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Resposta inflamatéria e deposicao de colageno apés implante intramuscular com
polimetilmetacrilato em camundongos Balb/c

Inflammatory response and a deposit of collagen after intra muscular implant with
Polymethilmethacrylate in Balb/c mice

Eduardo Martins Sousa', Eduardo Luiz Costa?, Ediane Batista Silva3, Joao Alves Aratjo Filho* Ruy
Souza Lino-Junior® & Ana Paula Junqueira-Kipnis®

RESUMO

O preenchimento de tecidos com particulas tem sido largamente utilizado, entretanto, é necessdrio estudar suas
possiveis reagdes adversas. Este estudo avaliou a resposta inflamatdria e deposi¢do de colageno apés implante intramuscular
de polimetilmetacrilato (PMMA) em camundongos BALB/c. Implantou-se 100 il de PMMA na pata direita e, posteriormente,
realizou-se a pesagem dos musculos e coletou-se tecido para andlise histopatoldgica e imunohistoquimica. Na morfometria
encontrou-se microesferas de 10,9 a 50 mm. Houve diferenga na pesagem dos musculos p<0,01. Encontraram-se macréfagos
presentes no infiltrado inflamatério, microesferas de PMMA e deposicdo de coldgeno. Na imunohistoquimica, as células
apresentaram marcagio positiva para CD68. As microesferas de polimetilmetacrilato ndo induziram a uma resposta inflamaté-
ria cronica.

Descritores: fagocitose, inflamagdo, polimetilmetacrilato.

ABSTRACT

The tissues felling with particles has been widely used, however it is necessary to study possible adverse reactions of
these application. This study evaluated the inflammation response of collagen after intramuscular implant of
polymethilmethacrylate (PMMA) in Balb/c mice. It was implanted 100 il of PMMA in left hind, later the muscles were weighed
with and without implants and tissue was colleted for histopathological and immunohistochemical analysis. In the morphom-
etry found microspheres of 10.9 and 15 um. There was a difference in the weight of the muscles p<0,01. The macrophages
phagocyting PMMA were found and there was a deposit of collagen in the conjuntive tissue. In the immunohistochemical
analysis the cells presented positive marking for CD68. The microspheres of PMMA did not lead to a chronic inflammatory
response.
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INTRODUCAO

Nas técnicas modernas de estética, o preenchi-
mento de tecidos com particulas tem sido largamente
utilizado, no entanto, faz-se necessdrio estudar as pos-
siveis reacdes adversas dessa aplicacdo.

Em medicina veterindria a utilizacdo de preen-
chimento de tecido tem sido empregada apds re-
mocgdo ocular e outros implantes que visam corrigir
algum defeito, principalmente em animais de esti-
magdo ou em ragas destinadas a competi¢coes [8,16].

Na medicina humana, essas técnicas sdo uti-
lizadas principalmente na correcdo da perda de elas-
ticidade da pele [3,10,22]. Em implantes com gel
biocompativel, utilizado para aumentar o volume de
determinadas regides do corpo, o polimetilmetacrilato
(PMMA) € o produto mais procurado [9,15,16,18].
O PMMA também ¢ indicado para a correcio volu-
métrica facial e corporal da lipodistrofia gerada pelo
uso de antiretrovirais em pacientes portadores do vi-
rus HIV 172 [1,2,5,11,12].

As técnicas de preenchimento de tecidos usa-
das na medicina humana e veterindria devem ser
pouco invasivas, com baixa taxa de morbidade, e apre-
sentarem resultados em curto prazo. Atualmente, as
técnicas de bioplastia passaram a ser muito bem acei-
tas, devido a suas vantagens e, principalmente, por
esses procedimentos serem realizados no préprio con-
sultério médico [21].

Tendo em vista o desenvolvimento desta nova
técnica para correcdes estéticas, este trabalho teve como
objetivo avaliar o tamanho das particulas de PMMA, o
aumento do volume muscular, a deposicao de colageno
e o processo inflamatério gerado pelo implante.

MATERIAIS E METODOS

Particulas de Polimetilmetacrilato (PMMA)

Foram utilizadas particulas de polimetilmeta-
crilato (Newplastic®) na concentragdo de 30% de
PMMA com 40mm de didmetro, para uso intramus-
cular dissolvido em hidrogel estéril (lote 0701C). Para
avaliar o tamanho das particulas de PMMA foram
feitos esfregacos e observados em microscopia de
luz. As imagens foram digitalizadas e analisadas de
acordo com o software image J (1.37v,Wayne Ras-
band NIH, USA. http://rsb.info.nih.govv/ij ).

Implante em camundongos
O estudo foi realizado em camundongos iso-
génicos BALB/c machos com idade variando entre 4

e 8 semanas, criados e mantidos no Biotério do Insti-
tuto de Patologia Tropical e Saude Publica — UFG.
Os animais foram manejados de acordo com os cri-
térios do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Ani-
mal (COBEA) e anestesiados com solucao 1:1 (0,4mg/
Kg) de cloridrato de 2 (2-6-xilidino)-5,6-dihidro-
4h-1,3-tiazina e cloridrato de ketamina. Apds imobi-
lizacdo em decubito ventral foi realizada a tricotomia
dos membros posteriores e anti-sepsia com dlcool a
70%. Posteriormente, uma incisdo na derme com uma
agulha 12G foi realizada para permitir a passagem
da microcanula para o implante de 100ml de PMMA
30% na porgao posterior do musculo gastrocnémico
da perna esquerda do camundongo. Como controle,
foi usado o musculo gastrocnémico da perna direita
do mesmo animal. Foram analisados os seguintes
pontos experimentais: P1: 15 dias, P2: 30 dias, P3: 60
dias, P4: 90 dias e P5: 120 dias com n=3 para cada
ponto experimental.

Avaliacao histopatolégica

Nos tempos experimentais pré-estabelecidos,
os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e os membros posteriores foram coletados e
fixados em dlcool 70%. Os musculos gastrocnémicos
foram dissecados e cortados em fragmentos longitu-
dinais que, por sua vez, foram desidratados em solu-
¢oes alcodlicas de concentracdo crescente (80, 90 e
100%), diafanizados em xilol e incluidos em parafi-
na de baixo ponto de fusdo. Os blocos foram corta-
dos em fragmentos de Smm de espessura e corados
por Hematoxilina-Eosina (H&E) e Picrosirius (solu-
¢do aquosa saturada de acido picrico adicionada de
0,1% de vermelho da Siria F3b, Sirius red F3B-Bayer)
[14], com contra-coloragdo pela hematoxilina por 1
minuto. As laminas foram avaliadas em microscopia
de luz. As imagens foram digitalizadas e analisadas
de acordo com o software image J (1.37v,Wayne Ras-
band NIH, USA. http://rsb.info.nih.govv/ij)

Imunohistoquimica

Os cortes histolégicos de 4 a 5 um foram des-
parafinizados e incubados por 15 minutos com tam-
pao citrato pH 6,4, sendo posteriormente lavados com
solugdo salina. A seguir, as amostras foram incubadas
por 18 horas a temperatura de 4°C ou com anticorpo
monoclonal anti-CD68 (DAKO®) para macréfagos e
anticorpo monoclonal anti-CD3 (DAKO®) para linf6-
citos. Ap6s a lavagem com salina, as amostras foram
incubadas com anticorpo secunddrio anti-IgG total de
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Figura 1. Fotomicrografias do esfregaco de Newplastic® observadas em microscopia de luz, onde foram
encontradas particulas com diferentes tamanhos. Particulas de PMMA com didmetro de 10,9mm (seta)

e de 50mm (*).

camundongo conjugado com peroxidase por 60 mi-
nutos a temperatura ambiente. Para visualizacdo, as
amostras foram tratadas com solug¢do diaminoben-
zidina (DAB) e entdo contra-coradas com hema-
toxilina para visualizacdo em microscopia de luz.

Analise estatistica

Para a andlise das médias e desvios padrao
dos resultados encontrados, foi realizado analise de
variancia (ANOVA) e os resultados obtidos avalia-
dos em teste “t”. Foram definidos como estatistica-
mente diferentes resultados com p< 0,05.

RESULTADOS

Avaliaciao do tamanho das particulas de PMMA

Com o intuito de verificar a padronizacdo reco-
mendada do tamanho das esferas disponiveis para
bioplastia de 40mm, foi avaliado o tamanho das par-
ticulas de PMMA usadas neste trabalho. Foi realiza-
do um esfregaco para observagdo em microscopia
de luz, no qual as imagens foram digitalizadas e ana-
lisadas com o programa Image J. A média do tama-
nho das particulas de PMMA encontrada foi 30,39
mm +13,44 (Figura 1).

Avaliacdo no aumento do volume muscular apés o
implante de PMMA

Para avaliar o aumento do volume muscular
apos o implante de PMMA, foi realizada a pesagem
dos membros posteriores (teste e controle) de cada
camundongo nos diferentes pontos experimentais.
Observou-se aumento no volume muscular apenas
no grupo analisado com 60 dias apds o implante de
PMMA (p=0,01) [Tabela 1].

Tabela 1. Comparagdo do peso em gramas dos membros pos-
teriores, esquerdo e direito, dos camundongos BALB/c, im-
plantados com PMMA e sem implante (controle), respectiva-
mente.

Pontos Experimentais * Com PMMA Sem PMMA
15 dias 1,46 g+ 0,04 | 1,34 g+0,06
30 dias 2,02g+0,13 | 1,81 g+0,13
60 dias* 1,66 g+0,14 | 1,28 g+0,07
90 dias 1,46 2+ 0,09 | 1,31 g+0,06
120 dias 1,3829 g+ 0,05| 1,33 g+0,03

“Animais foram inoculados com 100ml de PMMA no mus-
culo gastrocnémico.
*Aumento do peso do membro posterior estatisticamente
significante p=0,01.

Reacfo inflamatoria induzida pelo implante intramus-
cular de PMMA

Para avaliar a reacdo inflamatéria gerada pelo
implante intramuscular de PMMA foram analisados
cortes histolégicos corados por H&E, onde se observou
um infiltrado inflamatério difuso no sitio de implante
do PMMA, areas de hiperemia, infiltrado de células
mononucleares em torno das particulas de PMMA,
que aumentaram gradativamente até os 30 dias apds
o implante (Figura 2B). Nio foi observado necrose no
tecido adjacente, formacdo de granulomas e neovascu-
larizac@o. Apds este periodo, o infiltrado de células mo-
no-nucleares diminui gradativamente. O tamanho das
microesferas depositadas no local de implante varia-
va durante o periodo estudado. No inicio do implante,
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Figura 2. Fotomicrografias do tecido muscular do membro posterior de camundongo BALB/c. A) Membro posterior
direito (controle sem implante de PMMA). B-F) membro posterior esquerdo implantado com PMMA, com 15, 30, 60, 90
e 120 dias respectivamente, coradas com HE, observadas em microscopia de luz, escala = 100mm.

Figura 3. Fotomicrografias do tecido muscular do membro posterior de camundongo BALB/c implantados com PMMA
com 60(A) e 120(B) dias respectivamente, coradas com HE, observadas em microscopia de luz, escala = 20mm. (A)
Presenca de infiltrado de células mononucleares (seta), microesferas d¢ PMMA com tamanhos variados. (B) Predominio
de microesferas maiores de PMMA. Fotomicrografias do tecido muscular do membro posterior de camundongo BALB/c
implantados com PMMA com 30 dias ap6s o implante com PMMA, coradas por Picrosirus. Observadas em microscopia
de luz, escala = 100mm(C), e escala = 20mm (D), respectivamente, onde ja se observa a deposi¢do de coldgeno no tecido
adjacente entre a musculatura e o sitio de implante de PMMA (C) e entre as microesferas de PMMA (D). Fotomicrografias
do tecido muscular do membro posterior de camundongo BALB/c, apds 30 dias implante com PMMA, onde o infiltrado
inflamatério apresentava menor quantidade de células. (E) Coradas por H&E. (F) Coradas por imunohistoquimica.
Marcagio positiva para CD68 (coloragdo marrom). Obsevadas em microscopia de luz escala = 20mm.



Sousa E.M., Costa E.L., Silva E.B., Filho J.A.A, Lino-Junior R.S. & Junqueira-Kipnis A.P. Resposta inflamatéria e deposicao de

colageno apés implante intramuscular...

Acta Scientiae Veterinariae. 36: 13-19.

em 15, 30 e 60 dias haviam microesferas de tama-
nhos variados. A partir de 90 dias do implante, somen-
te microesferas maiores que 30mm permaneceram
no sitio de implante intramuscular (Figura 3B).

Deposicio de colageno

Para avaliar a deposi¢@o de coldgeno, as 1ami-
nas foram coradas por Picrosirius, onde demonstrou
um aumento gradativo na quantidade de coldgeno,
de acordo com os pontos experimentais tanto no te-
cido adjacente entre o local de implante de PMMA
(Figura 3C), como entre as microesferas de PMMA
(Figura 3D), porém, a quantidade de colageno varia-
va de discreto a moderado.

Avaliacao imunohistoquimica para macréfagos

Para avaliar as células presentes no infiltrado
inflamatdrio, os tecidos musculares implantados com
PMMA foram marcados em imunohistoquimica para
macrdfagos e linfocitos, sendo assim, pode-se confirmar
que as células presentes no infiltrado inflamatdrio
eram macréfagos, uma vez que apresentaram mar-
cacdo positiva para CD68 (Figura 3F) e marcagédo
negativa para CD3. A imunohistoquimica foi reali-
zada com 30 dias ap6s o implante de PMMA, pois
o infiltrado inflamatério se apresentava com uma
quantidade menor de células.

DISCUSSAO

Neste estudo foram usadas microesferas de
PMMA, as quais s3o amplamente empregadas em
procedimentos de bioplastia. O tamanho da micro-
esfera foi de aproximadamente 30, 39um, estando,
portanto, dentro das recomendagdes feitas por [20],
que afirmaram que microesferas com tamanho entre
30 a 50um escapam da fagocitose e de deslocamen-
tos. Apesar de terem sido observadas particulas com
tamanho de 16,85um, [15] afirmaram que mesmo
com melhoras significativas na fabricagdio do PMMA,
a partir de 2003, ainda é possivel detectar, em média,
quase 1% de microesferas menores do que 20um, as
quais podem ser fagocitadas sofrendo migracdo para
outros 6rgdos, inclusive os 6rgdos linféides secunda-
rios, segundo observagdes feitas por [19].

A pequena variagdo da massa muscular dos
membros nos quais foi injetado o PMMA, pode ser
explicada pelo fato das andlises terem sido feitas
no periodo de quatro meses pois, segundo [5], estu-
dando as reagdes adversas apos preenchimento de
tecidos conjuntivos com microesferas de PMMA em

humanos, observaram que € necessario um periodo
minimo de seis meses para observar o resultado final
da aplicag¢@o. A diminui¢do do peso do misculo pode,
ainda, ser decorrente da migragdo das particulas meno-
res para outras regides, embora ndo tenha sido reali-
zada uma avaliagdo em outros 6rgdos do camundongo
para confirmar a migracdo de microesferas. Neste
sentido, [24] avaliaram a importincia do tamanho e
composicio quimica de biomateriais empregados para
preenchimento de tecidos e sua distribuicdo pelos
diversos tecidos, injetando particulas de PMMA no
peritdnio de camundongos com tamanho entre 1,2,
5,2 e 12,5um de didmetro. Os autores observaram
que a intensa fagocitose das particulas pequenas e
médias ocorreu no primeiro dia pés-injecdo e foram
diminuindo gradativamente até o sétimo dia pds-inje-
¢do. As particulas de 12,5um ndo foram englobadas
pelos macrofagos peritoneais. Perceberam também
que estes camundongos apresentavam intensa depo-
sicdo de particulas na polpa vermelha do baco. Esses
achados podem explicar a pouca variagdo da massa
muscular, ap6s a aplicacio de PMMA nos camun-
dongos deste estudo, pois com a presenca de micro-
esferas com tamanho abaixo do preconizado, pode
ter ocorrido a migracdo dessas esferas e, portanto,
diminuido o peso no musculo no qual foi injetado o
biomaterial.

A avaliacdo da biocompatibilidade, realiza-
da pela histopatologia, apontou que as microesferas
menores do que 30mm estavam circundadas por
células mononucleares em todos os pontos experi-
mentais. Além disso, no local de implante de PMMA,
foi observado um infiltrado inflamatério difuso e dreas
de hiperemia. Entretanto, ndo foram encontradas ére-
as de necrose, neovascularizacdo e células gigantes
de corpo estranho, alteracdes sugestivas de uma res-
posta inflamatéria. [14] estudaram a formagdo de
granuloma por corpo estranho ao Artecoll em uma
mulher com aproximadamente 50 anos de idade,
que fora submetida ao implante dessa substancia na
regido do pescogo. Quatro anos ap6s o implante, a
paciente apresentou granuloma ao longo do sitio da
aplicacdo do Artecoll. Essas alteracdes foram respon-
saveis pela condenacdo do uso desse produto pelos
autores, em locais onde hd movimentag@o no tecido.
Estudando reagdes adversas causadas por substan-
cias injetdveis para preenchimento permanente de
tecido conjuntivo em humanos, encontraram gra-
nulécitos polimorfonucleares, linfécitos e grande
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quantidade de bactérias, incluindo microbactérias
atipicas, o que causaria uma resposta inflamatoria
aguda acentuada, culminando com a formagdo de
granulomas, eritrema, edema, podendo levar a ne-
crose [7]. Avaliando fagocitose de nanoparticulas,
como PMMA, por macréfagos de pessoas soroposi-
tivas para HIV 1/ 2, evidenciou que células infectadas
por HIV 1/ 2 tem uma maior susceptibilidade para
englobar nanoparticulas [23]. Essas reacdes adver-
sas estdo estritamente relacionadas com a assepsia
durante o procedimento de implante das substancias
de preenchimento de tecidos [7].

Este estudo apresenta carater inovador quanto
ao uso da técnica de imunohistoquimica para carac-
terizar as células presentes no infiltrado inflamatério,
pois ndo foram encontrados relatos na literatura con-
sultada, utilizando essa técnica para tal finalidade. O
infiltrado celular apresentou marcag@o positiva para
e CD68, conforme demonstrado na Figura 5b, o que
confirma a presenca dos macréfagos e exclui a parti-
cipagdo de linfécitos nesse processo, uma vez que a
marcacdo para CD3 foi negativa (dados ndo mostra-
dos). Esses achados estdo de acordo com [20], cujo
estudo observou que células U-397 (linhagem celu-
lar semelhante a macréfagos humanos), células de
Langerhans e queratinécitos, podem fagocitar parti-
culas de PMMA menores do que 20mm causando
uma reagdo inflamatéria aguda. [25] avaliaram pro-
cesso inflamatério em camundongos BALB/c, ino-
culando particulas de diferentes tamanhos no joelho
e observaram que microesferas de 0,5, 2,0 ¢ 75mm

sdo capazes de induzir uma resposta inflamatdria,
porém, as particulas menores provocam resposta in-
flamatdria mais acentuada do que as de maior tama-
nho.

A deposi¢do de coldgeno entre as microes-
feras e no tecido adjacente ao local de inoculacdo de
PMMA, aumentou gradativamente no decorrer do
experimento. As particulas de PMMA, suspensas em
coldgeno bovino, sdo encapsuladas por coldgeno ime-
diatamente apds o implante, devido as caracteristi-
cas fisicas das microesferas, sendo que, em média,
apos trés meses de implante o coldgeno € substituido
pelo préprio tecido conjuntivo [4]. Avaliaram o Arte-
Fill suspensdo de 20% de microesferas de PMMA
com 30 a 42mm de didmetro em 80% de coldgeno
bovino e observaram que, a partir de 1 a 2 meses
ocorre a diminui¢do do coldgeno, sendo que essa
perda é compensada pelo surgimento de fibroplasia,
embora ndo seja possivel observar em menos de
seis meses o resultado final da deposicdo de cola-
geno [5].

CONCLUSAO

Diante destes fatos, conclui-se que o implan-
te intramuscular com PMMA promove deposi¢cdo
de colageno e ndo induz uma inflamagdo cronica,
apresentando biocompatibilidade. Os implantes apre-
sentavam infiltrados celulares constituidos de macré-
fagos. Entretanto, devido a presenca de microesferas
com tamanho abaixo do preconizado, ndo houve esta-
bilidade das mesmas no local de implante.
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