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RESUMO

PONTES, Kelly Cristine de Sousa, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro
de 2007. Utilizacdo de membrana amnidtica canina como bandagem no
tratamento de Ulcera experimental da cdrnea — estudo clinico, histoldgico e
morfométrico em coelhos. Orientadora: Andrea Pacheco Batista Borges. Co-
Orientadores: Claudio César Fonseca e José Antonio Viana.

A membrana amnidtica tem sido amplamente utilizada na reparacdo de
Ulceras de coOrnea, demonstrando resultados satisfatorios por possuir efeito
antiadesivo, propriedades bacteriostaticas, promover a protecdo da lesdo, reduzir a
dor, auxiliar na epitelizacdo e ndo possuir imunogenicidade. Esta membrana pode ser
utilizada em lesdes da cornea como enxerto ou como bandagem dependendo do seu
posicionamento. Neste estudo, foi realizada a ceratectomia superficial em 28 coelhos.
No grupo tratado, composto por 14 animas, utilizou-se a membrana amnidtica canina
como bandagem, suturada com sua face epitelial aplicada sobre o leito da Ulcera
experimental. O grupo controle ndo recebeu tratamento. A avaliacdo clinica foi
realizada a partir de 24 horas apds a realizacdo dos procedimentos, em intervalos de
2 dias na primeira semana e de 4 dias da segunda semana até os 180 dias de pos-
operatério. A avaliacdo histologica e morfométrica foram realizadas aos 1, 2, 7, 15,
30, 60 e 180 dias apods a cirurgia. Observaram-se os efeitos da membrana amniotica
como bandagem e sua incorporacdo a cornea. Comparou-se 0 tempo de reparacdo da
clrnea entre os grupos e verificou-se o periodo para que a coOrnea apresentasse
transparéncia completa. Avaliaram-se ainda a eficacia da glicerina a 99% como meio
de preservacdo das membranas e da lupa binocular como instrumento de
magnificacdo do campo operatorio nos procedimentos cirurgicos. A opacidade
corneana esteve presente em todos os animais, tanto no grupo tratado como no grupo
controle, durante os 180 dias. A membrana atuou contendo as células inflamatérias
em sua superficie e promoveu um avango no inicio do processo de reparacao, porém
a partir de determinado momento retardou a sua conclusdo; e juntamente com o
trauma causado pela agulha de sutura causou desconforto, congestdo conjuntival,
secrecao ocular e estimulou a neovascularizagdo e a fibrose na cérnea. Nao houve
incorporacdo da membrana a cornea. A glicerina a 99% atuou satisfatoriamente

como meio de preservacdo da membrana no que diz respeito a contaminagdo, mas

Xii



suas caracteristicas antiangiogénicas foram perdidas. A lupa binocular mostrou ser
eficiente na realizagdo dos procedimentos cirurgicos envolvidos neste trabalho.

Palavras-chave: membrana amniotica, Ulcera de cornea, glicerina, oftalmologia
veterinaria, bandagem.
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ABSTRACT

PONTES, Kelly Cristine de Sousa, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, february
of 2007. Canine amniotic membrane as a patch in treatment of superficial
corneal ulcer - a clinical, histological and morphometric study. Adviser:
Andréa Pacheco Batista Borges. Co-Advisers: Claudio César Fonseca and José
Anténio Viana.

The amniotic membrane has been widely used in the repair of corneal ulcers
showing good results as it exhibits anti-adhesive effect and bacteriostatics properties,
it protects the wound, reduces pain, participates in the epithelization and is not
immunogenic. This membrane can be used on corneal ulcers as a graft or a patch
depending on its position. A superficial keratectomy was made on all of the 28
animals included in this study. On the resulted corneal ulcer of the 14 animals of the
treated group an amniotic membrane was used as patch sutured with its epithelial
surface over the experimentally made ulcer. The control group did not receive the
patch. The animals were submitted to clinical evaluations 24 hours after the
proceedings, at a two-day interval during the first week and at a four-day interval
from the second week until 180 days after surgeries. The histological and
morphometric analysis were undertaken at 1, 2, 7, 15, 30, 60 e 180 days after
surgery. The amniotic membrane’s effect as a patch and its incorporation to the
cornea were evaluated. The time needed for the corneal repair of the treated group
was compared to the control and the time needed for the cornea’s complete
transparence was observed. Glycerin at 99% was evaluated as a preservation medium
and the binocular magnifying glass was evaluated during surgeries. The corneal
opacity was always present both in the treated and the control group during 180 days.
The membrane retained the inflammatory cells on its surface and provided an
improvement on the repair process at the beginning, but at some point it delayed this
process and its conclusion. The membrane and the trauma caused by the suture
needle leaded to discomfort, conjunctival congestion, ocular secretion and stimulated
neovascularization and corneal fibrosis. There was no incorporation of the membrane
to the cornea. The glycerin at 99% acted efficiently as a preservation medium when
analyzing contamination, but its anti-angiogenesis characteristics were lost. The
binocular magnifying glass was efficient during these works’ proceedings.
Key-words: amniotic membrane, corneal ulcer, glycerin, veterinary ophthalmology,

patch.
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INTRODUCAO

A tlcera de cornea ¢ uma das doengas oculares mais comuns em caes ¢ gatos.
Na ceratite ulcerativa grave, ou penetrante, pode ocorrer a perda do globo ocular
devido a complicacdes como endoftalmites. No entanto, a ceratite ulcerativa ¢ uma
das doengas oculares que melhor responde ao tratamento entre as doengas oftalmicas
(Whitley, 1991), podendo se tornar complicada quando o mecanismo de reparacio
normal € inibido ou desequilibrado, quando o agente etioldgico ndo foi eliminado ou
a lesdo ¢ contaminada (Kern, 1990).

Algumas das ceratites ulcerativas persistentes, ndo responsivas ao tratamento
clinico, requerem a terapia cirurgica para a sua reparagdo. Os objetivos do tratamento
cirirgico sdo reparar a ulcera e prevenir a sua progressdo, proteger a superficie da
cornea durante a fase de reparagado e evitar a degeneragao do estroma (Portnoy et al.,
1989).

Muitos tipos de membranas bioldgicas vém sendo estudados em cirurgias
oftalmicas reconstrutivas. Ja foram pesquisados implantes de membranas autégenos,
alogenos e xenogenos na tentativa de reconstruir superficies oculares apds traumas
ou excisdes cirrgicas, obtendo-se resultados considerados satisfatorios. Dentre os
diversos tipos de membranas bioldgicas, a membrana amnidtica tem demonstrado
excelentes resultados em cirurgias oculares (Matthews et al., 1982; Barros et al.,
1998; Azuara-Blanco et al., 1999; Dua e¢ Azuara-Blanco, 1999; Woo et al., 2001;
Dua et al., 2004; Barros et al., 2005).

O epitélio da membrana amniotica reflete em muitas fungdes especializadas,
entre as quais se destacam efeito antiadesivo, propriedades bacteriostaticas, protegao
da lesdo, reducdo da dor, efeito na epitelizagdo e auséncia de imunogenicidade nas
membranas homologas e a fresco (Trelford e Trelford-Sauder, 1979; Azuara-Blanco
et al., 1999).

A utilizacdo da membrana amnidtica em cirurgias oftalmicas pode se dar de
duas formas. Como enxerto, quando a membrana ¢ usada como um substrato para a
migracdo celular, tornando-se epitelizada e incorporada ao tecido receptor, devendo
ser posicionada com sua face epitelial voltada para cima; e como bandagem,

primariamente para conter a reagdo inflamatoria enquanto a epitelizacdo estd



ocorrendo sob ela. Neste caso, a membrana devera ser posicionada com a sua face
epitelial para baixo, em contato com o leito da ferida (Dua et al., 2004).

Acredita-se que pela facilidade na obtencdo e disponibilidade dessa
membrana no meio veterinario, ela deva ser empregada com mais freqiiéncia no
tratamento das doencas oculares, com destaque para as ulceras de cornea superficiais
ndo responsivas ao tratamento clinico.

Os objetivos para a realizagdo deste trabalho foram estudar os efeitos da
utilizacdo da membrana amnidtica canina como bandagem, em ulceras superficiais
da cornea de coelhos; comparar por meio de exame histolégico o tempo de
epitelizagdo da cornea de ambos os grupos; avaliar clinicamente qual o tempo
necessario para que houvesse a restauracdo da transparéncia da coérnea apos o
processo de reparacao nos dois grupos; avaliar por meio de exame histolégico se
existiu incorporacdo da membrana amnidtica a cornea quando a mesma foi utilizada
como bandagem; avaliar a eficicia da glicerina a 99%, em temperatura ambiente,
como meio de preservacdo de membrana amnidtica canina e a viabilidade na
utilizagdo de lupa binocular microcirargica, com aumento de 2,5 vezes, na realizagao
de ceratectomia superficial.

Neste contexto, objetivou-se estudar os efeitos da membrana amnidtica
canina conservada em glicerina a 99%, como bandagem, no tratamento de ulceras
superficiais da cornea de coelhos, utilizando-se a avaliagdo clinica, histologica e
morfométrica.

Esta dissertagdo foi elaborada conforme normatizagdo da Revista Arquivo
Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, da Universidade Federal de Minas

Gerais.

REVISAO DE LITERATURA

1. ANATOMIA, FISIOLOGIA E HISTOLOGIA DA CORNEA

O bulbo ocular possui trés tinicas que, estando em estreita aposi¢ao, formam
uma folha laminada que circunda o centro parcialmente liquido, parcialmente
gelatinoso. A tlnica fibrosa externa confere forma e protecdo ao bulbo ocular.

Compreende a cornea e a esclera. A tunica média, ou uvea, ¢ formada por vasos



sanguineos ¢ musculos lisos, estando envolvida com a nutricio do bulbo e a
regulagio do formato da lente e do tamanho pupilar. E composta pela iris, corpo
ciliar e cordide. A tunica nervosa interna ¢ a camada relacionada com a
neurofisiologia da visdo, sendo denominada retina (Samuelson, 1991; Dyce et al.,
2004).

O limbo ¢ a regido de transiciio entre a cornea e a esclera. E rico em vasos
sanguineos que desempenham importante funcdo nos processos inflamatoérios da
cornea (Junqueira e Carneiro, 1994). Nesta regido ¢ encontrada a linhagem de
células-tronco, responsavel pela reparacdo de lesdes na superficie da cornea. Esta
regido fornece um microambiente favoravel para abrigar tais células, favorecendo a
sua sobrevivéncia e diferenciagdo. (Dua e Azuara-Blanco, 2000; Anderson et al.,
2001).

A coérnea ¢ transparente e ocupa um sexto da porg¢do anterior do globo ocular
nos caes, sendo que o seu raio de curvatura ¢ maior do que o do restante do globo
(Startup, 1984). Sua espessura central nos animais da espécie canina ¢ de 0,61 mm =+
0,01 mm e a espessura periférica ¢ de 0,67 mm + 0,01 mm (Slatter ¢ Hakanson,
1998), podendo variar de acordo com a idade (Stapleton e Peiffer, 1979; Montiani-
Ferreira et al., 2003) e a espécie dos animais (Gwin et al., 1982; Bahn et al., 1986;
Wilkie e Whittaker, 1997).

Os fatores anatdmicos que contribuem para a transparéncia da cérnea sdo a
auséncia de vasos sanguineos e linfaticos, o epitélio ndo queratinizado, a auséncia de
pigmentacdo, o tamanho e disposicdo das fibrilas de colageno que compdem o
estroma, o estado de deturgescéncia e as fibras nervosas amielinicas (Samuelson,
1991).

As fungdes da cornea sdo fornecer suporte para as estruturas intra-oculares e
permitir a refragdo e a transmissdo da luz devido, respectivamente, a sua curvatura e
transparéncia. A nutricdo da cérnea se dd por meio do humor aquoso e da lagrima,
que também ¢ responsavel pela limpeza da superficie ocular. As pélpebras e a
membrana nictitante proporcionam protecdo contra agressdes do meio externo
(Samuelson, 1991).

Histologicamente, na espécie canina, a coOrnea ¢ composta por quatro
camadas, da por¢ao anterior a posterior: o epitélio, o estroma ou substancia propria, a

membrana de Descemet e o endotélio (Spreull, 1966; Startup, 1984; Slatter e



Hakanson, 1998; Gelatt, 2003). Alguns autores consideram o filme lacrimal como
uma quinta camada (Slatter, 1992). Os primatas e as aves possuem ainda a membrana
de Bowman, uma camada situada entre o epitélio e o estroma considerada a
membrana basal do epitélio, ou seja, a lamina limitante anterior do estroma
(Samuelson, 1991).

Na espécie canina, o epitélio corneano ¢ composto por células pavimentosas
estratificadas simples, ndo queratinizadas, fixadas a sua membrana basal por meio de
hemidesmossomos (Startup, 1984; Slatter e Hakanson, 1998) e possui a espessura
aproximada de 0,08 mm com 7 a 15 camadas celulares (Startup, 1984). Consiste em
uma camada simples de células basais, duas a trés camadas de células poliédricas e
duas ou trés camadas de células escamosas ndo queratinizadas (Samuelson, 1991). A
medida que ocupam uma posicdo mais superficial, as células profundas tornam-se
achatadas e sofrem as descamacgdes naturais (Slatter, 1992).

As células basais constituem a camada epitelial germinativa e estdo aderidas a
membrana basal através de hemidesmossomos, que atuam ancorando o epitélio ao
estroma (Samuelson, 1991). Os agrupamentos de células poligonais, ou células em
asa, estdo dispostos em duas ou trés camadas, dependendo da espécie e da
localizagdao na cornea, formando uma zona de transicdo entre as células colunares
basais e as células escamosas mais superficiais (Samuelson, 1991). A camada celular
epitelial superficial ¢ composta por células achatadas e poligonais contendo
microvilos e micropregas que podem ter a fungdo de estabilizar o filme lacrimal na
superficie corneana (Samuelson, 1991).

O estroma ou substancia propria compreende 90% da espessura da cornea,
mede de 0,5 mm a 0,6 mm e ¢ formado por fibroblastos, fibrilas de coladgeno,
substancia fundamental e fibrdcitos, também denominados ceratdcitos. Esta camada
¢ limitada anteriormente por células epiteliais basais e posteriormente pela
membrana de Descemet (Spreull, 1966; Startup, 1984). A organizacdo precisa do
estroma ¢ o fator mais importante na manutencdo da transparéncia da cornea. As
fibrilas de colageno sdo posicionadas em paralelo, formando lamelas entremeadas e
separadas por substancia fundamental, cuja composi¢do ¢ colageno,
glicosaminoglicanos e mucopolissacarideos que sdo sintetizados pelos ceratocitos.

Os ceratécitos sdo células fixas que contribuem para a formacdo e manutengdo das



lamelas. Entre as lamelas s3o ocasionalmente encontrados linfocitos, macrofagos e
neutréfilos (Samuelson, 1991; Slatter, 1992; Slatter e Hakanson, 1998).

A membrana de Descemet ¢ uma estrutura eldstica que forma o limite
posterior do estroma e ¢ considerada a membrana basal do endotélio. A sua espessura
mede 14pum, sendo composta por fibrilas delgadas de coldgeno, arranjadas
paralelamente, que sdo depositadas durante toda a vida do individuo, fazendo com
que a espessura aumenta com a idade (Samuelson, 1991; Slatter, 1992; Slatter e
Hakanson, 1998). Segundo Startup (1984), esta membrana seria incapaz de se
regenerar, mas Slatter (1992) afirma que em pequenas lesdes corneanas penetrantes,
as células endoteliais secretam uma nova membrana de Descemet.

O endotélio, ou epitélio posterior, ¢ composto por uma camada simples de
células retangulares sendo continuo com as células da face anterior da iris. No
interior das células que compdem o endotélio existem numerosas mitocondrias, o que
confere a elas uma alta atividade metabolica. O endotélio atua como uma barreira
entre a coérnea e o humor aquoso e esta situado posterior e adjacente a membrana de
Descemet (Spreull, 1966; Startup, 1984; Slatter, 1992; Stevens e Lowe, 1995; Slatter
e Hakanson, 1998). As células endoteliais impedem a opacificagdo da cornea através
da regulacdo da hidratagdo corneana por bombeamento de fluido do estroma
corneano (Stevens e Lowe, 1995). A sua capacidade regenerativa pode variar com a
idade e a espécie animal (Samuelson, 1991).

O filme lacrimal esta presente sobre a cornea e a conjuntiva, constituido por
trés camadas diferentes. A camada superficial externa, composta por materiais
gordurosos e fosfolipidios; a camada média ou aquosa, formada predominantemente
por agua; e a camada mucdide interna, composta por mucoproteinas. Suas fungdes
sdo eliminar materiais estranhos, lubrificar a passagem das palpebras sobre a cornea,
fornecer um meio para a transferéncia de oxigénio atmosférico, células inflamatorias
e anticorpos para a cornea, e contribuir na manuten¢do de uma superficie lisa para
que a cornea desempenhe perfeitamente sua funcdo Optica (Gum, 1991; Slatter,
1992). Imunoglobulinas como IgA e IgG foram encontradas no filme lacrimal de
caes, 0 que constitui importante defesa contra patogenos (Gum, 1991).

A cornea possui nervos sensoriais derivados do ramo oftdlmico do nervo
trigémeo (Startup, 1984; Samuelson, 1991). Fibras nervosas amielinicas passam da

periferia da cérnea em dire¢do ao centro do estroma, estando dispostas em dois



planos. O plano superficial forma um plexo com terminagdes na camada epitelial,
onde existem terminagdes tateis e de dor. As fibras situadas em um plano mais
profundo, as quais sdo distribuidas através do estroma, t€ém somente terminagdes
tateis (Spreull, 1966).

O humor aquoso, os capilares do limbo e o filme lacrimal fornecem os
metabolitos necessarios para a cornea. Para manter o seu estado de hidratacao, ela
exige energia em forma de adenosina trifosfato (ATP) gerada pela degradagdo da
glicose, fornecida principalmente pelo humor aquoso (Gum, 1991; Slatter, 1992).
Alguns fatores podem interferir no estado de hidratagdo da cornea. A integridade do
epitélio e do endotélio corneano funciona como uma barreira fisica contra a entrada
do filme lacrimal e humor aquoso para o estroma; a evaporagdo da lagrima faz com
que ela atue como agente osmotico criando um gradiente na superficie ocular que
drena a dgua do estroma através do epitélio; um aumento na pressdo intra-ocular
pode induzir a passagem do humor aquoso para o estroma, levar a perda da funcao
do endotélio ou desorganizar o arranjo das fibras de coldgenos pelo seu estiramento

(Gum, 1991; Slatter, 1992).

2. ETIOLOGIA DAS ULCERAS DE CORNEA E PROCESSO DE
REPARACAO

As tlceras de cornea podem ter como causas primdrias os traumas fisicos ou
quimicos, € como causas secundarias os agentes infecciosos, 0 aumento na pressao
intra-ocular e as alteragdes metabodlicas (Wilcock, 1993; Slatter e Hakanson, 1998).
Também sdo citadas alteragcdes imunomediadas e ceratopatias senis como causas de
ulceras de cornea (Startup, 1984; Whitley, 1991). Dentre os traumas fisicos, podem-
se citar os agentes externos como as anormalidades palpebrais, ciliares e do sistema
lacrimal (Startup, 1984; Slatter e Hakanson, 1998).

A coérnea intacta ¢ muito resistente as infec¢des, mas uma quebra na barreira
epitelial permite a entrada de microrganismos, podendo predispd-la a ulceragdo
(Startup, 1984). Muitas bactérias t€ém sido isoladas de corneas ulceradas, incluindo
Streptococcus haemolytic, Staphylococcus, Pseudomonas spp., Morexella, Proteus,
Micrococcus e Echerichia coli, e dentre os fungos isolados estdao a Candida e o
Aspergillus (Startup, 1984). O virus da hepatite canina invade a cérnea através do

humor aquoso causando ulcera corneana (Slatter e Hakanson, 1998). O virus da



cinomose pode levar a ulceragdo na cornea por causar ceratoconjuntivite seca com
infec¢do bacteriana secundaria (Startup, 1984).

As alteragdes metabdlicas que causam ulcera de cérnea sdo raras, mas podem
ocorrer nos casos de deficiéncia de vitamina A em filhotes mal nutridos (Startup,
1984).

A cicatrizacdo de lesdes na cornea varia com a sua profundidade. As lesdes
podem envolver apenas o epitélio, ou o epitélio e o estroma superficial. A reparagdo
pode ocorrer pelo deslizamento ou migragdo das células epiteliais para cobrir a area
lesada; e por mitose, com o objetivo de reconstituir o numero de células epiteliais
normais (Samuelson, 1991; Wilcock, 1993).

A migracdo celular ocorre quase imediatamente apos a lesdo epitelial.
Fibrina, fibrinogénio e fibronectina sdo secretados do epitélio adjacente para a face
desnuda (Kern, 1990; Samuelson, 1991; Wilcock, 1993). Leucocitos
polimorfonucleares chegam até a area através do filme lacrimal e iniciam o processo
de debridamento dos restos celulares (Kern, 1990). As células epiteliais que estdo
situadas nas margens do defeito se estendem e deslizam sobre a ferida, sofrendo
mitose e restaurando a arquitetura epitelial normal. Esse processo tem inicio uma
hora apds a ocorréncia da lesdo e num periodo de 4 a 7 dias o epitélio estara
completamente regenerado (Spreull, 1966; Kern, 1990). Os processos de migragao
celular e mitose podem ser influenciados pelo sistema nervoso simpatico, por
horménios, fatores de crescimento, citocinas ¢ mensageiros quimicos (Kern, 1990).
Segundo Wilcock (1993), a atividade mitotica € estimulada pelo fator de crescimento
epidermal derivado do epitélio lesado e do filme lacrimal e ¢ mais marcante nas
células epiteliais basais préximas ao limbo.

Quando a membrana basal epitelial estiver intacta, as células epiteliais podem
utiliza-la para sua adesdo ao estroma. Nos casos de perda da membrana basal, a
reconstituicdo dos seus novos complexos serd iniciada entre 5 a 7 dias apos a lesdo,
sendo necessarias 6 a 8 semanas para a sua completa reconstru¢do. Durante este
tempo, a adesdo do epitélio ao estroma estara ausente (Kern, 1990).

Em lesdes que envolvem o epitélio e parte do estroma, a reparagdo ocorre
mais lentamente, sendo por migracdo e replicagdo epitelial juntamente com
fibroplasia estromal. Uma lesdo penetrante no estroma causa a morte dos ceratdcitos

situados nas margens da ferida. Um codgulo de fibrina ¢ depositado no defeito e hé a



formacdo de edema em sua volta (Kern, 1990). Em poucas horas apods a injuria,
neutrofilos chegam a ferida através do filme lacrimal, atraidos por proteases
liberadas do epitélio lesado. Eles migram pelo estroma e controlam a contaminacdo
bacteriana, degradam o colageno danificado e estimulam a fibroplasia e
vascularizagdo pela produgdo de varias citocinas (Wilcock, 1993; Wilkie e
Whittaker, 1997). Passados 3 dias, os ceratdcitos ativados da periferia da lesdo
comecam a secretar fibrilas de coldgeno que sdo orientadas aleatoriamente. Os
ceratocitos invadem a ferida e a secre¢do de fibrilas de coldgeno continua durante
semanas. O novo coladgeno secretado ¢ remodelado e torna-se mais compacto, mas
ndo consegue atingir a organizacao uniforme de antes. Essa desorganizagao vai levar
a uma opacidade corneana permanente (Spreull, 1966; Kern, 1990; Wilcock, 1993).

A perfuragdo da membrana de Descemet resulta na lesdo das células
endoteliais. As extremidades da membrana se enrolam e um coagulo de fibrina se
deposita cobrindo a ferida. Em poucas horas, as células endoteliais adjacentes
migram para cobrir o defeito criado. Esse processo € lento e pode ser completado em
até 6 semanas (Befanis et al., 1981; Kern, 1990; Wilcock, 1993). A habilidade
mitotica do endotélio varia segundo as espécies, sendo que nos gatos ¢ limitada e nos
cdes ¢ bem desenvolvida (Befanis et al., 1981). Spreull (1966) afirmou que a
membrana de Descemet era incapaz de sofrer regenera¢do. Posteriormente, foi
confirmado que se a lesdo tiver origem interna, as células endoteliais proéximas ao
defeito vao deslizar e sofrer mitose até cobrir a area e produzir nova membrana de
Descemet, € nos casos em que a origem da lesdo for externa, o endotélio pode ser
incapaz de recobrir o defeito originando uma area de edema persistente (Slatter,
1992; Wilcock, 1993; Slatter ¢ Hakanson, 1998).

Os sinais clinicos que acompanham o processo de reparagcdo se manifestam
pela dor evidenciada por blefarospasmo, epifora, fotofobia e protrusao da terceira
palpebra (Startup, 1984; Gelatt, 2003). De acordo com o tipo de lesdo, grau de
contaminagdo, tipo de microrganismo envolvido na infec¢do e com a resposta do
organismo, pode estar presente secre¢do ocular, hiperemia conjuntival, miose,
vascularizagdo, pigmentacao e edema corneanos (Startup, 1984).

A dor associada a ceratite ulcerativa ¢ derivada da estimulacdo direta dos
nervos sensoriais presentes na cérnea (ramo oftdlmico do nervo trig€meo) e do

espasmo do musculo ciliar secundério a uveite reflexa (Kern, 1990). Um reflexo



axonal (que nao requer uma sinapse) induz a vasodilatagdo da iris e corpo ciliar,
resultando em miose, hipotonia e espasmo ciliar proporcionalmente a severidade da

lesdo (Kern, 1990).

2.1. Progresséo das Ulceras de Cornea Complicadas

As tulceras de cornea tornam-se complicadas quando o mecanismo de
reparacdo normal ¢ inibido ou desequilibrado, quando a causa que esta levando a
ulceragdo nao foi eliminada ou a lesdo foi infectada com agentes infecciosos (Kern,
1990).

As enzimas proteoliticas produzidas pelos ceratdcitos e por células epiteliais e
inflamatorias destroem o coldgeno estromal, o que pode resultar em descemetocele e
perfuracdo da cérnea (Kern, 1990).

Os ferimentos ndo complicados cicatrizam sem vascularizacdo, mas as lesdes
infectadas ou destrutivas recompdem-se com vascularizacdo, e neste caso a
infiltracdo celular ¢ mais extensa. Ocorre invasdo da éarea lesada por vasos
sanguineos provenientes do plexo vascular limbico. A deposicdo de tecido de
granulagdo forma a cicatriz, que serd mais densa, portanto mais opaca, do que nos
casos em que ha a cicatrizacao avascular. Os vasos sanguineos sao colapsados apos a
reparacdo, mas nao desaparecerem completamente, podendo ser visualizados através

de lampada de fenda (Slatter, 1992; Slatter e Hakanson, 1998).

3. TRATAMENTO DAS ULCERAS DE CORNEA

As doencas da cornea podem ser classificadas como inflamatorias e nao
inflamatorias. As doencas inflamatérias podem ser divididas em ceratite ndo
ulcerativa e ceratite ulcerativa. As ceratites ulcerativas podem ser subdivididas
segundo a profundidade da lesdo como superficial, estromal profunda e
descemetocele. As ulceras superficiais podem ser classificadas como ndo
complicadas, progressivas e refratarias (Whitley, 1991, Gelatt, 2003).

Devido as inumeras causas de ulceracdes corneanas, um simples plano
terapéutico ndo ¢ eficiente para todas as circunstancias. Geralmente o tratamento ¢
direcionado no sentido de cumprir varios objetivos. Dentre eles estdo a prevencao ou
a eliminacdo da contaminacdo ou da infec¢do, além de outros agentes fisicos e

quimicos; o controle da uveite anterior, a analgesia, o controle da destruigado tecidual,



a preservagao da transparéncia e das fungdes da cérnea e suporte para o tecido (Kern,
1990). Sdo citados ainda, como principios fundamentais no tratamento da ceratite
ulcerativa, a identificacdo e a remog¢do da causa da tlcera, a determinagdo do estagio
e da severidade da ulcera e a selecdo de uma modalidade terapéutica apropriada

(Whitley, 1991). Assim, pode-se citar dois tipos de terapia: a clinica e a cirargica.

3.1. Tratamento Clinico

A limpeza da cdérnea e do saco conjuntival é essencial no tratamento das
ulceras corneanas e pode ser feita utilizando-se solugdo fisiologica e algodao,
tomando cuidado para ndo agredir a cérnea. Com este procedimento, a utilizacdo de
antibidticos poderd ser mais efetiva. A remocao de tecido necrético, quando presente,
pode ser necessaria (Startup, 1984).

A via de administragdo e o tipo de antibidtico utilizado serdo decididos de
acordo com a avaliagdo clinica, considerando-se a severidade da lesdo. A escolha do
antibidtico depende dos resultados da citologia e da coloragdo de Gram, além da
cultura e antibiograma (Kern, 1990).

O tratamento topico utilizado em ulceras superficiais deve ser feito de 4 a 6
vezes ao dia, enquanto em ulceras estromais envolvendo menos de um terco do
estroma devem ser tratadas mais agressivamente, de 6 a 8 vezes ao dia (Kern, 1990).

A dor pode ser minimizada pelo uso de ciclopégicos (atropina 0,5% a 1%).
Estes agentes causam midriase e ciclopegia pelo bloqueio dos nervos
parassimpaticos da iris e do corpo ciliar, prevenindo a formagao de sinéquias em
casos de ulceras perfurantes com envolvimentos da tivea e aliviando o espasmo ciliar
(Startup, 1984; Whitley, 1991). Recomenda-se a utiliza¢do da atropina topica de uma
a quatro vezes ao dia (Whitley, 1991).

A utilizacdo de anestésicos topicos deve ser restrita apenas no auxilio do
exame oftalmico, pois sdo toxicos para o epitélio corneano, interferindo na reparagdo
das lesdes (Startup, 1984; Kern, 1990).

Os corticosterdides inibem a regeneragdo epitelial e endotelial, a infiltragao
por células inflamatorias e a atividade fibroblastica. A resisténcia a tensao da ferida
em processo de cicatrizagdo fica diminuida, as colagenases sdo potencializadas e
aumenta o risco de infec¢ao (Kern, 1990; Slatter, 1992; Slatter e Hakanson, 1998). A

terapia com os corticosteroides reduz o , mas deve ser evitada, pois pode levar a
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perfuragdo da cornea e perda do olho. Nos casos em que este tipo de tratamento
tenha que ser feito, deve-se associd-lo aos agentes anticolagenoliticos tdpicos
(Startup, 1984). Os corticosteroides sdo uteis depois que termina o processo de
reparagdo epitelial diminuindo a formacao das cicatrizes (Slatter e Hakanson, 1998).
Também podem ser utilizados para reduzir a neovascularizagdo apds a cicatrizagao
de uma ulcera corneana complicada (Kern, 1990).

Os agentes anticolagenoliticos inibem a colagenase e protegem o estroma
contra a rapida deterioragdo vista em alguns casos de Ulceras. Os mais conhecidos
sdo a acetilcisteina, o soro autdlogo, o acido etilenodiaminotetracético dissddico
(EDTA) e a heparina (Startup, 1984; Kern, 1990; Whitley, 1991).

Os agentes lubrificantes sdo indicados nos casos em que a producdo do filme
lacrimal esta prejudicada por alguma razao, tornando o olho ressecado e predisposto
a ulceracdes. Os mais utilizados sdo aquele a base de metilcelulose (Startup, 1984).

Startup (1984) recomendou o uso das vitaminas A, C e E no tratamento de
ulceras refratarias e citou que estas vitaminas estimulam a cicatrizacdo corneana.
Outras terapias para ulceras refratirias sdo os agentes hiperosmoticos topicos, que
reduzem o edema subepitelial ¢ melhoram a aderéncia do epitélio ao estroma; a
fibronectina, uma glicoproteina plasmatica que estimula a adesdo celular, migragao
celular e sintese protéica e promove adesdo epitelial e cicatrizacdo tanto em humanos
como em coelhos; o fator de crescimento epidérmico, um polipeptidio que ocorre
naturalmente, aumenta a regeneragao epitelial e promove mitose do epitélio corneano
e a aprotinina, um inibidor das enzimas plasmina, calicreina, tripsina € quimotripsina

(Gelatt, 2003).

3.2. Tratamento Cirurgico

As ulceras de cornea persistentes, ndo responsivas ao tratamento clinico,
requerem a terapia cirirgica para a sua reparagao (Portnoy et al., 1989). Os objetivos
da terapia cirirgica sdo reparar a ulcera e prevenir a sua progressdo, proteger a
superficie da cornea durante a fase de reparagdo e retardar a degeneragdo do estoma.
Os procedimentos cirurgicos podem ser classificados como procedimentos
protetores, de sustentagdo e reconstrutivos (Kern, 1990).  Os procedimentos
protetores t€m aplicagdo especifica, mas limitada no tratamento de ceratite ulcerativa

(Kern, 1990). Sao eles o “flap” de terceira palpebra e a tarsorrafia. Os seus efeitos
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sdo cobrir a cornea e minimizar a irritacdo causada pelas palpebras sobre a cornea
durante o ato de piscar (Startup, 1984; Kern, 1990). Estes procedimentos estdo
indicados na prevencdo de ceratopatias por exposi¢do nos casos de proptose pOs-
traumadtica, no tratamento conservativo de ulcera epitelial recorrente apos a
realizagao de debridamento epitelial (Kern, 1990) e apos a realizagdo de cirurgia
intra-ocular (Huff, 1975). No entanto, a aplicacdo deste tipo de técnica cirirgica
limita a realizacdo de novos debridamentos epiteliais e impossibilita a avaliagdo da
cornea (Whitley, 1991), além de impedir o tratamento clinico (Kern, 1990). Wilkie e
Whittaker (1997), ndo indicaram a utilizagdo de “flap” de terceira palpebra e
tarsorrafia nos casos de ulceras estromais ou profundas, por ndo promoverem suporte
nas areas adjacentes da coérnea e interferirem no processo da eliminagdo de debris
necroticos da superficie corneana, facilitando a infecgao.

As varias formas de recobrimentos conjuntivais compreendem 0s
procedimentos de sustentagdo, os quais sdo opgdes versateis no tratamento de ulceras
de cérnea de qualquer tamanho, forma e profundidade (Kern, 1990). Sdo eles os
enxertos pediculados de conjuntiva e em ponte e os recobrimentos conjuntivais em
180° e 360°. Estas técnicas atuam como sustentacdo para as areas fragilizadas,
fornecem fibroblastos, vasos sanguineos e células epiteliais para atuar na reparagao
dos defeitos corneanos, além de contribuirem com propriedades antimicrobianas e
antiprotease/anticolagenase (Kern, 1990; Whitley, 1991; Wilkie e Whittaker, 1997).
Também permitem a preservacdo da visdo e possibilitam o acesso do cirurgido a
camara anterior durante o processo de reparagdo dependendo da sua localizagdao na
cornea (Kern, 1990). No entanto, necessitam de anestesia geral para a sua realizacao,
possuem potencial para a formagdo de cicatriz e requerem mais tempo e gastos do
que os outros métodos terapéuticos (Kern, 1990; Whitley, 1991).

Os procedimentos cirargicos reconstrutivos sdo aqueles que envolvem a
reparacdo direta da cérnea lesada através da utilizacdo de suturas ou enxertos. Estes
procedimentos permitem a preservagdo da transparéncia da cornea (dependendo do
tipo de enxerto) e de sua fungdo e estdo indicados nos casos de ulceras profundas ou
extensas, mas requerem experiéncia do cirurgido e instrumentos cirurgicos
especificos (Kern, 1990).

A sutura direta de pequenas ulceras e perfuragdes da cornea com menos de 3

mm de didmetro é recomendada (Kern, 1990), mas ndo ¢é tdo apropriada como os
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procedimentos que envolvem a utilizacdo de enxertos, por alterarem a curvatura da
cornea (Whitley, 1991; Wilkie & Whittaker, 1997).

Os enxertos de cornea autdgenos, alogenos e xendgenos sao pouco realizados
na pratica veterinaria porque requerem habilidade do cirurgido, instrumentos
adequados e magnificacdo do campo operatorio para a sua realizacao (Jensen, 1963;
Khodadoust, 1968; McEntyre, 1968; Keller et al., 1973; Dice et al., 1973; Richard e
Paton, 1978; Panchbhai e Kulkarni, 1986; Ehrlich et al., 1988; Portnoy et al., 1989;
Slatter, 1992; Laus et al., 1996; Wilkie ¢ Whittaker, 1997; Hansen e Guandalini,
1999). Existe ainda a dificuldade na obten¢do de cornea doadora (Hacker, 1991;
Slatter, 1992; Slatter e Hakanson, 1998). Estes procedimentos podem também
resultar em opacidade do enxerto e rejeicdo ao tecido devido a excessiva
vasculariza¢do da cérnea receptora (Brightman et al., 1989).

Os enxertos de conjuntiva também requerem habilidade cirurgica e
instrumentos adequados para a sua realizagdo. Sao amplamente utilizados em
medicina veterinaria por serem técnicas mais faceis do que o enxerto de cornea,
porém resultam em maior grau de opacidade da cornea apds a sua cicatrizacio
(Peiffer et al., 1977; Kuhns, 1979; Hakanson et al., 1988; Blogg et al., 1989; Morales
et al., 1996).

As transposi¢des corneoesclerais ou corneoconjuntivais sdo mais dificeis e
requerem maior tempo para serem realizadas do que os enxertos conjuntivais, porém
ndo necessitam de doadores e ndao ocorre reagdo imunomediada, pois os tecidos
utilizados sao do préoprio receptor. Neste caso, a formacgado de cicatriz ¢ diminuida,
mas a area de onde foi retirado o tecido doador fica danificada (Parshall, 1973; Kern,
1990). Segundo Wilkie e Whittaker (1997), as desvantagens desta técnica estdo no
fato de que o enxerto fornece apenas espessura parcial ¢ falha em produzir um
endotélio para lesdes penetrantes, além do que a presenca de suprimento sanguineo
faz com que o enxerto possa ser vascularizado, resultando em cicatriz.

Muitos tipos de tecidos bioldgicos vém sendo estudados em cirurgias
reconstrutivas na medicina humana e veterinaria. S3o utilizados implantes de tecidos
autogenos, aldgenos e xenodgenos na tentativa de reconstruir superficies oculares apds
traumas ou excisoes cirurgicas, obtendo-se resultados considerados satisfatorios. Sdo
utilizados como implante o peritonio (Garcia et al., 1996), a submucosa de intestino

delgado (Lewin, 1999; Bussieres et al., 2004), a escama de sardinha (Laus et al.,
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2000), o pericardio (Barros et al., 1995), a capsula renal (Andrade et al., 1999;
Andrade et al., 2004) ¢ a membrana amniética (Trelford e Trelford-Sauder, 1979;
Matthews et al., 1982; Kim e Tseng, 1995; Barros et al, 1998; CHIOU, A.G-Y. et al.,
1998; Azuara-blanco et al., 1999; Dua e Azuara-Blanco, 1999; Chen et al, 2000;
Monteiro et al., 2000; Park e Tseng, 2000; Woo et al., 2001; Espana et al., 2002;
Solomon et al., 2002; Fairbanks et al., 2003; Dua et al., 2004; Barros et al. 2005;
Poonyathalang et al., 2005; Tamhane et al., 2005). Outros tipos de tratamentos para
as ulceras refratdrias incluem a utilizacdo de lentes de contato terapéuticas, a
aplicacdo de adesivos ¢ a realizagdo de ceratotomias em grade e pontilhada (Whitley,
1991).

As lentes de contato flexiveis promovem a migragdo epitelial, a regenerag¢ao
da membrana basal e a adesdo do epitélio ao estroma pela protecdo da superficie
ocular contra o atrito das palpebras durante o ato de piscar (Whitley, 1991; Wagoner,
1997). Segundo Wada et al. (2000), as lentes de contato terapéuticas induzem a
vascularizagdo corneana, mas diminuem a dor por proteger a cornea de agressdes
externas, como irregularidades palpebrais, auxiliando no processo de reparagdo da
cornea. As desvantagens das lentes de contato sdo o custo elevado e a possibilidade
das lentes serem deslocadas e perdidas (Startup, 1984; Whitley, 1991). O seu uso
esta contra-indicado nos casos de ceratoconjuntivite seca e ceratite bacteriana (Kern,
1990), pois estes tipos de ceratopatias apresentam grande predisposicdo para a
contaminagdo ou ja estdo contaminadas, e o uso das lentes de contato pode agravar a
doenca, por facilitar o acimulo de debris e aumentar a proliferagdo bacteriana. O
sucesso na terapia com as lentes de contato estd na curvatura correta para cada
paciente. A curvatura inadequada ird resultar em , edema de cornea,
neovascularizagdo, infec¢do secundaria e perda da lente (Kern, 1990; Whitley, 1991).

As ceratotomias em grade e pontilhada promovem a exposicdo das células
epiteliais migratorias ao coldgeno subepitelial do tipo I, proporcionando a adesdo
mais efetiva do epitélio ao estroma (Kirschner, 1990; Whitley, 1991; Stanley et al.,
1998). Estas sdo técnicas que envolvem baixo custo, porém apresentam o risco de
perfuragdo da cornea, especialmente quando o animal esta apenas sob anestesia
topica (Stanley et al., 1998; Miller, 2001).

A utilizacdo de adesivos em cirurgia vem sendo estudada ao longo dos anos.

Para serem eficientes, os adesivos devem apresentar efeito hemostatico, provocar a
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aderéncia firme dos tecidos sem alterar o processo de reparagdo e nao possuir efeitos
colaterais ou a¢do carcinogénica (Morandini e Ortiz, 1992).

Os adesivos sintéticos surgiram como uma alternativa viavel e varios estudos
foram realizados com o cianoacrilato (Dellevigne et al., 1971; Su e Lin, 2000;
Ollivier et al., 2001). As indicagdes para a sua utilizagdo em oftalmologia incluem as
ulceras penetrantes da cornea, as descemetoceles, as ulceras estromais profundas e as
ulceras indolentes (Kern, 1990). O adesivo protege a cornea, possui propriedades
antimicrobianas e promove uma barreira contra microrganismos, parecendo ser mais
benéfico do que as lentes de contato, no entanto a técnica para a sua aplicagdao ¢ mais
dificil (Whitley, 1991). A coérnea deve ser debridada e seca antes da aplicagcdo de
pequena quantidade do cianoacrilato, com o animal sob sedacdo ou anestesia geral
(Portnoy, et al., 1989; Erdey et al., 1991; Wilkie e Whittaker, 1997). Apods a
reparacdo da lesdo, ocorre a queda do adesivo naturalmente (Wilkie e Whittaker,
1997).

Sampaio (1999) comparou a utilizagdo de adesivo de fibrina e de
cianoacrilato em cérneas de coelhos, concluindo que nenhum desses adesivos foram
completamente eficientes. O adesivo bioldgico ndo forneceu estabilidade sobre o
tecido corneano na forma de coagulo e o adesivo sintético agravou as manifestacoes

clinicas comuns a ceratectomia, retardando o processo de reparagdo corneana.

4. MEMBRANA AMNIOTICA

A membrana fetal ¢ composta por duas camadas principais: o corion, que ¢ a
camada externa da placenta que entra em contato com as células maternas e a
membrana amniotica, camada mais interna que estd em contato intimo com o feto,
separada dele apenas pelo liquido amniotico (Dua e Azuara-Blanco, 1999).

A membrana amniodtica, ou amnion, ¢ uma membrana translicida composta
por uma camada simples de células colunares firmemente aderida a camada mais
interna, mesenquimal, que contém grande quantidade de coldgeno (Dua e Azuara-
Blanco, 1999).

Externamente ao amnion est4 localizado o corion, compreendendo um tecido
conjuntivo contendo os vasos fetais (corioalantdicos) (Dua et al., 2004).

Na espécie humana a membrana amnidtica surge apdés 7 a 8 dias da

concep¢do. A sua espessura varia de 0,02mm a 0,5mm e nd3o apresenta
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vascularizagao nem suprimento sanguineo direto (Dua et al., 2004). Esta membrana ¢
composta por cinco camadas, do meio interno para o externo: o epitélio, que estd em
contato direto com o liquido amnidtico, a membrana basal, a camada compacta, a
camada fibroblastica e a camada esponjosa (Matthews et al., 1982; Dua et al., 2004).

As células amnidticas possuem numerosos microvilos em sua face apical
(Wynn e Corbet, 1969) e processos celulares se estendendo na membrana basal como
podoécitos. Estes processos celulares apresentam jungdes tipo hemidesmossomos
aderindo a membrana basal aos tonofilamentos. No citoplasma s3o encontradas
muitas vesiculas pinocitoticas, organelas em abundancia, incluindo reticulo
endoplasmatico e complexo de Golgi. Os nucleos celulares t€ém sua configuragao
irregular e indentacdes na membrana nuclear, com nucléolos sempre grandes e
homogéneos, o que sugere atividade nucleolar. A ultra-estrutura do epitélio da
membrana amniodtica tem muitas fungdes especializadas, entre elas destacam-se:
como epitélio de revestimento, como atividade epitelial secretéria e como intenso
transportador transcelular e intercelular (Dua e Azuara-Blanco, 1999). Além disso,
possui efeito antiadesivo, propriedades bacteriostaticas, protecdo da lesdo, reducao
da dor, efeito na epitelizacdo e ndo possui imunogenicidade nos casos em que for
utilizada como transplante homodlogo (Trelford e Trelford-Sauder, 1979; Azuara-
Blanco et al., 1999). A auséncia de leucocitos no &mnion permite a pratica do halo-
transplante por ndo induzir a rejeicao (Trelford e Trelford-Sauder, 1979).

A membrana amnidtica preservada ¢ considerada um tecido inerte com
células invidveis. A habilidade das membranas preservadas influenciarem na
reparacdo da lesdo através de fatores de crescimento e citocinas pode estar muito
limitada ou até inexistente (Dua et al., 2004).

Woo et al. (2001), pesquisaram os efeitos da membrana amnidtica humana na
reparacao de ulceras de cornea em coelhos e concluiram que o epitélio da membrana
amnidtica contém varios fatores de crescimento, como o fator de crescimento
fibrobléstico basico (b-FGF), o fator de crescimento epidermal (EGF), o fator de
crescimento ceratocito (KGF) e o fator de crescimento hepatocito (HGF), que atuam
facilitando a migracao epitelial promovendo a epitelizagao. Koizumi et al. (2000),
afirmaram que estes fatores de crescimento foram expressos pelo &mnion nas suas

regides epitelial e estromal.
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Park e Tseng (2000) estudaram a ceratectomia fotorefrativa transepitelial na
cornea de coelhos e chegaram a conclusdo que a morte dos ceratdcitos estd associada
com a infiltracdo de células polimorfonucleares na lesdo e que a membrana
amniotica impede a infiltragdo destas células, diminuindo, desta maneira, a morte dos
ceratdcitos e a inflamacgao.

Hao et al. (2000) identificaram a presenca de mRNA para citocinas IL-1RA
(receptor antagonista) e IL-10, que sdo potentes inibidores da inflamacao, nas células
amnioticas epiteliais e mesenquimais. Woo et al. (2001) afirmaram que a inflamagao
esta ligada ao grau de opacidade da coérnea apds a sua reparagdo e que com a
utilizagdo da membrana amnidtica ocorre a diminui¢ao da inflamacao reduzindo esta
opacidade.

Hao et al. (2000) demonstraram a ac¢do antiangiogénica da membrana
amniotica através da expressao da trombospondina-1, um potente antiangiogénico
quimico, em todas as células epiteliais e em 20% das células mesenquimais do
amnion. Além disso, os mesmos autores afirmaram que as propriedades
antiinflamatérias da membrana amnidtica diminuem o estimulo a angiogénese e
consequentemente a neovascularizagdo corneana.

Segundo Azuara-Blanco et al. (1999) e Dua et al. (2004) a membrana
amniodtica deve ser coletada de doadora saudavel, que ndo apresente sinais de
qualquer tipo de infec¢do e por meio de cesariana, sendo que o seu processamento €
a sua preparacao deverao ser realizados sob condigdes estéreis.

O método de preparacdo da membrana amniotica proposto por Kim e Tseng
(1995), consiste em realizar a coleta da placenta por meio de cesariana em ambiente
livre de contaminagdo, remover os codgulos sanguineos através de lavagem com
solucdo salina, separar a membrana amnidtica do cérion manualmente e colocé-la
sobre papel de nitrocelulose com a superficie epitelial voltada para cima. Na proxima
etapa mergulha-se o papel com a membrana 3 vezes em solucdo contendo 1.000
Ul/ml de penicilina, 20 mg/ml de estreptomicina e 2,5 mcg/ml de anfotericina B,
secciona-se o papel em discos de 1,5 cm de didmetro e estoca-se em glicerina a
100% a 4°C. Barros et al. (2005), sugeriram que as membranas podem ser estocadas

em glicerina a 98% em temperatura ambiente.
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Foram descritos outros métodos de preservagdo e estocagem da membrana
amniotica, entre eles estdo a liofilizagdo, o ar seco, o tratamento com glutaraldeido e
politetrafluoreliteno e a irradia¢do (Dua et al., 2004).

Souza et al. (2004) verificaram a contaminagdo da membrana amniotica
humana a fresco no tempo zero ¢ em varios tempos diferentes apds o parto e
verificaram que todas as membranas apresentaram contaminagdo bacteriana. Os
mesmos autores sugeriram cuidados assépticos durante o manuseio da membrana
antes da sua utiliza¢do. Dua et al. (2004), afirmaram que existe o risco de infeccdo e
que devem ser realizados procedimentos de anti-sepsia ndo apenas durante a
preparagao e estocagem da membrana, mas periodicamente, durante o seu uso
clinico.

Quando a membrana amnidtica ¢ usada para cobrir a superficie ocular e ¢
removida ou desprende-se espontaneamente, ela ¢ referida como uma bandagem e,
neste caso, a epitelizagdo ocorre sob a membrana. Quando ela ¢ utilizada na
expectativa de tornar-se epitelizada e incorporada ao tecido do receptor, ela sera
referida como um enxerto (Dua et al., 2004).

Nos casos em que a membrana amnidtica é requerida como um substrato para
a migracao celular, isto ¢, quando ¢ usada como um enxerto, a mesma devera ser
posicionada no local com a sua face epitelial, ou membrana basal, voltada para cima,
sem entrar em contato com a superficie ocular. Ja nos casos em que a membrana ¢é
requerida como uma bandagem, primariamente para conter a reacdo inflamatdria
enquanto a epitelizacao estd ocorrendo sob ela, a mesma sera posicionada com a sua
face epitelial em contato com a superficie ocular (Dua et al., 2004). Hao et al. (2000)
sugeriram que nesta posicdo, ocorre a liberagdo de alta concentragdo de fatores

antiinflamatdrios presentes na membrana amnidtica, para a superficie ocular lesada.

5- GLICERINA COMO MEIO DE PRESERVACAO

A glicerina a 98% ¢ um dos meios de preservacdo mais utilizados em casos
clinicos e em pesquisas (Rodaski et al., 2000; Filgueiras et al., 2004; Brun et al.,
2004).

Sabe-se que a glicerina a 98% desidrata o tecido e preserva a concentragiao
i0nica das células mantendo a integridade celular (Pigossi, 1964). Esta capacidade de

desidratacdo confere a glicerina um poder anti-séptico (Chirife et al., 1982) contra
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fungos e bactérias (Pigossi, 1967), porém nao tem agao sobre virus (Coronado et al.,
1998).

Filgueiras et al. (2004) realizaram estudo utilizando a glicerina a 98% na
preservagdo de aloenxertos 6sseos e constataram que este meio ndo s6 reduziu as
caracteristicas imunogénicas do enxerto como também o manteve livre de
contaminagdo. O carater anti-séptico e anti-imunogénico da glicerina também foi
encontrado por Brun et al. (2004).

Em estudo realizado por Cavassini et al. (2001), a glicerina preservou a
funcdo osteoindutora de implante dsseo em tecido subcutdneo e intramuscular de
ratos. Mota et al. (2002) analisaram a ultra-estrutura da tiinica muscular de intestino
delgado de cdes preservada em diferentes meios e concluiram que os meios
estudados ndo sdo capazes de manter a integridade celular, mas a glicerina a 98% foi
o meio de preservacdo que melhor manteve a ultra-estrutura celular. Os mesmos
autores sugeriram a realizacao de novos estudos para se encontrar um meio ideal para
a preservacgao de tecidos.

Krauspenhar (2003) afirmaram que o periodo minimo para se obter o efeito
anti-imunogénico ¢ anti-séptico da glicerina a 98% corresponde a 30 dias, pois as
bactérias Gram negativas podem levar até 27 dias para estarem ausentes no tecido
preservado.

O tempo proposto de hidratacdo do tecido que foi conservado em glicerina a
98% foi de 15 minutos antes da sua utilizagdo (Sartori Filho et al., 1997).

Estudos em cirurgias oftalmicas envolvendo a utilizacdo da glicerina como
meio de preservagdo de membrana amnidtica em temperatura ambiente ou
refrigerada a 4°C, tém demonstrado resultados satisfatorios (Kim e Tseng, 1995;
Barros et al., 1998; Monteiro et al., 2000). Além das caracteristicas supracitadas
conferidas a glicerina como meio de preservagdo, ela ainda ¢ de baixo custo e de

facil manuseio, estimulando mais estudos com a sua utilizacao.
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MATERIAL E METODOS

O projeto para a realizagio deste estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica
do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa - UFV, com o
protocolo de nimero 85/2006.

Este estudo estd em conformidade com as normas para experimentagdao
oftalmologica, seguindo os critérios da Association for Research in Vision and
Ophthalmology (ARVO), a qual exige que apenas um dos olhos de cada animal seja
comprometido, para que as alteracdes relacionadas ao ato cirurgico e ao processo de
reparagao corneana nao interfiram com o bem estar do animal durante o periodo pos-

operatorio.

1. OBTENCAO E PREPARO DA MEMBRANA AMNIOTICA

As membranas amnidticas utilizadas neste experimento foram obtidas de uma
cadela gestante, higida, encaminhada ao Hospital Veterinario da Universidade
Federal de Vigosa, que foi submetida a cesariana eletiva com fetos a termo.

A coleta das membranas foi feita de forma asséptica. Inicialmente as
placentas foram lavadas com solugdo fisiologica estéril' a 0,9%, em temperatura
ambiente, para a remog¢ao de codgulos sanguineos. As membranas amnidticas foram
separadas manualmente do cérion, lavadas com solugdo fisiologica estéril' a 0,9% e
imersas em solugdo tampdo fosfato” estéril, contendo 1000UI/ml de penicilina G,
20mcg/ml de estreptomicina e 2,5mcg/ml de anfotericina B*.

Em seguida, as membranas foram estendidas sobre papel de nitrocelulose
com sua face epitelial voltada para cima e com a membrana basal (estroma) voltada
contra o papel. O papel com a membrana aderida, foi cortado em dimensdes de dois
centimetros por dois centimetros e imerso em frascos individuais contendo glicerina
a 99%, segundo técnica descrita por Kim e Tseng (1995).

As membranas foram estocadas em temperatura ambiente por um periodo
minimo de trinta dias antes da avaliagdo microbioldgica, como sugerido por Barros et

al. (2005).

! Solugio fisiologica — Cloreto de Sodio 0,9% - Biosintética Farmacéutica Ltda - Sdo Paulo - Brasil
% Ophthalmos Férmulas Oficinais LTDA - Sdo Paulo - Brasil
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2. AVALIACAO MICROBIOLOGICA DAS MEMBRANAS

Os fragmentos das membranas foram coletados assepticamente, triturados
com solu¢do salina a 0,85% estéril e inoculados em placas contendo dgar-sangue e
em placas contendo agar Sabouraud. As amostras inoculadas em agar-sangue foram
incubadas a 37°C por 48 horas para a analise bacteriologica, e as em agar Sabouroud
foram incubadas a 25°C durante 10 dias e a 37°C por 48 horas para a analise
micologica. No agar Sabouroud dependendo da temperatura em que as amostras
inoculadas forem incubadas podera crescer tipos de fungos diferentes. Este meio a
37°C por 48 horas ¢ mais seletivo para leveduras, enquanto a 25°C por 10 dias

poderdo se desenvolver outros tipos de fungos.

3. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Por se tratar de uma espécie docil, de facil manuseio, com baixo custo para
manutengdo e por ter um globo ocular de bom tamanho em relagdo ao corpo, os
coelhos tém sido amplamente utilizados como modelo animal de experimentagdo em
pesquisas tanto na medicina humana como na veterinaria. Estas pesquisas se
acumulam ao longo dos anos, facilitando a interpretagdo de novas investigagoes. No
presente trabalho escolheu-se a utilizagdo desta espécie porque a sua cornea possui
um tamanho maior, ocupando cerca de 25% da area total do globo ocular. Isto
facilita a realizagdo do procedimento cirargico. Além disso, o exame clinico nesta
espécie ndo necessita de contengdo quimica, pois pode ser realizado apenas com a
contengdo manual (Bellhorn, 1991). Um outro fator determinante ¢ a cor da iris
nestes animais, fator que favorece a avaliagdo pos-cirirgica da cérnea e da camara
anterior.

Foram utilizados 28 coelhos da raca Nova Zelandia brancos, com 150 dias de
idade, fémeas, higidas, pesando entre 3,0 e¢ 4,5 kg, obtidos junto ao setor de
cunicultura da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Os animais foram separados
aleatoriamente em dois grupos de 14 animais cada, sendo um grupo tratado e um
controle. Os animais do grupo tratado receberam o implante de membrana amnidtica

xendgena. Todos os animais foram mantidos na coelheira do Departamento de
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Veterinaria da UFV recebendo 4gua, feno e ragdo especifica para coelhos’ ad

libitum.

4. TECNICA CIRURGICA E POS-OPERATORIO

Antes de todo o procedimento anestésico e cirtrgico nos dois grupos, 0s
animais foram submetidos a jejum hidrico de duas horas e solido de doze horas.
Todos os animais foram sedados com acepromazina® na dose de 0,1 mg/kg de peso
vivo por via intravenosa. Passados quinze minutos, os animais receberam anestesia a
base de tiletamina/zolazepam’, na dose de 30 mg/kg de peso vivo por via
intramuscular. Durante todo o procedimento cirargico o olho operado recebeu colirio
anestésico a base de lidocaina a 4%7.

Apobs o posicionamento em decubito lateral direito, com a cérnea voltada
paralelamente a mesa, procedeu-se o corte dos pélos e a lavagem da regido periocular
com solucdo de iodopovidona a 10%. Em seguida, foi feita a protecdo do campo
operatério e a anti-sepsia da cornea, da conjuntiva palpebral e bulbar com a
utilizagdo de solug¢do de iodopovidona a 0,5% seguida pelo enxagiie com solugio
fisiologica estéril' a 0,9%.

As cirurgias foram realizadas com auxilio de lupa oftdlmica binocular de 2,5
vezes de aumento® e 340 mm de distancia focal. A fixagdo do globo ocular foi
efetuada com a utilizagdo de duas suturas de apoio utilizando fio de nylon 3-07 e
pingas mosquito colocadas na posi¢ao 6 e 12 horas através da conjuntiva bulbar a 0,5
cm do limbo. Para a obtencdo da blefarostase, foi inserido um espéculo ocular de
Barraquer® entre as palpebras e uma sutura de apoio na terceira palpebra com fio de
nylon 3-0’ e pinga mosquito.

Em seguida, procedeu-se a ceratectomia superficial a 3 mm do limbo na
posi¢do 2 horas, retirando-se um fragmento corneano de 5,0 mm de diametro e 0,15
mm de espessura com auxilio de trépano de Castroviejo®, lamina ntimero 15 montada

em bisturi cabo niimero trés e instrumental microcirargico oftalmico®.

3 Ragdo peletizada para coelhos Agroceres® - Minas Gerais - Brasil

* Acepran® - Univet - Sdo Paulo - Brasil

> Zoletil® - Virbac - Sao Paulo - Brasil

% Lupa cirargica OPTON - Ortovet — Ortopedia Veterinaria Comercial Ltda. Sio Paulo - Brasil
7 Fio nylon monofilamentar 3-0 Ethicon® - Sio Paulo - Brasil

¥ Petrovich Instrumental Cirtrgico — Sdo Paulo - Brasil
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Finalizando o procedimento de ceratectomia superficial foi instilada uma gota
de fluoresceina’ no olho operado. Apés a lavagem com solucio fisiologica estéril a
0,9%', a impregnagdo do corante no estroma confirmou a remogdo do epitélio
corneano.

No grupo tratado, um fragmento da membrana amnidtica de
aproximadamente 2cm’, previamente hidratado por 15 minutos em solugdo
fisiologica estéril a 0,9%', foi posicionado sobre o defeito corneano com sua face
epitelial em contato com a cornea. A fixagdo da membrana a cornea se deu através de
sutura com pontos simples separados ao redor do defeito corneano, utilizando-se fio
de nylon 9-0'°. A sutura deixou as bordas do defeito livre e atravessou totalmente o
implante, mas ndo totalmente a cornea receptora, ou seja, nao atingiu a membrana de
Descemet. Inicialmente foram aplicados quatro pontos cardeais e posteriormente, 0s
demais para a fixacdo adequada do implante a cornea, totalizando 8 pontos. Apos a
finalizagdo da sutura, foi realizado novo teste de fluoresceina com o objetivo de
delimitar a por¢do excedente da membrana a ser excisada. Com a membrana corada
pela fluoresceina, procedeu-se ao corte e a remog¢ao da por¢cdo ndo suturada da
membrana amnidtica. Durante o trans-operatério, o implante ¢ a cdérnea foram
irrigados constantemente com solugio fisiologica estéril a 0,9%'.

Apoés a cirurgia todos os animais receberam uma gota de colirio a base de
neomicina 0,175%, polimixina B 10.000 Ul/ml e bacitracina 0,025%", além de uma
gota de colirio a base de atropina a 0,5%”.

No tratamento pds-operatério de todos os animais foi realizada a limpeza do
olho operado com gaze e solugdo fisiologica estéril a 0,9%', uma vez ao dia. No
mesmo periodo, foi feita a aplicacdo de colirio a base de neomicina 0,175%,
polimixina B 10.000 UI/ml e bacitracina 0,025%" e de colirio a base de atropina a
0,5%, na dose de uma gota a cada quatro horas, durante o periodo diurno, por quinze
dias. Todos os animais foram mantidos, durante todo o experimento, com a utilizagdo
de colar do tipo elizabetano e em gaiolas individuais.

A remocgao da sutura e da membrana amnidtica dos animais do grupo tratado

foi feita no sétimo dia ap0s a realizagao da cirurgia, independente do estado em que a

? Fluoresceina sodica® — Solugdo oftalmica estéril/ Allergan Produtos Farmacéuticos Ltda - Minas
Gerais - Brasil

' Poliamida Monofilamento 9-0, agulha 3/8 espatulada, NP6590 Oftalmologia/ PolySuture Ind. e
Com. LTDA. Séo Paulo - Brasil
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membrana amniotica se encontrasse. Para isto, os animais foram submetidos a
sedagdo com acepromazina® na dose de 0,1 mg/kg por via intravenosa e aplicou-se

colirio anestésico a base de lidocaina a 4%>.

5. PROTOCOLO DE AVALIACAO

5.1. Avaliacéo clinica

O exame clinico constou de iluminagio direta utilizando-se lanterna'' para a
avaliacdo de blefarospasmo, secre¢do ocular, congestdo de vasos conjuntivais,
neovasculariza¢do corneana e permanéncia do implante. No exame clinico também
foi avaliada a presenca de desconforto. Realizou-se o teste de fluoresceina para
verificar a presenga da membrana no grupo tratado e o grau de epitelizagdo da area
que sofreu a ceratectomia no grupo controle e no grupo tratado apos a remocao do
implante.

O exame clinico foi realizado antes de se instilar qualquer colirio para que os
parametros observados nao sofressem alteragdes. Em seguida o olho operado foi
lavado com solugio fisiologica a 0,9%' para a remogdo de qualquer impureza e, sO
entdo, se procedeu ao teste de fluoresceina.

Todos os parametros foram verificados 24 horas apos a cirurgia, a cada 48
horas durante os primeiros sete dias de pds-cirurgico e a cada quatro dias até o final
do periodo de observagao de cada grupo.

Os parametros blefarospasmo, secrecao ocular, congestdo de vasos
conjuntivais, neovasculariza¢do da cérnea e desconforto, foram classificados como
presente ou ausente.

A opacidade da cornea e do implante foram classificados como ausente (grau
0), quando a cérnea ou o implante apresentaram-se completamente transparentes,
discreta (grau 1), quando se apresentaram com coloracdo branca, mas ainda
permitindo a visualizagdo da cdmara anterior, e intensa (grau 2) quando se
apresentaram com coloragdo branca sem permitir a visualizagdo da cadmara anterior.
Esta classificacao nos animais do grupo tratado foi feita somente a partir da remogao

da sutura e do implante, 7 dias apds o procedimento cirurgico.

"' Mini Maglite® - MAG Instrument — Ontério — California - USA
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5.2. Avaliagao histologica

Os animais de cada grupo foram submetidos a eutandsia nos dias 1, 2, 7, 15,
30, 60 e 180 apos o procedimento cirargico. Para isso, os animais foram sedados com
acepromazina’ na dose de 0,1 mg/kg por via endovenosa, apds quinze minutos foi
aplicado tiopental pela mesma via em dose suficiente para provocar parada
respiratdria e cardiaca, e s6 entdo seguiu-se a aplicagdo de cloreto de potéassio por via
intravenosa.

Ap0s a eutanasia os olhos em estudo foram enucleados e fixados em liquido
de Bouin. Decorrido um periodo de 24 horas as pecas foram imersas em alcool a
70%, seccionadas longitudinalmente de maneira a se avaliar principalmente a cornea,
e ap6s sofrerem processamento histolégico rotineiro, foram incluidas em parafina,
seccionadas a espessura de 4um em micrétomo rotativo manual e coradas por
Hematoxilina-Eosina (H.E.) e Tricromio de Gomori (T.G.).

O processo de reparacdo da coérnea foi estudado por microscopia Optica,
avaliando-se o grau de epitelizacdo da cornea e a incorporagdo do implante quando
presente, a presenca de leucdcitos, de edema e de infiltragdo vascular, e a
proliferacdo de fibroblastos. A epitelizacdo da cornea e a incorporagdo do implante
foram classificadas de acordo com as tabelas 1 e 2, respectivamente; o edema ¢ a
infiltragdo vascular foram classificados como presente ou ausente e as demais

variaveis foram classificadas de acordo com o resultado do estudo morfométrico.

Tabela 1. Classificagdo microscopica da epitelizagdo da cornea em coelhos apos a

realizacdo dos procedimentos cirurgicos.

GRAU EPITELIZACAO DA CORNEA
0 Ausente
1 Incompleta
2 Completa
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Tabela 2. Classificagdo microscopica da incorporagdo do implante a cérnea em

coelhos submetidos a ceratectomia superficial e tratados com membrana amnidtica.

GRAU INCORPORACAO DO IMPLANTE
0 Ausente
1 Incompleta
2 Completa

5.3. Estudo Morfométrico

ApOs a preparagdao das laminas histologicas, foram obtidas fotomicrografias
dos cortes histologicos com aumento de 100X e de 400X de todos os animais nos
periodos pré-determinados.

Foi desenhada no programa de informatica PowerPoint uma gradicula
composta por 10 linhas dispostas paralelamente em distancias iguais em posicao
vertical, e 10 linhas dispostas paralelamente em distancias iguais em posi¢do
horizontal, totalizando 100 pontos de intersec¢do. Esta gradicula foi posicionada em
trés regides diferentes de cada fotomicrografia da area normal e da area lesada de
todos os animais, tomando o cuidado para a grade nao sobrepor o local onde foi
posicionada anteriormente (Aherne e Dunnill, 1982).

Foram realizadas contagens de todos os tipos celulares superpostos pelos
pontos de intersec¢dao da gradicula. Assim, cada tipo celular foi quantificado em 3
diferentes regides do corte histologico da area normal e em 3 regides do corte
histologico da area lesada, totalizando 4200 pontos em cada 4rea, de cada grupo
(Fig.1).

De cada lamina histologica também foram realizadas medidas em pm
utilizando uma régua acoplada a ocular de um microscopio 6ptico. Para isto, cada
corte histologico de todos os animais nos periodos pré-determinados foi dividido em
area normal e 4rea lesada. A area normal foi subdividida em 3 regides, sendo que de
cada regido foram obtidas dez mensura¢des com distancias iguais entre elas. O
mesmo procedeu-se com a area lesada, totalizando 30 mensuragdes da area normal e
30 da area lesada em cada animal (Aherne e Dunnill, 1982) (Fig.2).

Desta forma foram obtidas as medidas em pm da espessura das regides
normais ¢ lesadas do estroma em aumento de 100X e do epitélio ¢ da membrana de

Descemet em aumento de 400X totalizando 5040 medidas histolédgicas.
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5.4. Avaliagao estatistica

As variaveis quantitativas foram submetidas aos testes de Normalidade
(Lilliefors) e Homocedasticidade (Cochran). Como ndo atenderam as premissas de
normalidade e homocedasticidade, mesmo apos as transformagdes apropriadas, os
dados foram submetidos ao teste ndo-paramétrico de Wilcoxon (SAEG, 1999).

As variaveis qualitativas foram submetidas ao teste ndo-paramétrico de
Wilcoxon (SAEG, 1999).

As varidveis qualitativas dicotomicas foram comparadas em tabelas de
contingéncia e analisadas pelo teste de qui-quadrado a 5% de probabilidade
(Sampaio, 2002).

Para a realizacdo do teste ndo-paramétrico de Wilcoxon utilizando o
programa SAEG, as classificagdes presente e ausente das varidveis blefarospasmo,
secre¢do ocular, desconforto, congestdo dos vasos conjuntivais e neovascularizagido
da cornea foram transformadas em valores 1 e 2 respectivamente. Para o teste de
fluoresceina atribuiu-se o valor 1 para a classificacdo de resultado positivo e o valor
2 para a classificaciio de resultado negativo. A variavel opacidade da cornea atribuiu-
se o valor 1 para a classificagdo ausente (grau 0), valor 2 para a classificagdo discreta

(grau 1) e valor 3 para classificacao intensa (grau 2).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliagdo microbiologica das membranas amnioticas utilizadas nos
procedimentos cirargicos do grupo tratado teve como finalidade constatar a auséncia
de fungos ou bactérias no material preservado em glicerina a 99%, durante 30 dias,
em temperatura ambiente. Na avaliag¢do realizada, ndo foram encontrados quaisquer
tipos de microorganismos, permitindo a utilizagdo das membranas nos
procedimentos cirargicos. Assim, a glicerina mostrou-se eficiente como meio de
preservagdo da membrana amnidtica canina em temperatura ambiente. O mesmo foi
constatado por Barros et al. (2005) quando utilizaram a membrana amnidtica canina
preservada em glicerina a 98% para a reconstrugdo da superficie corneana em um cao
e por Laus et al. (2000) quando testaram o emprego da escama de sardinha, também

conservada neste meio, em ceratoplastias lamelares.
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Antes da utilizagdo do microscopio cirurgico para a realizacdo de
microcirurgias, as cirurgias oftdlmicas eram realizadas com a utilizagdo de materiais
alternativos como a lupa binocular para a magnificagdo do campo operatério. No
presente estudo, a lupa binocular com aumento de 2,5 vezes e distancia focal de
340mm mostrou-se eficiente para a magnificagdo do campo cirurgico, facilitando a
realizacdo das cirurgias e diminuindo os riscos de perfuracdo das corneas. Durante
todo o periodo pds-operatdrio, constatou-se pelo exame clinico a ndo ocorréncia de
sinéquias ou uveite nos olhos estudados, confirmando que em nenhum procedimento
houve perfuragdo da cérnea. Dice et al. (1973) utilizaram uma lupa binocular na
realizagao de transplante de cérnea experimental em cdes e também obtiveram
resultados satisfatorios. O custo de equipamento para esterioscopia, como o
microscopio cirirgico, chega a ser no minimo 30 vezes mais elevado do que o custo
de uma lupa binocular com aumento de 2,5 vezes e distancia focal de 340mm. Frente
aos beneficios alcangados com a utilizagdo da lupa binocular nos tipos de
procedimentos envolvidos nesta pesquisa € ao preco do microscopio cirurgico que
algumas vezes limita a sua utilizagdo na veterinaria, pode-se concluir que a lupa
binocular especificada deva ser utilizada com mais freqiiéncia na medicina
veterinaria.

O blefarospasmo, sinal clinico que indica dor (Startup, 1984; Gelatt, 2003),
esteve presente em apenas 3 animais do grupo controle por até dois dias. No grupo
tratado, este sinal clinico se manifestou em 12 animais, persistindo por tempo
variavel. Estatisticamente, o blefarospasmo mostrou significancia até o nono dia de
pos-operatorio nos animais do grupo tratado. A partir do décimo dia ndo existiu
diferenca estatistica entre os grupos (Tab.3 e Fig.3). Acredita-se que o atrito do fio de
sutura com a conjuntiva palpebral causou o blefarospasmo (Barros et al., 1998) e sua
resolucdo espontanea pode ser atribuida a remog¢do da sutura e da membrana
amniotica, 7 dias apds a cirurgia. A perpetuagdo da dor nos animais do grupo tratado

também se deve ao atraso no processo de reparacao constatado neste grupo.
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Tabela 3 — Valores médios atribuidos ao blefarospasmo nos animais dos grupos

tratado e controle ap0s a realizagdo dos procedimentos cirirgicos

Dia

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

GT Lo* 1,1* 1,3* 1,3 1,3 1,3 1,6 L7 1,7 1,8 1,8 1,8 1,8 1,9°

GC 1.8 1,8° 2,0° 2,0° 2,0° 2,0° 2,0° 2,0° 2,0° 2,0 2,0 2,0 20 20°

Nota: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga ao nivel de 5% de significancia pelo teste

de Wilcoxon.

Figura 3 — Representacdo grafica dos valores médios atribuidos ao blefarospasmo

nos animais dos grupos tratado e controle apds a realizagdo dos procedimentos

cirargicos
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Dias em que foi observado o blefarospasmo

Nota: em valores atribuidos 1 = Fendmeno presente, 2 = Fendmeno ausente.

A secregdo ocular do tipo serosa mostrou-se evidente em 5 animais do grupo
controle por apenas um dia e todos os animais do grupo tratado apresentaram
secrec¢do ocular do tipo mucosa por periodos variados. Estatisticamente, até o décimo
terceiro dia de pds-operatorio houve diferenga, que a partir do décimo quarto dia ndo
existiu entre os grupos (Tab.4 e Fig.4). A congestdo dos vasos conjuntivais esteve
presente em todos os animais do grupo tratado e em 10 animais do grupo controle,
sendo que persistiu por mais tempo no grupo tratado do que no grupo controle.
Assim, a congestdo mostrou-se significante nos animais do grupo tratado até o
décimo quinto dia de pos-operatdrio e a partir do décimo sexto dia esta variavel ndo

foi significante (Tab.5 e Fig.5).
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Tabela 4 — Valores médios atribuidos a secregdo ocular nos animais dos grupos

tratado e controle ap0s a realizagdo dos procedimentos cirirgicos

a 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

GT 10* 1,1* 1,1* 1,1* .,1* 1,1* 14 L7* 1,5 1,5 15 1,6 1,6° 19

G 1,6 2,0° 20> 20> 20 20 20 20 20 20 20> 20> 20 20°
C

Nota: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga ao nivel de 5% de significancia pelo teste

de Wilcoxon.

Figura 4 — Representacdo grafica dos valores médios atribuidos a secre¢do ocular
nos animais dos grupos tratado e controle apds a realizagdo dos procedimentos

cirargicos
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Nota: em valores atribuidos 1 = Fenémeno presente, 2 = Fenomeno ausente.

Tabela 5 — Valores médios atribuidos a congestdo dos vasos conjuntivais nos

animais dos grupos tratado e controle apds a realizacdo do procedimento cirurgico

© 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
(@)

GT 10 1,1 1,1 14 14 14 14 15 15 1,5 1,5 1,5 L5 16 18 19

a a a a a a a a a a a a a a a a

GC 13 1,5 1,5 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20

b b b b b b b b b b b b b b b a

Nota: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga ao nivel de 5% de significancia pelo teste

de Wilcoxon.
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Figura 5 — Representagdo grafica dos valores médios atribuidos a congestdo dos
vasos conjuntivais nos animais dos grupos tratado e controle apds a realizacdo dos

procedimentos ciriirgicos
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Nota: em valores atribuidos 1 = Fenomeno presente, 2 = Fendmeno ausente.

No presente trabalho foram utilizadas membranas amniodticas xendgenas e
preservadas, assim estes sinais sugerem a ocorréncia de reagdo inflamatoria a
membrana amniotica ¢ ao fio de sutura, que atuaram como corpo estranho no local
levando a ocorréncia de secrecdo ocular do tipo mucosa e de congestdo conjuntival
persistente nos animais que utilizaram este tipo de tratamento. Como descrito por
Azuara-Blanco et al. (1999), a membrana amnidtica apresenta propriedades
bacteriostaticas e ndo possui imunogenicidade se for homoéloga. Também foi
identificada a presenca de inibidores inflamatérios nas células epiteliais da
membrana amniodtica a fresco (Hao et al.,, 2000) e a auséncia de leucocitos no
amnion, permitindo a pratica do halo-transplante por ndo induzir a rejei¢do (Trelford
e Trelford-Sauder, 1979).

Os animais do grupo controle apresentaram secrecdo ocular do tipo serosa, o
que ¢ considerado normal nos processos ulcerativos da cornea e esta relacionado aos
processos conjuntivais e da cornea por estimulo das células caliciformes (Startup,
1984; Kern, 1990); e a congestao dos vasos conjuntivais com menor significado nos
animais deste grupo se deu como resultado do trauma causado pelas suturas de apoio
aplicadas para a imobilizacao do globo ocular durante o procedimento cirurgico. Este
mesmo achado também foi constatado por Souza (2003).

Somente os animais do grupo tratado apresentaram desconforto, que persistiu

por até sete dias durante o periodo poOs-operatdrio, mesmo periodo em que foi
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realizada a remoc¢do da sutura e da membrana amniodtica que ja apresentava um
aspecto necrotico e de decomposi¢do (Tab.6 e Fig.6). Assim, houve diferenga ao
nivel de 5% de significancia entre os grupos durante o periodo em que o desconforto
esteve presente. Este achado indica que a membrana amnidtica, presente no local até

este periodo, e o fio de sutura atuaram como corpo estranho.

Tabela 6 — Valores médios obtidos relacionados ao desconforto nos animais dos

grupos tratado e controle ap6s a realizagdo do procedimento cirtrgico

8

o 1 3 5 7
Grupo Tratado 1,0? 1,0% 1,0? 1,07
Grupo Controle 2,0° 2,0° 2,0° 2,0°

Nota: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga ao nivel de 5% de significancia pelo teste

de Wilcoxon.

Figura 6 — Representacdo grafica dos valores médios atribuidos ao desconforto nos

animais dos grupos tratado e controle apds a realiza¢ao dos procedimentos cirargicos
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Nota: em valores atribuidos 1 = Fenomeno presente, 2 = Fendmeno ausente.

Através do estudo histologico pdde-se constatar que ndo houve a
incorporacdo da membrana amniodtica as cdrneas receptoras (Apéndice A). Este
achado confirma uma das fungdes do epitélio da membrana amniotica, que ¢ o de
promover a protecao da lesdo e possuir efeito antiadesivo. A caracteristica de nao
incorporacdo da membrana quando esta ¢ utilizada como bandagem também foi
descrita por Dua et al. (2004).

Segundo Jones et al. (2000), se a velocidade de proliferagao dos ceratindcitos

estiver aumentada (hiperplasia) sem que ocorram aumentos relativos na
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diferenciagdo e descamagdo, entdo aumenta a espessura do epitélio, sobretudo das
camadas basal e espinhosa. Assim, a acantose ¢ definida como a presenca de um
epitélio espessado.

Histologicamente, nos animais do grupo tratado foi constatada a epitelizagao
corneana atréfica, apresentando apenas uma camada celular, em um animal aos 2
dias e em dois animais aos 7 dias. Dentre os dois tltimos, um apresentou o epitélio
ndo aderido ao estroma e o outro ndo apresentou epitelizacdo em algumas areas. Aos
15 dias, dois animais apresentaram acantose epitelial, sendo que em um deles o
epitélio estava atrofico no centro da lesdo e em outro estava atrofico a ausente na
mesma regido. Aos 30, 60 e 180 dias a epitelizacdo mostrou-se completa e acantotica
em todos os animais (Apéndice A; Fig. 7).

Nos animais do grupo controle notou-se epitelizacdo completa vacuolizada
em dois animais aos 7 dias. Aos 15 dias, dois animais apresentaram epitelizagdo
completa e acantotica nas extremidades da lesdo e atréfica no seu centro. Aos 30, 60
e 180 dias a epitelizacdo estava completa, sendo que em um animal aos 60 dias e em
dois animais aos 180 dias ocorreu acantose epitelial (Apéndice B; Fig.7).

Notou-se pela analise histoldgica que a epitelizacdo foi iniciada ja aos 2 dias
no grupo tratado enquanto no grupo controle iniciou-se aos 7 dias, porém aos 7 ¢ 15
dias ainda existia epitelizagdo incompleta no grupo tratado, mas no grupo controle,
no mesmo periodo, a epitelizacdo mostrou-se completa.

Em relagdo ao teste de fluoresceina, que identifica clinicamente a
epitelizagdo, realizado no periodo pds-operatorio, os animais do grupo tratado
demonstraram resultado positivo por mais tempo do que os animais do grupo
controle. No grupo tratado o resultado do teste foi positivo em alguns animais por
mais de 20 dias enquanto nos animais do grupo controle, 0 mesmo resultado se
mostrou por no maximo 11 dias em apenas um animal. Os grupos comparados nao
demonstraram diferengas significativas nos primeiros oito dias apos a cirurgia. Do
nono ao vigésimo terceiro dia houve diferencga entre os tratamentos e a partir deste

dia 0 mesmo parametro nao apresentou diferenca entre os grupos (Tab.7 e Fig.8).
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Tabela 7 — Valores médios atribuidos ao teste de fluoresceina nos animais dos

grupos tratado e controle apos a realizagdo do procedimento cirirgico

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Dia

Gr 1, 1, 1, 1, 1, 1, 1, 1, 1, 1, 1, 1, 1, 1, 1, 1, 1, 1,

GC 1, 1, 1, 1, 1, 1, 2, 2, 2, 2, 2, 2 2, 2 2 2 2 2
4a 6a 9b 9b 9b 9b Ob Ob Ob Ob Ob Ob Ob Ob Ob Ob Ob Oa

Nota: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga ao nivel de 5% de significancia pelo teste

de Wilcoxon.

Figura 8 — Representacdo grafica dos valores médios atribuidos ao teste de
fluoresceina nos animais dos grupos tratado e controle apos a realizacdo dos

procedimentos cirurgicos
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Nota: em valores atribuidos 1 = Resultado positivo, 2 = Resultado negativo.

No presente trabalho, os resultados histologicos confirmaram os resultados
clinicos obtidos pelo teste de fluoresceina e indicaram que a membrana amnidtica
acelerou o inicio do processo de reparagdo da cornea como descrito por Woo et al.
(2001), mas a partir de um determinado momento a membrana atuou como um corpo
estranho, retardando a conclusdo dos fenomenos de reparacdo da cornea. O mesmo
achado também foi descrito por Sampaio (2004).

O numero de células do tipo polimorfonucleares invadindo o estroma das
corneas dos animais do grupo controle foi maior do que naquelas do grupo tratado
(Fig.9), por isto a reparagdo da lesdo nos animais deste Gltimo grupo se manifestou
de forma mais lenta. Um dos papéis desenvolvido pela membrana amniotica

preservada ¢ o de conter as células inflamatérias vindas da superficie ocular. As
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células polimorfonucleares ndo foram encontradas na area normal nos dois grupos e
na area lesada do grupo tratado foram encontradas apenas circundando o fio de
sutura (Fig.10). Porém foram observadas em grande numero sobre as membranas
utilizadas como tratamento nos animais do ultimo grupo (Fig.11). Na area lesada do
grupo controle este tipo celular correspondeu a 1,3% dos 4200 pontos avaliados
(Tabela 8).

De acordo com Cassatella (1995) os leucdcitos participam no processo de
repara¢do de lesdes através de sua capacidade em liberar citocinas e fatores de
crescimento. As células do tipo polimorfonucleares invadem a lesdo em grande
numero ¢ produzem o fator de transformagdo de crescimento B-1, que atua na
estimulacdo da proliferacdo de ceratdcitos. Gan et al. (1999) afirmaram que a
resposta proliferativa do epitélio, estroma e endotélio corneanos mostrou-se

aumentada nas areas onde os leucécitos estavam presentes.

Tabela 8 — Resultados da analise pelo qui-quadrado para células polimorfonucleares
presentes na area lesada dos grupos tratado e controle apos a realizagdo do

procedimento cirargico

Grupos Polimorfonucleares Sem polimorfonucleares Total Geral
Total % Total %
GC 54° 1,3 4146° 98,7 4200
GT 0° 0,0 4200 100,0 4200

Nota: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga ao nivel de 5% de significancia.

A infiltragdo por células inflamatorias foi caracterizada principalmente por
células polimorfonucleares, mas ocorreu também a presenca de células
mononucleares. Nos animais do grupo tratado com periodo de avaliagdo de 1 e 2 dias
a presenca de polimorfonucleares foi baixa e concentrada ao redor do fio de sutura
(Fig.10). Enquanto no grupo controle, foi expressiva nos animais com periodo de
observacao de 1 (Fig.11) e 2 dias e em um animal aos 7 dias. Ainda no mesmo
grupo, em dois animais avaliados histologicamente aos 15 dias notou-se a presenca
discreta de mononucleares, representados por linfocitos.

Ao exame clinico, a neovascularizacdo da cérnea surgiu a partir do quarto dia

apods a cirurgia e persistiu por tempo variavel em dez animais do grupo tratado. No
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grupo controle a neovascularizacdo nao se manifestou. Estatisticamente ndo houve
diferenca entre os grupos para este parametro até o quarto dia apds a cirurgia. Entre o
quinto e o trigésimo dia, a neovascularizagao foi significativa nos animais do grupo
tratado (Fig. 12A e 12B). A partir deste periodo ndo houve diferenga entre os grupos
comparados (Tab.9; Fig.13), pois houve a regressao dos vasos neoformados nos

animais do grupo tratado.

Tabela 9 — Valores atribuidos a neovascularizagdo observada pelo exame clinico nos

animais dos grupos tratado e controle apds a realizacdo do procedimento cirurgico

(4]

- 4 5 6 7 15 30 60 180
GT 1,9 1,5° 1,5 1,3 1,4° 1,6 1,9° 1,9
GC 2,0° 2,0° 2,0° 2,0° 2,0° 2,0° 2,0° 2,0°

Nota: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca ao nivel de 5% de significancia pelo teste

de Wilcoxon.

Figura 13 — Representagdo grafica dos valores médios atribuidos a
neovasculariza¢gdo nos animais dos grupos tratado e controle apds a realiza¢do dos

procedimentos cirirgicos
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Nota: em valores atribuidos 1 = Fendomeno presente, 2 = Fendmeno ausente.

Os resultados observados quanto a neovascularizagdo da cornea indicam que
a membrana amnidtica preservada perdeu o seu poder antiangiogénico e que ela, a
partir de um determinado momento, retardou a reparacdo da cérnea e levou a
formagao de vasos devido a sua presenca insistente agredindo a cérnea. Deve-se

também levar em consideracdo que a passagem da agulha de sutura pela cornea
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causou trauma e permitiu a invasdo do estroma por células polimorfonucleares
levando a neoformacdo vascular. Estes fatos contribuiram para a perpetuacdo da
agressao e indicaram um aspecto de cronicidade nos animais do grupo tratado. Nos
animais do grupo controle ndo houve a presenca da membrana amnidtica € nem o
trauma a cornea causada pela agulha de sutura, assim a reparacdo ocorreu mais
rapidamente do que nas corneas do grupo tratado e ndo permitiu a formacdo de
Vasos.

Dua et al. (2004) afirmaram que os inibidores quimicos da angiogénese
encontrados na membrana amnidtica estariam presentes em membranas frescas.
Deste modo estas seriam mais efetivas neste aspecto do que as membranas
preservadas. Hao et al. (2000) demonstraram a a¢do antiangiogénica da membrana
amniotica a fresco através da expressdo de um potente antiangiogénico quimico, em
todas as células epiteliais e em 20% das células mesenquimais do amnion. Além
disso, os mesmos autores afirmaram que as propriedades antiinflamatorias da
membrana amnidtica diminuem o estimulo a angiogénese e consequentemente a
neovascularizagdo corneana. A neovascularizagdo da coérnea pode ou ndo estar
presente dependendo do tipo e da duragdo da agressao (Startup, 1984) e as lesdes ndo
complicadas sdo reparadas sem vascularizagdao (Slatter, 1992; Slatter ¢ Hakanson,
1998).

Embora a neovascularizagao tenha sido clinicamente evidente em dez animais
do grupo tratado, na avaliagdo histoldgica este fenomeno foi observado em apenas
um animal com periodo méximo de observacao de 15 dias (Fig. 14). Nos animais do
grupo controle o exame histolégico ndo mostrou sinal de neovascularizagdo. A
ocorréncia de vasos na avaliacdo histoldégica, em apenas uma coérnea do grupo
tratado, pode ser explicada devido a incidéncia dos cortes histologicos realizados
durante a preparacdo das laminas, que ndo incluiram os vasos observados
clinicamente.

A proliferacdo de tecido conjuntivo fibroso nas corneas esteve evidente em
sete animais do grupo tratado. Em um animal com periodo de avaliagdo de 7 dias
com proliferacdo baixa e nos seis animais com periodos de avaliagdao de 15, 30 e 60
dias com proliferagdo alta (Fig.15). Nos animais do grupo controle este achado foi
constatado em cinco animais. Nos quatro animais com periodos de avaliacdo de 15 e

30 dias ¢ em um animal com periodo de avaliagdo de 60 dias, sendo que a
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proliferagao de tecido conjuntivo fibroso foi elevada em todos estes (Apéndices A e
B).

No estudo morfométrico dos animais do grupo tratado, foram observados
1012 fibroblastos na area lesada, correspondendo a 24,1% e 534 fibroblastos na area

normal, correspondendo a 12,7%, (Tabelas 10 e 11).

Tabela 10 — Resultados da analise pelo qui-quadrado dos fibroblastos presentes na

area lesada dos grupos tratado e controle apds a realizagdo dos procedimentos

cirargicos
Grupos Fibroblastos Sem fibroblastos Total Geral
Total % Total %
Grupo Controle 615" 14,6 3585° 85,4 4200
Grupo Tratado 1012° 24,1 3188° 75,9 4200

Nota: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga ao nivel de 5% de significancia

Tabela 11 — Resultados da analise pelo qui-quadrado dos fibroblastos presentes na

area normal dos grupos tratado e controle apds a realizagdo dos procedimentos

cirirgicos
Grupos Fibroblastos Sem fibroblastos Total Geral
Total % Total %
Grupo Controle 469° 11,2 3731° 88,8 4200
Grupo Tratado 534 12,7 3666 87,3 4200

Nota: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga ao nivel de 5% de significancia

Predominou-se no grupo controle a opacidade corneana em grau 0 (ausente)
apos a cirurgia por 4 a 13 dias. A partir dai as cérneas mostraram grau 1 (discreta) de
opacidade pelo restante do periodo de observacdo, exceto em 4 animais que
mostraram evolucdo da opacidade corneana para o grau 2 (intensa). Trés destes
quatro animais apresentaram regressao da opacidade da cérnea do grau 2 para o grau
1, persistindo neste grau de opacidade até o periodo maximo de observagao de cada
um.

Os animais do grupo tratado apresentaram opacidade corneana em grau 1
(discreta) no primeiro dia apds o procedimento devido a presenga do implante,

permanecendo por até 15 dias com a mesma intensidade. O grau de opacidade 2

38



(intensa) foi observado em 7 animais por até 29 dias e regrediu para grau 1 em 6
animais cujos periodos de observagdo foram 15, 30, 60 e 180 dias. Nao houve a
regressdo da opacidade da cornea para o grau 0 (ausente) apds a realizagdo dos
procedimentos cirurgicos em nenhum dos animais, de ambos os grupos, durante o
periodo em que foram observados.

Houve diferenca entre os tratamentos para os animais do grupo tratado com
relacdo a opacidade corneana até o décimo oitavo dia apds os procedimentos
cirargicos, que ndo se mostrou a partir deste periodo. Esta variavel esteve presente
em todos os animais do grupo tratado e do grupo controle durante o periodo em que
foram observados (Tab.12; Fig.16). A explicagdo para este resultado consiste na
agressdo prolongada a coérnea provocada pela presenca da membrana amniotica
preservada e na sutura das corneas, levando ao retardo na reparacdo e a estimulacao
da neovascularizagdo. Esta permitiu a deposi¢do de tecido de granulagdo e a
formagdo de cicatriz, que foi mais densa e mais opaca neste periodo do que nos
animais do grupo controle, onde a reparacdo se deu de forma avascular (Slatter,

1992; Slatter e Hakanson, 1998).

Tabela 12 — Valores médios obtidos relacionados a opacidade corneana nos animais
dos grupos tratado e controle apds a realizacdo de ceratectomia superficial e implante

com membrana amnidtica canina.

©

a 3 6 9 12 15 18 19
Grupo 2,0° 2,6° 2,7° 2,7 2,7° 3,00° 2,83°
Tratado
Grupo 1,0° 1,3 1,6° 1,7° 2,2° 2,50 2,67
Controle

Nota: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga ao nivel de 5% de significancia pelo teste

de Wilcoxon.

O edema da cornea foi constatado em ambos os animais dos dois grupos com
periodo de avaliagdo de 1 dia (Fig. 17) e nos dois animais com periodo de avaliacao
de 2 dias, e em um animal do grupo tratado com periodo de avaliagdo de 7 dias.
Destes animais, apenas o com periodo de avaliacao de 7 dias apresentou epitelizagao

incompleta com caracteristica atrofica e epitélio ndo aderido ao estroma, no restante
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dos animais a epitelizacdo estava ausente (Apéndices A e B). Como descrito por
Slatter e Hakanson (1998), o cardter hidrofilico do coldgeno e dos
mucopolissacarideos estromais influenciam a entrada de 4gua na cornea e o epitélio
atua como uma barreira contra este mecanismo. No presente trabalho, apenas os
animais onde a regeneracao epitelial estava ausente ou incompleta apresentaram sinal
de edema estromal, confirmando a fun¢do do epitélio em proteger o estroma contra a

entrada de agua.

Figura 16 — Representacdo grafica dos valores médios atribuidos a opacidade
corneana nos animais dos grupos tratado e controle apos a realizagdo dos

procedimentos cirurgicos
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Nota: em valores atribuidos 1 = Opacidade ausente (grau 0), 2 = Opacidade discreta (grau 1), 3 =

Opacidade intensa (grau 2).

Das 5040 medidas histologicas das espessuras obtidas através do estudo
morfométrico nos animais dos dois grupos, o grupo tratado ndo apresentou diferenca
estatistica entre a area normal e lesada da cornea em nenhuma de suas camadas
histoldgicas (tab.13) e o grupo controle apresentou diferenca estatistica significativa
entre as areas normal e lesada da camada estromal e da membrana de Descemet (Tab.
14).

Segundo Spencer (1996), o estroma apresenta um aumento em sua espessura
quando héd edema ou quando ha invasdo de células inflamatorias na fase inflamatoria
aguda (Spencer, 1996). Esta afirmagdo explica o fato de o valor médio ser maior no
estroma da area lesada do que na drea normal dos animais do grupo controle, pois os
mesmos apresentaram infiltracdo por células inflamatorias significativa nesta area. O

grupo tratado ndo apresentou infiltragdo por células inflamatérias significativa,
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exceto ao redor do fio de sutura, por isso ndo houve a diferenga estatistica entre as

areas normal e lesada do estroma.

Tabela 13 - Valores médios em um da espessura das camadas da cornea nos animais

do grupo tratado ap0s a realizagao dos procedimentos cirtirgicos

Estroma Epitélio Membrana de
Descemet
Area Normal 457,5° 42,3 21,6
Area Lesada 470,0° 41,0° 20,0°

Nota: Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo houve diferenga ao nivel de 5% de significancia

pelo teste de Wilcoxon.

Tabela 14 - Valores médios em um da espessura das camadas da cornea nos animais

do grupo controle ap0s a realizagdo de ceratectomia superficial.

Estroma Epitélio Membrana de
Descemet
Area Normal 285,7° 30,0° 14,2
Area Lesada 300,0° 29,0° 13,7°

Nota: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga ao nivel de 5% de significancia pelo teste

de Wilcoxon.

A diferenga estatistica encontrada entre os valores médios da espessura da
membrana de Descemet no grupo controle ndo demonstrou significado clinico. No
exame histoldgico a membrana de Descemet de todos os animais do grupo controle e
do grupo tratado apresentou-se normal, sem sinais de ruptura. Isto indica que a
membrana de Descemet nao foi atingida durante o procedimento cirtirgico e que a

sua espessura nao foi alterada pela ocorréncia de edema.
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Figura 1. Fotérﬁwfograﬁas da cornea de coelho do grupo tratado com 30 dias de

pos-operatorio exemplificando a disposigdo das gradiculas sobre o estroma. A — Area
normal; B — Area lesada. (400X — TG).
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Figura 2. Fotomicrografia da area normal de epitélio corneano de coelho
exemplificando a disposi¢ao das medidas realizadas. (400X — TG).
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Figura 7 — Fotomlcrograﬁas demonstrando epitélio da cornea de coelho. A -
Epitélio normal, B — Acantose epitelial, C — Epitélio atréfico. (HE, 400X); D —

Epitélio vacuolizado. (TG, 400X).
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Figura 9 — Fotomicrografia de cornea de coelho do grupo controle 24 horas apds a
realizacdo de ceratectomia superficial. Nota-se a presenga de ceratdcitos (setas
amarelas) e a infiltracdo de células polimorfonucleares no estroma (setas pretas) (HE,

400X).
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Figura 10 — Fotomicrografia de cérnea de coelho do grupo tratado 24 horas apds
ceratectomia superficial e tratamento com membrana amniodtica canina preservada.
Notar a presenga de células polimorfonucleares (setas pretas) proximas ao fio de
sutura (seta amarela) na regido estromal. (TG, 1000X).
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Figura 11 — Fotomicrografia de epitélio da cornea (seta simples) ¢ membrana
amniotica (seta larga) de animal do grupo tratado. Notar a concentracdo de células
inflamatorias sobre a membrana amnidtica (seta amarela com duas cabegas). (1000X

~TG).
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Figura 12 — Fotografias das corneas de coelhos do grupo controle (A) e do grupo
tratado (B) 30 dias apds a realizacdo dos procedimentos cirargicos. A - Cornea
normal de coelho do grupo controle; B - Presenca de neovascularizag¢do originada no
limbo em dire¢do ao centro da cérnea (seta fina).
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Figura 14 - Fotomicrografia do estroma corneano de animal do grupo tratado 15 dias
apos realizagdo de ceratectomia superficial e tratamento com membrana amnidtica
canina. Nota-se a presenca de neovascularizagdo (setas largas) e a alta proliferacao
de fibroblastos (setas finas) (TG, 400X).
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Figura 15 — Fotomicrograﬁa de cornea de coelho do grupo tratado 30 dias apds a
realizagdo de ceratectomia superficial e tratamento com membrana amnidtica canina.
Presenca de proliferagao de tecido conjuntivo fibroso (retdngulo) (TG, 400X).
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Figura 17 — Fotomicrografia da cornea de coelho do grupo tratado 24 horas apds a
realizacdo de ceratectomia superficial e tratamento com membrana amnidtica canina.
Nota-se a presenca de edema estromal superficial (seta com duas cabecas), do fio de
sutura (seta com uma cabega) e a auséncia de epitélio (chave) (HE, 100X).
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CONCLUSOES

A epitelizacdo da cornea apds a realizacdo de ceratectomia superficial
iniciou-se mais cedo nos animais do grupo tratado, porém foi finalizada em periodo
de tempo maior do que nos animais do grupo controle.

Até o periodo maximo de observacao (180 dias) dos animais envolvidos neste
estudo ndo foi notada a transparéncia completa das corneas estudadas.

A membrana amnidtica canina preservada em glicerina a 99% utilizada como
bandagem em ulceras de cérneas superficiais atuou contendo as células inflamatorias
em sua superficie, impedindo a invasdo do estroma por estas células.

A agulha de sutura utilizada nos animais do grupo tratado traumatizou as
corneas e permitiu a invasdo de polimorfonucleares no estroma.

A membrana amnidtica canina preservada em glicerina a 99% e a agulha de
sutura utilizada para a sutura da membrana, provocaram retardo na reparagdo das
corneas dos animais do grupo tratado perpetuando a dor, o desconforto, a congestdo
conjuntival e a secrecdo ocular. Estes fatores também levaram ao surgimento de
vascularizagdo na cornea, por levar a cronicidade do processo de reparagdo, com
conseqiiente fibrose e opacidade corneana.

Nao foi observada histologicamente a incorporacdo da membrana amnidtica
canina a cornea lesada quando a mesma foi utilizada como bandagem.

A glicerina a 99% em temperatura ambiente atuou satisfatoriamente como
meio de preservacdo da membrana amnidtica canina no que diz respeito a
contaminagdo, sendo que as caracteristicas antiangiogénicas desta membrana foram
perdidas.

A lupa binocular mostrou ser eficiente na realizagdo dos procedimentos

cirargicos envolvidos neste trabalho.

46



10.

REFERENCIAS

. AHERNE, W.A.; DUNNILL, M.S. Point counting and the estimation of

volume fraction. In: . Morphometry. Londres: Edward Arnold Ltd.,
1982, Cap.4, p.33-45.

ANDERSON, D.F.; ELLIES, P.; PIRES, R.T.; TSENG, S.C.G. Amniotic
membrane transplantation for partial limbal stem cell deficiency. Brazilian
Journal of Ophthalmology, v.85, n.5, p.567-575, 2001.

ANDRADE, A.L.; EUGENIO, F.R.; VASCONCELOS, R.O. et al. Repair of
lamellar scleral lesions in dogs with preserved equine renal capsule — short
report. Arquivos Brasileiros de Oftalmologia, v.67, p.169-171, 2004.
ANDRADE, A.L.; LAUS, J.L.; FIGUEIREDO, J. et al. The use of preserved
equine renal capsule to repair lamellar corneal lesions in normal dogs.
Veterinary Ophthalmology, v.2, p.79-82, 1999.

AZUARA-BLANCO, A. PILLAI, C.T.; DUA, H.S. Amniotic membrane
transplantation for ocular surface reconstruction. Brazilian Journal of
Ophthalmology, v.83, p.399-402, 1999.

BAHN, C.F.; GLASSMAN, R.M.; MacCALLUM, D.K. et al. Postnatal
development of corneal endothelium. Investigative Ophthalmology and
Visual Science, v. 27, n.1, p.44-51, 1986.

BARROS P.S.M.; GARCIA J.A.; LAUS, J.L. et al. The use of xenologous
amniotic membrane to repair canine corneal perforation created by
penetrating keratectomy. Veterinary Ophthalmology, v.1, p.119-123, 1998.
BARROS P.S.M.; SAFATLE, AM.V.; GODOY, C.A. et al. Amniotic
membrane transplantation for the reconstruction of the ocular surface in three
cases. Veterinary Ophthalmology, v.8, n.3, p.189-192, 2005.

BARROS, P.S.M.; SAFATLE, AM.V.; MALERBA, T.A. et al. The surgical
repair of the cornea of the dog using pericardium as a keratoprosthesis.
Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science, v.32, n.4,
p251-255, 1995.

BEFANIS, P.J.; PEIFFER, R.L.; BROWN, D. Endothelial repair of the
canine cornea. American Journal of Veterinary Research, v.42, n.4, p.590-
595, 1981.

47



11

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

. BELLHORN, R.W. Laboratory animal ophthalmology. In: GELATT, K.N.

Veterinary ophthalmology. 2 ed. Philadelphia: Lea & Febiger, 1991, Cap.17,
p.656-679.

BLOGG, J.R.; DUTTON, A.G.; STANLEY, R.G. Use of third eyelid grafts
to repair full-thickness defects in the cornea and sclera. Journal of the
American Animal Hospital Association, v.25, n.5, p.505-512, 1989.
BRIGHTMAN, A.H.; McLAUGHLIN, S.A.; BROGDON, J.D. Autogenous
lamellar corneal grafting in dog. Journal of the American Veterinary
Medical Association, v.195, n.4, p. 469-475, 1989.

BRUN, M.V.; PIPPI, N.L.; DRIEMEIER, D. et al. Solu¢do hipersaturada de
sal ou de glicerina a 98% como conservantes de centros frénicos caninos
utilizados na reparacdo de defeitos musculares em ratos wistar. Ciéncia
Rural, v.34, n.1, p.147-153, jan.fev. 2004.

BUSSIERES, M.; KROHNE, S.G.; STILES, J. et al. The use of porcine small
intestinal submucosa for the repair of full-thickness corneal defects in dogs,
cats and horses. Veterinary Ophthalmology, v.7, n.5, p.352-359, 2004.
CASSATELLA, M.A. The production of cytokines by polymorfonuclear
neutrophils. Immunology Today, v.16, p.21-26, 1995.

CAVASSINI, M.M.; MORAES, J.R.E.; PADILHA FILHO, J.G. Funcao
osteoindutora de fragmentos 6sseos conservados em glicerina a 98%. Estudo
experimental em ratos. Ciéncia Rural, v.31, n.3, p.445-448, 2001.

CHEN, H.; PIRES, R.T.F.; TSENG, S.C.G. Amniotic membrane
transplantation for severe neurotrophic corneal ulcers. Brazilian Journal of
Ophthalmology, n.84, n.8, p.826-833, 2000.

CHIOU, A.G-Y.; FLORAKIS, G.J.; KAZIM, M. Management of
conjunctival cicatrizing diseases and severe ocular surface dysfunction.
Survey of Ophthalmology, v.43, n.1, 19-46, 1998.

CHIRIFE, J.; SCARMATO, G.A.; HERSZAGE, L. Scientific basis for use of
granulated sugar in treatment of infected wounds. The Lancet, v.1, p.560-
561, 1982.

48



21

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

. CORONADO Jr., G.S.; MARTINEZ, S.A.; SWENSON, C.L. Virucidal and

osteogenic effects of 98% glycerol and ethylene oxide preservation of bone
allograft in the cat. In: Annual Conference of Veterinary Orthopedic Society,
25, 1998, Colorado, USA. Proceedings... Snowmass: Veterinary
Orthopedics Society. 1998, p.31.

DELLEVIGNE, W.; WOLFERTH, C.C.; JONES, N. et al. Cyanoacrylate
monomers as an adhesive. Archives of Surgery, v.102, p.493-495, 1971.
DICE, P.F.; SEVERIN G.A.; LUMB, W.V. Experimental autogenous and
homologous corneal transplantation in the dog. Journal of the American
Animal Hospital Association, v.9, n.3, p.245-251, 1973.

DUA, H.S.; AZUARA-BLANCO, A. Amniotic membrane transplantation.
Brazilian Journal of Ophthalmology, v.83, p.748-752, 1999.

DUA, H.S.; AZUARA-BLANCO, A. Limbal stem cells of the corneal
epithelium. Survey of Ophthalmology, v.44, n.5, p.415-425, 2000.

DUA, H.S.; GOMES, J.A.P.; KING, A.J. et al. The amniotic membrane in
ophthalmology. Survey of Ophthalmology, v.49, n.1, p.51-77, 2004.

DYCE, K.M.; SACK, W.0O.; WENSING, C.J.G. Orgéos do sentido. In:
. Tratado de anatomia veterinaria. Rio de Janeiro: Elsevier Editora
Ltda, 2004, Cap.9, p.318-340.

EHRLICH, M.I.; PHINNEY, R.B.; MONDINO, B.J. et al. Techniques of
lamellar keratoplasty. International Ophthalmology Clinics, v.28, n.1,
p.24-29, 1988.

ERDEY, R.A.; LINDAHL, K.J.; TEMNYCKY, G.O. et al. Techniques for
application of tissue adhesive for corneal perforations. Ophthalmic Surgery,
v.22, 1.6, p.352-354, 1991.

ESPANA, E.M.; PRABHASAWAT, P.; GRUETERICH, M. et al. Amniotic
membrane transplantation for reconstruction after excision of large ocular
surface neoplasias. Brazilian Journal of Ophthalmology, v.86, n.6, p.640-
645, 2002.

FAIRBANKS, D.; VIEIRA, L.A.; SANTOS, W.D. et al. Membrana
amnidtica no tratamento dos afinamentos corneais ¢ esclerais. Arquivos

Brasileiros de Oftalmologia, v.66, p.71-76, 2003.

49



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

FILGUEIRAS, R.R.; DEL CARLO, R.J.; VILORIA, M.LV. Aloenxerto
0sseo, preservado em glicerina, na reconstrucdo isquiopubica apds acesso
ventral a cavidade pélvica de cadelas. Revista Ceres, v.51, n.298, p.719-728,
2004.

GAN, L.; FAGERBOLM, P.; KIM, H-J. Effect of leucocytes on corneal
cellular proliferation and wound healing. Investigative Ophthalmology and
Visual Science, v.40, n.3, p.575-581, 1999.

GARCIA, J.A.; BARROS, P.S.M.; LAUS, J.L. et al. Implante de peritdnio
homologo conservado apds ceratectomia lamelar em caes. Brazilian Journal
of Veterinary Research and Animal Science, v.33, p.290-294, 1996.
GELATT, K.N. Doengcas e cirurgia da cornea e esclera do cdo. In:

Manual de oftalmologia veterinaria. Sdo Paulo: Manole, 2003, Cap.7,
p-125-164.

GUM, G.G. Physiology of the eye. In: Gelatt, K.N. Veterinary
ophthalmology. 2 ed. Philadelphia: Lea & Febiger, 1991, Cap.2, p.124-161.
GWIN, R.M.; LERNER, L.; WARREN, J.K. et al. Decrease in canine corneal
endothelial cell density and increase in corneal thickness as functions of age.
Investigative Ophthalmology and Visual Science, v.22, n.2, p.267-271,
1982.

HACKER, D.V. Frozen corneal grafts in dogs and cats: a report on 19 cases.
Journal of the American Animal Hospital Association, v.27, n.4, p.387-
398, 1991.

HAKANSON, N.; LORIMER, D.; MERIDETH, R.E. Further comments on
conjuntival pedicle grafting in the treatment of corneal ulcers in the dog and
cat. Journal of the American Animal Hospital Association, v.24, n.6,
p.602-605, 1988.

HANSEN, P.A.; GUANDALINI, A. A retrospective study of 30 cases of
frozen lamellar corneal graft in dogs and cats. Veterinary Ophthalmology,
v.2,p.233-241, 1999.

HAO, Y.; MA, D.H.; HWANG, D.G. Identification of antiangiogenic and
antiinflamatory proteins in human amniotic membrane. Cornea, v.19, p.348-

352, 2000.

50



42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

HUFF, R.W. Indications for tarsorrhaphy. Modern Veterinary Practice,
v.56,n.3, p.223-226, 1975.

JENSEN, E.C. Experimental corneal transplantation in the dog. Journal of
the American Veterinary Medical Association, v.142, n.1, p.11-22, 1963.
JONES, T.C.; HUNT, R.D.; KING, N.W. A pele e seus apéndices.
In: .. 6.ed. Patologia Veterinaria. Sao Paulo: Manole, 2000, Cap.17,
p.831-886.

JUNQUEIRA, L.C.; CARNEIRO, 1. Orgéos dos sentidos. In:

7.ed. Histologia béasica. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1994, Cap.23,
p.360-373.

KELLER, W.F.; BLANCHARD, G.L., KUHNS, E.L. The clinical
application of homologous corneal and scleral grafts in the dog. Journal of
the American Animal Hospital Association, v.9, p.265-269, 1973.

KERN, T.J. Ulcerative keratitis. Veterinary Clinics of North American:
Small Animal Practice, v.20, n.3, p.643-666, 1990.

KHODADOUST, A.A. Lamellar corneal transplantation in the rabbit.
American Journal of Ophthalmology, v.66, n.6, p.1111-1117, 1968.

KIM, J.C.; TSENG, S.C.G. Transplantation of preserved human amniotic
membrane for surface reconstruction in severely damaged rabbit corneas.
Cornea, v.14, n.5, p.473-484, 1995.

KIRSHNER, S.E. Persistent corneal ulcers. What to do when ulcers won’t
heal. Veterinary Clinics of North America: Small Animal Practice, v.20,
n.3, p.627-642, 1990.

KOIZUMI, N.; FULLWOOD, N.J.; BAIRAKTARIS, G. Cultivation of
corneal epithelial cells on intact and denuded human amniotic membrane.
Investigative Ophthalmology and Vision Science, v.41, p.2506-2513, 2000.
KRAUSPENHAR, L.C. Viabilidade bacteriana no meio de conservacao
glicerina 98% dom tend&do calcaneo comum. 2003. 62f. Dissertacao
(Mestrado em cirurgia veterinaria) — Programa de Pos-graduacdo em
Medicina Veterinaria, Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria.
KUHNS, E.L. Conjunctival path grafts for treatment of corneal lesions in
dogs. Modern Veterinary Practice, v.60, p.301-304, 1979.

51



54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

LAUS, J.L.; FERREIRA, A.L.; ANDRADE, A.L. Emprego de escama de
sardinha (Sardinella brasilienses — STEIDACHNER, 1859), conservada em
glicerina, em ceratoplastias lamelares experimentais em caes. Brazilian
Journal of Veterinary Research and Animal Science, v.37, n.1, p.00-00,
2000.

LAUS, J.L.; SOUZA, M.S.B.; MORALES, A. et al. Comparagdo entre
ceratoplastias lamelares por enxertos autdgenos, livres, de cdrnea e
pediculados de conjuntiva. Estudo experimental no cdo (Canis familiaris —
LINNAEUS, 1758). Brazilian Journal of Veterinary Research and
Animal Science, v.33, n.1, p.41-46, 1996.

LEWIN, G.A. Repair of a full thickness corneoscleral defect in a German
shepherd dog using porcine small intestinal submucosa. Journal of Small
Animal Practice, v.40, n.7, p.340-342, 1999.

MATTHEWS, R.N.; FAULK, W.P.; BENNETT, J.P. A review of the role of
amniotic membranes in surgical practice. Obstetric and Gynecology
Annual, n.11, p.31-58, 1982.

McENTYRE, J.M. Experimental penetrating keratoplasty in the dog.
Archives Ophthalmology, v.80, n.3, p.372-376, 1968.

MILLER, W.W. Evaluation and management of corneal ulcerations: a
systematic approach. Clinical Techniques in Small Animal Practice, v.16,
n.1, p.51-57, 2001.

MONTEIRO, E.C.L.; SCHELLINI, S.A.; MARQUES, M.E.A. et al
Tratamento da ulcera corneana experimental com membrana amnidtica.
Arquivos Brasileiros de Oftalmologia, v.63, n.1, p.33-37, 2000.
MONTIANI-FERREIRA, F.; PETERSEN-JONES, S.; CASSOTIS, N. et al.
Early postnatal development of central corneal thickness in dogs. Veterinary
Ophthalmology, v.6, n.1, p.19-22, 2003.

MORALES, A.; LAUS, J.L.; SOUZA, M.S.B. et al. Comparagdo entre
enxertos autdgenos livres e pediculados de conjuntiva no reparo de
ceratectomias superficiais. Estudo experimental no cdo (Canis familiaris —
LINNAUS, 1758). Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal
Science, v.33, n.1, p.28-31, 1996.

52



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

MORANDINI, W.; ORTIZ, V. Adesivos bioldgicos em cirurgia. Acta
Cirurgica Brasileira, v.7, n.2, p.80-85, 1992.

MOTA, F.C.D.; EURIDES, D.; BELETTE, M.E. Analise ultra-estrutural da
tunica muscular de intestino delgado de caes preservado em diferentes meios.
Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science, v.39, n.1,
p.13-17, 2002.

OLLIVIER, F.; DELVERDIER, M.; REGNIER, A. Tolerance of the rabbit
cornea to an n-butyl-ester cyanoacrylate adhesive (Vetbond®). Veterinary
Ophthalmology, v.4, n.4, p.261-266, 2001.

PANCHBHAI, V.S.; KULKARNI, P.E. Lamellar corneal transplantation in
buffalo calves — II (Heterogeneous grafts). Indian Veterinary Journal, v.63,
n.10, p.823-826, 1986.

PARK, W.C.; TSENG, S.C.G. Modulation of acute inflammation and
keratocyte death by suturing, blood, and amniotic membrane in PRK.
Investigative Ophthalmology and Visual Science, v.41, n.10, p.2906-2914,
2000.

PARSHALL, C.J. Lamellar corneal-scleral transposition. Journal of the
American Animal Hospital Association, v.9, p.270-277, 1973.

PEIFFER, R.L.; GELATT, K.N.; GWIN, R.M. Transconjuntival pedicle
grafts for deep corneal ulceration in the dog and cat. Journal of the
American Animal Hospital Association, v.13, p.387-391, 1977.

PIGOSSI, N. A glicerina na conservacao de dura-mater. 1967. 36f. Tese
(Livre docéncia) Faculdade de Medicina de Sao Paulo, Universidade de Sao
Paulo.

PIGOSSI, N. Implantacdo de dura-méater homoéloga conservada em
glicerina. Estudo experimental em cdes. Sao Paulo, Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo, 1964. 62p. (Tese de doutorado).
POONYATHALANG, A.; PREECHAWAT, P.; POMSATHIT, J. et al.
Reconstruction of contracted eye socket with amniotic membrane graft.
Ophthalmic Plastic and Reconstructive Surgery, v.21, n.5, p.359-362,
2005.

53



73.

74.

75.

PORTNOY, S.L.; INSLER, M.S.; KAUFMAN, H.E. Surgical management
of corneal ulceration and perforation. Survey of Ophthalmology, v.34, n.1,
p-47-58, 1989.

RICHARD, J.M.; PATON, D. A comparison of penetrating keratoplasty and
lamellar keratoplasty in the surgical management of keratoconus. American
Journal of Ophthalmology, v.86, n.6, p.807-811, 1978.

RODASKI, S.; GUERIOS, S.D.; PERRONI, M.A. Esfincteroplastia anal
externa experimental com membrana de peritonio bovino preservada em
glicerina a 98%, em cées. Archives of Veterinary Science, v.5, p.55-60,
2000.

76.RUNIC, R.; LOCKWOOD, C.J.; LACHAPELLE, L. Apoptosis and Fas

77.

78.

79.

80.

81.

82.

expression in human fetal membranes. Journal of Clinic Endocrinology
Metabolic, v.83, p.660-666, 1998.

SAMPAIO, I.B.M. Estatistica aplicada a experimentagdo animal. Belo
Horizonte: Fundacdo de Ensino e Pesquisa em Medicina Veterinaria e
Zootecnia, 2002, 265p.

SAMPAIO, R.L. Avaliacdo histopatoldgica e imunohistoquimica de
cérneas tratadas por ceratoplastia com membrana amniética xendgena a
fresco e preservada em glicerina. Estudo experimental em coelhos. 2004.
196f. Dissertagdo (Doutorado). Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

SAMPAIO, R.L. Estudo comparativo entre o adesivo biologico de fibrina
e 0 adesivo sintético n-butil-cianoacrilato nas ceratoplastias lamelars
experimentais em caes. 1999. 108f. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Botucatu.
SAMUELSON, D.A. Ophthalmic embryology and anatomy. In: GELATT,
K.N. Veterinary ophthalmology. 2 ed. Philadelphia: Lea & Febiger, 1991,
Cap.1, p.3-123.

SARTORI FILHO, R.; GANDOLFI, W.; BANDARRA, E.P. Emprego de
membrana bioldgica (centro frénico) na reparagdo de lesdes tendineas de
coelhos. Veterinaria e Zootecnia, v.9, p.69-77, 1997.

SISTEMA de analise estatistica e genética (SAEG), UFV, Central de
processamento de dados, Vigosa — MG, 1999.

54



83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

SLATTER, D. Fundamentos de oftalmologia veterinaria. In: . 2.
ed. Buenos Aires: Inter-Médica Editorial, 1992. 739 p.

SLATTER, D.; HAKANSON, N. Cornea ¢ esclerotica. In: SLATTER, D.
Manual de cirurgia de pequenos animais. Sao Paulo: Manole, 1998,
Cap.86, p.1436-1461.

SOLOMON, A.; MELLER, D.; PRABHASAWAT, P. et al. Amniotic
membrane grafts for nontraumatic corneal perforations, descemetoceles, and
deep ulcers. Ophthalmology, v.109, p.694-703, 2002.

SOUZA, C.E.B.; ENGEL, D.P.; BRANCO, B.C. Avalia¢do da contaminacao
microbiana da membrana amniética e liquido amnioético. Arquivo Brasileiro
de Oftalmologia, 67, n.5, p.709-712, 2004.

SOUZA, M.S.B. Estudo comparativo entre a ceratoplastia lamelar em
cdes utilizando membrana amnidtica e alantoamnidtica al6genas
preservadas em glicerina: avaliacdo clinica e morfoldgica. 2003. 161f.
Tese (doutorado). Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia —
Departamento de Cirurgia — Universidade de Sao Paulo - Sao Paulo.
SPENCER, W.H. Cornea. In: . Ophthalmic Pathology. 4™ edition.
Philadelphia: W. B. Saunders, 1996, v.1, p.157-133.

SPREULL, J.S.A. Symposium: The corneal ulcer — I. Anatomy and
physiology of the cornea of the dog. Journal of Small Animal Practice, v. 7,
n.3, p.253-255, 1966.

STANLEY, R.G.; HARDMAN, C.; JOHNSON, B.W. Results of grid
keratotomy, superficial keratectomy and debridement for the management of
persistent corneal erosions in 92 dogs. Veterinary Ophthalmology, v.1,
p-233-238, 1998.

STAPLETON, S.; PEIFFER, R.L. Specular microscopic observation of the
clinically normal canine corneal endothelium. American Journal of
Veterinary Research, v.40, n.12, p.1803-1804, 1979.

STARTUP, F.G. Corneal ulceration in dog. Journal of Small Animal
Practice, v.25, n.12, p.737-752, 1984.

STEVENS, A.; LOWE, J.S. Orgﬁos especiais dos sentidos. In:
Histologia. Sao Paulo: Manole, 1995, Cap.12, p.187-205.

55



94, SU, C-Y.; LIN, C-P. Combined use of an amniotic membrane and tissue
adhesive in treating corneal perforation: a case report. Ophthalmic Surgery
and Lasers, v.31, n.2, p.151-154, 2000.

95. TAMHANE, A.; VAIPAYEE, R.B.; BISWAS, N.R. et al. Evaluation of
amniotic membrane transplantation as an adjunct to medical therapy as
compared with medical therapy alone in acute ocular burns. Ophthalmology,
v.112, p.1963-1969, 2005.

96. TRELFORD, J.D.; TRELFORD-SAUDER, M. The amnion in surgery, past
and present. American Journal of Obstetrics and Ginecology, v.134, n.7,
p.833-845, 1979.

97. WADA, S.; YOSHINARI, M.; MIZUNO, Y. Practical usefulness of a
therapeutic soft contact lens for a corneal ulcer in a racehorse. Veterinary
Ophthalmology, v.3, p.217-219, 2000.

98. WAGONER, M.D. Chemical injuries of the eye: Current concepts in
pathophysiology and therapy. Survey of Ophthalmology, v.41, n.4, p.275-
313, 1997.

99. WHITLEY, R.D. Canine cornea. In: GELATT, K.N. Veterinary
ophthalmology. 2 ed. Philadelphia: Lea & Febiger, 1991, Cap.9, p.357-356.

100. WILCOCK, B.P. The eye and ear. In: JUBB, K.V.F.; KENNEDY,
P.C.; PALMER, N. Pathology of domestic animals. 4 ed. London:
Academic Press Limited, 1993, Cap.4, p.461-464.

101. WILKIE, D.A.; WHITTAKER, C. Surgery of the cornea. Veterinary
Clinics of North American: Small Animal Practice, v.27, n.5, p.1067-
1107, 1997.

102. WOO, H-M, KIM, M.S.; KWEON, O-K. et al. Effects of amniotic
membrane on epithelial wound healing and stromal remodeling after excimer
laser keratectomy in rabbit cornea. Brazilian Journal of Ophthalmology,
v.85, n.3, p.345-349, 2001.

103. WYNN, R.M.; CORBETT, J.R. Ultrastructure of the canine placenta
and amnion. American Journal of Obstetrics and Ginecology, v.103, n.6,
p.878-887, 1969.

56



APENDICES

Apéndice A — Descri¢ao dos achados histopatologicos, nos periodos pré-determinados, das corneas dos animais do grupo tratado (GT) ap6s

realizacdo de ceratectomia superficial e tratamento com membrana amniotica canina.

Parametros o _ o £
S = O o K
S c g o T o© 0
= 3 5 5 § | 8 2 g

. . o 2 © 172} 8_ c c E = S

Animais (GT) E 9 3 T o = & = S <
s @ = £ 3 S m 3 |2 O 2
8 |& |8 |28 |sEs83|8s 5
o = LL N - T ©

1 dia

1 + ao redor - - Presen¢a de MA nao aderida ao
do fio de estroma
sutura

2 + ao redor - - Presenga de MA nao aderida ao
do fio de estroma; polimorfonucleares em
sutura e pequena quantidade.
nas
extremida
des da
lesdo
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2 dias

3 + ao redor Camada celular Unica e ausente | Epitelizagdo sob a MA;
do fio de em algumas regides.
sutura
4 +em - Presenca de MA nao aderida ao
pouca estroma
quantidad
e
7 dias
5 - Camada celular Unica e ausente | Células epiteliais alongadas e ndo
em algumas areas. aderidas ao estroma em algumas
areas. MA presente € ndo aderida ao
epitélio.
6 - Camada celular unica com areas | Pouca prolifera¢ao de fibroblastos.

ndo aderidas ao estroma.
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15 dias

7 +no Completa e acantose epitelial nas | Epitélio atr6fico no centro da lesdo;
estrom extremidades da lesdo. proliferagao de fibroblastos
a desarranjados no estroma
superfi superficial.
cial
8 + nas Acantose, incompleta, ausente Alta proliferacao de fibroblastos no
areas no centro da lesdo e ndo aderido | estroma superficial; células epiteliais
perifér ao estroma no seu ter¢o médio. basais indefinidas.
icas da
lesdao
30 dias
9 + Completa e acantose epitelial. Camada celular basal indefinida;
proliferagao de fibroblastos
desarranjados no estroma
superficial.
10 + Completa e acantose epitelial Areas com camada de células basais

indefinidas; proliferagdo de

fibroblastos desorganizados.
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60 dias

11

Completa e acantose epitelial.

Camada celular basal indefinida;
proliferacdo de fibroblastos
desarranjados no estroma

superficial.

12

Completa e acantose epithelial.

Camada celular basal indefinida;
proliferacdo de fibroblastos
desarranjados no estroma

superficial.

180 dias

13

Completa

Camada celular basal indefinida.

14

Completa e acantose epitelial.

Camada celular basal indefinida.

MA — Membrana amniotica; (+) Presente; (-) Ausente
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Apéndice B — Descrigao dos achados histopatologicos, nos periodos pré-determinados, da corneas dos animais do grupo controle (GC) ap6s a

realizacdo de ceratectomia superficial.

Parametros @ «
© N
(%2}
E E I% 18
o = O
. . “— > a %"
Animais (GC) | 5 © @ N >
(@] n © i —_ [
E o© e > L T}
= B 5 ks 2 9|5 2
o —
o i i z S| w o
1dia
15 + em grande - + - -
quantidade
16 + em grande - + - -
quantidade
2 dias
17 + - + - -
18 + - + - -
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7 dias

19

Completa e com epitélio

Proliferagdo de fibroblastos e presenca de

vacuolizado polimorfonucleares no estroma superior
20 Completa e com epitélio
vacuolizado
15 dias
21 Completo com camada Fibrose e proliferacdo de fibroblastos no
celular Unica; acantose nas estroma superior
extremidades da lesao
22 Completo com camada Fibrose e proliferacao de fibroblastos no
celular tinica estroma superior
30 dias
23 Completa e irregular Pouca fibrose em estroma superior
24 Completa com éreas Células da membrana basal indefinidas;

acantoticas e areas delgadas

fibrose em estroma superior com
desorganizacgdo de coldgeno e proliferacao

de fibroblastos
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60 dias

25

Acantose epitelial

Pequena regido estromal superficial com
fibrose; camada celular basal bem

definida, mas desorganizada.

26

Completa

Estroma com pouca desorganizagdo de

fibroblastos e colageno.

180 dias

27

Completa com acantose nao

acentuada

28

Completa com acantose nao

acentuada

(+) Presente; (-) Ausente
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