Andlise da solucao de hidroxipropilmetilcelulose a 2% para uso
intra-ocular sob microscopia dptica e eletronica.
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INTRODUGAO

As cirurgias do segmento anterior geralmente resultam
em alguma perda de células endoteliais devido a vérios fato-
res, entre eles o trauma mecanico do endotélio com airis,
cristalino e lente intra-ocular (LIO), e da prépria manipu-
lagao cirdrgica. O maior dano pareceestarintimamente rela-
cionado ao trauma cirdrgico, ou seja, uma perda aguda de
células endoteliais (JAFFE, 1984).

As LIO podem lesar o endotélio corneano se a lente
tocar as células endoteliais durante sua insergao (BOURNE
& KAUFMAN, 1976). Uma relagao direta entre o contato
do polimetilmetacrilato, mesmo que momentaneo, com o
endotélio causa lesao extensa destas células, podendo levar
a edema irreversivel de cérnea (KAUFMAN & KATZ, 1976).

A partir da comprovagao da lesao endotelial causada
pela manipulagao cirdirgica na cdmara anterior e dainteragao
da LIO com o endotélio, foram estudadas vdrias substancias
para diminuir esse dano.

O ar talvez tenha sido o primeiro agente utilizado na
tentativa de reduzir o dano endotelial nas cirurgias com
implante de LIO. Tem agdo puramente mecanica, evitando
o contato do pldstico da LIO com o endotélio (EIFERMAN
& WILKINS, 1979).

Diversas substancias visco-eldsticas foram desenvolvi-
das e experimentadas em cirurgia ocular com vdrios objeti-
vos: manter a camara anterior, proteger o endotélio cornea-
no,.controlar a pressao vitrea, facilitar manobras cirirgicas,
como por exemplo insergao da LIO, e aumentar a visibili-
dade de estruturas intra-oculares (EISNER, 1983).

Exemplos destas substancias sao a polivinilpirrolidona
(KATZ e col., 1977), codgulo sanguineo (HECHT e col., 1980),
dlcool polivinilico (OLSON e col., 1980), albumina bovina
sérica, gamaglobulina, sulfato de condroitina (HARRISON
e col., 1982), hialuronato de sédio (PAPE & BALAZS, 1980)
e metilcelulose (FECHNER, 1977).

O grande impulso recente no sentido da popularizagao
da cirurgia visco-eldstica levou a maioria dos oftalmologistas
brasileiros a utilizarem substdncias viscosas nos procedi-
mentos intra-oculares, visando proteger o endotélio cornea-
no e facilitar a cirurgia. A Metilcelulose (MC) presta-se muito
bem para esta finalidade. E uma substancia disponivel, bara-
ta (custando muitas vezes menos que o hialuronato de sé6-
dio) e facilmente preparada em qualquer laborat6rio farma-
céutico medianamente equipado.

A MC é um polimero macromolecular derivado da celu-
lose, que vem sendo utilizado desde 1976 no implante de
LIO (FECHNER, 1977). A celulose é uma molécula insoldvel.
Modificagées quimicas em sua estrutura, por reagoes ou por
substituigdes dos radicais hidroxila, ddo origem a derivados
soluveis. Radicais metila e hidroxipropila conferem maior
solubilidade a molécula (SCHOTT, 1980; FECHNER, 1983;
FECHNER 1985).

Vidrios trabalhos clinicos e experimentais demonstram
sera MC eficaz e segura para uso intra-ocular (ARON-ROSA

e col., 1983; FECHNER, 1977; MAC RAE e col., 1983; VIEIRA
e col., 1985; BOCCHESE, 1987; LIMA e col., 1987; VILA,
1987).

FECHNER (1983) salienta que as substancias visco-elds-
ticas para uso intra-ocular devem: a) ser inertes, isosmo-
ticas, estéreis, ndo pirogénicas e nao antigénicas; b) ser
livres de elementos corpusculares e opticamente transpa-
rentes; c) ser o suficientemente viscosas para satisfazer as
necessidades clinicas, e d) ser hidréfilicas o suficiente para
facilitar sua remogao do olho ao final da cirurgia e de seus
remanescentes poderem deixar a camara anterior através
do trabeculado.

AMC a 2% parece preencher todos os requisitos acima
mencionados, exceto o fato de ser livre de particulas.

ROSEN e col. (1986) examinaram 5 frascos de HPMC
a 2% preparados para uso intra-ocular, provenientes de far-
mdcias de hospitais da Inglaterra, Alemanha Ocidental e
Suécia. Constataram a presenca de grande quantidade de
material vegetal e outras impurezas em todos os frascos,
concluindo que os métodos de filtragao da MC sac inade-
quados e, portanto, desaconselhando seu uso em cirurgia
intra-ocular.

Depdsitos de grumos brancacentos suspensos no hu-
mor aquoso e sobre o endotélio corneano, iris, cristalino
e vitreo foram relatados ap6s o uso de MC em cirurgias
intra-oculares (LORENZETTI & SANCILIO, 1967; VIEIRA e
col., 1985; BOCCHESE, 1986; KOSTER & STILMA, 1986).

Nio havendo, até o momento, nenhum trabalho na
literatura nacional a respeito da pureza da Metilcelulose
a 2% para uso intra-ocular produzida no Brasil, resolveu-se
estudar quantitativa e qualitativamente a presencga de parti-
culas imersas na solugao da HPMC a 2% para uso intra-ocular
fabricadas por dois laboratérios nacionais.

MATERIAL E METODO

| —Solugoes utilizadas:
1. Metilcelulose a 2% para uso intra-ocular:

Foram utilizados 10 frascos contendo Hidroxipropil me-
tilcelulose (HPMC) a 2% preparados pela Ophthalmos (Far-
mdcia Oftalmolégica Sdo Paulo) (Grupo A) e 10 frascos da
mesma substdncia preparados pelos Laboratérios Alcon do
Brasil (Grupo B). Cada frasco, devidamente lacrado e esterili-
zado, continha 2ml de HPMC a 2% para uso intra-ocular,
preparada, segundo os fabricantes, conforme descrigao fei-
ta por FECHNER & FECHNER (1983), a seguir reproduzida:

a) adicionar 2g de HPMC de alta pureza (Methocel
E 4M Premium da Dow Chemical Corporation) em 30 ml
de solugao salina balanceada (SSB) fervendo, enquanto a
solugdo ¢é agitada;

b) manter sob agitagdo constante em temperatura
ambiente por 20 minutos;

c) adicionar 70 ml de SSB previamente resfriada
a 8°C e agitar vigorosamente.

1 Pés-graduando de Oftalmologia (nivel mestrado) da Escola Paulista de Medicina.

2 Professor Adjunto de Oftalmologia da Escola Paulista de Medicina.
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d) manter a solugao no refrigerador por 12h, agitan-
do-a, a cada hora, nas primeiras 3h;

e) filtrar a solugdo através de filtro Millipore de
8 um (Ophthalmos) ou de 10 um (Alcon) sob pressao de
nitrogénio;

f) dividir a solugao em rascos de 2 ml cada e fecha-
los hermeticamente;

g) autoclavar a 120°C por 40 minutos;

h) agitar a solugao vdrias vezes, e

i) manter no refrigerador por 6h.
2. Solugao controle:

Foram utilizados 10 frascos, lacrados e esterilizados,
contendo, cada um, 2 ml de solugao salina balanceada (SSB)
submetida a técnica descrita anteriormente, entretanto sem
conter HPMC (Grupo C). Tais frascos foram preparados pela
Ophthalmos.

3. Metilcelulose a 2% nao filtrada:

Foi utilizado um frasco contendo HPMC a 2%, prepa-
rada pela Ophthalmos, conforme técnica descrita anterior-
mente, porém sem ter sido filtrada.

Il — Experimentos:
1. Observagao sem auxilio 6ptico:

As etiquetas foram removidas de todos os frascos. Estes,
em seguida, foram submetidos a iluminagdao em fenda de
1 mm de espessura por 5 mm de altura da Limpada de
Fenda Topcon SL-6E, intensidade de luz média, e obser-
vados, em sala clara, a procura de particulas em suspensao
no interior do contetido liquido, sem auxilio 6ptico.

2. Observagiao sob microscopia éptica:

Para a observagao sob microscopia 6ptica, as solugoes
foram examinadas dentro dos frascos e sobre lamina de
microscopia.

A) Das amostras dentro dos frascos:

O conteuddo dos frascos foi examinado em microscépio
6ptico Nikon Ophtiphot, com aumentos de 40 e 100x, para
a identificagao das particulas, ainda dentro dos frascos, de
acordo com sua morfologia (FLINT, s. d.; OLIVEIRA & AKI-
SUE, 1979; ROSEN e col., 1986).

Particulas de aspecto fusiforme com parede dupla, do-
bras transversais e limen central foram classificadas como
fibras vegetais; estruturas planas com bordas irregulares
e pontilhado sobre a superficie, como flocos vegetais; parti-
culas em formato de pequenas agulhas agrupadas e em
formato de balGes tetragonais, como cristais; estruturas pla-
nas, bi-refringentes, transparentes, como fragmentos de vi-
dro, e particulas com caracteristicas diferentes das descritas
acima foram consideradas como outras impurezas.

As fotografias foram realizadas neste mesmo micros-
cépio, com maquina fotografica Nikon FX-35, filme Kodak
Ektachrome 200 Asa.

B) Das amostras sobre laminas:

A solugdo a ser examinada foi retirada do frasco com
um bastao de vidro limpo, colocada sobre a camara de Neu-
bauer e coberta por uma laminula nova, de maneira que
a profundidade entre a camara e a laminula sempre perma-
necesse 0,1 mm (estabelecida pela prépria camara de Neu-
bauer).

A seguir, a camara montada foi colocada sob micros-
copia 6ptica (Microscépio Nikon Optiphot) e procederam-
se aos seguintes exames:

1. identificagdo das particulas, de acordo com sua mor-
fologia, com aumentos de 40, 100, 200 e 400x;

2. mensuragao das particulas, com lente ocular cario-
métrica Zeiss acoplada ao microsc6pio, previamente calibra-
da com régua padrao Zeiss 5 + 100/100 mm = 0,2 pum.
O aumento usado no microscépio foi de 100x, de maneira
que cada divisdo pequena da ocular cariométrica corres-
pondia a 10 wm (WEIBEL, 1963). As particulas, de acordo
com seu tamanho, foram divididas em dois grupos: menores
ou iguais a 10 um e maiores que 10 um;
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3. contagem do numero de particulas, de acordo com
o tipo e tamanho das mesmas, com aumento de 100x. A
contagem foi realizada nos 4 quadrantes externos de 1x1
mm da camara de Neubauer. O nimero total de particulas
encontrado foi dividido por 0,4 para obtengao do nimero
por ml de solugdo (NELSON & HENRY, 1982).

Este experimento foi realizado em 3 amostras de cada
frasco de cada grupo, obedecendo a seguinte cronologia:
3 amostras do frasco 1 do grupo A; 3 amostras do frasco
1 do grupo B; 3 amostras do frasco 1 grupo C. Continou-se
o experimento em um novo frasco do grupo A, mantendo-se
a ordem acima estabelecida, até todos frascos de todos gru-
pos terem sido examinados.

A solugdo de HPMC a 2% nio filtrada foi examinada
de acordo com a mesma metodologia.

Antes de cada exame, a cadmara de Neubauer, as lami-
nulas e o bastao de vidro utilizados foram lavados com deter-
gente, enxaguados com dgua destilada estéril e usados ime-
diatamente ap6s esta lavagem sem secar. Para cada frasco
examinado foi utilizada uma laminula nova. Todo este mate-
rial foi examinado sob microscopia, com aumento de 100x,
para identificagao de possiveis impurezas, antes de se colo-
car a solugdo a ser estudada sobre a camara de Neubauer.
O material foi submetido a novo procedimento de limpeza,
antes de se examinar a solugdo, sempre que encontrada
alguma particula.

A fotodocumentagio foi realizada da mesma maneira
que a descrita no experimento 2.A.

3. Observagao sob microscopia eletrénica de varredura:

Foram examinadas 2 amostras de HPMC a 2%, uma
de cada grupo (A e B), em microscépio eletrénico de varre-
dura (MEV) Autoscan Etec, para identificagao das particulas.

O material a ser estudado sob MEV foi montado de
duas maneiras:

a) Sem desidratagao:

1) retirou-se uma pequena aliquota de HPMC e espa-
lhou-se em fina pelicula sobre suporte préprio do micros-
cépio;

2) colocou-se em Metalizador Balzers-Union tipo
07120-A, para metalizagao com ouro, durante 1 minuto, e

3) levou-se ao MEV.

b) Com desidratagao:

1) retirou-se uma pequena aliquota de HPMC e espa-
lhou-se em fina pelicula sobre suporte préprio do micros-
copio;

2) aqueceu-se em estufa a37°C por 5 minutos;

3) desidratou-se em Dissecador de Ponto Critico Bal-
zers-Union tipo 11120;

4) colocou-se em Metalizador Balzers-Union tipo
07120-A, para metalizagao com ouro, durante 1 minuto, e

5) levou-se ao MEV

As fotografias foram realizadas com camara Polaroid
no préprio microscépio referido anteriormente, utilizan-
do-se filme Neopan SS 120 Asa.

Il — Método estatistico:

Para a andlise dos resultados foram utilizados testes pa-
ramétricos e testes ndo paramétricos, levando-se em conta
a natureza das distribuigcoes das varidveis estudadas. Foram
aplicados os seguintes testes:

1. Andlise de varidncia a dois critérios de classificagao
(SOKAL & ROHLF, 1969) com o objetivo de comparar os
grupos A, B e C e os frascos utilizados em cada grupo,
em relagdo ao nimero de particulas. Estaandlisefoiaplicada,
em separado, para particulas < 10 um e para particulas
> 10 um, e quando mostrou diferenga significante, foi com-
plementada pelo teste de contrastes de Tukey (SOKAL &
ROHLF, 1969).

2. Andlise de variancia por postos de Kruskal-Wallis
(SIEGEL, 1975), quando comparou-se os grupos A, B e C
em relagdo aos nuimeros de fibras, flocos, cristais, vidros
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e outras particulas < 10 wm e uma particula > 10 um, e
quando mastrou diferenga significante foi complementada
pelo teste de Dunn (HOLLANDER & WOLFE, 1973).

Em todos os testes fixou-se em 0,05 ou 5% (a < 0,05)
onivel para rejeigdo da hip6tese de nulidade, assinalando-se
com um asterisco os valores significantes.

RESULTADOS

| — Observagao sem auxilio 6ptico:

Particulas em suspensao foram observadas em todas
as amostras de HPMC dos grupos A e B, quando os frascos
foram examinados sem auxilio 6ptico, com iluminagdo em
fenda (Fig. 1), assim como nos frascos do grupo controle
e no da HPMC nao filtrada.

Il — Identificagao das particulas sob microscopia 6ptica:

A observagao das solugoes de HPMC sob microscopia
6ptica, tanto ainda dentro do vidro como sobre a cdmara
de Neubauer, revelou cinco tipos de particulas nos grupos
estudados:

1) Fibras: Fibras vegetais de aspectos fusiforme com
parede dupla, dobras transversais e limen central (Fig. 2
e 3) foram observadas em 22 das 30 amostras do grupo
A e em todas as do grupo B. Foram encontradas fibras de
diversos tamanhos, em comprimento e didametro, semelhan-
te aquelas identificadas na HPMC nio filtrada. Nao foram
observadas fibras nas amostras do grupo controle.

Fig. 1 — Particulas em suspensiao em frascos de HPMC a 2% do
grupo B, com iluminagdo em fenda (16x).

Fig. 2 — Observagdo de particulas em suspensao em HPMC a 2%
do grupo B, ainda dentro do frasco. Notar a presenca de fragmento
de fibra vegetal de aproximadamente 100 um de didmetro (micros-
copia optica — 40x).
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Fig. 3 — Fragmento de fibra vegetal, com parede dupla de limen
central, de aproximadamente 25 um de didmetro, em amostra do
grupo B, sobre lamina (microscopia 6ptica - 200x).

2) Flocos: Estruturas planas de diversos tamanhos, al-
guns mais claros e outros mais escuros,com bordairregular
e de aspecto pontilhado sobre a superficie (Fig. 4), lembran-
do parede de células do esclerénquima e parénquima vege-
tal, foram observadas em todas as amostras dos grupos A
e B, assim como na HPMC nao filtrada. Nao foi observado
material semelhante nas solugées do grupo controle.

3) Cristais: Cristais em formato de pequenas agulhas
agrupadas (Fig. 5), de aspecto semelhante a cristais de clore-
to de cdlcio, e outros tetragonais (Fig. 6), similares a cristais
de cloreto de potdssio, foram encontrados em 17 amostras
do grupo A e em 5 do grupo B, assim como na HPMC
naofiltrada. Este material nao foi encontrado no grupo con-
trole.

4) Vidros: Fragmentos de vidro, bi-refringentes, de va-
rios tamanhos (Fig. 7), estavam presentes em 16 amostras
do grupo A, em 4 do grupo B e em 11 do grupo C, assim
como na solugdo de HPMC nao filtrada.

5) Outras: Particulas diferentes das anteriores foram en-
contradas em todas as amostras de todos os grupos.

Il — Identificacao das particulas sob microscopia eletrénica
de varredura:

As amostras estudadas revelaram a presenga de 2 tipos
de particulas sélidas:

1) Fibras: estruturas fusiformes, cilindricas achatadas
comdobras transversais, paredes de superficie discretamen-

Fig. 4 — Floco com pontuagées e parede irregular, de aproximada-
mente 55 um de didmetro, em amostra do grupo A, compativel com
parede de célula vegetal, sobre ldmina (microscopia 6ptica - 400x).
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Fig. 5 —Cristal de aproximadamente 100 um, de aspecto de pequenas
agulhas agrupadas, compativel com cristal de CaCl,, em amostra do
grupo A, sobre lamina (microscopia 6ptica - 200x). Fig. 8 — Fibra vegetal, cilindrica achatada, com pontuagées na super-
ficie, de aproximadamente 25 um, envolta por material liquido da
solugdo, em amostra do grupo A (microscopia eletrénica de varredura

- 500x).

Fig. 6 — Cristal tetragonal de aproximadamente 15 um, compativel
com cristal de KCl, em amostrado grupo A, sobre camara de Neubauer
(microscopia 6ptica - 400 x).

Fig. 9— Fragmento de fibra vegetal, com parede dupla, limen central

e dobra transversal, de aproximadamente 10 um, em amostra do

grupo B. Notar a presenca de fraturas e irregularidades de superffcie
(microscopia eletrénica de varredura - 800x).

IV — Contagem do nimero de particulas:

Na tabela |, é apresentado um resumo do nimero total
médio de particulas por ml de solugdo de cada grupo estu-
dado.

TABELA |
Numero médio total de particulas por ml de solugao, contadas em
frascos de HPMC (A e B) e em solugao controle (C), de acordo com
o tamanho das mesmas.

Grupos Tamanho das particulas Total
<10 um >10 pm
Fig. 7 — Fragmento de vidro de aproximadamente 30 um, em amostra A 72,7 18,5 91,2
do grupo B, sobre ldmina (microscopia 6ptica - 200x). B 76,2 20,5 9,7
C 10,9 3,0 13,9
te enrugadas e, porvezes, comdepressées sobre suasuper- DISCUSSAO
ficie (Fig.8e9), e
2) Outras: Estrutura amorfas, de aspecto diferente das A Farmacopéia dos Estados Unidos do Brasil (1959) dis-
particulas vegetais, cristais ou fragmentos de vidro. p6e que solugdes injetdveis devem ser isentas de particulas
ARQ. BRAS. OFTAL. 79
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estranhas ou ndo a natureza da(s) substancia(s) dissolvida(s).
Tais particulas podem ser oriundas de causas diversas, tais
como: a) do material constitutivo do vidro recipiente; b)
de substancias imperfeitamente dissolvidas ou imperfeita-
mente estabilizadas em suas solugées; c¢) de processos de
recristalizacdo ''a posteriori’’ que ocorrem com solugées
supersaturadas; d) de contaminagées devidas a sujidades
contidas nos recipientes ou provenientes de poeiras do
meio ambiente, e e) de particulas destacadas de determi-
nados filtros.

Para se conseguir uma solugao livre de particulas FECH-
NER (1985) ressalta que a filtragao sob pressao é fundamental
no preparo da HPMC para uso intra-ocular. Este autor reco-
menda filtros de membrana com poros de 8 um de diametro,
das companhias Millipore, Sartorius ou Sparcler.

Filtros Millipore sio amplamente usados na industria
para remover particulas de gases e liquidos, e em microbio-
logia para filtrar microrganismos quantitativamente. Filtros
com poros de 0,6 um de didmetro removem todas bactérias
e fungos, e de 0,01 um sao efetivos na remogao-de virus.
Sao isentos de cargas elétricas e quimicamente inertes, nao
alterando, portanto, o pH da solugao a ser filtrada nem
removendo suas substancias ativas (THEODORE & FEINS-
TEIN, 1953).

Sdo considerados como um método efetivo na elimi-
nagdo de contaminagdo, tanto particulas como microrga-
nismos, do ar e de solugées para uso intra-ocular (JAFFE,
1970).

Entretando, ROSEN e col., (1986), em sua anélise de
5 frascos de HPMC a 2% para uso intra-ocular preparados
por 5 diferentes farmdcias européias, 3 delas usando filtro
Millipore de 1,2 um, encontraram, entre material vegetal
e outras impurezas, de 621 a 20.000 particulas > 10 um,
e de 74.000 a 5,7 x 10° particulas = 10 uwm, concluindo que
tal método de filtragio nao é adequado para purificar a
solugao. Entretanto, além de sua amostragem ter sido muito
pequena para se chegar a essa conclusao, nao especificaram
se este nimero de particulas encontrado foi por ml de solu-
¢do ou no volume total do frasco, o qual também nao foi
especificado. E de se estranhar este achado de tamanha
quantidade de particulas, principalmente em fungao de te-
rem sido filtradas, pelo menos 3 amostras, em Millipore
de 1,2 um. Nao hd referéncia no trabalho quanto ao filtro
utilizado pelas outras 2 farmdcias.

A andlise de 20 frascos de HPMC a 2% para uso intra-o-
cular fabricados por 2 laboratérios nacionais também reve-
lou a presenga de material vegetal entre outras impurezas,
inclusive maiores que 10 um, em todos os frascos. Tais
laboratérios, A e B, utilizaram filtros de membrana Millipore
com poros de 8 e 10 um de didametro, respectivamente.

Encontrou-se uma média de 72,7 e 76,2 particulas meno-
res ou iguais a 10 gm por ml, para as amostras dos grupos
A e B respectivamente, achado este significantemente maior
que o grupo controle (X= 10,9 particulas < 10 uwm por
ml) (Tab. ).

Em relagdo as particulas maiores que 10 um, a média
encontrada foi de 18,5 e 20,5 particulas por ml nas amostras
dos grupos A e B, respectivamente, também significante-
mente maior que o grupo controle (X = 3,0 particulas por
ml.) (Tab. I).

No que se refere ao tipo de particula encontrada, os
grupos A e B nao diferiram significantemente entre si para
particulas < 10 um, entretanto apresentaram quantidade
estatiscamente maior de impurezas que o grupo controle.

O fato dos laborat6rios A e B terem usado filtros Milli-
pore com tamanhos de poros diferentes, 8 e 10 um respecti-
vamente, ndo influiu no achado de maior ou menor nimero
ou tamanho das particulas, pois a diferenga nao foi estatisti-
camente significante entre os grupos A e B.

O encontro de particulas menores ou iguais a 10 um
é um achado esperado, em fungdo do diametro dos poros
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dos filtros utilizados. Entretanto, nao deveriam estar presen-
tes particulas maiores que 10 um nas solugées estudadas.
A flexibilidade das particulas, a deformagao dos poros do
filtro e o desprendimento de particulas do mesmo poderiam
explicar a presencga de tais particulas no filtrado (BARRI-
CHELLO, 1987; THEODORE & FEINSTEIN, 1953; JAFFE, 1970).

Mesmo tendo-se tomado os cuidados de serem utiliza-
das laminulas novas, todo material lavado com detergente
e dgua destilada estéril, sem secar com pano ou papel, o
experimento estava sujeito a contaminagao de particulas
do meio ambiente, a partir do momento em que os frascos
foram abertos e retirada a solugao para andlise. Alguns fatos
reforcam a possibilidade das particulas encontradas serem
inerentes as solu¢ées de HPMC e ndao de contaminagao
externa: 1) material semelhante foi encontrado na solugao
de HPMC nao filtrada; 2) o mesmo material foi identificado
sob microscopia 6ptica dentro dos frascos antes de serem
abertos, e 3) nao foram encontradas particulas de aspecto
vegetal nas solugées do grupo controle.

Esses achados demonstram que as solugoes estudadas
de HPMC a 2% para uso intra-ocular contém impurezas,
especialmente restos de material vegetal. Este material, ndao
encontrado nas amostras do grupo controle, é o mesmo
utilizado como fonte para manufatura da HPMC, e foi seme-
Ihante ao encontrado na amostra de HPMC nao filtrada,
porém de tamanho diferente.

Talvez fosse interessante purificar a solugdo de HPMC
com filtros de poros menores, como por exemplo, Millipore
de 0,45 um de diametro, que teoricamente nao deixa passar
particulas maiores que 0,47 um nem bactérias ou fungos
(THEODORE & FEINSTEIN, 1953; BARRICHELLO, 1987). En-
tretanto, além da dificuldade de se filtrar uma solugao visco-
sa como a MC por estes poros minusculos, sua viscosidade
poderia ser alterada, pois esta é dependente do tamanho
da cadeia da molécula de celulose. Quanto maior sua purifi-
cagdo, maior serd a quebra da molécula e, portanto, menor
sua viscosidade (OSOL & PRATT, 1973). Estes fatos devem
ser objeto de novos estudos.

A identificagdo de particulas vegetais pode ser realizada
por processos quimicos, através de corantes especificos pa-
ra células vegetais, ou por processos fisicos, através da mor-
fologia da particula (OLIVEIRA & AKISUE, 1979).

A impregnagao da parede da célula vegetal por corantes
como hematoxilina, cloreto de zinco iodado e fluoroglucina,
depende de uma série de fatores, tais como a quantidade
de lignina e outras impurezas presentes nas fibras vegetais,
modificages quimicas na molécula de celulose e concen-
tragdo do corante. Estas e outras varidveis, como por exem-
plo a viscosidade de uma solugao, podem prevenir a reagdo
quimica do corante com a parede celular, dando resultados
falso-negativos (GRAFF, 1940; ROSEN e col., 1986). Além
disso, misturando-se uma gota do corante com a solugao
de HPMC sobre a lamina, h4 diluigdo da solucio, alterando
o nimero de particulas a serem contadas, além de ser outra
fonte de contaminantes.

Assim sendo, optou-se pelo método fisico de identifi-
cagao de particulas vegetais, o qual, exclusivamente pela
morfologia e anatomia celular, é considerado como um mé-
todo eficiente, simples, rdpido e barato (OLIVEIRA & AKI-
SUE, 1979).

Além de material vegetal, também foram encontrados,
nas solugdes estudadas, fragmentos de vidros, provavel-
mente origindrios dos frascos de vidro que continham as
solug6es. O achado de fibras, flocos e fragmentos de vidro
foi semelhante ao de ROSEN e col. (1986). Este autor ainda
encontrou parficulas que chamou de material presumivel-
mente proteindceo, embebido em matriz mucilaginosa, ma-
terial este ndo encontrado nas amostras do presente traba-
lho.

Outras particulas identificadas nos frascos de HPMC
estudados foram cristais, provavelmente de cloreto de po-
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tassio (KCI) e de cloreto de célcio (CaCl,). O solvente utiliza-
do na preparagao da HPMC para uso intra-ocular é a solugao
salina balanceada, a qual possui os seguintes sais: NaCl,
KClI, CaCl,, MgCl,, Citrato de Na* e Acetato de Na* (ARON-
ROSA e col., 1983). Os sais assumem vdrios formatos quando
cristalizam. Geralmente tomam formas especificas de acor-
do com cada sal, o que torna sua identificagdo muito suges-
tiva, entretanto nao de certeza. O aspecto de pequenas
agulhas agrupadas, como na Fig. 5, lembra cristais de CaCl,,
e o de estruturas tetragonais, como na Fig. 6, cristais de
KClI (FLINT, s. d.). Estes cristais ndo foram encontrados por
ROSEN e col. (1986) em sua andlise de particulas em solugao
de HPMC para uso intra-ocular.

Uma solugao que contenha mais soluto do que estd
presente no equilibrio de soluto-solvente, ou seja, uma so-
lugdo supersaturada, concentragio, resfriamento, impure-
zas e viscosidade da solugdo favorecem a reagao de cristali-
zagao (FLINT, s. d.), situagoes estas presentes no processo
de fabricagdao da HPMC. Entretanto, ao se diluir a solugdo
de HPMC, como po. exemplo no humor aquoso, tais cristais
tendem a se dissolver (QUAGLIANO & VALLARINO, 1978).

As particulas encontradas com caracteristicas diferentes
das descritas anteriormente foram consideradas como ou-
tras impurezas. A presenca destas pode ser considerada
como contaminagao, a partir do meio ambiente durante
o processo de fabricagio da HPMC para uso intra-ocular
ou ap6s a abertura dos frascos para andlise da solugao.

A microcospia eletronica de varredura (MEV) é um mé-
todo amplamente utilizado no estudo de papel e polpa vege-
tal, sendo quase que indispensavel para a andlise qualitativa
de diversos tipos de fibras, no que se refere a sua identifi-
cagao, flexibilidade, espessura, superficie, ultra-estrutura,
degradagdo quimica, fadiga e ligagGes inter-celulares (PA-
RHAM, 1974). A aparéncia da fibra vegetal na MEV é muito
caracteristica, o que a torna de fécil identificagdo (PARHAM,
1974): célula fusiforme, cilindrica achatada, com dobras
transversais, paredes de superficie discretamente enrugada
e, as vezes, com regi6es deprimidas da parede celular (pon-
tuagoes) (Fig. 8 € 9).

A auséncia de flocos vegetais e de fragmentos de vidro
no estudo sob MEV deve-se provavelmente ao fato de ter
sido utilizada somente uma fina pelicula de HPMC para
se montar o material a ser estudado. A quantidade das referi-
das particulas por ml de solugao estudada é pequena, como
demonstrado pela microscopia 6ptica, e talvez estas estru-
turas nao tenham sido incorporadas no material levado a
MEV. Outro aspecto a ser salientado é o fato de o micros-
cé6pio eletrénico de varredura estudar somente a superficie
das estruturas (MURPHY & ROOMANS, 1984). As particulas
que se encontram abaixo da superficie da substancia viscosa
nao sao detectadas pela MEV, podendo também justificar
a nao detecgao dos flocos e fragmentos de vidro.

Os cristais também nao foram encontrados no estudo
sob MEV, provavelmente pelo fato de serem particulas solu-
veis que desaparecem com o aquecimento (QUAGLIANO
& VALLARINO, 1979), reagdo a que foi submetida a HPMC
no preparo para a observagao sob MEV,

A Metilcelulose (MC) dd o nome a uma famflia de poli-
meros provenientes da celulose com diferentes proprie-
dades e aplicagoes nas mais diversas atividades humanas
como alimentagao, pinturas, cosméticos, ente eutros (DOW
CHEMICAL, 1962).

A MC usada para cirurgia intra-ocular é a hidroxipro-
pilmetilcelulose (HPMC), altamente purificada e estéril
(FECHNER & FECHNER, 1983).

O polimero de celulose é encontrado na natureza como
uma substancia estrutural, cuja fungdo é a de suporte da
parede da célulavegetal (REES, 1977; FECHNER & FECHNER,
1983).
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As fibras da celulose obtidas a partir do algodao purifi-
cado ou da polpa da madeira sao tratadas com soda cdustica
para produzir celulose alcalina. Esta é tratada com cloreto
de metila sob pressao, havendo conversao de 2/3 dos grupos
hidroxila em radicais metoxila, originando o éter metilico
da celulose, ou seja, metilcelulose. A reagdao desta com 6xi-
do de propileno introduz no anel de glicose grupos de
éter propilenoglicol, originando hidroxipropilmetilcelulo-
se. O nimero e a proporgao de radicais introduzidos na
molécula de celulose irao conferir diferentes caracteristicas
e tipos de MC (DOW CHEMICAL, 1962; SCHOTT, 1980;
OSOL & PRATT, 1973).

A MC ¢ produzida em 6 tipos bdsicos que diferem em
sua composigdo quimica, temperatura de coagulagao e vis-
cosidade (DOW CHEMICAL, 1962).

Para utilizagdo em oftalmologia, a de mais alta viscosi-
dade (4.000 cps) é a preferida, pois somente uma pequena
quantidade necessita ser adicionada a solugdo aquosa para
aumentar grandemente a viscosidade sem alterar significati-
vamente suas propriedades 6pticas (SWAN, 1945).

As fibras de celulose, por serem de origem vegetal e
nio metabolizadas pelo organismo humano, deixadas na
camara anterior, poderiam provocar reagao inflamatéria in-
tra-ocular e toxicidade ao endotélio corneano (TINKER e
col., 1974); FECHNER, 1983). Entretanto, a grande maioria
dos estudos clinicos e experimentais demonstram sera MC
uma substancia inerte e atéxica aos tecidos intra-oculares
(ARON-ROSA e col, 1983; FECHNER & FECHNER, 1983; Mc-
CULLEY e col., 1985; VIEIRA e col., 1985; BABA e col., 1986;
BOCCHESE, 1986; LIESEGANG e col. 1986; THOMSEN e col.,
1987; VILA 1987).

FLEMING e col. (1959) atribuiram a iridociclite causada
pela injegdo de MC a 1% na camara anterior do olho de
coelho ao veiculo empregado (SF a 0,9%), nao tendo ocor-
rido com solugées salinas balanceadas. Portanto, a prepa-
ragdo da solugao de MC para uso intra-ocular deve ser reali-
zada em SSB, recomendado por FECHNER & FECHNER
(1983).

A maioria dos trabalhos relata hipertensao ocular discre-
ta transitéria apés uso de MC em cirurgias intra-oculares,
provavelmente devido a obstrugao da malha trabecular pela
fibras e particulas da substancia viscosa (LORENZETTI &
SANCILIO, 1967; ARON-ROSA e col., 1983; FECHNER, 1983;
FECHNER & FECHNER, 1983; MAC RAE e col., 1983; BOC-
CHESE, 1986; LIESEGANG e col. 1986; THOMSEN e col.,
1987). Nao se deve esquecer o fato deque a prépria cirurgia
intra-ocular, independente do uso de substancia visco-e-
lastica, pode provocar aumento da pressao intra-ocular no
po6s-operatério imediato (JAFFE, 1984).

FECHNER (1985) relata que, para cirurgia intra-ocular,
€ essencial usar a Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e nao
a Metilcelulose (MC) simplesmente, pois esta tltima, sendo
menos solivel, tende a se aglomerar e a formar micropreci-
pitados nas estruturas intra-oculares.

O destino da pequena quantidade de fibras de MC que
pode ficar dentro do olho €é incerto (FECHNER, 1983).

Sabe-se que o sistema enzimético humano nao é capaz
de metabolizar moléculas de celulose (DOW CHEMICAL,
1962; TINKER e col., 1974; FECHNER, 1977, 1983). Ingerida
por via oral, a MC é totalmente recuperada nas fezes, mos-
trando-se assim, resistente a uma ampla faixa de agées enzi-
maéticas e bioquimicas (DEICHMANN & WITHERUP, 1943).

VIEIRA e col. (1985) e BOCCHESE (1986) relataram que
tais grumos brancacentos desaparecem em 24-48h ap6s a
injecdio da HPMC a 2%, sem deixar sequelas. FLEMING e
col. (1959) estimaram, por métodos colorimétricos, a perma-
néncia de 0,1 mlde solugao de MC a 0,5% na camara anterior
de olhos de coelhos, em até 72h. FECHNER & FECHNER
(1983) relataram o desaparecimento da HPMC a 2% corada
com "sulphanblue’’ 24h ap6s sua injegao na camara anterior
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de pacientes submetidos a cirurgia de catarata com implante
de LIO.

Diversos estudos clinicos e experimentais demonstram
reagao granulomatosa com células gigantes mutimucleadas
do tipo corpo estranho ao redor de particulas de celulose
presentes no organismo humano (HUEPER, 1942; TINKER
e col., 1974), inclusive nos tecidos intra-oculares (PEIFFER
e col., 1983; YAMADA e col., 1986).

A presenga de particulas vegetais e outras impurezas
nas solugées de HPMC a 2%, utilizadas rotineiramente em
cirurgias intra-oculares em nosso meio, pode ter importante
significado clinico e estar relacionada a iridociclites e altera-
¢6es da pressao intra-ocular no pés operatério de pacientes
em que se utilizaram tais solugées.

RESUMO

Foram analisados 20 frascos de Hidroxipropilmetilcelulose a 2%
para uso intra-ocular de dois laboratérios nacionais (10 de cada — gru-
pos A e B) para a procura, identificagdo e mensuragao de particulas
imersas na solugao, e comparados com 10 frascos do grupo controle
(solugdo salina balanceada — grupo C). Foi estudado também um
frasco de HPMC a 2% nao filtrada para comparagao.

Ao exame dos frascos a olho nu, com iluminagio em fenda,
foram observadas particulas em suspensdo em todas as solugoes de
todos os grupos, inclusive do grupo controle.

Foram identificados, sob microscopia 6ptica, 5 tipos de particulas
em todas as solugées de Hidroxipropilmetilcelulose de ambos os
laboratérios: fibras vegetais, flocos (paredes de células vegetais), frag-
mentos de vidro, cristais e outras impurezas. As fibras e flocos vegetais
e os cristais s6 foram encontrados nas solugées de Hidroxipropilme-
tilcelulose, enquanto que as outras particulas foram observadas tam-
bém nas solugées do grupo controle. O material vegetal foi seme-
Ihante ao encontrado na Hidroxipropilmetilcelulose a 2% nao filtrada.

A média de particulas encontrada por ml de solugao foi de 91,2
no grupo A (72,7 menores ou iguais a 10 um e 18,5 maiores que
10 um), 96,7 no grupo B (76,2 menores ou iguais a 10 um e 20,5
maiores que 10 um) e 13,9 no grupo C (10,9 menores ou iguais a
10 um e 3,0 maiores que 10 um). Os grupos A e B nao diferiram
entre si, porém apresentaram um numero de particulas por ml de
solugao significativamente maior que o do grupo controle.

A microscopia eletrénica de varredura demonstrou a presenga
de fibras vegetais tipicas.

Esses achados mostraram que as solugdes de Hidroxipropilme-
tilcelulose a 2% para uso intra-ocular utilizadas rotineiramente em
nosso meio contém particulas em seu interior, inclusive de material
vegetal.

O significado clinico desses achados pode ser importante e relacio-
nado ao p6s-operatério em iridociclites e alteragoes da pressao intra-
ocular.

SUMMARY

Twenty bottles of 2% Hydroxipropylmethylcellulose for intrao-
cular surgery, from two brazilian laboratories (10 of each — groups
A and B), were studied to look for, identify and measure impurities
in the solution and were compared with ten bottles of a control
group (balanced salt solution — grupo C).

Five types of particles were identified by light microscopy in
all samples of 2% Hydroxipropylmethylcellulose from both laborato-
ries, in varying amount and size: cellulose fibers, vegetal flakes, crys-
tals, glass fragments and other impurities. The identified vegetal mate-
rial was also seen in a sample of raw material from which all the
clinical material had been prepared. Scanning electron microscopy
also disclosed typical vegetal fibers.

The bottles of control group were free of vegetal material and
crystals, but not of glass fragments and other impurities.

There were, in he average, 91,2 and 96,7 particles/ml in groups
A and B respectively and 13,9 particles/ml in group C. There was
no statistic difference between groups A and B, but both groups
presented, each one, statisticly more impurities than the control
group.

These data showed that 2% Hydroxipropylmethycellulose solu-
tions for intraocular use have impurities and vegetal contaminants,
which may play an important role in postoperative iridocyclitis and
ocular hypertension.
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