio foi considerado moderado nos sete
primeiros dias, em ambos 0s grupos, constituido principalmente
de células polimorfonucleares, diminuindo a partir do 21° dia,
apresentando maior redug¢fio entre 0 42° e 84° dia. Em redor de
cadaimplante existiam dreas de moderada inflama¢do bem como
areas de inflamagao escassa, sem razdes discerniveis para justi-
ficar estas diferencas. Estas dreas de variabilidade inflamatéria
também foram reportadas em um estudo usando o Gore-Tex
como implante orbital em coelhos e enucleando-os apds seis
semanas®®.

Houve evidéncia de formagdo de cdpsula fibrosa em todos
os espécimes, porém esta ndo era homogénea quanto a espes-
sura e estava ausente em alguns locais. Tanto no grupo I

quanto no grupo II a cipsula fibrosa foi maior no momento de
7 dias, diminuindo no decorrer do tempo em ambos 0s grupos.
O grupo II apresentou cdpsula mais espessa nos momentos de
21 e 42 dias. A extensdo da formacdo da cdpsula depende de
uma variedade de fatores, incluindo tamanho do implante e
forma do implante®, textura da superficie®®, superficie qui-
mica®”, tamanho do poro® e local de implante®”.

O desenvolvimento de uma capsula fibrosa ao redor de um
implante € uma resposta bioldgica a um corpo estranho®?. A
cdpsula isola o corpo estranho do ambiente bioldgico para
minimizar os efeitos adversos. A cdpsula fibrosa rodeando os
implantes caracteriza-se pela presenca de macréfagos, células
gigantes, linfécitos, fibroblastos e matriz densa de coldgeno e
tecido fibroso®®.

A andlise morfométrica das escleras indicou que houve
uma diminui¢do na espessura no momento de observagdo de
84 dias nos dois grupos, quando comparada ao inicio, prova-
velmente relacionado com a reabsorcdo escleral associada a
integracdo ao receptor. O grupo II apresentou um aumento da
espessura da esclera quando comparado ao grupo I nos mo-
mentos de 21 e 42 dias, dados estes destoantes da evolucdo
do experimento. A diminui¢do da espessura da esclera, apds
84 dias, poderia representar uma leve reabsor¢do, estando de
acordo com o estudo realizado em que o enxerto de esclera
apresentou uma discreta reabsor¢do, somente na periferia,
com formacdo de membrana fibrosa, integrando este & esclera
do hospedeiro®. Um outro aspecto a ser comentado, seria o
fato da esclera ndo apresentar uma espessura uniforme®? e ao
analisar-se um determinado segmento microscopicamente nao
se tem a nog¢do exata da topografia do mesmo.
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CONCLUSAO

Os resultados mostraram que a esclera tratada com irradia-
¢30 gama, dlcali e glicerina, quando utilizada como revestimen-
to de implante de PMMA para reconstru¢do de cavidade anof-
tdlmica de coelho, comportou-se de maneira similar a esclera
tratada com glicerina, tradicionalmente utilizada. Comparati-
vamente, os dois tratamentos apresentaram resposta inflama-
toria similar. A formagdo de neovasos, espessura da cdpsula
fibrosa e espessura da esclera evoluiram de maneiras diferen-
tes nos dois grupos experimentais, porém apresentaram resul-
tados similares ao final do periodo de observacdo de 84 dias.
Nao houve diferenga significativa entre os dois grupos quan-
to a preservagdo da esclera.

ABSTRACT

Purpose: To compare two sclera decontamination methods:
treatment with glycerin versus treatment with gamma irradia-
tion, alkali and glycerin, aiming to detect the clinical and
histological alterations in rabbit anophthalmic sockets re-
constructed with sclera-involved polymethylmethacrylate
spheres. Methods: Thirty-nine New Zealand-breed rabbits
were divided into two groups: group I, whose animals were
submitted to enucleation of one eye and reconstruction with a
polymethylmethacrylate sphere involved in glycerin-treated
sclera; group II, where there was enucleation, and reconstruc-
tion performed with a polymethylmethacrylate sphere invol-
ved in sclera treated with gamma irradiation, alkali and gly-
cerin. The two groups were observed at four moments, at 7, 21,
42 and 84 days after surgery. Preset times elapsed, the rabbits
were euthanized, sockets were exenterated, the material was
processed for embedment in paraffin, cut into 5 pm sections
thick and stained with hematoxylin-eosin and Masson’s tri-
chrome techniques. The scleras were submitted to morphome-
tric and semiquantitative analysis. Results were compared by
Mann-Whitney's non-parametric test. Results: Comparative
analysis of vascularization of the surgical interface pointed
out a significative difference in the evaluation done 21 days
after the implant (P<0.001), with group II showing greater
neovascularization. Comparison of the fibrous capsule thick-
ness displayed a significative difference at moments corres-
ponding to 21 days (P<0.001) and 42 days (P<0.001). At both
moments, group II presented a thicker fibrous capsule than
group I. Likewise, there was variation in sclera thickness,
being thicker in group I, at the 21-day post-implant (P=0.003)
moment, and at the 42-day moment (P=0.024), as well. Along
the experimental period, when groups were analyzed we could
observe statistically significative diminution of vasculariza-
tion in the surgical interface, in group I, as well as in group II,
at the moment of 7, 21, 42 and 84 days. Conclusion: When
used as coating on the polymethylmethacrylate implant for
the reconstruction of rabbit anophthalmic socket, the sclera
treated with gamma irradiation, alkali and glycerin reacted
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similarly to the traditionally used glycerin-treated sclera. The
two treatments induced a similar inflammatory response. The
formation of neovessels, thickness of fibrous capsule and of
sclera developed differently in the two groups. Nevertheless,
they presented similar results at the end of the 84-day obser-
vation period. There was no significant difference between
the two groups, with regard to sclera preservation.

Keywords: Sclera; Sclera/radiation effects; Decontamination;
Eye enucleation; Orbital implants; Glycerol; Polymetylmetha-
crylate; Comparative study; Rabbits
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