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EMPREGO DE MEMBRANA DE CELULOSE MICROFIBRILAR NA
CERATOPLASTIA LAMELAR EM COELHOS (O. cuniculus, LINNAEUS, 1758).
ASPECTOS CLINICOS, MORFOLOGICOS E IMUNOISTOQUIMICOS

RESUMO - Avaliaram-se descritivamente, a clinica, a histopatologia e a
imunoistoquimica (ki 67- marcador de proliferacdo celular) os resultados, da
cicatrizacdo da cornea, apds ceratoplastias lamelares com membrana de celulose
microfibrilar em coelhos. Para tal, utilizaram-se 30 coelhos , distribuidos em 5
grupos de 6 animais, avaliados por até 60 dias de pos operatorio. A avaliagao
clinica revelou manifestacbes moderadas de edema, blefaroespasmos, fotofobia
desde o segundo dia, evoluindo para formas discretas ou ausentes a partir do
sétimo dia, onde observou-se clinicamente o reparo do defeito da coérnea. A
histopatologia revelou uma fina camada de células escamosas, recobrindo
totalmente a area lesada, aos sete dias, e com leve infiltrado de células
polimorfonucleares. Observou-se a presencga de vasos no epitélio a partir do 15°
dia , com regressao aos 48° dias .A imunoistoquimica mostrou aumento de células
em proliferacdo aos 15 dias no epitélio (p= 0,049) e aos trinta dias no estroma (p=
0,042). Frente aos resultados obtidos, ha como admitir que mesmo com o defeito
corneal concluido, aos sete dias, o sistema de defesa celular ainda se manteve
ativo, pois a proliferacao celular no epitélio se mostrou mais intensa aos 15 dias de
observacao ,conforme demonstrado imunoistoquimicamente. Onde nesse periodo
ocorreu remodelamento e adeséao epitelial da cérnea, caracteristicas satisfatérias

em ceratoplastia lamelar em coelhos .

Palavras-Chave: ceratoplastia lamelar, coelhos, coérnea, imunoistoquimica,

membrana de celulose, morfologia.
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MEMBRANE OF EMPLOYMENT OF PULP MICROFIBRILAR IN LAMELLAR
KERATOPLASTY IN RABBITS (O. cuniculus, LINNAEUS, 1758). IN CLINICAL,
MORPHOLOGICAL AND IMUNOISTOCHEMISTRY

SUMMARY - Were evaluated the clinic, the histopathology and
immunohistochemistry (ki 67 - marker of cell proliferation), the results of the
membrane of cellulose in lamellar keratoplasty in rabbits. To this end, 30 rabbits
were used, divided into 5 groups of 6 animals, assessed by up to 60 days of post-
operative. The assessment showed clinical manifestations of moderate swelling,
blefarospasmos, photophobia since the second day, evolving into discrete forms or
absent from the seventh day, where there was clinically repair the defect of the
cornea. The histopathology revealed a thin layer of squamous cells, completely
covering the injured area, the seven days, and with mild infiltration of
polymorphonuclear cells. There was the presence of vessels in the epithelium from
the 15 th day, with regression of days to 48. Immunohistochemistry showed
increased cell proliferation in the 15 days in the epithelium (p = 0049) and the thirty
days in the stroma (p = 0042) . Facing the results achieved, as there admit that
even with the beginning of healing, and with the defect of the cornea closed to
seven days, the system of defence cell remained active, as in the epithelial cell
proliferation was more intense at 15 days, as shown imunoistochemistry. Where in
that period showed epithelial remodeling and membership, characteristics

satisfactory in lamellar keratoplasty in rabbits.

Keywords: lamellar keratoplasty, rabbits, cornea, immunohistochemistry,

membrane of cellulose, morphology.



I. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1. Aspectos anatomofisioldgicos da superficie ocular e filme lacrimal

A cornea é uma estrutura anesférica e transparente que, juntamente com a
esclera, compde a tunica fibrosa do olho. A regido de transigdo entre essas duas
estruturas chama-se limbo esclerocorneal, mais largo nas por¢des inferior e
superior (KLYCE & BEUERMAN, 1988).

Em espécies domeésticas, seu diametro horizontal € maior do que o vertical
(SLATTER, 1990; BANKS, 1991; GOMES et al., 2002) e sua espessura € espécie
dependente, mas usualmente, é inferior a um milimetro. A area central da cornea
dos cées possui cerca de 600 um (GILGER & WHITLEY, 1999); ja nos gatos e
em coelhos verificam-se 515 uym e 384 pm, respectivamente (RANZANI et al.,
2004).

A inervacgao sensitiva da cérnea € mantida por fibras mielinizadas de ramos
da divisao oftalmica do V par de nervos cranianos. Ramos dos nervos ciliares
longos e curtos se relacionam anatomicamente no espago supracoroidal, préximo
ao limbo, dando origem a 12 — 16 ramos circunferénciais, que inervam o limbo e
de onde partem fibras corneais (KLYCE & BEUERMAN, 1988). Do plexo, as fibras
nervosas dirigem-se a superficie e, ao atingirem a membrana basal, perdem a
mielinizacido, caracterizando-se como terminag¢des nervosas livres, ou melhor,
terminais axbénicos que chegam até a camada de células superficiais do epitélio.
Basicamente, esses terminais expressam apenas dor (GRAYSON & ARFFA,
1991).

Apesar de ser avascular, a coérnea apresenta-se como um tecido
extremamente ativo. Sua nutricdo vem do filme lacrimal; da conjuntiva tarsal
posterior das palpebras, da vasculatura, presentes no limbo, que sdo os ramos da

artéria ciliar anterior e do humor aquoso (BROOKS, 2004).



O filme lacrimal proporciona a superficie ocular um ambiente Uumido e
promove nutricdo, protegcdo e uma interface optica homogénea. O filme lacrimal
fornece a cornea nutrientes e oxigénio, além de ter uma série de substancias com
propriedades bactericidas (MATHERS et al., 1996). Tradicionalmente, considera-
se que o filme lacrimal seja formado por trés camadas: lipidica superficial (mais
externa), aquosa intermediaria € mucina basal em contato com o epitélio
(ROLANDO & ZIERHUT, 2001).

A camada de mucina mantém a lubrificagdo do epitélio da cornea e
conjuntiva. Essa camada é formada pela secregdo das células caliciformes da
conjuntiva (DARTT, 2004). A camada aquosa € produzida pelas glandulas
lacrimais principal e acessoérias. Ela € a responsavel pelo transporte de nutrientes
soluveis em agua, substéncias bactericidas como lactoferrina, imunoglobulinas,
lisozima, B-lisina entre outras (HAYNES et al., 1999). Fatores de crescimento
necessarios a proliferacao e a diferenciagao do epitélio da superficie ocular, como
o fator de crescimento epidermal (EGF) , e fator de crescimento do ceratdcito
(KGF) estdo presentes na camada aquosa do filme lacrimal (WILSON, 1991;
LOHMANN et al., 1998; WILSON et al., 1999; FAGERHOLM, 2000; BALDWIN &
MARSHALL, 2002). A camada lipidica é formada, essencialmente, pela secregcao
das glandulas de Meibomio, e sua funcéo é retardar a evaporagéao, estabilizando o
filme lacrimal. Essas glandulas sao ricamente inervadas e sua secregao pode ser
modificada, qualitativa ou quantitativamente, por horménios (SULLIVAN et al.,
1999; SULLIVAN et al., 2002; SUZUKI et al., 2002), por dietas (AMBROSIO
JUNIOR et al., 2002) e por agédo de microorganismos (SUZUKI et al., 2002; SHINE
et al.,, 2003). A disfungdo das glandulas de Meibomio pode resultar na
instabilidade do filme lacrimal e em alteragbes da superficie ocular (SMITH &
FLOWERS, 1995).

No cdo e em outras espécies animais, a cornea € formada por quatro
camadas distinguiveis. Da mais externa para a mais interna: epitélio, estroma,

membrana de Descemet e endotélio. A camada de Bowman, descrita no homem,



nao foi descrita nessa espécie (SHIVELY & EPLING, 1970). Considera-se a
pelicula lacrimal pré corneal como a quinta camada (NASISSE, 1996). O epitélio
corneal é simples, esiratificado e n&o queratinizado. Possui padrao basico de
membrana basal, composto por células epiteliais basais e ovoides, células
"achatadas” e superficie escamosas. As células basais contém um nucleo,
mitocdndria e complexo de Golgi e sdo aderidas por hemidesmossomos a
membrana basal. A membrana basal é composta por fibrilas de colageno, além de
laminina, fibronectina e hialuronato. Com a divisdo das células basais, células-
filnas sado direcionadas a superficie, tornando-se achatadas e perdendo,
gradualmente, suas organelas, formam-se discretas proje¢cdes vilosas que sao
revestidas pela camada mucoide do filme lacrimal (GILGER & WHITLEY, 1999).

O estroma é um tecido fibroso que compde mais de 90% da espessura da
cérnea. Ele contem fibras colagenas arranjadas e organizadas e uma matriz
extracelular de proteoglicanos, que sao glicosaminoglicanos covalentemente
aderidos a um nucleo protéico. Dez tipos diferentes de colageno foram
identificados no estroma, tanto em formas fibrilares como néo fibrilares , porém os
tipos I, lll, V e VI, sdo os mais achados (KURPAKUS-WHEATER et al., 2001;
AHMADI & JAKOBIEC, 2002).

Os ceratdcitos sdo células que representam menos de 3% da composigao
total do estroma. Células inflamatérias e do sistema imune também habitam o
estroma. (KURPAKUS-WHEATER et al, 2001). Os glicosaminoglicanos,
colagenos e glicoproteinas sao sintetizados pelos ceratdcitos, sendo substancias
responsaveis pela manutengao da cornea. O periodo de substituigdo do colageno
estromal é variavel dentre as espécies, mas, geralmente, pode estender-se por
anos (GILGER & WHITLEY, 1999).

A membrana de Descement € acelular e aparentemente homogénea, ainda
que se observem nos animais domésticos e a microscopia eletronica de

transmissdo, duas camadas pouco definidas. Uma que se localiza adjacente ao



estroma, e se torna mais espessa com a idade, e outra composta por fibronectina,

laminina e colageno tipo VII.

Eventualmente, as células endoteliais secretam uma nova membrana para
preencher os pequenos defeitos produzidos por feridas penetrantes. A membrana
de Descemet nao se fixa a fluoresceina, apresentando-se como uma estrutura |,
transparente (STADES et al., 1999).

O endotélio apresenta-se com uma camada unica de células poligonais
disposta posteriormente a membrana de Descemet, revestindo a camara anterior.
Em decorréncia da sua alta atividade metabdlica, essas células contém
mitocdndrias e reticulo endoplasmatico liso e rugoso abundantes. Sua
regeneragao € restrita e varia com idade e espécie (SLATTER, 1990; PIGATTO,
2004). As células endoteliais mantém um sistema de transporte de ions que
impede a entrada de agua no estroma corneal através de bomba de sdédio e
potassio ATPase, localizada na membrana dessas células (GEROSKI &
EDELHAUSER, 1984).

O estado de deturgescéncia corneal é mantido por um mecanismo
dependente de energia, presente no endotélio e no epitélio corneais. O
metabolismo da glicose é a principal fonte de energia da coérnea, e dois tercos
desta é metabolizada pela via Embden-Meyerhof e cliclo de Krebs; o tergo

remanescente, pela derivagdo monofosfato hexose (LAUS & ORIA, 1999).

As principais funcdes da cornea incluem suporte as estruturas intra-
oculares, refracédo e transmisséo de luz (BOEVE & STADES, 2007). Apresenta-se
como uma lente convergente responsavel por 80% do poder total de refragdo nas
espécies domésticas, o qual € determinado pelo raio de curvatura, pelo indice

refrativo do ar e pelo humor aquoso (HELPER, 1989).

As principais condi¢gdes que a fazem transparente sdo a auséncia de vasos
sanguineos, linfaticos e de pigmentos, e uma superficie 6ptica lisa (propiciado pelo

filme lacrimal), disposicdo ordenada das fibras de colageno, fibras nervosas



amielinicas, epitélio ndo queratinizado e a sua deturgescéncia (LAUS et al., 1993;
SAMPAIQ, 2006).

A transparéncia da cornea, adjunta a sua capacidade de refracdo permitem
com outros constituintes do olho a perfeita formagdo da imagem (GILGER &
WHITLEY, 1999).

2. Disturbios da superficie ocular

Os disturbios da superficie ocular e do filme lacrimal decorrem de um grupo
heterogéneo de doencas, sejam elas o olho seco, alteragdes palpebrais,
destruicdo das células germinativas corneais e conjuntivais, destruicdo da
membrana basal, inflamacgao e alteragdes neuro-anatdmicas da superficie ocular.
Tratam-se de alteracbes que induzem a instabilidade do epitélio corneal,
vascularizacao e inflamacgao cronicas, e que resultam na perda da transparéncia
da cdérnea e na diminuicdo ou perda da acuidade visual (TSENG & TSUBOTA,
1997; GOMES, 2002). O grau do envolvimento de cada uma das alteragbes varia
segundo a enfermidade e o paciente, em que identificacbes e a abordagem
individualizada, baseadas na etiopatogénia, deverao ser consideradas (GOMES,
2002).

Do ponto de vista laboratorial, dois tipos principais de faléncia da superficie
ocular podem ser identificados a citologia de impressdo e quanto ao fendtipo
epitelial. Um deles mostra a transicéo patoldgica do epitélio da superficie ocular
nao queratinizado normal em queratinizado, a que se da o nome de metaplasia
escamosa (TSENG, 1985). Na conjuntiva, esse evento se da com perda das
células caliciformes. A metaplasia escamosa pode ser causada extrinsicamente
pela instabilidade do filme lacrimal, decorrente da resposta imune insatisfatéria da
superficie ocular (TSENG & TSUBOTA, 1997). Outrossim, por fatores intrinsecos,
como os varios tipos de ceratoconjuntivite, como as produzidas por queimaduras

quimicas. A patogénese da metaplasia escamosa causada por estas



enfermidades ainda é desconhecida e pode estar relacionada a intensa inflamagao
estromal, bem como, pela falta de suprimento vascular, que resultam em tecido
cicatricial (TSENG, 1985). Instalam-se os traumas, mormente os suscitados pela
triquiase e pela distiquiase, as meibomites, a ceratoconjuntivite seca e quadros
inflamatdrios associados a doencas cronicas ou a danos estromais que interferem
com a capacidade dos transplantes de limbo ensejam proliferagao e diferenciagao
epiteliais (BRUNELLI et al., 2007).

O segundo tipo de faléncia da superficie ocular & caracterizado por uma
troca do perfil fenotipico epitelial corneal normal por um epitélio conjuntival
invasivo, em um processo denominado deficiéncia limbica (deficiéncia de células
germinativas do limbo (PUANGSRICHARERN & TSENG, 1995; BRUNELLI et al.,
2007). Se alteracdes do limbo e corneanas nao forem tratadas poderao induzir a
defeitos epiteliais persistentes, Ulceras troficas, conjuntivalizagdo, lesdes

destrutivas da membrana basal e a perfuragcdes (ANDRADE et al., 2003).

Defeitos epiteliais crénicos constituem complicacbes frequentes e podem
evoluir para inflamagao estromal ou infeccdo (ASSOULINE, 1993; GOMES et al.,
1999). Incluem-se o uso de medicacgao topica (lubrificantes sem preservativos e
esterdide topicos), tarsorrafia, transplante de limbo (BRUNELLI et al., 2007) e
recobrimento conjuntival (KENYON & TSENG, 1989; TSUBOTA et al., 1999;
GOMES et al., 1999).

Os sinais clinicos mais evidentes sdo blefaroespasmo, fotofobia, epifora,
edema, secrecgao ocular, neovascularizagao e pigmentacao corneais (LAUS, 1999;
GILGER & WHITLEY, 1999).

Varios trabalhos reportam a importancia da membrana basal e sua relacéo
com as células germinativas do limbo na migracdo e adesao epiteliais,
necessarias a manutencgao estrutural e funcional da superficie ocular (BERMAN,
1989; KIM & TSENG, 1995; TSENG & TSUBOTA, 1997; TSUBOTA et al., 1999;
GOMES, 2002). A utilizacdo de componentes da matriz extracelular relacionados

a adesao e a migragao celulares, como fibronectina e laminina, tem proporcionado



préstimos no tratamento de alteragcbes crénicas de cicatrizacao epitelial (NISHIDA
et al., 1983; BERMAN, 1989; ASSOULINE, 1993). Entretanto, a producao desses
componentes € laboriosa e de custo elevado (SPIGELMAN et al., 1987). Outra
opgao que associa vantagens da presenga de componentes da matriz extracelular
a fatores de crescimento, como EGF e neurotrofinas, relaciona o uso de soro
autdégeno (TSUBOTA et al., 1999; TALIERI et al., 2005; BROOKS, 2008).

3. Regeneracdao epitelial e cicatrizagéo

O epitélio corneal apresenta grande capacidade de regeneragao que se da
por uma seqiiéncia sistematizada de eventos (LAUS & ORIA, 1999; SAMPAIO,
2006). A reepitelizacdo por mitose de uma cdérnea totalmente desnuda pode
ocorrer num periodo entre 4 e 7 dias, posteriormente a ocorréncia da lesao
(ZIESKE et al., 1987).

Os defeitos superficiais do estroma corneal sao preenchidos por células
epiteliais, enquanto os profundos s&o, inicialmente, revestidos por epitélio e,
posteriormente, pelo estroma inferior. As lesdes estromais ndo complicadas
recuperam-se sem vascularizacdo. Nas feridas infectadas ou mais severas, a
vascularizacao estara presente. Ocorrera desorganizagao das fibrilas de colageno.
Com desorganizagédo e perda da transparéncia corneal focal (SLATTER, 1990;
GILGER & WHITLEY, 1999).

A manutengao da integridade da superficie corneal é considerada como a
mais importante, relativamente a preservacédo da transparéncia e as qualidades
opticas da cornea (LU et al., 2001; GOMES et al., 2002). O epitélio corneal é parte
integrante da superficie ocular e esta em constante regeneragao. Estima-se que
ele seja renovado a cada 7 a 10 dias (TSENG et al., 1998). Apds a lesao epitelial,
inicia-se a reparagcao. O processo de reepitelizacdo comega imediatamente a
lesdo epitelial e envolve interagdes entre as células epitelias, estromais, glandula
lacrimal e as do sistema imune (LU et al., 2001; WILSON et al., 2001). O reparo do



defeito epitelial pode ser dividido em trés fases, de consoante com o tipo de
evento preponderante: migracado, proliferacdo e adesao epitelial. Trata-se de

condicdes que se interagem (LU et al., 2001).

Células na periferia da lesdo tornam-se achatadas e suas membranas
emitem prolongamentos digitiformes que se estendem em direcdo a ferida
(CROSSON et al., 1986).

Em uma segunda fase, evidencia-se intensa atividade mitotica. O defeito
epitelial é recoberto, inicialmente, por uma rica camada de células, com
estratificacdo progressiva por camadas celulares que mantém um aspecto
alongado semelhante ao das células aladas e superficiais. Uma vez recoberta a
area lesada, a migracdo celular cessa e a resposta mitotica diminui

consideravelmente (LU et al., 2001).

Células inflamatérias invadem o estroma corneal, cerca de oito a 12 horas
apods a lesao primaria. Essas células originam-se nos vasos sanguineos do limbo
e do filme lacrimal. Algumas células inflamatorias podem ser encontradas na
cornea normal em estado inativo, podendo ser ativadas frente a um estimulo. A
funcao delas é essencialmente de defesa e podem ser identificadas por meio de
técnicas especificas de imunoistoquimica especificas (WILSON et al.,1996;
TSENG et al., 2002).

A transparéncia corneal é, na maioria das vezes, restituida, e ha

remodelamento estromal com estabilidade refrativa (WILSON et al., 1996).

Condutas terapéuticas tendem a aliviar a dor, prevenir descemetoceles,
perfuracdes e, principalmente, restaurar a anatomia. Nas ceratites ulcerativas
profundas, tratamento cirurgico é requerido. Recomendam-se os recobrimentos
conjuntivais, suturas diretas, retalhos conjuntivais e enxertos (autégenos, alégenos
ou xenogenos), dentre outros procedimentos (SLATTER, 1990; LAUS, 2000). As
condutas terapéuticas sdo empreitadas de acordo com a apresentacéo clinica da



lesdo. Podendo ser clinicas, cirurgicas, ou associadas (SLATTER, 1990; GILGER
& WHITLEY, 1999).

Condutas clinicas envolvem o uso topico e sistémico de antibidticos e
analgésicos. Dentre os farmacos topicamente empregados citam-se o0s
cicloplégicos (atropina e a tropicamida), midriaticos (fenilefrina) (GILGER &
WHITLEY, 1999), farmacos de acdo anti-proteases (EDTA, acetilcisteina e
heparina) (NASISSE, 1996) e o soro sanguineo (BRUNELLI et al., 2007;
BROOKS, 2008). O soro sanguineo, que contem inibidores de proteinases (alfa2
macroglobulina e beta1-antitripsina), atua de forma competitiva sobre

determinadas classes especificas de metaloproteinases (BROOKS, 2008).

A beta irradiacdo, gamaglobulinas e cauterizagdo tém sido utilizados
(STARTUP, 1984; NASISSE, 1996). Delineamentos experimentais com sulfato de
condroitina A (RANZANI et al., 2004; TALIERI et al., 2005; WOUK, 2006) e
glicosaminoglicanos polissulfatados foram conduzidos e os farmacos

recomendados no manejo de ulceras de corneais (TALIERI et al., 2005).

Sobre as manobras de cunho cirurgico, a ceratotomia puntiforme ou em
grade e o recobrimento conjuntival ou de terceira palpebra, a aplicagdo de
adesivos cirurgicos (SAMUELSON, 1999), de enxertos de membranas biolégicas
s&o alternativas uteis e factiveis (NASISSE, 1996; LAUS, 2000; GELATT, 2003).

Em lesGes mais graves, indicam-se as cirurgias reconstrutivas (SAMPAIO,
2006) como o enxerto livre de conjuntiva (SOUZA, 2003) notadamente o
pediculado (HAKANSON & MERIDETH, 1987; MORALES et al., 1996),
transposi¢des corneo-esclerais (SLATTER, 1990; BRUNELLI et al., 2007), corneo-
conjuntivais (GILGER & WHITLEY, 1999; TALIERI et al., 2005).

Inimeros os que usaram membranas biolégicas conduzindo terapéutica a
regeneragao corneal, como a membrana de celulose (PIPPI & SAMPAIO, 1990;
SCHOENAU et al., 1993), capsula renal equina (ANDRADE, 1996), tunica vaginal
autdégena a fresco (GALERA et al.,, 1999), escama de sardinha (LAUS, 2000),
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pericarido equino (GODOY et al.,, 2002), tanica vaginal alégena em glicerina
(VICENTE, 2003), membrana amnidtica ou alantoamidtica (BARROS et al., 1998;
SOUZA, 2003) membrana de quitosana (COSTA, 2006), entre os mais citados.

SCHONEAU et al. (1993) avaliaram a membrana de celulose, na
ceratoplatia em caes. E observaram resultados satisfatdrios quanto ao reparo de

corneas.

Barros et al. (1999) utilizaram pericardio de equino, conservado em
glicerina, em ceratoplastias lamelares experimentais em cdes. A microscopia de
luz, encontraram infiltrado inflamatério agudo nas fases iniciais, e alguma
pigmentacao corneal nas fases tardias. Estudos similares foram conduzidos por
SAMPAIO et al. (2006) empregando a membrana amnidtica com resultados

igualmente satisfatorios.

A escama de sardinha (Sardinela brasiliensis) como sucedanea de lamelas
corneais em ceratectomias superficiais mostrou-se util para fins tecténicos (LAUS,
2000).

BARROS et al. (1995) estudaram membrana fetal equina, na ceratoplastia
lamelar em coelhos e concluiram tratar-se de um material factivel face os bons

resultados cicatriciais e as poucas sequelas.

Investigagdes cientificas mostraram as vantagens da membrana amnio6tica
sobre a redugédo da inflamacdo (FAIRBANKS et al, 2003; TIN & TAN, 2006).
Relatam haver facilidade de adesdo e migracdo de células epiteliais basais,
prevencao da apoptose e restauracdo do fenodtipo epitelial , em cérneas que
receberam a membrana aminidtica ,ndo ofereceu a mesma rigidez para
reparagdes tectbnicas (Tl & TAN ,2003).Investigou-se a agdo angiogénica
produzida pela membrana de quitosana sobre a cornea de coelhos com resultados
alentadores (COSTA et al., 2006).
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4. Membrana de Celulose

A utilizacdo da membrana de celulose microfibrilar Bionext®, anteriormente
conhecida por Biofill®, - curativo — barreira mecanica para feridas, resultou de
uma descoberta atribuida a Luis Fernando Farah, em 1983 (REBELLO, 1987,
TORRES, 2003). Por facilidade de obtengdo (encontrada comercialmente no
mercado) esta membrana tem sido empregada como implante para a substituicao
temporaria da pele humana em queimaduras, abrasdes, ulceras ou perdas
teciduais (REBELLO,1987; PIPPI & SAMPAIO, 1990; DALECK & BECHARA,
1991; SCHOENAU et al., 1993). Ela foi também, utilizada como substituto de
meninge e como material de revestimos de stents intravasculares para evitar
estenose circunferencial em artérias de grosso calibre (MARQUES, 1996; BROWN
& MANNING, 1996; TORRES, 2003).

Em sua composicdo amontam-se polissacarideos formados pela unidao de
milhares de moléculas de celobiose (unido de duas moléculas de glicose),
sintetizadas por bactéria do género Acetobacter xylinum . comumente encontradas

nas frutas em decomposicéo.

A membrana de celulose discreve-se diferentemente da celulose vegetal.
Suas caracteristicas fisicas demonstram a constituicio de microfibras nao
condicionadas, com permeabilidade seletiva, dificultando a entrada de
microorganismos e mais permissiva a passagem de vapor de agua e trocas entre
os tecidos. A facilidade de aplicagao justifica-se por ser flexivel, homogénea e
aderente. Sua aderéncia aumenta quando embebida em soro fisiolégico estéril.
Por seu aspecto semi-transparente, relata-se a facilidade de inspec¢ao dos tecidos
lesionados, permitindo a observagdo macroscépica (MARQUES, 1996, BROWN &
MANNING, 1996; TORRES, 2003).

A membrana de celulose microfibrilar tem sido empregada em cirurgias
reparadoras. Inicialmente, Rebello (1987) realizaram aplicagbes sobre feridas de

pele, dermoabrasdes e “peeling” facial em humanos. Relatou-se melhora nas
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hipercromias, devido sua aderéncia, permanéncia e manuseio facilitado a baixos
custos. Macroscopicamente, em Uulceras traumaticas, observaram-se boa

aderéncia, e auséncia de secre¢cao mucdide ou purulenta sob a membrana.

PIPPI (1990) utilizaram, experimentalmente a membrana de celulose, no
reparo de lesbdes lamelares da cornea de coelhos. Em 1993 SCHOENAU et al.
repararam com éxito as incisdes corneais com sutura e membrana de celulose. Os
autores relataram maior rapidez na regeneragao do epitélio corneal e diminuigao

da infiltragdo por polimorfonucleares.

MARQUES (1996) ao empregar a membrana de celulose em feridas de
papilas mamarias em vacas, notificou-a como material adequado para reducgao da
frequéncia de curativo, edema mais discreto e maior organizagdo dos feixes de

colageno, comparativamente as feridas controle.

Na reparagao microcirurgica de nervo periférico com sutura e membrana de
celulose em ratos, observou-se menor neuroma, comparativamente ao uso de
adesivos, e de fio de sutura (TORRES, 2003).

Idealizou-se a presente pesquisa, no escopo de se avaliarem
descritivamente, os eventos clinicos, histopatolégicos e a imunoistoquimicos, na
ceratoplastia lamelar em coelhos, empregando-se membrana de celulose

microfibrilar Bionext®.
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Il. MATERIAL E METODOS

1. Considerac0Oes éticas

A pesquisa foi realizada atendendo as normas internacionais da Association
for Research in Vision and Ophthalmology - ARVO (National Institutes of Health
Publications No 85-23: Revised 1985), de consoante com o Codigo de Nuremberg
(GOLDIM, 1995). Bem como, apds aprovacdo pela Comissdo de Etica e Bem
Estar Animal (CEBEA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV)
da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal (Protocolo n°
008771-07).

2. Animais

Foram utilizados 30 coelhos, machos, da raca Nova Zelandia, brancos, com
peso meédio de 3000g e 120 dias de idade em média, provenientes do Biotério da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo
(USP).

Objetivando-se a utilizagdo de individuos em condi¢gbes padronizadas,os
animais foram avaliados, previamente a sua inclusdo na pesquisa, seguindo as
semiotécnicas clinica e oftalmica rotineiras. Empregaram-se o teste de lagrima de
Schirmer ', a biomicroscopia com lampada em fenda, 2 tonometria de aplanacao *,
oftalmoscopia binocular indireta * e a prova da flouresceina °. Selecionados os

coelhos sadios, estes foram identificados e mantidos em gaiolas apropriadas, em

! Teste da Lagrima de Schirmer -Ophthalmos®,
2 Slit Lamp SL-14 -Kowa Company, USA

% Tono Pen XL- Mentor Medical Systems

* OHC 3.3 - Eyetec

® Fluoresceina strips - Ophthalmos®
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ambiente ventilado, limpo, seco e protegido. Como alimento, forneceu-se ragao

comercial ® e agua potavel ad libitum.

3. Membrana de celulose microfibrilar Bionext®

O material foi doado pela BIONEXT PRODUTOS BIOTECNOLOGICOS
LTDA - Séo Paulo- capital, que empregou, como matéria prima, a celulose,

sintetizadas por bactéria do género Acetobacter xylinum (Figura 1).

Figura 1. Imagem fotografica da membrana de celulose microfibrilar Bionext®, apresentada em
fragmento com dimensdes de 1,0 x 1,5 cm e 0,2 mm de espessura aproximadamente.
Sao Paulo, 2007.

6 Racdo para coelhos -Purina®
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4. Delineamento Experimental

4.1 Grupos Experimentais

Constituiram-se cinco grupos compostos por seis animais para avaliagéo
clinica diaria e laboratorial aos um, sete, quinze, 30 e 60 dias de pds-operatorio.
Consideraram-se o0s sinais clinicos e o0s achados histopatologicos e

imunohistoquimicos.

4.2 Procedimentos Anestésicos e cirurgicos

4.2.1 Anestesia

Empregou-se a medicagao pré - anestésica com acepromazina’ na dose de
0,2 mg/Kg por via subcutanea. Seguiu-se aplicacdo da associacdo de quetamina®
e cloridrato de xilazina®, na dose de 30 e 5 mg/kg de peso corpdreo,
respectivamente, por via intramuscular. Para indu¢cdo e manutencido anestésicas,
utilizou-se o isofluorano,’ fornecido com mascara facial, diluido em 100% de
oxigénio, em circuito com reinalagao parcial de gases, dotado em vaporizador

universal.

" Acepran® -Vetnil

8 Cetamin® -Syntec, Brasil
® Rompum® - Cristélia

19 |sofluorine® -Cristélia
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4.2.2 Ceratoplastias Lamelares

As intervengbes cirurgicas foram efetuadas com auxilio de microscopio
cirargico " em aumento de 16 vezes. Apés medidas rotineiras de anti-sepsia,
protecdo do campo operatorio, blefarostase e fixagao do bulbo do olho, as seis e
12 horas, correspondentes a um relogio, com fio monofilamentar encastoado de
fabrica 4.0 2. Criou-se, com auxilio de um trépano’® de 5 mm de diametro, um
botdo lamelar compreendendo epitélio e cerca de metade da espessura do
estroma, posicionado centralmente a pupila. A excisdo da lamela corneal foi

realizada por disseccdo com Iamina de bisturi angulada' (Figura 2).

Apoés secagem da cornea, a membrana de celulose estéril foi mantida por
um minuto, em solucéo salina 0,9% estéril, e recortada no diametro de 5 mm e foi
fixada diretamente sobre o leito receptor com sutura com pontos simples
separados, equidistantes, em média de 1 mm, utilizando-se fio monfilamentar

encastoado de fabrica 9.0."°

Findados os tempos operatérios, a regido, que fora cuidadosamente
irrigada com solugao fisioldgica estéril 0,9%'®, foi limpa e os pontos de fixacdo

conjuntival foram soltos (Figura 2).

1 Microscépio Cirurgico MC — M9 -DF Vasconcelos®

2 Nylon 4-0 (Bioline®, Brasil)

'3 Trépano para cérnea com medidor de profundidade (Jomubi® equipamentos de precis&o, Brasil)
4 CM Phaco Slit Blade Angled 5,2mm; 45 Deg.; Bevel up. (EAGLE, USA)

15 Nylon 9-0(Johnson’s & Johnson’s)

18 Solug#o Fisiologica 0,9% - Halex Istar



Figura 2.
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Imagens fotograficas de olho de coelho, durante procedimento em ceratoplastia lamelar
com membrana de celulose microfribrilar Bionext®. Excisdo da lamela corneal com
ldmina de bisturi angulada (A). Sutura finalizada para a fixagdo do enxerto (B). Sé&o
Paulo, 2007.
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4.2.3 Cuidados pdos-operatérios

Empregou-se, topicamente tobramicina’ a 0,3% em instilacdes
intercaladas de seis horas durante sete dias consecutivos, e buprenorfina ' na
dose de 0,02 mg/kg, por via subcutanea, a cada doze horas, durante os cinco dias

consecutivos.

5. Protocolos de Avaliacao

5.1 Avaliacéo clinica

Os estudos clinicos tiveram seu inicio no primeiro dia de pds-operatorio e
se seguiram a intervalos regulares de 24 horas, durante 60 dias consecutivos.
Eventos intercorrentes com a evolugao pds-operatoria e demais manifestagdes

oculares foram investigados, compilados e catalogados.

Avaliaram-se os graus de blefaroespasmo, fotofobia, edema corneal,
secrecdo ocular, hiperemia conjuntival, neovascularizagdo, opacidade e
pigmentagcdo corneal. Os parametros de comparagado, uma vez identificados,
foram quali-quantificados segundo critérios em que (0) correspondeu a auséncia
de quaisquer dos eventos, (1) manifestagdo leve dos animais, (2) sinais
moderados e (3) sinais intensos. Para a avaliacdo dos eventos, os protocolos
semiotécnicos foram os mesmos utilizados na selecido dos mesmos, a excecao da
prova de fluoresceina, dado que a membrana de celulose, a exemplo do estroma,

€ hidrofilica.

7 Tobramicina 0,3% Solugdo Oftalmica 5ml (Alcon®, Brasil)
'8 Tengesic® (Shering Plough, Brasil)
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5.2 Histopatologia

Para avaliacdo dos eventos, segundo a microscopia de luz, '® foram
considerados os periodos de um, sete, 15, 30 e 60 dias de pds-operatdrio.

Respectivamente: Grupo 1, Grupo 2, Grupo 3, Grupo 4 e Grupo 5.

Seguindo protocolo anestésico ja descrito em capitulo anterior e apos
rigorosa inspegdo macroscopica, os olhos foram enucleados de sua orbita, limpos
com solugéo fisiologica 0,9% e imersos em solugao fixadora de formol tamponado
a 10%. Posteriormente, foram reduzidos sagitalmente a area do enxerto, segundo
meridianos paralelos e imersos em alcool etilico, a concentragdes crescentes de
70% a 100%. Em seguida, as amostras foram incluidas em parafina, % cortadas
em micrétomo, 2! a espessura de 3 ym, coradas pela Hematoxilina-Eosina (HE), e

pelo Tricrdbmico de Masson.

5.3 Imunoistoquimica

5.3.1 Técnica e descricéo

As laminas para avaliagdo a imunoistoquimica foram processadas
igualmente as descritas no capitulo anterior. Em seguida, foram acondicionadas
em estufa %2 por 40 minutos a uma temperatura de 75°C. Posteriormente, com o
proposito de se atingir a recuperagao antigéncia, as mesmas foram submetidas a

|23

4 passagens de imersao em xilol ©° em temperatura ambiente, e mantidas durante

19 Microcépio Cirdrgico 342 - Zeiis®

20 PATHCENTRE = Shandon® Liipshaw® - Astmoor, Rucorsns Cheshire, Wat 1 PR England,171 Industry
Dwe, Pittsburgh, Pensilvania — USA

2! Microtomos - Shandon® Firene 325

22 Estufa - Fenem®

2 Xilol (Xilol PA, Dinmica)
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5 minutos em cada uma. Ato continuo, foram colocadas em panela de vapor * a

95 graus, em tampao de EDTA com pH 8,0, por 30 minutos.

Seguiram-se lavagens durante dez minutos em agua oxigenada e,
posteriormente, em agua corrente. Findada esta etapa, as laminas foram lavadas
com tampao TRIS HCL %°, e receberam aplicacdo do anticorpo Ki67 % diluido na
proporcao de 1:50. Posteriormente, foram mantidas a temperatura de 8°C, durante

a noite, por 12 horas.

As laminas foram submetidas a nova lavagem com tampdo TRIS HCL e
incubadas com o anticorpo secundario ?’ durante 20 minutos para, novamente,
serem lavadas com tampdo TRIS HCL. Preparou-se a solucdo de DAB 28
dissolvida em PBS ?° e em perdxido de hidrogénio. Adicionando-se a cada uma
das laminas, que foram mantidas por um periodo de 15 minutos. Seguiu-se nova

lavagem em agua corrente e, posteriormente, em agua destilada.

O Ki67 é um antigeno expresso durante todo o ciclo celular, exceto em G1
inicial e em GO, sendo que sua expressao antigénica aumenta durante a ultima
metade da fase S, alcancando um pico maximo na fase G2 e mitose. Sua meia-
vida é curta, situando-se em torno de menos de uma hora apds a mitose, o que é
uma vantagem, ja que garante apenas a marcagao das células que tenham
concluido o ciclo celular. Seguiu-se a contagem de células imunomarcadadas
utilizando o anticorpo Ki67 para avaliagao da mitose, quantificando a proliferacédo

celular nas laminas aqui estudadas.

2 Arno® Exotic

2> Shandon Instant (ph- 7,4)— Pittsburg - Merck®

%6 Anticorpo cytomation monoclonal-mouse, anti human K167, clone MIB-1 (Dako, cod 00027229)
%7 Biot. Link Universal (Kit LSAB® + System — HRPDAKO ref K0690)

%8 DAB - Diaminobenzidina, da Sigma

9 pBS (ph 7,2) preparado no Laboratério de Biologia Molecular do Hospital Sirio Libanés-SP
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5.3.2 Contagem de Células

As leituras das laminas foram quantificadas por imunorreatividade das
células marcadas mostrando uma coloragdo acastanhada, realizadas em

3

microscopio éptico, 3 padronizaram-se em 10 campos microcépicos, na area

by

central do enxerto, sendo cada campo correspondente a area aproximada de 40

X /0,17 WD 0,65. Avaliaram-se duas camadas da cérnea, o epitélio e o estroma.

As leituras foram realizadas em duplo cego e as imagens foram capturadas

e fotografadas 31 independentemente da intensidade de sua marcagao.

5.4 Avaliacdo a estatistica

Os dados foram analisados ao longo do tempo da resposta cirurgica, sendo:

A) Anadlise de escore total e de cada item (sinais clinicos) do escore

avaliados diariamente.

B) Andlise das ladminas para imunoistoquimica ao longo do tempo

(periodos: um, sete, quinze, 30 e 60 dias) incluindo epitélio e estroma.

Empregaram-se a analise de Variancia (ANOVA) e nos pos testes usaram-
se comparagdes multiplas de médias com teste LSP (least significance difference)

apenas para imunoistoquimica.

% Olympus BX 400®
31 Software de captura de imagens PIXE LINK CAPTURE APLLICATION
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I1l. RESULTADOS

1. Avaliacéo clinica

Nao foram verificadas alteracdes sistémicas.

Os resultados obtidos, obedecido o critério quali-quantitativo, revelaram que
o0 blefaroespasmo iniciou-se ao primeiro dia, em grau leve (1) em todos os
animais, passando a moderado (2) do quarto ao décimo quarto dias, decrescendo
para ausente (0) e assim se mantendo dessa forma até os 60 dias (Figura 3 e
Tabela 2).

Relativamente a fotofobia, sua manifestacdo em intensidade, deu-se

semelhante ao blefaroespasmo (Figura 4 e Tabela 2).

Sobre o edema, ele foi leve (1) do segundo dia ao 18°dia, em todos os
animais, decrescendo para ausente (0) e assim se mantendo por toda a avaliagao
(Figura 5 e Tabela 2).

A secregdo ocular mostrou-se em intensidade moderada (2) do segundo
dia ao 16°dia, decrescendo para leve (1) entre os dias 17 e 48, para tornar-se

ausente ao final das observagdes (Figura 6 e Tabela 2).

No que se refere a hiperemia conjuntival, foi intensa (3) a partir do
sengundo dia, involuindo para moderada (2) até o 28°dia, e ausente(0) aos

sessenta dias (Figura 7 e Tabela 2).

A neovascularizacao foi evidente ja ao 15° dia, mas de forma leve até o 48°

dia, decrescento e se tornando ausente (Figura 8 e Tabela 2).

Quanto a opacidade corneal, manifestou-se ausente (0) desde o primeiro
até o 44° dia, aumentando para leve (1) por dois dias consecutivos, fato
relacionado a dois individuos, porém a partir do 46° dia os eventos manifestaram-

se ausentes (0) para todos os animais (Figura 9 e Tabela 2).
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Relativamente a pigmentacao, podé-se somente observa-la a partir do 30°
dia em dois animais, apenas, na forma leve e até o onde o 48° dia, para se tornar

ausente (0) até o final das observagdes (Figura 10 e Tabela 2).

Quanto a estatistica, encontraram-se diferengas significativas entre médias

dos grupos ao longo do tempo (Tabela 1).

Tabela 1. Valores expressos em médias e desvio padrao, respectivamente, aoTeste LSP (Least
Significance Difference) para varidveis: Blefaroespasmo, Hiperemia conjuntival,
Secregéo, Fotofobia, Opacidade Corneal, Edema, Pigmentagao, Neovascularizagao, nos
periodo de pds operatdrio de ceratoplastias lamelares com membrana de celulose
microfibrilar Bionext® em coelhos, durante os periodos : 1 dia (G1); 7 dias (G2); 15 dias
(G3); 30 dias (G4); 60 dias (G5). S&o Paulo, 2008.

Sinais clinicos G1 G2 G3 G4 G5

Blefarospasmo 1,00+0,78 146+088 117+115 050+0,84 0,00+0,00
Hiperemia 263+058 217+082 206+111 0,83+183 0,67+0,52
Secregdo Ocular 1,75+0,74 1,75+068 2,11+102 017+041 0,17+0/41
Fotofobia 1,08+093 133+064 156+110 017+0,41 0,00+0,00
Opacidade 0,00+0,00 008+028 0,72+089 0,50+0,55 0,00+0,00
Quemose 1,33+09 158+083 1,72+107 033+0,84 0,00+0,00
Pigmentacéo 0,00+0,00 0,00+000 0,00+£0,00 184+041 0,00+0,00
Neovascularizagdo 0,04 +0,20 0,00+0,00 0,72+1,07 1,00+0,63 0,00+ 0,00
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Blesfaroespasmo
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Figura 3. Representagao grafica da avaliagao clinica temporal, quanto ao blefaroespasmo segundo
o critério quali-quantitativo em cérnea de coelhos submetidos a ceratoplastia lamelar com
a membrana de celulose microfibrilar Bionext®. Escala de 0 a 3 corresponde a
intensidade dos sinais clinicos: 0 = ausente; 1 = leve; 2 = moderado; 3 = intenso. Sao

Paulo, 2008.

Fotofobia
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Figura 4. Representagdo grafica da avaliagdo clinica temporal, quanto a fotofobia, segundo o
critério quali-quantitativo em cérnea de coelhos submetidos a ceratoplastia lamelar com a
membrana de celulose microfibrilar Bionext®. Escala de 0 a 3 corresponde a intensidade
dos sinais clinicos: 0 = ausente; 1 = leve; 2 = moderado; 3 = intenso. Sdo Paulo, 2008.
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Figura 5. Representacdo grafica da avaliagéo clinica temporal, quanto a edema, segundo o critério

quali-quantitativo em coérnea de coelhos submetidos a ceratoplastia lamelar com a
membrana de celulose microfibrilar Bionext®. Escala de 0 a 3 corresponde a intensidade
dos sinais clinicos: 0 = ausente; 1 = leve; 2 = moderado; 3 = intenso. S&o Paulo, 2008.

Secrecio Ocular
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Figura 6. Representagéo grafica da avaliagao clinica temporal, quanto a secregéo ocular, segundo

o critério quali-quantitativo em cérnea de coelhos submetidos a ceratoplastia lamelar com
a membrana de celulose microfibrilar Bionext®. Escala de 0 a 3 corresponde a
intensidade dos sinais clinicos: 0 = ausente; 1 = leve; 2 = moderado; 3 = intenso. Sao
Paulo, 2008.
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Figura 7. Representacao grafica da avaliagao clinica temporal, quanto a hiperemia conjuntival,
segundo o critério quali-quantitativo em coérnea de coelhos submetidos a ceratoplastia
lamelar com a membrana de celulose microfibrilar Bionext®. Escala de 0 a 3
corresponde a intensidade dos sinais clinicos: 0 = ausente; 1 = leve; 2 = moderado; 3 =
intenso. Sao Paulo, 2008.

Neovascularizacao
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Figura 8. Representacgéao grafica da avaliagao clinica temporal, quanto a neovascularizagao corneal,
segundo o critério quali-quantitativo em cérnea de coelhos submetidos a ceratoplastia
lamelar com a membrana de celulose microfibrilar Bionext®. Escala de 0 a 3 corresponde
a intensidade dos sinais clinicos: 0 = ausente; 1 = leve; 2 = moderado; 3 = intenso. Sao
Paulo, 2008.
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Opacidade Cornea
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Figura 9. Representagdo grafica da avaliagcao clinica temporal, quanto a opacidade da codrnea,
segundo o critério quali-quantitativo em cérnea de coelhos submetidos a ceratoplastia
lamelar com a membrana de celulose microfibrilar Bionext®. Escala de 0 a 3
corresponde a intensidade dos sinais clinicos: 0 = ausente; 1 = leve; 2 = moderado; 3 =
intenso. Sao Paulo, 2008.
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Figura 10. Representacdo grafica da avaliagdo clinica temporal, quanto a pigmentacao corneal,
segundo o critério quali-quantitativo em cérnea de coelhos submetidos a ceratoplastia
lamelar com a membrana de celulose microfibrilar Bionext®. Escala de 0 a 3
corresponde a intensidade dos sinais clinicos: 0 = ausente; 1 = leve; 2 = moderado; 3 =
intenso. Sao Paulo, 2007.
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As figuras de 11 a 15 ilustram os eventos clinicos que decorreram,
notadamente os de maior significagao.

Figura 11. Imagem fotografica de pos-operatério da ceratoplastia lamelar com membrana de
celulose microfribrilar Bionext® em olho de coelho, ao primerio dia. Notar edema
moderado na periferia do enxerto (A). Pontos de sutura na cérnea (B). Sao Paulo, 2007.
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Figura 12. Imagem fotografica de pds operatério da ceratoplastia lamelar com membrana de
celulose microfribrilar Bionext® em olho de coelho, ao sete dias. Notar vasos na cérnea,
epitélio continuo e protusao leve de terceira palpebra (A). Sao Paulo, 2007.

Figura 13. Imagem fotografica de pos operatério da ceratoplastia lamelar com membrana de
celulose microfribrilar Bionext® em olho de coelho, aos 15 dias. Notar neovasos sobre a
area do enxerto (A). Sao Paulo, 2007.
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Figura 14. Imagem fotografica de pds operatério da ceratoplastia lamelar com membrana de
celulose microfribrilar Bionext® em olho de coelho, aos 30 dias. Notar auséncia de
hipermia conjuntival e macula na area central (A). Sdo Paulo, 2007.

Figura 15. Imagem fotografica de pos operatério da ceratoplastia lamelar com membrana de
celulose microfribrilar Bionext® em olho de coelho, aos 60 dias. Notar eixo visual
central com leve opacidade (A). Sado Paulo, 2007.
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2. Histopatologia

A analise, a microscopia, das corneas dos grupos avaliados mostrou que
em todos os animais, a evolugdo temporal da reparacédo cicatricial deu-se de
maneira similar. As principais alteracdes foram identificadas nas areas proéprias as
lesdes sob o enxerto. Nao obstante, evidenciaram-se pequenas diferengas nos
componentes celular e vascular e na organizagédo do tecido corneal, entre os

grupos.

No primeiro dia, identificou-se auséncia do epitélio e o processo inflamatério
foi predominantemente polimorfonuclear (PMN), caracterizado pela presenga de
neutroéfilos, eosindfilos e plamdcitos sub-epieliais préximos a membrana basal. As
fibras colagenas apresentaram-se desorganizadas, entremeadas por fibroblastos

ativos (Figura 16 e 17).

A partir do sétimo dia, o infiltrado comegou a decrescer, embora se
mantivesse presente, proliferacdo de fibroblastos ativos e desorganizacdo do
colageno. Células mononucleares, representadas por macréfagos, linfocitos e por
plasmdcitos, evidenciadas por migracao leucocitaria. Notou-se um novo tecido

proporcionando reepitelizagao corneal (Figura 18).

Aos 15 dias, verificou-se epitélio plano estratificado continuo mediado pela
presenca de macréfagos, ceratocios, poucos linfécitos, raros PMN e proliferagéo
de neovasos englobando o enxerto (Figura 19). O tecido neoformado passou a
envolver todo o enxerto. Neste periodo ele se constituia por muitos fibroblastos,
completando sua migracéo e primeiramente observados a presenca moderada de

neovasos na periferia do enxerto (Figura 19 e 20).

Aos trinta dias, observou-se tecido mais espesso abaixo do epitélio corneal,
formado por inumeros fibroblastos em remodelagao, caracterizando a fase de
amadurecimento do tecido cicatricial. Havia ainda, fibras desorganizadas. (Figura
21 e 22).
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Aos 60 dias, predominavam raros mononucleares, fibras colagenas

organizadas, epitélio corneal ndo espessado e integro (Figura 23 e 24).

Figura 16. Fotomicrografia da cornea de coelho no 1° dia apds ceratoplastia lamelar com
membrana de celulose microfribrilar Bionext®. Notar auséncia do epitélio corneal e
infiltrado de polimorfonucleares (seta) e enxerto acima do epitélio (#). 40x HE. Séo
Paulo, 2007.
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Figura 17. Fotomicrografia da cérnea de coelho no 1° dia apds ceratoplastia lamelar com

Figura 18.

membrana de celulose microfribrilar Bionext®. Notar perda do epitélio corneal com

desorganizagédo de fibras colagenas (seta).40x Tricrbmico de Masson. Sdo Paulo,
2007.

Fotomicrografia da coérnea de coelho no 7° dia apds ceratoplastia lamelar com
membrana de celulose microfribrilar Bionext®. Notar presencga intensa de vasos (seta)

com migragao de células mononucleares e marginagao leucocitaria (no detalhe). 40x e
100x. HE. Sao Paulo, 2007.
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Figura 19. Fotomicrografias de corneas de coelhos aos 15 dias apds ceratoplastia lamelar com
membrana de celulose microfribrilar Bionext®. Notar tecido neoformado, intensa
quantidade de fibras colagenas (setas) e diminutos brotos vasculares e infiltrado
inflamatorio (e). 40x Tricrémico de Masson. Sdo Paulo, 2007.

Figura 20. Fotomicrografias de corneas de coelhos aos 15 dias apds ceratoplastia lamelar com

membrana de celulose microfribrilar Bionext®. Notar hiperplasia com hipertrofia
acentuada de células basais (seta). 40x HE. Sao Paulo, 2007.
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Figura 21. Fotomicrografia de cdérnea de coelho aos 30 dias apds ceratoplastia lamelar com
membrana de celulose microfribrilar Bionext®. Notar colageno em fase de remodelagao
(seta). 40x Tricromico de Masson. Sao Paulo, 2007.

Figura 22. Fotomicrografia de cornea de coelho aos 30 dias apds ceratoplastia lamelar com
membrana de celulose microfribrilar Bionext®. Notar presenga de neovasos (setas). 40x
HE. Sao Paulo, 2007.
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Figura 23. Fotomicrografia de cérnea de coelho aos 60 dias apds ceratoplastia lamelar com
membrana de celulose microfribrilar Bionext®. Notar organizagéo de fibras colagenas
(seta). 40x Tricrdmico de Masson. Sao Paulo, 2007.

Figura 24. Fotomicrografia de cornea de coelho nos 60 dias apds ceratoplastia lamelar com
membrana de celulose microfribrilar Bionext®. Notar fibras de colageno paralelas e
ordenadas (seta). 100x HE. Sao Paulo, 2007.
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3. Imunoistoquimica

O numero de células marcadas pelo anticorpo Ki67 variou com o tempo de
evolucdo da reparacdo corneal. Deu-se particularmente no epitélio, exibindo
grande variacdo de células marcadas (Figuras 25 e 26). Os maiores indices
quantitativos de mitose por campo foram de 0,71 + 0,65 aos quinze dias de pds-
operatério, no epitélio (Figura 27) e de 1,06 £ 1,78 aos trinta dias no estroma
corneal (Tabela 2 e Figura 28). Houve diferenga significativa entre epitélio e
estroma ( p = 0,04).). As médias do indice de mitose para cada periodo quando
comparadas, por Analise de Variancia, indicou diferenga significativa entre os
dois eventos estudados. No epitélio, essas diferencas ocorreram entre os
periodos de um dia e 15 dias (p= 0,042). Ja no estroma observou-se entre o
primeiro dia com o 30° dia (p=0,049).

Figura 25. Fotomicrografia de cérnea de coelho aos 7 dias apds ceratoplastia lamelar com
membrana de celulose microfibrilar Bionext®. Imunoistoquimica para marcador de
proliferacéo celular Ki67. Notar diferenga de imunorreatividade positiva para as células
marcadas no epitélio (setas). 40x. Sao Paulo, 2007.
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Figura 26. Fotomicrografia de cornea de coelho aos 15 dias apds ceratoplastia lamelar com
membrana de celulose microfibrilar Bionext®. Imunoistoquimica para marcador de
proliferagdo celular Ki67. Notar padrdo granular de coloragdo do nucleo nas células

marcadas (setas) e auséncia de imunomarcagéao (*). 40x. Sdo Paulo, 2007.

Figura 27. Fotomicrografia de cornea de coelho aos 30 dias apds ceratoplastia lamelar com
membrana de celulose microfibrilar Bionext®. Imunoistoquimica para marcador de
proliferagédo celular Ki67. Notar padréo granular de coloragdo do nucleo nas células no
epitélio corneal (setas). 40x. Sao Paulo, 2007.
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Figura 28. Fotomicrografia de cornea de coelho aos 60 dias apds ceratoplastia lamelar com
membrana de celulose microfibrilar Bionext®. Imunoistoquimica para marcador de

proliferagéo celular Ki67. Notar padrao granular de coloragao do nucleo na unica célula
marcada no epitélio corneal (seta). 40x. Sdo Paulo, 2007.

Tabela 2. Valores descritos em média e desvio padrao, da ceratoplastia lamelar com membrana de
celulose microfibrilar Bionext® quanto ao teste ANOVA e pos teste LSD (Least
Significance Difference) descrevendo resultados da imunomarcagao com anticorpo Ki67

no epitélio e estroma corneais, aos: 1 dia (G1); 7 dias (G2) ; 15 dias (G3); 30 dias (G4) e
60 dias (G5). Sao Paulo, 2008.

Cornea G1 G2 G3 G4 G5

Epitélio 0,25+0,25 0,22 +0,27 0,71 +0,65 0,47 +0,27 0,23+0,31

Estroma 0,05+ 0,08 0,29 + 0,36 0,39 + 0,57 1,06 £1,78 0,06 + 0,08
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IV. DISCUSSAO

A abordagem cirurgica das afecgdes corneais, notadamente das
ulceragbes, consiste como a principal modalidade terapéutica empregada em
oftalmologia médica e veterinaria (CHEN et al., 2000; ANDREW et al. 2001,
DUCHESNE & GALAND, 2001; GELATT & GELATT, 2001). Quando ocorre
ruptura do epitélio corneal com exposi¢cao do estroma, aumentam o recrutamento
e migracdo de agentes infecciosos e de metaloproteinases, produzidas por
bactérias e células corneais danificadas, ensejando a rapida degradagédo do
estroma, ameacando a integridade do tecido corneal e a visdao (GELATT &
GELATT, 2001).

Em oftalmologia veterinaria, transplantes de cérnea ndo séao
corriqueiramente praticados pela dificuldade em manterem bancos de coérnea
viaveis (WILKIE & WHITTAKER, 1997; SLATER & HAKANSON, 1998; GELATT &
GELATT, 2001). Por esse motivo, novos materias reparadores e tectdnicos vem
sendo estudados (PIPPI & SAMPAIO, 1990; SCHOENAU et al., 1993). A capsula
renal equina (ANDRADE, 1996), a tunica vaginal autdgena a fresco (GALERA et
al., 1999), a escama de sardinha (LAUS, 2000), o pericardio equino (BARROS et
al., 1999), a tunica vaginal alégena em glicerina (VICENTE, 2003), a membrana
amniodtica ou alantoamiética (BARROS et al., 1998; SOUZA, 2003) e a membrana
de quitosana (COSTA, 2006) sao alguns dos exemplos.

Em 1987, tem-se o primeiro relato quanto a membrana de celulose
microfibrilar para enxertos de pele em seres humanos (REBELLO et al., 1987). No
olho de caes, a membrana de celulose microfibrilar foi utilizada experimentalmente
pela primeira vez em 1990 na reparacado de cérneas ulceradas e em defeitos da
conjuntiva bulbar (PIPPI & SAMPAIO, 1990; SCHOENAU et al.,, 1993).
Posteriormente, pouco se fez com essa membrana em investigagbes no ambito da
oftalmologia (TORRES et al., 2003).
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Neste experimento, as avaliagdes clinicas ratificaram os eventos, ja
observados por outros autores, que utilizaram tal biomaterial em outros tecidos,
como a pele de seres humanos, a cérnea de coelhos, o epitélio subglético de mini
porcos, e nervo periférico de ratos (REBELLO et al, 1987; PIPPI & SAMPAIO,
1990; DALECK & BECHARA, 1991; SCHOENAU et al.,, 1993; BROWN &
MANNING, 1996; TORRES et al., 2003).

A coérmmea se mostrou um bom modelo experimental para estudo,
notadamente por permitir a mensuracdo quantitativa da proliferagcdo celular do
epitélio e do estroma corneais (AMBROSIO et al., 2002; CRESTA & ALVES,
2007). Adjunto, ha que se considerar que a antigenicidade das células corneais é
menor em comparagao com outros tecidos (COSTA et al., 2006). O protocolo
anestésico adotado, possibilitou boa imobilizagdo e analgesia, permitindo a

consecugao dos procedimentos ,com o tempo e a seguranga prospectados.

A fotofobia e o blefaroespasmo, ambos observados a partir do terceiro dia
de pés-operatério, decorreram, admite-se, do trauma cirurgico, e por exposicéo da
inervagao nociceptora (STARTUP, 1984; STADES et al. 1999). Ressalta-se o

comprometimento imunogénico da cornea (ZIESKE et al. 1987).

A buprenorfina, administrada pela via subcutanea, ndo obstou com a
resposta dolorosa desencadeada pela exposi¢cao das fibras nervosas corneais,
pois obedece a mecanismos intrinsecos. Os farmacos administrados por esta via,
normalmente pouco atingem concentragdes terapéuticas na cérnea (HAKON et al.,
2007). Outrossim, ha liberagcédo de fatores proé-inflamatérios originados a partir da
conversao dos fosfolipidios da membrana das células corneais destruidas em
acido araquidénico (SAMPAIO et al., 2006).

O edema de cérnea se manifestou precocemente (aos dois dias) como
opacidade circunjacente a area do enxerto. O evento esperado decorreu da
ceratectomia, com quebra da integridade da camada epitelial, alterando-se a
manutencdo da osmolaridade do estroma anterior (SHIVELY & EPLING, 1970;
SLATTER, 1990). O seu desaparecimento, dado por volta do sétimo dia de
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evolugao, deve-se a migracao do epitélio corneal sobre o defeito criado, que fora

confirmado a histopatologia.

A histopatologia mostrou reepitelizagdo corneal, com mitose das células
basais. Sabe-se que a coérnea posssui mecanismos proprios de reparacao
tecidual. A sua proximidade com a conjuntiva, Ihe confere subsidios tréficos e de
defesa necessarias para a sua reparacao (BARROS et al.,1998; SAMPAIO et al.,
2006). O emprego de antimicrobiano, a base de (tobramicina a 0,3%) , nao
ensejou retardo na epitelizagdo corneal, por pouco alterar a morfologia deste
tecido (HENDRIX et al., 2001).

Descarga ocular do tipo mucodide, constatada a partir do primeiro dia de
pos-operatorio, permaneceu por até o 10° dia. O evento decocorreu do estimulo
das células caliciformes conjuntivais palpebrais, pelo atrito mecanico com os fios
de sutura e com a superficie rugosa da membrana (KIM & TSENG, 1995;
BARROS et al.,, 1998). A remissdao espontdnea dos episodios resultou da
eliminagdo dos fios de sutura e da reepitelizagdo corneal, que ocorreram, do
sétimo até o décimo dia de pds-operatorio. Outrossim, pelos mecanismos de
defesa da propria cérnea e da possivel propriedade antimicrobiana atribuida a
membrana de celulose (PIPPI & SAMPAIO, 1990; TORRES et al., 2003).

Vascularizagdo corneal € esperada e desejada, nos processos envolvendo
a sua reparagao cicatricial (BARROS et al. 1999; SOUZA, 2003). No presente
estudo, as cdorneas que receberam a membrana de celulose desenvolveram
neovasos, a partir do 15°, semelhantemente ao que fora notado por outros autores
(BARROS et al. 1998; ANDRADE, 2003). Todavia, na presente pesquisa, a
remissdo do evento ocorreu por volta do 48° dia de pds-operatério, estando
ausente ao 60° dia, tais resultados diferem dos achados por Barros et al. (1998) e
Vicenti et al. (2003), que reportam a presenca de pequenos neovasos corneais,
ainda aos 60 e 100 dias de pos-operatério. Cabe ressaltar que os autores

utilizaram outras modalidades de membrana em suas pesquisas.
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Conceitua-se angiogénese ou neovascularizagado, o crescimento de novos
capilares a partir de capilares e de vénulas pré-existentes. O equilibrio entre os
fatores angiogénicos e antiangiogénicos é o responsavel pela regulagdo da
angiogénese (SAFATLE et al., 2002). Quando ha estimulo angiogénico, as células
endoteliais alteram sua morfologia, ha vasodilatagdo, degradam a membrana
basal, proliferam e migram, formando capilares (SAFATLE et al., 2002). No curso
dos eventos inflamatorios, o fator de crescimento do endotélio vascular é

responsavel pela indugédo de mitose (HURMERIC et al., 2008).

Os efeitos benéficos da invasao vascular sdo evidentes quanto a cornea
injuriada, e auxiliam na evolugdo da reparacdo. A vascularizacdo no tecido
corneal resulta em perda de sua transparéncia, principalmente no eixo pupilar,
podendo haver deposicéo de lipideos (SAFATLE et al., 2002). Outrossim, o evento
pode ensejar pigmentagao corneal tardia, rejeicdo do tecido implantado, fibrose e
leucomas cicatriciais, que induzem ao insucesso cirurgico (COSTA et al., 2006).
Antiinflamatérios ndo esteroidais e os esteroidais, ciclosporina A e o bevacizunab

s&o capazes de atenuar tais intercorréncias (HURMERIC et al., 2008).

Embora comparacao direta entre eventos clinicos aqui observados nao
possa ser correlacionada com eventos de outras membranas bioldgicas, admite-
se que a membrana de celulose induz a uma neovascularizagdo mais amena do
tecido corneal. Brow e Manning (1996) reportaram haver histocompatibilidade
desta membrana com o tecido periférico nervoso. Estudos futuros, avaliando
possiveis propriedades anti-angiogénicas da membrana de celulose,
comparativamente com as ja conhecidas da membrana amnidtica merecerédo ser
conduzidos (Hao et al, 2000).

A macula resultante da aplicagdo da membrana de celulose como enxerto
lamelar € um evento esperado. Neste estudo, ela ocorreu ao 30° dia de pds-
operatorio, por reorganizagdo das lamelas corneais e do colageno. Semelhante

ao que foi descrito por Schoenau et al. (1993).
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Infiltracdo inflamatdria, a histologia, p6de ser constatada logo ao primeiro
dia de pds-operatoério, onde preponderaram os polimorfonucleares. Ao sétimo dia,
constatou-se a permeabilidade vascular aumentada, pela marginagao leucocitaria
e diapedese, aumentando a capacidade de recrutamento de células de defesa.
Outrossim, identificou-se uma estreita camada de células escamosas epiteliais
recobrindo o defeito corneal. Tais achados coincidiram com os observados por
outros autores (BARROS et al., 1998; ANDRADE et al., 1996; LAUS et al., 2000;
VICENTI et al., 2003; SAMPAIO et al., 2006).

No presente estudo, observou-se integracdo da membrana de celulose a
cérnea entre o sétimo e o décimo dias de pds-operatoério, a exemplo do que fora
observado quando a membrana amnidtica foi empregada na reparagcdo de
cérneas lesadas pelo n-heptanol (SAMPAIO et al., 2006). A literatura revela que o
tempo de permanéncia do enxerto sobre a area de ceratectomia varia de acordo
com a origem do material e as caracteristicas da superficie ocular. A sua absorgao
varia segundo a intensidade da inflamagao local, como ja demonstrado (SAMPAIO
et al., 2006). A rapida reabsorg¢ao, ocorrida ao sétimo dia, a auséncia de sinais de
rejeigao tecidual tardia e a assimilagao do implante foi facilitada devido ao rigoroso
controle e cuidado com a anti-sepsia e na habilidade cirdrgica da ceratoplastia
lamelar (SLATER, 1990; SAMPAIO et al., 2006).

Métodos tém sido desenvolvidos, para se avaliar a proliferagdo celular
durante a reposta inflamatéria (WILSON et al. 2001; BALDWIN & MARSHALL,
2002; ANDRADE, 2003; TIN & TAN, 2006). Estudos quanto a proliferacao do
epitélio corneal, com o uso de marcadores laboratoriais, podera ajudar na
elaboragao de planos de tratamento mais previsiveis e eficazes, assim como na
compreensao de uma grande variedade de condi¢gbes patoldgicas, o uso de
farmacos frente a traumas ou cirurgias (CRESTA & ALVES, 2007). A avaliagcao
quantitativa do Ki67 mostrou-se como um bom marcador para a proliferacéo
celular em epitélio e estroma corneal de coelhos (AMBROSIO et al., 2002;

CRESTA & ALVES, 2007). Durante a cicatrizagao corneal, o epitélio necessita
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migrar, proliferar-se (mitose) e restabelecer suas adesbées. O uso de marcadores
de proliferacao celular, objeto de estudo deste trabalho, é possivel tanto in vivo ou
in vitro (CRESTA & ALVES, 2007).

O Ki67 € um antigeno expresso durante todo o ciclo celular, exceto em G1
inicial e em GO, sua expressado antigénica aumenta durante a ultima metade da
fase S, alcangando o pico maximo na fase G2 da mitose (CRESTA & ALVES,
2007). Sua meia-vida € curta, situando-se em torno de menos de uma hora apds a
mitose. Tal constitui-se vantagem, ja que garante a marcagao apenas das células
que tenham concluido o ciclo celular (CRESTA & ALVES, 2007).

Os resultados obtidos a analise imunoistoquimica demonstraram que as
médias de imunomarcacgao para o Ki67 diferiram estatisticamente no 15° dia para
o epitélio corneal e no 30° dia para o estroma corneal, comparativamente aos
demais periodos avaliados (p<0,05). Os achados confirmam que a cérnea possui
mecanismos intrinsecos que se exacerbam, mesmo apos a do defeito corneal ser
concluido. Pois neste estudo, o evento da cicatrizacéo, foi observado clinicamente
aos sete dias. Porém, no que concerne a reorganizagdo do estroma, o maior
contingente de proliferacdo de células, imunomarcadas pelo Ki67, se deu aos 30
dias, o que se correlaciona com os achados histopatdlogicos, nos quais se

notaram remodelamento do colageno estromal nesse periodo.

Com este estudo demonstraram-se, descritivamente, eventos clinicos,
histopatolégicos e de proliferagdo celular, neste ultimo caso pela expressao do
Ki67. Sugere-se a realizagao de futuras investigagdes com marcadores referentes
a degradacéao do tecido corneal, notadamente o das metaloproteinases e do fator

de crescimento do endotélio vascular.
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V. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos segundo, as condi¢bes em que a

pesquisa fora concebida, conclui-se que:

- a membrana de celulose microfibrilar apresenta bons resultados quando
utilizada na ceratoplastia lamelar em coelhos. Ocorrendo assimilacdo do implante

e auséncia de rejeicao.

- O marcador de proliferagao celular Ki67 permite avaliar a reepitelizagcao

corneal aos sete dias e, de forma mais marcante, aos 15 dias do pos operatorio.
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