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Resumo

Objetivo: Avaliar experimentalmente a biocompatibilidade de cones de biovidro e biovitrocerdmico em cavidades evisceradas de
coelhos. Métodos: Foram utilizados 45 coelhos albinos submetidos a cirurgia de evisceragdo do olho direito, seguida da inclusao de
cones de biovidro e dois tipos de biovitrocerdmicos (chamados de FI e FII) na cavidade escleral. Os animais foram sacrificados em
trés momentos (7,90 e 180 dias). Os parametros avaliados foram: peso, exame clinico didrio, exames bioquimicos, avaliacao histoldgica,
exame morfométrico. Resultados: Os animais mantiveram-se sauddveis durante o experimento, ndo tendo ocorrido extrusdo do
implante em nenhum animal. O exame morfolégico mostrou que houve a formagdo de pseudocdpsula ao redor dos cones, com
superioridade dos cones de biovidro e biovitroceramico FI, os quais apresentaram menor reagao inflamatoéria e menor formagao da
pseudocédpsula ao redor dos cones que os demais. A reag@o inflamatdria foi mais intensa apés 7 dias da colocacdo dos cones,
diminuindo em direc@o aos 180 dias, sendo menos intensa nos coelhos que receberam cones de biovidro. Conclusiao: Os cones de
biovidro e biovitroceramico FI e FII podem ser tteis para a reparag@o da cavidade anoftdlmica, com melhor resposta quando se usa
cones de biovidro e de biovitrocerdmico FI.
Descritores: Coelhos; Cavidade anoftdlmica; Materiais biocompativeis; Implantes experimentais

ABSTRACT

Objective: To evaluate bioglass, bioglassceramic biocompatibility in rabbit’s eviscerated cavities. Methods: Forty- five rabbits were
submitted to right eye evisceration, followed by the inclusion of bioglass and bioglassceramic I e II prosthesis in the escleral cavity. The
animals were sacrificed at seven, 90 and 180 days after surgery. The animals had daily clinical exam; biochemical exam, histological
analysis and morphometric evaluation. Results: The animals stayed healthy during the expriment, with good cone integration to the host
tissue. None cone extrusion were observed. Histologically, it was observed pseudocapsule formation around the cones and the inflammatory
reaction was higher at M1, getting progressively lower while getting at M3, being the lowest in rabbits which received bioglass cones (GA)
than at any other groups. Conclusion: Bioglass and bioglassceramic I e II cones can be useful to repair anophthalmic cavity.
Keywords: Rabbits; Anophthalmic cavity; Biocompatible materials; Implants, experimental
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INTRODUCAO

reparacdo da perda de volume que ocorre apods

enucleagdes e evisceragdes deve-se ocorrer a fim de se

preservar a aparéncia do portador de cavidade
anoftdlmica®?. Para isso, sdo utilizadas inclusdes na cavidade
orbitdria, com posterior adaptagdo de préteses externas®.

As primeiras inclusdes foram utilizadas no ano de 1885,
com esferas confeccionadas em vidro e utilizadas apds
evisceracoes e, em seguida, apés as enucleagdes™. O vidro foi o
principal material utilizado até os anos 40 do século passado®,
quando entdo, comecaram a surgir novos materiais, como o
polimetilmetacrilato (PMMA) e o silicone, também chamados
de implantes nao integrados.

Naquela época, surgiu um tipo diferente de esfera,
construida de material metdlico como uma “peneira”, que ficava
exposta em sua porc¢do anterior € que permitia a integragdo com
o hospedeiro, na medida em que o tecido do receptor era capaz de
crescer no seu interior®. Na década de 80, houve o retorno a este
conceito, iniciando-se o uso das esferas integradas, inicialmente
compostas por hidroxiapatita natural, surgindo em seguida, as
hidroxiapatitas sintéticas e o polietileno poroso®?.

O risco de haver complicagdes relacionadas com o materi-
al utilizado e a técnica cirtrgica aplicada®, como extrusdo do
implante, deiscéncia de sutura, trauma mecanico e processos in-
flamatoérios exacerbados, tem levado ao estudo de novos materi-
ais®!), podendo-se dizer com seguranga que até os dias atuais
ndo se conhece o material ideal a ser utilizado no reparo da ca-
vidade anoftalmica.

O biovidro foi descoberto em 1969, mas somente com a
criagdo da terceira geracdo deste biomaterial, o que ocorreu
no ano de 1985, foi aprovado para uso e registrado como
Bioglass®, sendo usado em diversas dreas da Medicina®!2%,
Um tratamento térmico pode levar a cristalizacdo® de um vi-
dro especial baseado no biovidro 45S5, formando o
biovitrocerdmico Biosilicato® - que vem mostrando bons resul-
tados em animais e humanos, tendo sido ja empregado para
substituicdo de ossiculos do ouvido humano e para preenchi-
mento dos alvéolos dentédrios de caes™'?, assim como matriz
polimérica para reconstru¢do do complexo zigomadtico orbitario
de humanos"®. H4 necessidade de validacdo deste material
para uso em cavidade anoftdlmica.

O presente estudo teve como objetivo, usando um modelo
animal, verificar se cones de biovidro 4585, biovitroceramico
(Biosilicato®) com uma fase cristalina, denominado de FI e
biovitrocerdmico com duas fases cristalinas, denominado FII,
podem ser tteis para a reparacao de cavidades anoftdlmicas.

METODOS

Esse estudo encontra-se de acordo com os principios éti-
cos utilizados na experimentacdo animal, adotados pelo Comité
de Etica da Faculdade de Medicina de Botucatu (UNESP), Sdo
Paulo, para o uso em animais de experimentagao.

O estudo foi cego, experimental e aleatorizado, fase II, ten-
do sido utilizados 45 coelhos da espécie Oryctolagus cuniculus,
raca Norfolk (albino), sexo masculino, com idade entre trés e
seis meses. Os grupos diferiram entre si pelo tipo de biomaterial
que foi utilizado: cones de biovidro 45S5, cones de Biosilicato®
FI e cones de Biosilicato® F II. O pesquisador desconhecia o tipo
do material empregado até o final do estudo, quando os grupos
foram revelados.
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Figura 1: Imagem dos trés tipos de cones, compostos pelos
biomateriais utilizados: A) Biovidro; B) Biosilicato FI; C)
Biosilicato FII

Descricao da confeccio dos cones empregados no estudo:
Cones com didmetro anterior de 10 mm, posterior de 3 mm e
comprimento de 12 mm, foram confeccionados a partir de um
molde de grafite de alta precisdo, no laboratério de Materiais
Vitreos (LAMAV) da Universidade Federal de Sao Carlos/SP.
Os cones eram compostos de biovidro 45S5, utilizando-se o
biovidro desenvolvido por Hench °29; cones de Biosilicato FI e
FII, produzidos a partir da mesma composi¢do quimica, a base
de Na,O; CaO; SiO, e PO, diferindo apenas no tratamento
térmico para inducdo da cristalizacdo. Nos cones de Biosilicato
FI este tratamento foi conduzido para apresentar apenas a fase
cristalina 1Na,0.2Ca0.3Si0,, permanecendo o P,O, em solugdo
sélida. Enquanto que nos cones de Biosilicato FII, o ciclo de
tratamento térmico empregado permitiu que além da fase,
1Na,0.2Ca0.3Si0,, os fons de Fésforo formassem uma fase cris-
talina com o célcio, formando um fosfato de célcio, ou seja, uma
apatita (Figura 1). Todos os cones foram esterilizados individu-
almente em 6xido de etileno antes do uso.

Momentos experimentais: o estudo foi divido em trés mo-
mentos de observagdo, denominados momento inicial (M0) quan-
do se realizou a coleta de exames bioquimicos e o ato cirirgico;
M1 quando 15 animais foram sacrificados 7 dias ap6s o M0; M2
quando outros 15 animais foram sacrificados 90 dias apds o MO;
M3 quando 21 animais foram sacrificados 180 dias apés o MO.
Ou seja, foram sacrificados cinco animais de cada grupo em cada
um dos momentos experimentais.

Variaveis estudadas: avaliacio clinica diaria; avaliacdo de
possiveis efeitos de toxicidade sistémica por meio de exames
bioquimicos, com avaliagio da fungio hepatica (TGO, TGP,LDH,
FA), cardiaca (CPK) e renal (uréia, creatinina); exames
morfoldgicos, com avaliagdo histoldgica (Hematoxilina e Eosina
- HE- nos momentos M1, M2 e M3) e avaliacdo morfométrica da
pseudocépsula e reagdo inflamatdria, padronizada em quatro
posi¢des: anterior, posterior, 3 horas e 9 horas (usando as 1ami-
nas de HE) e da quantidade de coldgeno existente na
pseudocédpsula (usando 1aminas coradas por Picrosirius—Red).

Sequéncia experimental: apés a ambientacdo do animal,
foi colhida uma amostra de sangue da veia auricular para reali-
zacdo de exames bioquimicos e, em seguida, os animais foram
anestesiados usando Zoletil®, na dose de 15mg/kg. Os olhos di-
reitos dos coelhos foram eviscerados, com reposicdo do volume
perdido usando um dos tipos de cone. Transcorridos os dias pre-
vistos para a permanéncia dos cones na cavidade orbitdria, os
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Figura 2: Cortes histolégicos referentes a reagéo de reparagio tecidual formada entre a esclera e os cones no M1 (seta); A) Biovidro;
B) Biosilicato FI; C) Biosilicato FII; em todos os cortes nota-se a pseudocapsula, formada por fibroblastos, hemacias e células
inflamatérias(HE 40X)

animais foram anestesiados, coletando-se novamente sangue
para os exames bioquimicos, apds o que, foram imediatamente
sacrificados com sobredose de Cloridrato de Ketamina pela via
intramuscular. Em seguida, o contetido da érbita removido e pre-
parado para exame morfoldgico, seguindo-se a fixacdo em formol
10%, desidratacao em série crescente de alcodis, inclusdo em
parafina e coloracdo em Hematoxilina-Eosina e Picrosirius Red
para o exame em microscopio de luz. Apos a fixagdo, os cones
foram removidos da capa escleral para a confeccdo dos cortes
histoldgicos, devido a impossibilidade de seccionar o biomaterial.
As andlises foram realizadas na por¢do interna da capa escleral,
local em que havia a relacdo direta da esclera do hospedeiro
com o cone.

Anilise estatistica: os resultados encontrados nos exames
bioquimicos e na morfometria foram transferidos para planilhas
Excell e submetidos a andlise estatistica, utilizando-se a técnica de
Analise de Variancia Paramétrica e nao Paramétrica, calculando-se
a Mediana e valores maximo e minimo ou média e desvio padrio,
complementados pelo teste de Dunn e Tukey, de acordo com a
varidvel estudada. Considerou-se como valor significativo, P < 0,05.

REsuLTADOS

Avaliacao clinica: todos os animais evoluiram bem, alimen-
tando-se normalmente e com ganho de peso no decorrer do es-
tudo. A observacao didria da cavidade orbitdria mostrou que nao
houve hiperemia conjuntival, deiscéncia ou extrusdo dos cones.

Avaliacao da toxicidade sistémica: os animais ndo apre-
sentaram sinais de toxicidade sistémica, o que se infere a partir
da observagao dos resultados dos exames bioquimicos que se
mantiveram dentro da normalidade, apesar de estatisticamente

Figura 3: Cortes histoldgicos referentes a reparacao tecidual entre a esclera dos coelhos e os cones no momento 3 (M3); A) Biovidro; B)
Presenca do biomaterial (seta) envolto por tecido reparativo do hospedeiro; C) Biosilicato FI; D) Biosilicato FII; nota-se pseudocédpsula
formada por fibroblastos, auséncia de edema e pequena reacao inflamatéria (HEX40)
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terem sido observados niveis superiores de TGP, fosfatase alca-
lina, LDH e CPK no inicio do experimento, em relagao a M3.

Avaliacdo morfolédgica:

1) exame histolégico: o mesmo padrao de resposta tecidual
descrito a seguir foi observado em todos os trés grupos de estu-
do. Apos sete dias (M1), na interface entre a parte interna da
esclera e a externa do material estudado, observou-se tecido
necrético e a formacdo de tecido regenerativo, composto por
células de formato fusiforme e de nicleo arredondado, compati-
vel com morfologia de fibroblastos jovens, além de hemdcias,
células inflamatdrias (principalmente neutréfilos) em meio a rede
de fibrina e edema, quadro correspondente a inflamagao do tipo
aguda. Pequenos fragmentos do biomaterial, assim como alguns
neovasos, foram observados em meio a reacdo tecidual. A esclera
apresentava-se edemaciada, principalmente na porgao anterior,
nos locais coincidentes com a sutura esclero-escleral. Neste mo-
mento ja era possivel observar a formacao de pseudocépsula,
composta por acimulo de fibroblastos e células inflamatdrias,
dispostos de maneira circular e a envolver a maior parte da por-
cdo interna da capa escleral (Figura 2). Apds 90 dias (M2), as
células inflamatdérias estavam em menor numero. A
pseudocdpsula apresentava-se mais densa, composta por
fibroblastos contendo nucleos menores que os observados em
M1, estando aparentemente menos espessa € com menor quan-
tidade de hemadcias e de edema tecidual. Presenca de neovasos
contendo hemécias. Apds 180 dias (M3) ndo se observava mais
edema e a reacdo inflamatodria era escassa. Presenca de neovasos
contendo hemdcias. Os fragmentos do biovidro ou do
biovitroceramico, identificados como dreas de birrefringéncia,
encontravam-se envoltos pelo tecido conjuntivo reparativo, com
auséncia de reagdo inflamatoria (Figura 3).

o
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Tabela 1

Mediana e valores maximo e minimo referentes a espessura da pseudocapsula formada
entre a esclera e os cones, em cavidades evisceradas de coelhos, segundo grupo,
momento de avaliacdo e regido onde foi realizada a observacao

Grupo Regiio Momento
M1 M2 M3
A Anterior 21,945 (12,397; 37,596) 10,833 (4,714; 25,710) 18,828 (11,209; 35,136)
Posterior 20,230 (10,292; 23,320) 12,730 (7,004; 19,503) 15,652 (8,522; 19,007)
3 horas 18,282 (13,444; 23,797) 10,222 (6,451; 20,041) 12,451 (10,735; 32,262)
9 horas 25,206 (20,693; 51,633)* 14,481 (5,358; 19,485) 13,792 (10,537; 30,120)
B Anterior 93,854 (23,634; 108,932)*#= 12,746 (5,533; 30,881) 14,948 (10,419; 21,911)
Posterior 49,759 (18,125; 59,581)* 12,836 (7,036; 60,532) 17,456 (9,993; 44,070)
3 horas 15,094 (11,974; 65,345) « 22,132 (10,312; 28,586) 19,446 (12,899; 73,155)
9 horas 30,894 (18,155; 47,194)* 12,235 (9,134; 27,000) 16,236 (14,223; 31,315)
C Anterior 47,138 (24,291, 128,852) 20,341 (10.090; 67,763) 73,796 (20,112; 126,212)*
Posterior 51,970 (34,444; 137,236)** 19,397 (6,833; 47,915) 17,075 (12,158; 48,799)
3 horas 35,644 (13,905; 51,501) 16,371 (5,147; 43,442) 23,530 (17,135; 37,503)
9 horas 37,538 (13,861; 235,228) 17,343 (5,593; 40,870) 33,352 (10,059; 40,795) *

A:biovidro; B: biosilicato FI; C: biosilicato FII
* (P<0,05) M1 x (M2,M3)

# (P<0,05) Anterior x (Posterior, 3h, 9h)
A(P<0,05) Cx (A, B)

*(P<0,05) Bx A

2) exame morfométrico: apesar de nao se ter observado
diferenca estatistica significativa para a maioria das compara-
¢des entre os grupos biovidro, biovitrocerdmico FI e FII, houve
uma tendéncia de valores menores para a espessura da
pseudocédpsula nos animais que receberam cones de biovidro e
biovitrocerdmico FI, em todos os locais de medicao e principal-
mente no setor anterior (Tabela 1). A andlise da quantidade de
coldgeno existente na pseudocdpsula também foi semelhante
para os trés grupos experimentais, tanto no momento M1, como
no M3. Comparando-se os valores de cada grupo nos momentos
M1 e M3, houve diferenca estatistica apenas no grupo do
biovitroceramico FI, quando a quantidade de coldgeno foi maior
no momento M1. Quanto a celularidade, quando se comparou os
momentos dentro de cada grupo, observou-se reducao significa-
tiva da quantidade de células inflamatérias de M1 para M2 e
Ma3. Observou-se, ainda, a inflamacdo mais importante nos co-
nes do grupo biovitroceramico FII no M1, em relagdo aos de-
mais grupos.

DiscussAo

A evolucao clinica e do peso dos animais demonstrou que
nao houve interferéncia dos procedimentos realizados com a
homeostase do animal, havendo ganho de peso ao longo do peri-
odo experimental e desenvolvimento normal dos animais.

Para os exames bioquimicos, 0 momento zero foi usado
como padrao de normalidade para o estudo, comparando-se com
valores obtidos no momento do sacrificio. A maioria dos exames
bioquimicos colhidos teve resultados coincidentes com os em-
pregados por outros pesquisadores®!7182122) com variagdes ape-
nas fisioldgicas, sem significado clinico, j& que os valores finais
foram inferiores aos iniciais.

O exame morfoldgico mostrou que a reparagdo tecidual
ap6s a colocacdo dos cones na cavidade anoftdlmica foi do tipo
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reparativo-cicatricial, com afluxo de fibroblastos, células infla-
matdrias e neovasos, com formagdao de uma pseudocdpsula ao
redor dos cones, iniciando-se por processo reparativo recente,
evoluindo para a fase cronica, com reducdo do edema e das cé-
lulas inflamatdrias. Estas mudangas caracterizam um processo
de cicatrizagao® com substitui¢ao dos tecidos intraoculares le-
sados, por tecido conjuntivo®?2),

Houve formagao de pseudocapsula que teve reducdo com-
provada de sua espessura pelo exame morfométrico, provavel-
mente por reducdo do edema e das células inflamatdrias ao lon-
go do experimento. A comparagao da espessura da pseudocapsula
entre os biomateriais demonstrou que o grupo biovitrocerdmico
FII apresentou pseudocdpsula mais espessa, tanto aos sete, como
eM 180 dias depois da colocacdo da inclusdo, sinal de que o
biovitroceramico II causou maior reagdo inflamatéria durante
todo o experimento. A espessura maior da pseudocédpsula no M1
nos grupos em que se usou cones de biovitrocerdmico FI e FII
provavelmente se deve a biorreatividade, ja& que os cones que
sofreram a cristalizacdo aumentam a biorreatividade, sendo sua
resposta inflamatéria mais precoce que nos de biovidro®),
Assim, no M1 os valores encontrados foram maiores, com redu-
¢do em dire¢do ao M3, quando a espessura da pseudocdpsula se
manteve sem diferenca estatistica nos grupos do biovidro e
biovitroceramico FI.

J4 a olho nu era possivel observar que a pseudocédpsula
apresentava diferenca de espessura conforme a regido exami-
nada. Desta forma, optou-se por avaliar a espessura da
pseudocédpsula em quatro diferentes regides: anterior, posterior,
trés e nove horas. Assim, foi possivel demonstrar variagdes sig-
nificativas de espessura da pseudocdpsula na regido anterior,
possivelmente em decorréncia da resposta inflamatdria mais
exacerbada, na regido do sitio cirdrgico e local da sutura. Além
disso, a regido anterior é a que fica mais exposta aos fatores
ambientais, com maior risco de contaminagao.
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A avaliacdo do coldgeno demonstrou diferenca estatistica
no grupo biovitrocerdmico FI, entre os M1 e M2, porém valores
ndo altos e nem muito diferentes aos observados nos grupos
biovidro e biovitroceramico FII. Com estas observagdes pode-
se afirmar que os cones implantados ndo geraram resposta infla-
matdria exacerbada e ndo produziram cicatriza¢cdo anormal ou
fibrose importante no local de contato entre o cone e o tecido do
hospedeiro.

CONCLUSAO

A partir dos achados pode-se dizer que os cones de biovidro
e biovitroceramico FI e FII, quando colocados nas cavidades
evisceradas de coelhos ndo apresentam sinais de toxicidade
sistémica ou local. A andlise morfoldgica apontou para a superi-
oridade dos cones de biovidro e biovitroceramico FI, os quais
apresentaram menor reagio inflamatdria e menor formacdo da
pseudocdpsula que os cones de biovitroceramico FII. Desta for-
ma, os autores concluem que os cones de biovidro e
biovitroceramico FI e FII podem ser tteis para a reparacdo da
cavidade anoftdlmica, com melhor resposta quando se usa os
cones de biovidro e biovitrocerdmico FL
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