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RESUMO

PONTES, Kelly Cristine de Sousa, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Junho de
2010. Membrana amnidtica xendgena, associada ou ndo ao n-butil 2-
cianoacrilato, no tratamento de lesdo corneal perfurada. Estudo experimental
em coelhos. Orientadora: Andrea Pacheco Batista Borges. Co-orientadores: Brunna
Patricia Almeida da Fonseca, José Luiz Laus, Paulo Renato dos Santos Costa e
Ricardo Junqueira Del Carlo.

As pesquisas envolvendo o uso de adesivos cirurgicos na terapia de lesGes
penetrantes na cérnea sdo amplas e demonstram sua eficiéncia na manutencdo da
integridade ocular e a reacdo inflamatdria causada pelo seu uso. Os varios estudos
envolvendo a membrana amnidtica denotam suas propriedades favoraveis a epitelizacdo
e a sua acdo anti-inflamatéria. Diante das observacfes, compararam-se técnicas
cirurgicas e os efeitos do n-butil 2-cianoacrilato e da membrana amnidtica bovina,
conservada em glicerina 99% em temperatura ambiente, visando propor técnica para
reparacao de lesGes de cdrneas perfuradas. Para tanto, foram feitas ceratectomias
penetrantes nas corneas de 60 coelhos distribuidos em quatro grupos de nimero igual. O
grupo 1 foi tratado com aplicacdo de n-butil 2-cianoacrilato sobre a leséo; o grupo 2
com aplicacdo da membrana amniética sob a cornea lesada e de n-butil 2-cianoacrilato
sobre a lesdo; o grupo 3 recebeu 0 mesmo tratamento instituido ao grupo 2,
adicionando-se recobrimento com bandagem de membrana amniética suturada ao limbo
e, 0 grupo 4 foi tratado por ceratoplastia com membrana amniética e recobrimento com
bandagem constituida de membrana idéntica, suturada ao limbo. Foi feita avaliagdo
oftdlmica diariamente para verificar os parametros relacionados a condicdo corneal,
camara anterior e lente, além da epitelizacdo da cornea e do tempo de permanéncia do
adesivo. Histopatologia e histomorfometria foram feitas aos 2, 7, 15, 21 e 30 dias ap6s
a realizacdo da cirurgia avaliando-se o grau de epitelizacdo da cornea, a presenca de
leucdcitos, edema, vasos, fibroblastos, além das espessuras do epitélio e do estroma.
Foram observados fotofobia e blefarospasmo, secrecdo ocular, hiperemia conjuntival e
guemose com atenuamento aos sete dias da cirurgia. Houve a formacdo de sinéquia
anterior em dois animais do G1. Edema de cornea estava presente na area perilesional,
em todos os grupos. Opacidade do cristalino foi visibilizada no G1, G2 e G3. A
membrana no G2 e G3 atuou como barreira ao extravasamento do humor aquoso

mantendo a superficie seca para a aplicacdo do adesivo, impediu 0 seu contato com as
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estruturas intraoculares e, associada ao adesivo, acelerou a reparacao da lesdo. A técnica
cirdrgica utilizando a membrana amnidtica associada ao n-butil 2-cianoacrilato foi de
mais facil execucdo e mais eficiente na reparacdo de lesdes de cdrneas perfuradas do
que as técnicas utilizando somente o adesivo ou somente a membrana amnidtica
suturada a cérnea. Assim, a associacdo da membrana com o adesivo pode ser indicada

neste tipo de lesédo.
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ABSTRACT

PONTES, Kelly Cristine de Sousa, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June 2010.
Xenogeneic amniotic membrane associated or not to N-butyl 2-cyanoacrylate
in the treatment of corneal perforations. Experimental study in rabbits.
Advisor: Andrea Pacheco Batista Borges. Co-advisers: Brunna Patricia Almeida da
Fonseca, Jose Luiz Laus, Paulo Renato dos Santos Costa and Ricardo Junqueira Del
Carlo.

Researchs on surgical adhesives for the treatment of corneal perforations are
many and show its effectiveness on maintaining ocular integrity and restraining
inflammatory reaction. They show the adhesive's properties favoring epithelization and
its anti-inflammatory action. Thus, we compared the surgical techniques and the effects
of N-butyl 2-cyanoacrylate and the bovine amniotic membrane (previously preserved in
99% glycerin under room temperature), aiming to offer technique for the repair of
corneal perforations. For such, perforating keratectomies were made on the corneas of
60 rabbits equally divided in 4 groups. Group 1 (G1) was treated using N-butyl 2-
cyanoacrylate applied on the lesions; group 2 (G2) received the amniotic membrane
over the lesions and then the N-butyl 2-cyanoacrylate; in group 3 (G3), the same
procedure as in group 2 was made, with additional coating with a amniotic membrane as
a patch sutured to the corneal limbus; while group 4 (G4) was treated with keratoplasty
with amniotic membrane covered by the same membrane patch, sutured to the corneal
limbus. Daily ophthalmic examinations were made to verify parameters related to
corneal, anterior chamber and lens condition, as well as corneal epithelization and the
time during which the adhesive remained in place. Histopathology and
histomorphometry were made at 2, 7, 15, 21 and 30 days post-operation (PO) for: the
degree of corneal epithelization, leukocytes and fibroblasts presence, vessels presence,
edema, and thickness of the epithelium and the stroma. Photophobia, blefarospasm,
ocular discharge, conjunctival hyperemia and chemosis were observed, decreasing at 7
days PO. Anterior synechia occured in 2 animals in G1. Corneal edema occured in the
perilesional area in all groups. Lens opacity was observed in G1, G2, and G3. In G2 and
G3, the membrane acted as a barrier to the aqueous humour, keeping a dry surface to the
application of the adhesive as well as preventing its contact with the intraocular
structures and, when associated to the adhesive, it favored the repair process. The

surgical technique associating the amniotic membrane to the N-butyl 2-cyanoacrylate
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was the easiest procedure to be implemented and more effective on the repair of
perforated corneas in comparison to both the ones using only the adhesive or the

membrane. Therefore, the association of the membrane to the adhesive can be indicated
in the treatment of 2mm corneal perforations.
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INTRODUCAO

A perfuracdo da cdrnea € uma emergéncia ocular gque, dentre outros fatores,
pode ser induzida por infeccdo e traumas fisicos ou quimicos. As consequéncias podem
ser a formagdo de sinéquias, glaucoma, catarata e endoftalmite. Preconiza-se o
fechamento rapido da leséo, a fim de se evitar o desenvolvimento de complicacdes. Os
métodos de tratamento para as lesdes envolvendo a cornea, em toda a sua espessura, Sao
os flaps conjuntivais, 0s enxertos, a ceratoplastia penetrante, a utilizacdo de lentes de
contato e de adesivos, sendo que cada um deles apresenta vantagens e desvantagens (Su
e Lin, 2000).

A sutura direta de perfuraces na cornea com menos de 3 mm de didametro €
recomendada, mas ndo é tdo vantajosa como os enxertos, pelo astigmatismo que
produzem (Wilkie e Whittaker, 1997).

Os adesivos sintéticos surgiram como alternativa de tratamento e varios estudos
foram realizados com o cianoacrilato (Ollivier et al., 2001). As indicacdes para a sua
utilizacdo em oftalmologia incluem as Ulceras de cornea penetrantes menores do que
1,5mm de didmetro, as descemetoceles, as Ulceras estromais profundas e as Ulceras
indolentes (Kern, 1990; Zagelbaum et al., 1999). O adesivo protege a cdrnea, possui
propriedades antimicrobianas e promove uma barreira contra microrganismos (Whitley,
1991). Séao utilizados em oftalmologia com o objetivo de manter a integridade ocular,
isolando o contetdo intraocular do meio extraocular, prevenindo assim, o
desenvolvimento de endoftalmite e de outras complicacdes como a catarata e o
glaucoma (Felberg et al., 2003). Todavia, os derivados do cianoacrilato podem induzir a
reacdo inflamatoria, vascularizacdo corneal, reacdo do tipo corpo estranho e necrose
tecidual (Refojo et al., 1971)

Membranas bioldgicas vém sendo estudadas na cirurgia oftdlmica reconstrutiva.
Ja foram pesquisados implantes de membranas autdgenas, alégenas e xendgenas, na
tentativa de se reconstruirem superficies oculares ap0s traumas, com resultados
satisfatorios. Dentre as diversas membranas, a amniética tem proporcionado excelentes
resultados (Cremonini et al., 2007; Kim et al., 2009).



O epitélio da membrana amnidtica possui funcdes especializadas, dentre as quais
se destacam efeito antiadesivo, propriedades bacteriostaticas, protecdo da leséo, reducédo

da dor, efeito na epitelizacdo e nenhuma antigenicidade (Azuara-Blanco et al., 1999).

Em humanos, Su e Lin (2000) relataram um caso onde foram utilizados o
cianoacrilato e a membrana amnidtica na reparacdo de lesdo de cdrnea penetrante
causada por alcali. A membrana amni6tica foi posicionada sob a perfuracdo da cornea,
prevenindo a aplicacdo direta do cianoacrilato na iris ou no cristalino, funcionando
como uma barreira contra o extravasamento do humor aquoso, mantendo a face da
Ulcera seca para a posterior aplicacdo do cianoacrilato e desempenhando o papel de

ponte para a migracao de células epiteliais sobre a ferida.

Este trabalho foi desenvolvido baseando-se nos conceitos estabelecidos de que o
adesivo ¢é eficiente em perfuracdes da cornea podendo causar reacdo inflamatéria e de
que a membrana amniotica, em camada Unica, ndo é eficiente neste tipo de lesdo, mas
que possui acdo anti-inflamatéria e atua na epitelizacdo. Diante destas observacoes,
imaginou-se que a associacdo da membrana amnidtica com o n-butil 2-cianoacrilato

poderia atuar na reparacdo de lesGes perfuradas da cornea.

Utilizando-se a clinica e a histologia convencional, além da histomorfometria,
objetivaram-se com o desenvolvimento deste trabalho, compararem-se os efeitos do n-
butil 2-cianoacrilato, da membrana amniotica bovina conservada em glicerina 99% em
temperatura ambiente e, do n-butil 2-cianoacrilato associado a membrana amnidtica
bovina conservada nas mesmas condi¢Oes, na reparagdo de lesdes penetrantes

experimentais da cornea de coelhos.

Neste contexto, objetivou-se com a avaliacdo clinico-oftalmolégica, comparar
entre 0s grupos a ocorréncia ou nao da fotofobia, do blefarospasmo, da secre¢édo ocular,
da hiperemia conjuntival, da quemose, da pigmentacdo, vascularizacdo e edema na
cornea, além da formacdo de sinéquias, opacidade na cépsula anterior da lente e da
positividade ao teste do tingimento pela fluoresceina. Os objetivos foram ainda,
compararem o tempo de permanéncia do adesivo e 0 tempo necessario para a realizacdo

de cada procedimento cirdrgico, caracterizando o seu grau de dificuldade.

Os objetivos ao utilizarem-se a histolopatologia e a histomorfometria foram
compararem-se entre 0s grupos os momentos de inicio e de conclusdo do processo de

epitelizacdo, a incorporacdo da membrana amnidtica a cornea, os tipos celulares e de



colagenos encontrados no estroma e, ainda, verificarem-se as espessuras do epitélio e do

estroma.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Cédrnea — Morfologia e Fisiologia

O bulbo do olho possui trés tunicas que, estando em estreita aposicdo, formam
uma folha laminada que circunda o centro parcialmente liquido, parcialmente
gelatinoso. A tunica fibrosa externa confere forma e protecdo ao bulbo do olho.
Compreende a cérnea e a esclera. A tanica média, ou Uvea, é formada por vasos
sanguineos e musculos lisos, estando envolvida com a nutricdo do bulbo e a regulacao
do formato da lente e do tamanho pupilar. E composta pela iris, corpo ciliar e cordide. A
tnica nervosa interna é a camada relacionada com a neurofisiologia da visdo, sendo

denominada retina (Samuelson, 1991; Dyce et al., 2004).

O limbo ¢ a regido de transicdo entre a cornea e a esclera. E rico em vasos
sanguineos que desempenham importante funcéo nos processos inflamatorios da cornea
(Jungueira e Carneiro, 1994). Nesta regido é encontrada a linhagem de células-tronco,
responsavel pela reparacdo de lesbes na superficie da cdrnea. Fornece um
microambiente favordvel para abrigar tais células, beneficiando a sua sobrevivéncia e

diferenciacdo (Dua e Azuara-Blanco, 2000; Anderson et al., 2001).

A cOrnea é transparente e ocupa um sexto da porg¢do anterior do bulbo do olho
nos cdes e um quarto nos coelhos, sendo que o seu raio de curvatura € maior do que o
do restante do bulbo (Startup, 1984; Samuelson, 1991). Sua espessura central nos
animais da espécie canina é de 0,61 mm + 0,01 mm e a espessura periférica é de 0,67
mm = 0,01 mm (Slatter e Dietrich, 2007), podendo variar de acordo com a idade
(Stapleton e Peiffer, 1979; Montiani-Ferreira et al., 2003) e a espécie dos animais (Gwin
etal., 1982; Bahn et al., 1986; Wilkie e Whittaker, 1997).

Os fatores morfologicos que contribuem para a transparéncia da cornea sao a
auséncia de vasos sanguineos e linfaticos, o epitélio ndo queratinizado, a auséncia de
pigmentacdo, o tamanho e disposicao das fibrilas de coldgeno que compdem o estroma,

0 estado de deturgescéncia e as fibras nervosas amielinicas (Samuelson, 1991).
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As fungdes da cornea sdo fornecer suporte para as estruturas intraoculares e
permitir a refracdo e a transmissédo da luz devido, respectivamente, a sua curvatura e
transparéncia. A nutricdo da cérnea se da por meio do humor aquoso e do filme
lacrimal, que também é responsavel pela limpeza da superficie ocular. As palpebras e a
membrana nictitante proporcionam protecdo contra agressdes do meio externo
(Samuelson, 1991).

Histologicamente, a cdrnea dos animais é composta por quatro camadas, da
por¢do anterior a posterior: o epitélio, o estroma ou substancia propria, a membrana de
Descemet e o0 endotélio (Spreull, 1966; Startup, 1984; Gelatt, 2003; Slatter e Dietrich,
2007). Alguns autores consideram o filme lacrimal como uma quinta camada (Maggs,
2008). 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).

O epitélio corneal é composto por células pavimentosas estratificadas simples,
ndo queratinizadas, fixadas a sua membrana basal (Startup, 1984; Slatter e Dietrich,
2007) 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 posi¢do mais superficial, as células
profundas tornam-se achatadas e sofrem as descamagOes naturais (Maggs, 2008). As
células basais migram gradualmente para a camada mais superficial da cornea e,
passadas 1 ou 2 semanas, elas sdo descamadas do epitélio. As células epiteliais
diferenciadas, situadas na camada mais superficial, formam uma juncgéo firme e solida

que funciona como uma barreira (Imanishi et al., 2000).

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 localizacdo 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 é
composta por células achatadas e poligonais contendo microvilos e micropregas que
podem ter a funcdo de estabilizar o filme lacrimal na superficie da cérnea (Samuelson,
1991).



O estroma ou substancia prépria compreende 90% da espessura da cornea, mede
de 0,5 mm a 0,6 mm e é formado por fibroblastos, fibrilas de colageno, substancia
fundamental e fibrocitos, também denominados ceratocitos. Esta camada é 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 composicdo €é glicosaminoglicanos e proteoglicanos que sao
sintetizados pelos ceratdcitos. Os ceratocitos sdo células fixas que contribuem para a
formacéo e manutencdo das lamelas. Diferem, em sua forma, dos fibroblastos da pele,
por serem poligonais e possuirem prolongamentos citoplasméaticos que mantém as
células unidas. Entre as lamelas sdo ocasionalmente encontrados linfécitos, macréfagos
e neutrofilos (Samuelson, 1991; Meek e Boote, 2004; Slatter e Dietrich, 2007; Maggs,
2008). Nos ceratocitos, foram encontrados heterodimeros que atuam como receptores

de colageno do tipo I e de fibronectina (Fini, 1999).

Quatorze tipos de colagenos (1, I1, 11, 1V, V, VI, VII, VI, IX, XII, XIII, XIV,
XVII e XVIII) foram descritos em corneas de vertebrados. O colageno tipo | é o mais
abundante no estroma e corresponde a 75% do total. O tipo V e o VI também estédo
presentes nesta camada da cérnea nas propor¢des de 2% e 17%, respectivamente. O
colageno do tipo Il é encontrado em pequenas propor¢Bes no estroma normal, mas
durante a reparacdo de lesbes, na presenca de inflamacdo e enfermidades oculares

graves, sua concentracdo € aumentada (Michelacci, 2003).

Cintron et al. (1988) demonstraram que o colageno tipo Il € sintetizado pelas
células endoteliais de cdrneas de fetos e coelhos neonatos. Afirmaram ainda, que este
colageno ¢ sintetizado pelas células endoteliais e depositado na membrana de Descemet
em desenvolvimento e na porc¢édo posterior do tecido neoformado durante o processo de
reparacdo. Os resultados do mesmo trabalho sugeriram que os colagenos do tipo I, V e
V1 sdo sintetizados por fibroblastos derivados do estroma com minima contribui¢do das

células endoteliais.

A membrana de Descemet é uma estrutura elastica que forma o limite posterior
do estroma e é considerada a membrana basal do endotélio. A sua espessura mede
14um, sendo composta por fibrilas delgadas de colageno, arranjadas paralelamente, que

sdo depositadas durante toda a vida do individuo, fazendo com que a espessura aumente



com a sua idade (Samuelson, 1991; Slatter e Dietrich, 2007; Maggs, 2008). Segundo
Startup (1984), esta membrana seria incapaz de se regenerar, mas Maggs (2008) afirma
que em pequenas lesbes penetrantes da cornea, as células endoteliais produzem uma

nova membrana de Descemet.

O endotélio, ou epitélio posterior, é composto por uma camada simples de
células pavimentosas sendo continuo com as células da face anterior da iris. No interior
das células que compBdem o endotélio existem numerosas mitocondrias, 0 que confere a
elas uma alta atividade metabdlica. O endotélio atua como uma barreira entre a cérnea e
0 humor aquoso e esta situado posterior e adjacente a membrana de Descemet (Spreull,
1966; Startup, 1984; Stevens e Lowe, 1995; Slatter e Dietrich, 2007; Maggs, 2008). As
células endoteliais impedem a opacificacdo da cornea através da regulacdo da sua
hidratacdo por bombeamento de fluido do estroma corneal (Stevens e Lowe, 1995;
Joyce, 2003). A sua capacidade regenerativa pode variar com a idade e a espécie animal
(Samuelson, 1991). As células endoteliais da cornea, ap6s a formacéo de camada Unica,
param de se proliferar. Analise por eletromicrografia de transmissdo sugere que a
proliferacdo cessa ap0s o0 contato entre as celulas. Sua reparacdo acontece
principalmente por ampliacdo do tamanho celular e por migracdo, embora uma pequena
proliferacdo por mitose possa ocorrer. Assim, a perda excessiva de células endoteliais,
sem replicacdo para restaurar a densidade celular, pode fazer com que o endotélio ndo
atue de maneira eficaz como barreira contra a entrada de fluido no estroma, levando a
perda da acuidade visual (Joyce, 2003). O numero de células endoteliais diminui com a
idade e, na ocorréncia de trauma corneal, o endotélio continua a perder células em uma
velocidade mais rapida do que o normal, resultando em disfuncdo endotelial, anos ap6s

a ocorréncia do trauma (Joyce, 2003).

O filme lacrimal esta presente sobre a cornea e a conjuntiva. Ele é constituido
por trés camadas diferentes. A camada superficial externa, composta por fosfolipidios, a
camada média ou aquosa, formada predominantemente por agua e a camada mucdide
interna, composta por mucoproteinas. Suas fun¢des séo eliminar materiais estranhos,
lubrificar a passagem das péalpebras sobre a coOrnea, fornecer um meio para a
transferéncia de oxigénio atmosferico, células inflamatorias e anticorpos para a cornea
e, contribuir na manutencdo de uma superficie lisa para que a cornea desempenhe
perfeitamente sua funcdo dptica (Gum, 1991; Maggs, 2008). Imunoglobulinas como
IgA e IgG foram encontradas no filme lacrimal de cées, o que constitui importante

defesa contra patogenos (Gum, 1991).



A coOrnea possui nervos sensoriais derivados do ramo oftdlmico do nervo
trigémeo (Startup, 1984; Samuelson, 1991). Fibras nervosas amielinicas passam da
periferia da cornea em direcdo ao centro do estroma, estando dispostas em dois planos.
O plano superficial forma um plexo com terminagdes na camada epitelial, onde existem
terminaces tateis e de dor. As fibras situadas em um plano mais profundo, as quais sao
distribuidas através do estroma, tém somente terminacOes tateis (Spreull, 1966). A
inervacdo da cdrnea desempenha papel importante na transmissao sensorial, assim como
na manutencdo da viabilidade das células epiteliais. Os distarbios do epitélio acontecem
frequentemente nos casos de paralisia do ramo do nervo trigémeo, 0 que caracteriza a

ceratite paralitica (Imanishi et al., 2000).

O humor aquoso, os capilares do limbo e o filme lacrimal fornecem os
metabolitos necessarios para a cornea. Para manter o seu estado de hidratacdo, ela exige
energia em forma de adenosina trifosfato (ATP) gerada pela degradacdo da glicose,
fornecida principalmente pelo humor aquoso (Gum, 1991; Maggs, 2008). Alguns
fatores podem interferir no estado de hidratacdo da cornea. A integridade do epitélio e
do endotélio corneal funciona como uma barreira fisica contra a entrada do filme
lacrimal e humor aquoso para o estroma. A evaporacdo da lagrima faz com que ela atue
como agente osmdtico criando um gradiente na superficie ocular que drena a agua 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 funcdo do endotélio ou
desorganizar o arranjo das fibras de colageno pelo seu estiramento (Gum, 1991; Maggs,
2008).

Fibras Colagenas

Os colagenos sdo as maiores proteinas que constituem a matriz extracelular. O
sistema colageno é formado por muitos tipos de colagenos distintos geneticamente que
ocorrem em diferentes tecidos conjuntivos (Michelacci, 2003). As fibras colagenas sdo
flexiveis e possuem grande forca ténsil. Ao microscopio 6ptico, tais fibras tém a
aparéncia tipica de estruturas ondeadas de largura varidvel e comprimento
indeterminado. Pela microscopia eletronica, observa-se que a fibra colagena é
constituida por um feixe de subunidades finas e filamentosas, as fibrilas de colagenos,
gue possuem diametro relativamente uniforme. Entretanto, as fibrilas de colageno, em

diferentes localizacBes e estagios de desenvolvimento, apresentam diferencas de
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tamanho. Em tecidos em desenvolvimento ou imaturos sdo delgadas, enquanto em

tecido conjuntivo denso modelado séo espessas (Ross et al., 1993).

A molécula de colageno € constituida por trés cadeias polipeptidicas, chamadas
cadeias alfa, produzidas pelo reticulo endoplasmatico rugoso e dispostas em uma
triplice hélice. Essas cadeias ndo sdo todas idénticas e, de acordo com suas diferencas,
sdo descritos varios tipos diferentes de colageno (Ross et al., 1993; Michelacci, 2003).

O colageno mais abundante no estroma € o tipo | e, juntamente com o colageno
tipo 111, € o de maior interesse neste estudo. O tipo | possui as moléculas organizadas
em duas cadeias alfa 1 (I) e uma cadeia alfa 2 (1) e propicia resisténcia a tensao, forca e
estiramento. O colageno tipo Il possui as moléculas organizadas em trés cadeias
idénticas, alfa 1 (I11) e propicia sustentacdo e atuam como barreira de filtracdo (Ross et
al., 1993; Michelacci, 2003).

As tecnicas histoquimicas, em especial o0 metodo do Picrus Sirius Red sob luz
polarizada, tém contribuido para a compreensdo da fisiologia e dos processos
patolégicos relacionados ao sistema colageno. Este método permite a identificacdo de
alguns tipos de colagenos em tecidos fixados em formalina e incluidos em parafina
(Montes, 1996).

Os colagenos de tipo | e I11 apresentam interferéncias de cores e intensidades de
birrefringéncias desiguais na mesma sec¢do tecidual, porque diferentes colagenos
intersticiais apresentam padrdes variados de agregacdo fisica. O tipo | forma fibras
espessas e apresenta intensa birrefringéncia que vai da cor amarela a vermelha. Em
contrapartida, o colageno tipo Il forma fibras finas apresentando fraca birrefringéncia
que, sob luz polarizada, é visivel em cor verde (Montes, 1996).

Causas de Ulceras de Cornea e Processo de Reparagio

As Ulceras de cdrnea podem ter como causa traumas fisicos ou quimicos, agentes
infecciosos, aumento na pressdo intra-ocular e, raramente, alteracdes metabdlicas
(Slatter e Dietrich, 2007), destacando-se a deficiéncia de vitamina A que afeta filhotes
mal nutridos (Startup, 1984). Também sdo citadas as alteracfes imunomediadas e as
ceratopatias senis como causas de Ulceras de cornea (Whitley, 1991). Dentre os traumas

fisicos, podem-se citar os agentes externos, as anormalidades palpebrais, ciliares e
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lacrimais (Slatter e Dietrich, 2007). A deficiéncia ou lesdo no ramo oftalmico do nervo
trigémeo reduz a sensibilidade da cornea e resulta em degeneracao epitelial, causando as

Ulceras neurotréficas (Startup, 1984).

A cornea intacta é muito resistente a infecgdes, mas uma quebra na barreira
epitelial permite a entrada de microrganismos podendo predisp6-la a ulceragdo. Muitas
bactérias tém sido isoladas de cdrneas ulceradas, incluindo Streptococcus haemolytic,
Staphylococcus, Pseudomonas spp., Morexella, Proteus, Micrococcus e Echerichia coli.
Dentre os fungos isolados estdo a Candida e o Aspergillus. O virus da hepatite canina
invade a cornea através do humor aquoso causando Ulcera corneal (Slatter e Dietrich,
2007) e o da cinomose pode levar a ulceracdo na cdrnea por causar ceratoconjuntivite

seca com infec¢do bacteriana secundéria (Startup, 1984).

A reparacdo de lesdes na cérnea varia com a sua profundidade. Ela pode ocorrer
pelo deslizamento, ou migracdo, das células epiteliais para cobrir a area lesada, e por
mitose, no sentido de reconstituir o nimero de células epiteliais normais (Wilcock,
2008).

O tipo de lesdo modula o processo de reparagdo. Quando o tecido for
simplesmente removido ou perdido, como ocorre no caso de um arranh@o ou raspado,
inicia-se um processo de reparagdo simples. Contudo, se a lesdo for mais complicada,
como nos casos de queimaduras por alcalis ou nos infecciosos, o processo envolve
interacdes mais complexas em que elementos adicionais sdo envolvidos e eventos
suplementares sdo necessarios. Outros fatores que afetam a reparacdo séo a extenséo e a

profundidade da lesdo (Dayhaw-Barker, 1995a).

Um trauma na cdrnea resulta em uma cascata de processos que levam & sua
reparacao e recuperacdo da acuidade visual. Para tanto, é necessaria a integracdo da
proliferacdo celular, migracdo, diferenciacdo, apoptose e comunicacdo intercelular. A
combinacdo dos fatores soluveis presentes na cornea e no filme lacrimal, torna-se
importante na regulacdo destes processos, cuja ocorréncia acontece simultaneamente
(Klenkler e Sheardown, 2004).

No processo de reparacdo da cornea estdo envolvidas proteinas da matriz
mesenquimal, proteoglicanos, fatores sollveis, enzimas proteoliticas e alguns tipos

celulares (Dayhaw-Barker, 1995a).



As principais proteinas da matriz sdo: a fibronectina, cujo papel principal esta na
adesdo celular durante sua migracdo; a tenascina, que possui funcdo semelhante a da
fibronectina, mas esta presente principalmente durante a reparacdo tecidual e em
processos malignos; a laminina, que é parte integral da maioria das membranas basais e
promove a aderéncia das células a membrana basal, interferindo no movimento, na
diferenciacdo e no crescimento celular; e as integrinas, que servem como receptores
para varios componentes extracelulares, dentre eles a fibronectina, a laminina e

diferentes tipos de colagenos (Dayhaw-Barker, 1995a).

O dermatan e o queratan sulfato sdo os principais proteoglicanos presentes na
cornea (Michelacci, 2003). Sua importancia estd na natureza hidrofilica, que mantém
certo nivel de hidratacdo tecidual e, na manutencdo do espacamento e orientagcdo das

fibras de colageno (Dayhaw-Barker, 1995a).

Como a cornea estd em contato intimo com o filme lacrimal e com o humor
aquoso, 0s varios tipos de fatores sollveis neles presentes desempenham papéis
importantes na modificacdo celular e na reparacdo de lesdes envolvendo a coOrnea
(Imanishi et al., 2000).

Os fatores sollveis sdo proteinas que afetam o crescimento e a locomogdo
celular via receptores celulares. Varios grupos desses fatores soluveis que afetam a
cornea ja foram identificados. Sao eles as defensinas, o fator de crescimento epidermal
(EGF), o fator de crescimento dos ceratindcitos (KGF), o fator de crescimento dos
hepatdcitos (HGF), a familia do fator de crescimento dos fibroblastos (FGF), o fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF), os neuropeptidios, o fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), a familia do fator transformador de crescimento (TGF),
que é dividida em duas subfamilias: 0 TGF-a e 0 TGF- e o fator de crescimento
derivado do retinoblastoma (Dayhaw-Barker, 1995a; Dayhaw-Barker, 1995b; Fini,
1999; Imanishi et al., 2000).

As defensinas sdo originadas pelas células inflamatérias e possuem efeito
antimicrobiano, além de atuar com acdo sinérgica junto a outros fatores sollveis no

estimulo do crescimento celular.

O fator de crescimento epidermal (EGF) € produzido pelas células epiteliais da
cornea e, principalmente, pela glandula lacrimal. Atua na proliferacdo de células

epiteliais e endoteliais (Imanishi et al., 2000) e induz & migragdo das células epiteliais.
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Existem receptores de alta e baixa afinidade por este fator nas células endoteliais e
epiteliais, entretanto, nos ceratocitos, apenas 0s receptores de baixa afinidade pelo EGF
estdo presentes. Estes achados explicam os efeitos da taxa de crescimento promovida
pelo EGF nas células epiteliais, endoteliais e nos ceratocitos. O EGF inibe a
diferenciacdo terminal das células epiteliais da cornea e aumenta sua proliferagdo de

uma forma dependente de sua concentracdo (Imanishi et al., 2000).

O fator de crescimento ceratindcito (KGF) possui atividade mitogénica restrita
as celulas epiteliais. Por ser considerado um estimulador paracrino para o crescimento
de células epiteliais da cornea, a aplicacdo topica do KGF pode ser eficiente na
regeneracdo epitelial e efetivo no tratamento de Glceras de cdérnea com perda do
estroma. Sugere-se que o KGF é produzido pelos ceratocitos e que atua nas células
epiteliais pela ligacéo aos seus receptores (Imanishi et al., 2000). A expressdo do KGF e
do seu receptor € alta nos fibroblastos e nas células epiteliais do limbo comparando-se
com o centro da cdrnea, 0 que sugere que este fator solivel modula preferencialmente a

funcdo das células tronco (Li e Tseng, 1997).

O fator de crescimento hepatdcito (HGF), produzido em sua forma inativa por
fibroblastos, é ativado por lesdo, estimulo inflamatorio ou proteases da cascata de
coagulacdo. Seus receptores de alta afinidade estdo situados principalmente nas células
epiteliais da cdrnea. Quando ligado aos seus receptores, 0 HGF atua na proliferacdo, na
motilidade e na mudanca da forma das células epiteliais, endoteliais e melanociticas
(Grierson et al., 2000). Ao contrario do KGF, os receptores do HGF séo encontrados em

maior nimero na regido central da cornea do que na regido do limbo (Li e Tseng, 1997).

O fator de crescimento fibroblastico (FGF), que pode ser acido (aFGF) ou basico
(bFGF), é mitogénico para as células epiteliais, endoteliais e estromais. O aFGF tem
sido detectado na membrana de Descemet e no endotélio da cornea, mas em menor
quantidade no epitélio. Ele ndo foi encontrado no estroma. Em contrapartida, o bFGF e
seus receptores podem ser encontrados nos trés tipos celulares da cornea e no humor
aquoso (Wilson et al., 1994).

O fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) e seus receptores sdo
encontrados no epitélio e estroma da cornea e, na malha trabecular. Sua atuagdo consiste
no estimulo da atividade mitotica e na diferenciagdo celular (Fini, 1999; Klenkler e
Sheardown, 2004).
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O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) promove a reparacdo de
lesbes na cdornea por aumentar o crescimento e a migracdo celular. Ele provoca um
estimulo para a migracdo de células epiteliais, na presenca de fibronectina, e para a
migracdo de fibroblastos e ceratocitos. Também demonstrou efeito quimiotatico para as
células endoteliais provocando a sua migracdo. Receptores do PDGF foram encontrados

nas células endoteliais e em fibroblastos (Imanishi et al., 2000).

O Fator de crescimento transformador beta (TGF- B) é secretado por quase todas
as células providas de nucleo. Esta dividido em TGF- B1, TGF- 2 e TGF- 3. O TGF-
B2 é amplamente difundido em todos os tipos celulares da cornea. Isto indica que ele
desempenha um papel importante neste tecido. A forma inativa secretada do TGF- B2 é
ativada por algumas proteases, como a familia da catepsina, durante o processo de
reparacao de lesbes na cornea e reacdes inflamatorias causadas por varios tipos de
infeccBes ou outras anormalidades oculares superficiais. Os TGF- s, principalmente o
TGF- B2, atuam na regulagéo da proliferacdo celular corneal, inibindo a proliferagédo das
células epiteliais de uma maneira dose dependente (Imanishi et al., 2000). Além disso,
acredita-se que o TGF- B inibe a proliferacdo celular endotelial e de leucdcitos, e

estimula a proliferacdo de fibroblastos do estroma e da pele (Song et al., 2002).

Em estudo realizado por Stramer et al. (2003) foi demonstrado que a deposicao
de tecido fibroso durante a reparacdo de lesdo na cornea esta relacionada com a perda da
membrana basal epitelial induzindo a exposicdo do estroma ao TGF-f2. No mesmo
estudo, sugere-se que o efeito de minima opacidade corneal ao se utilizar a membrana
amnidtica como tratamento de Ulceras de cdrnea, se deve ao fato de sua atua¢do como

membrana basal impedindo a exposic¢ao do estroma ao TGF-B2.

As enzimas proteoliticas estdo envolvidas na reestruturacdo tecidual.
Especificamente para a cdrnea, existem dois grupos principais: o da proteinase serina,
incluindo a plasmina e seus componentes relatados, € 0 das enzimas que requerem
cofator metal, que correspondem a colagenase e a metaloproteinase da matriz. A
primeira é responsavel pela clivagem de proteinas da matriz, como a fibronectina e a
laminina, e pode influenciar na migragéo celular. As colagenages e as metaloproteinases
da matriz degradam e desnaturam o colageno. Estas enzimas sdo importantes para a
remodelacdo do coladgeno, na organizacdo da sua arquitetura original, mantendo a

transparéncia da cornea (Dayhaw-Barker, 1995a).
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Vérias citocinas inflamatdrias estdo envolvidas no processo de reparagdo de
lesGes da cdrnea. Elas e seus receptores estdo presentes nas células e, quase todas sdo
produzidas pelas células inflamatérias (linfécitos, mondcitos/macrofagos, leucocitos
polimorfonucleares, baséfilos/mastocitos e eosinéfilos). Estas citocinas regulam o
crescimento celular da cornea e induzem a sua migracdo. Especificamente, a
interleucina (IL)-1, IL-6 e o fator de necrose tumoral (TNF) aumentam a migracdo de
células epiteliais pelo estimulo da atividade quimiotatica induzida pela fibronectina.
Entretanto, estas citocinas, por si s6, ndo possuem acdo quimiocinética ou quimiotatica
(Imanishi et al., 2000).

Os receptores para a IL-1 sdo encontrados nos ceratdcitos e fibroblastos. A IL-1
ndo é liberada do epitélio para o estroma em quantidade significante nas cdrneas
intactas. Ela é liberada das células epiteliais apicais que estdo passando por morte
programada, que faz parte do mecanismo de maturacdo normal e descamacao destas
células. A IL-1 pode estar presente em concentracdes elevadas no filme lacrimal nas
condicBes associadas as lesdes da superficie ocular como a ceratoconjuntivite seca.
Entretanto, a IL-1 presente no filme lacrimal ndo passa para 0 estroma anterior na
auséncia de lesdo ou morte das células epiteliais. Isto acontece somente nos casos em
que 0 estroma esta exposto e, neste caso, a IL-1 liga-se aos seus receptores presentes
nos ceratocitos e modulam as fungdes destas células. Tem sido demonstrado que a IL-1
modula a apoptose dos ceratdcitos e dos fibroblastos presentes na cornea (Wilson et al.,
2001).

Quando acontece uma lesdo na cornea, sao transmitidos sinais para as células
tronco situadas na regido do limbo. Estes sinais, transmitidos por mecanismos ainda nao
conhecidos, sdo responsaveis pelo inicio da proliferacdo e diferenciacdo das células
tronco. Na auséncia de enfermidades que impegam este mecanismo, sdo providenciadas
células em quantidade suficiente para completar o processo de reparacdo da area lesada
(Imanishi et al., 2000).

Os tecidos contribuem significantemente para a sua propria reparacdo. As
células epiteliais estdo extremamente envolvidas na reconstituicao de qualquer lesdo que
as comprometa, os ceratdcitos estromais transformam-se em fibroblastos e sdo a chave
para a reorganizacdo das caracteristicas do estroma e, as células endoteliais
desempenham o papel principal em seu restabelecimento (Dayhaw-Barker, 1995a).

Além dos tipos celulares envolvidos na reconstituicdo da cornea lesada, o filme lacrimal
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desempenha um papel importante como veiculo na distribuicdo de muitas substancias

reparadoras (Dayhaw-Barker, 1995a).

A migracdo celular ocorre quase imediatamente apods a leséo epitelial. Fibrina,
fibrinogénio e fibronectina sdo secretados do epitélio adjacente para a face desnuda
(Wilcock, 1993). Leucdcitos polimorfonucleares chegam até a area atraves 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 em um tempo de 4 a 7 dias o
epitélio estara completamente regenerado (Spreull, 1966; Kern, 1990). O processo de
migracdo celular e mitose podem estar influenciados pelo sistema nervoso simpatico,
por hormonios, fatores sollveis e mensageiros quimicos (Kern, 1990). Segundo
Wilcock (1993), a atividade mitdtica é estimulada pelo fator de crescimento epidermal
derivado do epitélio lesado e do filme lacrimal e é mais marcante nas células epiteliais

basais préximas ao limbo.

Quando a membrana basal epitelial estiver intacta, as células epiteliais podem
utilizad-la para sua adesdo ao estroma. Nos casos de perda da membrana basal, a
reconstituicdo dos seus novos complexos sera iniciada entre 5 a 7 dias apés a lesdo,
sendo necessarias 6 a 8 semanas para a sua completa reconstrugdo. Durante este tempo,
a adesdo do epitélio ao estroma estara ausente (Kern, 1990). Kato et al. (2000)
constataram, através de técnicas de imunohistoquimica, que para a reparacdo da

membrana basal foram necessarias mais do que 4 semanas.

Em lesbes que envolvem o epitélio e parte do estroma a reparagao ocorre mais
lentamente, sendo por migracdo e replicacdo epitelial juntamente com fibroplasia
estromal. Uma lesdo penetrante no estroma causa a morte dos ceratdcitos situados sob
ela. Um coagulo de fibrina é depositado no defeito e ha a formacdo de edema em sua
volta (Kern, 1990). Em poucas horas ap0s 0 acometimento, neutrofilos chegam ao local
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 producéo de vérias citocinas
(Wilcock, 1993; Wilkie e Whittaker, 1997).

Os ceratocitos das margens da ferida sofrem um processo de diferenciacdo em
fibroblastos, aumentam em nimero por divisdo e iniciam o processo de migracao para a
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area onde houve a perda de ceratdcitos (Dayhaw-Barker, 1995b). O processo de
diferenciacdo dos ceratécitos €, na verdade, a ativacdo destas células, situadas na area
adjacente a lesdo. A primeira mudanca detectada € um aumento no tamanho dos
ceratocitos e de seus nucléolos, organelas responsaveis pela sintese de ribossomos.
Ocorre também, um aumento no nimero de nucléolos, vesiculas e fagossomos. Estas
mudangas acontecem nas primeiras 6 horas apos a lesdo. Dentro de 24 horas os
ceratocitos ativados migram para a zona acelular e no segundo dia alcangcam o centro da
lesdo. A morfologia destas células sugere uma transicdo entre fibroblasto e ceratécito,
com formato fusiforme, multiplos nucléolos e auséncia de granulos citoplasmaticos
(Fini, 1999).

Concomitantemente com a deposicdo de fibronectina na lesdo, ocorre a
formacéo de seus receptores pela interferéncia dos fibroblastos (Fini, 1999). O processo
de secrecdo de fibrilas de coldgeno, realizado pelos ceratdcitos diferenciados em
fibroblastos, ¢ iniciado e perdura por semanas. As fibrilas de colageno sdo orientadas
aleatoriamente e, finalizada a reparacdo, é feito um esforco para que elas e os
proteoglicanos (glicosaminoglicanos) retornem a sua arquitetura original. Este processo
é efetivado por enzimas, especificamente as metaloproteinases da matriz (Dayhaw-
Barker, 1995b), sintetizadas pelos fibroblastos (Fini, 1999). O novo colageno secretado
é remodelado e torna-se mais compacto, mas ndo consegue atingir a organizacao
uniforme de antes. Essa desorganizacdo resulta em opacidade corneal permanente
(Spreull, 1966; Kern, 1990; Wilcock, 1993). A composicdo alterada da matriz
extracelular sintetizada pelos fibroblastos, assim como a sua disposi¢do desorganizada,
provavelmente contribuem para a opacidade do tecido reparado (Fini, 1999).

A perfuracdo da membrana de Descemet resulta em 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 iniciam a
migracdo para cobrir o defeito criado. Esse processo é lento e pode ser completado
somente em 6 semanas (Befanis et al., 1981; Kern, 1990; Wilcock, 1993). Durante a
migracdo, a area citoplasmatica ao redor do ndcleo sofre um aumento, mudando o
espaco entre os nucleos celulares (Dayhaw-Barker, 1995b). Apo6s o recobrimento da
area pela migracdo celular, as células sdo multiplicadas por mitose. A habilidade
mitotica do endotélio varia segundo as espécies, sendo que nos gatos, primatas e no
homem é limitada e nos cdes e coelhos é bem desenvolvida (Befanis et al., 1981;

Dayhaw-Barker, 1995b; Slatter e Dietrich, 2007). As novas células recobrindo a area
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lesada comecam a retomar seu formato original, entretanto algumas permanecem como

“celulas gigantes” (Dayhaw-Barker, 1995b).

Spreull (1966) acreditava que a membrana de Descemet era incapaz de sofrer
regeneracdo. Posteriormente, foi confirmado que em pequenas lesdes de origem interna,
as células endoteliais proximas ao defeito vao deslizar e sofrer mitose até cobrir a area e
produzir nova membrana de Descemet e, nos casos de lesdes extensas, o endotélio pode
ser incapaz de recobrir o defeito originando uma &rea de edema persistente (Wilcock,
1993; Slatter e Dietrich, 2007; Maggs, 2008). Embora a membrana de Descemet possa
ser restabelecida, o processo é lento, podendo ser concluido somente apds 3 meses,
sendo que a espessura da nova membrana é menor do que a normal, indicando que a

forca ténsil ndo é a mesma do que a do tecido original (Kato et al., 2000).

Os sinais clinicos que acompanham o processo de reparacdo se manifestam pela
dor evidenciada por blefarospasmo, epifora, fotofobia e protruséo da terceira palpebra
(Startup, 1984; Gelatt, 2003). De acordo com o tipo de lesdo, grau de contaminacéo,
tipo de microrganismo envolvido na infecgdo e com a resposta do organismo, pode estar
presente secrecdo ocular, hiperemia conjuntival, miose, vascularizagdo, pigmentacéo e

edema corneais (Startup, 1984).

A dor associada a Ulcera é derivada da estimulagéo direta dos nervos sensoriais
presentes na cornea (ramo oftalmico do nervo trigémeo) e do espasmo do musculo ciliar
secundario a uveite reflexa (Kern, 1990). Um reflexo axonal (que ndo requer uma
sinapse) induz a vasodilatagdo da iris e corpo ciliar, resultando em miose, hipotonia e
espasmo ciliar, proporcionalmente a gravidade da lesdo (Kern, 1990).

As Ulceras de cdrnea tornam-se complicadas quando o mecanismo de reparacao
normal € inibido ou desequilibrado, o agente causal ndo é eliminado ou quando a lesao
torna-se contaminada. Nos casos em que o equilibrio entre a regeneracao e a destruicao
no processo de reparacdo ndo existir, desenvolve-se uma destruigdo progressiva do
estroma (Kern, 1990).

As enzimas proteoliticas produzidas pelos ceratécitos e por células epiteliais e
inflamatdrias destroem o colageno estromal, o que pode resultar em descemetocele e

perfuracdo da cornea (Kern, 1990).
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Nos cdes, a melanose do epitélio e do estroma superficial da cornea pode se
desenvolver quando ha a reparagdo de Ulceras de cornea superficiais ou profundas. A

vascularizacdo geralmente acompanha ou precede a melanose (Kern, 1990).

Os ferimentos ndo complicados cicatrizam sem vascularizagdo, mas as lesdes
infectadas ou destrutivas recompdem-se com vascularizagdo, e neste caso a infiltracdo
celular é mais extensa. Ocorre invasdo da area lesada por vasos sanguineos provenientes
do plexo vascular limbico. A deposicdo de tecido de granulagdo forma a cicatriz, que
sera mais densa, portanto mais opaca, do que nos casos em que ha a cicatrizacdo
avascular. Os vasos sanguineos séo colapsados, mas nao desaparecerem completamente,
podendo ser visibilizados através de lampada de fenda (Slatter e Dietrich, 2007; Maggs,
2008).

Membrana Amniotica

As membranas fetais, ou extraembrionarias, conferem protecdo e transferem
nutrientes maternos para o feto, eliminam produtos fetais e sintetizam enzimas e
horménios. Existem quatro membranas: o corion, a membrana alant6ide, a membrana
amnidtica e o saco vitelinico. Todas séo eliminadas no momento do parto (Roberts,
1979).

O corion é a camada externa que entra em contato com as células maternas. A
membrana amniotica, camada mais interna, estd em contato intimo com o feto, separada

dele apenas pelo liquido amniotico (Dua e Azuara-Blanco, 1999).

A membrana amniética, ou amnion, € translicida, composta por uma camada
simples de celulas colunares firmemente aderida a camada mais interna, mesenquimal,
que contém grande quantidade de colageno (Dua e Azuara-Blanco, 1999). Sua formacéo
se da entre o0 13° e 16° dia da concepcdo nos bovinos, ovinos, equinos, suinos, caninos e
felinos (Roberts, 1979).

Na espécie humana a espessura da membrana amniotica varia de 0,02mm a
0,5mm e ndo apresenta vascularizacdo nem suprimento sanguineo direto (Dua et al.,
2004). Esta membrana é composta por cinco camadas, do meio interno para o externo: o

epitélio, que esta em contato direto com o liquido amniotico, a membrana basal, a
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camada compacta, a camada fibroblastica e a camada esponjosa (Matthews et al., 1982;
Dua et al., 2004).

As células amnidticas epiteliais possuem numerosos microvilos em sua face
apical (Wynn e Corbet, 1969) e processos celulares se estendendo na membrana basal
como poddcitos. Estes processos celulares apresentam juncgdes tipo hemidesmossomos
aderindo a membrana basal aos tonofilamentos. No citoplasma sdo encontradas muitas
vesiculas pinocitéticas, organelas em abundéancia, incluindo reticulo endoplasmaético e
complexo de Golgi. Os nucleos celulares tém sua configuracdo irregular e indentagdes
na membrana nuclear, com nucléolos sempre grandes e homogéneos, 0 que sugere

atividade nucleolar (Dua e Azuara-Blanco, 1999).

A utilizacdo da membrana amnidtica em cirurgia oftdlmica humana foi reportada
pela primeira vez por Rotth em 1940, que a aplicou na reparacdo de defeitos
conjuntivais (Park et al., 2008). Mesmo com os resultados satisfatérios alcangados com
sua utilizacdo, a membrana amnidtica voltou a ser estudada e utilizada somente em
1995, por Kim e Tseng na reconstrucdo de cdrneas de coelhos apos a remogdo completa
do epitélio. Desde entdo, a membrana amniotica tem sido indicada para diversas
doencas oculares, destacando-se as queimaduras quimicas e térmicas, a sindrome de
Stevens-Johnson, a ceratopatia bolhosa, o penfigdide cicatricial, as ulceras
neurotroéficas, as reconstrugdes conjuntivais e corneais apds resseccdo de tumores e em

cirurgias de glaucoma para recobrir valvulas implantadas (Dua et al., 2004).

Na Medicina Veterinaria a membrana amniotica foi aplicada em ceratectomias
penetrantes (Barros et al., 1998), simbléfaro, resseccdo de tumores esclerais e corneais
(Barros et al., 2005), ulceras superficiais ndo complicadas (Pontes et al., 2008; Kim et
al., 2009), deficiéncia de células limbicas (Cremonini et al., 2007), queimaduras

guimicas (Sampaio et al., 2006) e sequestro corneal felino (Pontes et al., 2010).

Lee e Tseng (1997) teorizaram que a membrana basal espessa e a matriz
estromal avascular da membrana amniotica sdo essenciais para o sucesso do transplante.
N&o verificaram efeitos adversos, como rejeicdo ao transplante, nos pacientes que
receberam a membrana amniotica preservada, pois apenas substrato sem células viaveis
foi transplantado. Ainda afirmaram que a utilizacdo da membrana amnidtica preservada
em perfuracGes da cornea ndo foi efetiva e que ela deve ser empregada apenas em

Ulceras estromais profundas.
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A membrana amniédtica atua como membrana basal que suporta o crescimento
do epitélio e da membrana basal corneal e facilita a migracao das células epiteliais. A
membrana basal da membrana amnidtica possui colageno tipo 1V, laminina-1, laminina-
5 e fibronectina, que desempenham papel importante na adeséo das células epiteliais da
cérnea, promovem diferenciacdo e previnem a apoptose epitelial. O estroma da
membrana amnidtica possui varios fatores sollveis, proteinas antiangiogénicas e anti-
inflamatdrias e, inibidores naturais para varias proteases. Estes fatores propiciam um
microambiente livre de inflamacdo e desempenham funcgbes importantes na
comunicacdo entre o epitélio do limbo e o estroma (Grueterich et al., 2003). Endo et al.
(2004) demonstraram, através da imunohistoquimica, que a membrana basal da
membrana amnidtica e da cornea possui colageno do tipo 1V. Por isso, afirmaram que a
membrana amnidtica atua como um excelente substrato para o crescimento de células

epiteliais da cornea.

Park e Tseng (2000) estudaram a ceratectomia fotorefrativa transepitelial na
cérnea 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 infiltracdo destas células, diminuindo, desta maneira, a morte dos ceratocitos e

a inflamacao.

Shimmura et al. (2001) afirmaram que os linfocitos infiltrados no estroma da
membrana amnidtica sofrem apoptose, constatada apés a remocdo da membrana.
Afirmaram ainda, que ndo é possivel saber se a membrana amnidtica exerce apoptose
nos linfocitos ou se eles passam pelo processo fisiolégico de apoptose quando no
interior da membrana. Os mesmos autores constataram que a membrana amnidtica
sequestra células inflamatdrias, funcionando como uma barreira fisica que protege a

superficie ocular destas células.

Woo et al. (2001) pesquisaram os efeitos da membrana amniética humana na
reparacao de ulceras de cérnea em coelhos e concluiram que o epitélio da membrana
amniotica contém varios fatores soluveis, como o fator de crescimento fibroblastico
basico (b-FGF), o fator de crescimento epidermal (EGF), o fator de crescimento
ceratécito (KGF) e o fator de crescimento hepatdcito (HGF), que atuam facilitando a
migracdo epitelial e promovendo a epitelizacdo. Entretanto, foi sugerido que fossem
feitas novas pesquisas no intuito de demonstrar os efeitos da preservacdo da membrana

amniotica na viabilidade destes fatores soltveis (Shimmura et al., 2001).
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Kubo et al. (2001) constataram 50% de viabilidade celular epitelial em
membrana amniética preservada em DMSO a -80°C por dois meses. Estas células
também foram capazes de crescer em meio de cultura e apresentaram imunogenicidade
qguando transplantadas em locais ndo privilegiados imunologicamente. No mesmo
estudo, quando a membrana amnidtica preservada foi implantada no meio intracorneal,
ndo houve reacdo imune, ja que a cérnea é considerada um tecido imunologicamente
privilegiado por ndo possuir vasos sanguineos e linfaticos. Para se constatar a
imunogenicidade privilegiada da membrana amniética criopreservada, 0s autores
implantaram pele criopreservada abaixo da cépsula renal, tecido ndo privilegiado
imunologicamente, e verificaram que houve maior invasdo de células do hospedeiro
neste tecido em comparacdo com o mesmo procedimento utilizando-se a membrana

amnidtica criopreservada.

Em contrapartida, Dua et al. (2004) afirmaram que a membrana amnidtica
preservada é considerada um tecido inerte com células invidveis. Relataram ainda que a
habilidade das membranas preservadas influenciarem na reparacdo da lesdo através de

fatores soluveis e citocinas pode estar muito limitada ou até inexistente.

Hao et al. (2000) identificaram a presenca de mRNA para citocinas IL-1RA
(receptor antagonista) e IL-10, que sdo potentes inibidores da inflamacgéo, nas células
amnioticas epiteliais e mesenquimais. Woo et al. (2001) afirmaram que a inflamagéo
esta ligada ao grau de opacidade da cornea ap0s a sua reparacdo e que com a utilizagao

da membrana amnidtica ocorre a diminuicao da inflamacao reduzindo esta opacidade.

Em geral, os tecidos imunoprivilegiados como a cdrnea, os testiculos e o Utero
expressam ligantes e, a apoptose dos linfocitos do hospedeiro pode ser induzida pela sua
ligacdo a estes ligantes. Pela imunohistoquimica ja foi constatada a presenca de ligantes
Fas nas células epiteliais e mesenquimais do estroma amniético. A presenca de ligantes
Fas nas células mesenquimais pode prevenir a infiltracdo linfocitaria no estroma
amnidtico (Kubo et al., 2001). Li et al. (2005) também encontraram ligantes Fas em
células epiteliais amnioticas humanas cultivadas in vitro e afirmaram que a sua presenca
previne a inflamacao por induzir a apoptose de células Fas-positivas ap0s o transplante

com membrana amnidtica.

Kubo et al. (2001) afirmaram que a membrana amniética criopreservada
funcionou como uma barreira, impedindo a infiltracdo de células do hospedeiro quando
transplantada sob a capsula renal.
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Também foi demonstrado que celulas epiteliais amnidticas humanas cultivadas
in vitro secretam fatores imunossupressivos que inibem a resposta imune inata e
adaptativa. Estes fatores inibem a migracdo de neutrofilos e macréfagos também in vitro
(Li et al., 2005).

Estimulados pelo relato de um caso, onde uma paciente foi submetida a trés
transplantes com membrana amniotica e apresentou rejeicdo, Wang et al. (2006)
estudaram a imunogenicidade de transplante al6geno de membrana amniética a fresco e
constataram que ela ndo é um tecido completamente imunoprivilegiado, mas que possui
uma imunogenicidade parcial quando transplantada em olho normal de rato e que pode
induzir a rejeicdo em pacientes pré-sensibilizados. Os mesmos autores afirmam que a
membrana amnidtica ndo pode ser considerada ndo imunogénica apenas pelo fato de

secretar fatores anti-inflamatorios.

Hao et al. (2000) demonstraram a acdo antiangiogénica da membrana amnidtica
através da expressdo da trombospondina-1, um potente antiangiogénico quimico, em
todas as células epiteliais e em 20% das células mesenquimais do &mnion. Além disso,
0s mesmos autores afirmaram que as propriedades anti-inflamatérias da membrana
amnidtica diminuem o estimulo a angiogénese e, consequentemente, a vascularizagdo

corneal.

A angiogénese no olho € controlada por dois sistemas que se equilibram: o
formado pelos estimulantes angiogénicos, como o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), que promove a proliferagdo de células endoteliais; e o formado por
inibidores angiogénicos, como o fator derivado do epitélio pigmentado (PEDF), que
inibe a proliferacdo das mesmas células. A acdo antiangiogénica da membrana
amnidtica deve-se ao fato de que o PEDF esta presente em sua membrana basal e, em

menor quantidade, na matriz estromal (Shao et al., 2004).

Adesivos em Cirurgia
O adesivo tecidual pode ser amplamente definido como qualquer substancia com
caracteristicas que permitem sua polimerizacdo. Deve manter os tecidos unidos ou

servir como uma barreira contra extravasamentos (Reece et al., 2001).
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A utilizacdo de adesivos em cirurgia vem sendo estudada ao longo dos anos.
Para serem eficientes, os adesivos devem apresentar efeito hemostatico, provocar a
aderéncia firme dos tecidos sem alterar o processo de reparacdo e nao possuir efeitos
colaterais ou acdo carcinogénica (Morandini e Ortiz, 1992). Refojo et al. (1968)
complementaram que os requisitos de um adesivo para o fechamento de Ulceras e
perfuragdes na cornea sdo a facilidade na sua aplicacdo, a rapida polimerizacdo, a

minima toxicidade e a sua permanéncia no local por varios dias.

Os adesivos sintéticos surgiram como uma alternativa viavel e varios estudos
foram realizados envolvendo sua utilizacdo na substituicdo da sutura de pele (Quinn et
al., 1997), em tecido conjuntivo (Lerner e Binur, 1990) e em cirurgias ortopédicas
(Borges et al., 1993).

Os adesivos teciduais podem ser utilizados para promover a hemostasia e 0
fechamento de tecidos, prevenindo o extravasamento de substancias como ar e fluidos
linfaticos, além de atuar como fornecedor local de substancias exdgenas, como

medicac0es, fatores soluveis e linhagens celulares (Reece et al., 2001)

Segundo Webster et al. (1968), os adesivos cirdrgicos ndo eram usados em
oftalmologia por serem de dificil aplicacdo, apresentarem falhas na adesao e induzirem
a toxicidade local. Entretanto, ao reportar a utilizacdo de n-heptil cianoacrilato para o
fechamento de perfuracfes da cornea em humanos, os autores consideraram que o grau
de toxicidade local e a reacao inflamatdria estariam associados a quantidade de adesivo

aplicada e ao tipo de mondémero empregado.

Os adesivos teciduais séo utilizados em oftalmologia com o objetivo de manter a
integridade ocular, isolando o conteudo intraocular do meio extraocular, prevenindo
assim, o desenvolvimento de endoftalmite e outras complicagdes como a catarata, o
glaucoma, etc. Uma segunda intervencdo pode ser realizada oportunamente
objetivando-se o restabelecimento da capacidade funcional, embora, em alguns casos,
apenas a aplicacdo do adesivo pode ser suficiente para atingir esta finalidade,

dispensando procedimentos adicionais (Felberg et al., 2003).

Os adesivos de cianoacrilato sdo solidificados por um mecanismo de
polimerizacdo anidnica que se inicia pelo seu contato com agua ou com uma base fraca
presente na superficie de adesdo. Os efeitos toxicos dos polimeros sintéticos nos tecidos

estdo relacionados a sua degradacdo em produtos como o formaldeido e o &cido
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férmico. Quanto menor o numero de radicais presentes no adesivo (metil e etil), mais
rapido ele se degrada. Também serd maior a concentragdo de produtos de sua
degradacéo e a toxicidade para o tecido. Os adesivos com radicais maiores (butil, heptil,
octil e isobutil) sdo polimerizados rapidamente e degradados de forma lenta, o que
culmina com a formacéo de pequena gquantidade de produtos de degradagéo, assim séo

pouco toxicos para o tecido (Refojo et al., 1971).

Pani et al. (1968) estudaram a degradagdo do n-butil cianoacrilato durante 154
dias e observaram que foi minima em comparacdo com a do metil-2 cianoacrilato. Os
estudos histotdxicos demonstraram que a reacdo tecidual foi menos intensa com a
utilizacdo do butil do que com o metil. Assim, os autores confirmaram a hipo6tese de que
um polimero de cadeia longa € degradado mais lentamente do que um de cadeia curta,

contribuindo para uma menor toxicidade tecidual.

Em contrapartida, a presenca de fragmentos do polimero ndo degradado impede,
mecanicamente, a unido das margens da leséo e contribui para o surgimento de efeitos
adversos relacionados a presenca de um material estranho no tecido (Lamborn et al.,
1970).

Os produtos toxicos provenientes da degradacdo dos derivados do cianoacrilato
podem induzir a reacdo inflamatdria, vascularizacdo corneal, reacdo do tipo corpo

estranho e necrose tecidual (Refojo et al., 1971)

Deve-se considerar que, embora um polimero de cadeia longa seja muito menos
toxico do que um de cadeia curta, ele ainda apresenta toxicidade. No entanto, a
toxicidade residual dos polimeros de cadeia longa ndo € suficiente para restringir
completamente o seu uso (Refojo et al., 1971).

Segundo Refojo et al. (1971), algumas vezes é dificil diferenciar se a irritacdo
ocular € devido ao efeito traumatico do adesivo contra os tecidos adjacentes ou se €
secundaria a acdo toxica originada da atividade quimica do adesivo. Aronson et al.
(1970) estudaram a toxicidade de diferentes cianoacrilatos aplicados em corneas
desprovidas de epitélio e injetados no meio intraestromal. Neste Gltimo, o adesivo nao
entraria em contato com tecidos adjacentes, assim ndo causaria efeitos traumaticos.
Todavia, os resultados de seu estudo demonstraram maior reacdo inflamatoria nas
corneas que receberam o adesivo intraestromal e naquelas que o receberam em maior

quantidade. Neste mesmo estudo, os autores compararam a reagdo inflamatoria

23



provocada pela utilizagéo de octil, decil e isobutil cianoacrilato e concluiram que todos
induzem ao mesmo grau de reagdo inflamatdria, independente do tamanho da cadeia do

polimero.

Sani e Refojo (1972) afirmaram que a resposta inflamatoria, apos a utilizacao de
cianoacrilato em cdrneas, pode ser causada pelo trauma mecanico, mas que este nao €
um fator Unico desencadeante desta reacdo. Ressaltam ainda que, a quantidade de
adesivo aplicada esta diretamente relacionada ao grau de reacdo tecidual. Os mesmos
autores atribuiram a toxicidade dos adesivos a uma ou varias substancias, como aos
mondmeros, aos monémeros impuros (inclusive aqueles inibidores da polimerizacdo
frequentemente presentes nos adesivos para prolongar sua validade), aos polimeros e
aos produtos de sua degradacdo. Os mondmeros solidificam rapidamente em contato
com o tecido, porém algum mondmero pode permanecer sem reagir e se difundir

gradualmente para os tecidos adjacentes.

Um estudo avaliou a tolerancia da cérnea de coelhos a aplicacdo do n-butil-éster
cianoacrilato em bolsa corneal intralamelar e em superficie de defeitos estromais. O
adesivo aplicado em ambos os locais induziram apenas a uma resposta inflamatoria

branda, que ndo interferiu com o processo de reparacdo (Ollivier et al., 2001).

Muitos fatores influenciam a resisténcia e o tempo da adesdo entre o adesivo e 0
tecido. Sao eles o tipo e a pureza do adesivo, a técnica de aplicacdo, o tipo de unido
(adesdo entre biomaterial e tecido, ou tecido e tecido), a natureza e estado da superficie

de adesédo e o metabolismo do tecido (Refojo et al., 1971).

A forca de tensédo dos derivados de n-butil cianoacrilato (por exemplo o n-butil-
2-cianoacrilato, Histoacryl®) é maior do que a dos derivados de cadeia longa (por
exemplo o octil cianoacrilato, Dermabond®) (Vote e Elder, 2000). O n-butil-2-
cianoacrilato, ou embucrilato, € um éster do acido cianoacrilico com quatro carbonos
em sua cadeia lateral (Fig. 1). Sua férmula molecular é CgH;1NO,. Para um facil
reconhecimento da camada que foi aplicada, o Histoacryl® é de cor azul com pigmento
violeta niumero 2. Esta indicado para o encerramento de feridas recentes e regulares e na
terapia de esclerose de varizes esofagicas e varizes fundas (B/ Braun Sharing Expertise
—USA).

As indicacBes para a utilizacdo de adesivos sintéticos em oftalmologia sdo: o

tratamento de perfuragdes e lacera¢des do bulbo, sejam elas traumaéticas, infecciosas ou
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degenerativas; a aplicacdo como substitutos para suturas em cirurgias oculares e no
manejo de complicacBes pos-operatorias; e na unido entre material aloplastico (lentes de
contato, implantes de silicone, etc.) e tecidos (Refojo et al., 1971; Kern, 1990). Watté et
al. (2004) indicam a aplicacdo de n-butil-2-cianoacrilato em Ulceras superficiais, déficits
estromais de causas variadas e pequenas descemetoceles. O adesivo protege a cornea,
possui propriedades antimicrobianas e promove uma barreira contra microrganismos
(Whitley, 1991). Porém, causa desconforto devido ao atrito com a conjuntiva palpebral,
pois sua superficie é rugosa, necessitando do uso de lente de contato com finalidade
terapéutica (Felberg et al., 2003). A cornea deve ser debridada e seca antes da aplicacdo
de pequena quantidade do cianoacrilato, com o animal sob sedacdo ou anestesia geral
(Erdey et al., 1991; Wilkie e Whittaker, 1997).

CN
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C — OICH, — CH,CH, — CH,!
Il y

Figura 1. Formula estrutural quimica do n-butil-2-cianoacrilato (Histoacryl®)

destacando (retdngulo) cadeia lateral contendo quatro carbonos.

Em um relato de trés casos em humanos, foi comprovada a agdo bacteriostatica
do butil cianoacrilato contra bactérias gram-positivas. Uma liga¢do dupla da molécula
ligando-se ao grupo amino e/ou ao hidroxil presente na bactéria, seria responsavel por
sua acdo bacteriostatica. O mesmo adesivo ndo demonstrou atividade contra bactérias
gram-negativas. Os autores atribuiram sua ineficiéncia a capsula de lipopolissacarideos
envolvendo os microorganismos gram-negativos, que atuou como uma barreira contra a

entrada do adesivo (Eiferman e Snyder, 1983).

A presenca fisica do adesivo atua ainda como barreira contra a invasdo do
estroma por leucocitos polimorfonucleares provenientes do filme lacrimal. Desse modo,
a ativacao dos leucdcitos fica impedida, assim como a liberacao de enzimas destruidoras

de tecidos que provocam a destrui¢do do estroma (dissolucdo) (Prause, 1983).
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O adesivo pode permanecer no local em que foi aplicado por um periodo que
varia entre 5 dias e 5 semanas ou mais. Ele parece estimular a reparacao epitelial, que
acontece abaixo dele. Como consequéncia, o adesivo é deslocado ao se completar a
reparacdo. Se o deslocamento acontece precocemente, uma reaplicacdo do adesivo pode
ser feita sem complicacOes (Refojo et al.; 1971; Silver, 1976; Wilkie e Whittaker,
1997).

Os requisitos para o sucesso da aplicacdo de um adesivo sdo o debridamento do
tecido inviavel, a obtencdo da superficie seca, a aplicacdo de minima quantidade de
adesivo, a ndo aderéncia de tecidos adjacentes e a utilizacdo de instrumental adequado
(Refojo et al., 1971).

Segundo Sharma et al. (2003), as perfuragfes da cornea com 2 a 3 mm de
diametro sdo relativamente mais dificeis de tratar com o cianoacrilato, sendo necessarias
a interposicdo de tecido escleral e a aplicacdo de hialuronato de sédio na camara
anterior. Hirst e De Juan (1982) também consideraram o0 uso de viscoeldstico em

perfuragdes corneais maiores do que 1 mm de didmetro.

Foi avaliada a utilizacdo de isotutil cianoacrilato no tratamento de 22 corneas
com Ulceras penetrantes de 3 mm ou menos de didmetro. A reparacdo da Ulcera com a
aplicacdo unica do adesivo ocorreu em 40,9% dos olhos tratados; 31,8% das corneas
tiveram como terapia complementar a ceratoplastia penetrante e em 27,3% das Ulceras,
foi necessaria mais de uma aplicacdo. Os autores concluiram que o isobutil cianoacrilato
é efetivo para o tratamento de perfuracbes em corneas, pois aproximadamente metade

das perfuragdes, com 3 mm ou menos, foi reparada (Setlik et al., 2005).

A introducdo acidental do adesivo na camara anterior estd associada a
inflamacéo prolongada, vascularizacdo corneal, desenvolvimento de catarata (Wessels e
McNeill, 1989), polimerizacdo do endotélio corneal, além da formacdo de sinéquias

anterior e posterior (Markowitz et al., 1995).

Leahey et al. (1993) descreveram a experiéncia clinica em 44 pacientes humanos
cujas cérneas foram tratadas com n-butil cianoacrilato. Quando a cAmara anterior estava
rasa ou a perfuracdo ultrapassava 2 mm de didmetro, os autores utilizaram ar ou
viscoelastico para restabelecer o bulbo e dar suporte na aplicagdo do adesivo.

Entretanto, a injecdo de ar dentro da camara anterior é 0 estagio mais complicado da
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cirurgia, especialmente nos casos onde ha perfuragdo central de tamanho consideravel
(Mizuno e Hayasaka, 1982).

Em estudo recente, compararam-se 0s efeitos bacteriostaticos, a citotoxicidade e
a habilidade em fechar incisbes corneais entre o n-butil-2-cianoacrilato, o0 metoxipropil
cianoacrilato e o adesivo de fibrina. Os adesivos sintéticos demonstraram acao
bacteriostatica contra microorganismos gram-positivos, enquanto o biol6égico nédo
demonstrou efeito contra qualquer tipo de bactéria (gram-positiva ou gram-negativa). O
metoxipropil foi 0 mais toxico para a cornea, seguido pelo n-butil-2-cianoacrilato. Em
contrapartida, o adesivo de fibrina provocou minima toxicidade para 0 mesmo tecido.
Este Gltimo, ndo foi eficaz para o fechamento de incisdes da cornea, contrariamente aos
adesivos sintéticos, que foram eficazes e demonstraram maior resisténcia a pressao
intraocular elevada. Os autores sugeriram que as diferentes propriedades dos adesivos
devem ser consideradas na escolha para utilizacdo no procedimento cirargico (Chen et
al., 2007).

MATERIAL E METODOS

O projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica do Departamento de
Veterinaria da Universidade Federal de Vicosa, sob o protocolo de numero 30/2008.
Seguiram-se 0s critérios bioéticos preconizados pela Association for Research in Vision
and Ophthalmology (ARVO) National Institutes of Health Publications No 85-23:
Revised 1985, de acordo com o codigo de Niremberg (Goldim, 1995).

Previamente aos procedimentos cirdrgicos, os animais foram submetidos a
avaliacdo oftalmica, constituida pelo teste lacrimal de Schirmer 1!, oftalmoscopia

monocular direta’ e pelo teste de tingimento pela fluoresceina®.

! Teste de Schirmer - Ophthalmos IndGstria Farmacéutica - S&o Paulo - Brasil.
2 Oftalmoscépio Coaxial Welch Allyn 3.5v - New York - USA.
® Fluoresceina Strips - Ophthalmos Indistria Farmacéutica - S&o Paulo - Brasil.
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Obtencéo e Preparo da Membrana Amniotica

Uma fémea bovina sadia, gestante e com feto a termo, proveniente do Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Vicosa foi encaminhada para realizacdo de
cesariana eletiva no Centro Cirdrgico de Grandes Animais da mesma instituicdo. O
animal possuia todo o protocolo de vacinagdo em dia e foi submetido a exames de rotina

antes da realizacdo da operacéo.

A membrana amniética foi preparada segundo as orientacGes de Kim e Tseng
(1995), tendo sido coletada, de forma asséptica, juntamente com o cérion. Ela foi lavada
em solucdo fisiolégica estéril a 0,9%* em temperatura ambiente, imersa em 1 litro de
solucdo tampéo fosfato estéril, contendo 1000UIl/mL de penicilina G, 20 mcg/mL de
estreptomicina e 2,5 mcg/mL de anfotericina B®, separada manualmente do cérion,
estendida sobre papel de nitrocelulose com sua face epitelial voltada para cima, e
cortada no tamanho de 3cm? e de 0.5cm?. Posteriormente, foram imersos um fragmento
de 3cm? e dois de 0,5cm® da membrana em frasco de vidro estéril contendo glicerina
99%° (Fig. 2) em quantidade suficiente para cobri-las, estocadas em temperatura
ambiente (Barros et al., 1998; Pontes et al., 2008) por um periodo minimo de 30 dias e

avaliadas microbiologicamente antes de sua utilizacéo.

Figura 2. Imagens fotograficas ilustrando o preparo da membrana amniética bovina. A
— Membrana amniotica sendo separada manualmente do cérion; B — Membrana
amnidtica sendo estendida sobre papel de nitrocelulose com sua face epitelial voltada
para cima; C - Membrana amnidtica imersa em frasco contendo glicerina 99%. Fotos da
autora. UFV, Vicosa, Brasil, 2010.

* Solucdo de Cloreto de Sédio 0,9% - JP Inddstria Farmacéutica Ltda - Sdo Paulo - Brasil
® Ophthalmos Indistria Farmacéutica - Sdo Paulo - Brasil
® Glicerina, P.A. - Isofar Industria e Comércio de Produtos Quimicos Ltda - Rio de Janeiro - Brasil.
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Avaliacdo Microbioldgica da Membrana Amnidtica

A finalidade da avaliacdo microbioldgica das membranas foi para constatar a
presenca ou auséncia de fungos ou bactérias no material antes de sua utilizacdo nos
procedimentos cirdrgicos. Para isso, os fragmentos de 0,5cm? das membranas foram
coletados assepticamente, utilizando material autoclavado e, em cémara de fluxo
laminar. Foram triturados com solucédo salina a 0,85% estéril e inoculados em placas
contendo agar-sangue e em placas contendo agar Sabouraud. As amostras inoculadas
em agar-sangue foram incubadas a 37°C por 48 horas e, as em agar Sabouraud a 25°C
durante 5 a 10 dias e a 37°C por 48 horas.

Na avaliacdo microbioldgica das membranas, ndo foram detectados fungos ou

bactérias, o que permitiu sua utilizagdo nos procedimentos.

Grupos Experimentais

Foram utilizados 60 coelhos da raca Nova Zelandia branca, fémeas, adultas,
higidas, com peso variando entre 2,5 e 3,5 kg, obtidos no Setor de Cunicultura da
Universidade Federal de Vigosa (UFV). Os animais foram distribuidos aleatoriamente
em 4 grupos de numero igual e mantidos em gaiolas individuais no biotério do
Departamento de Veterindria da UFV recebendo agua, feno e racdo especifica para
coelhos, sendo que foram submetidos a periodo de adaptacdo de 100 dias antes da
realizacdo dos procedimentos. Os grupos foram identificados como grupo 1 (G1), grupo
2 (G2), grupo 3 (G3) e grupo 4 (G4).

Os 15 espécimes selecionados para o G1, G2, G3 e G4 foram novamente
divididos de forma aleatoria em 5 subgrupos constituidos por 3 animais, sendo que, para
cada subgrupo, foi determinado um periodo para a enucleacdo dos olhos operados.
Durante este tempo, os animais foram avaliados diariamente e, finalizado o periodo de
avaliacdo de cada subgrupo, os animais que o constituiam foram excluidos da pesquisa.

Os tempos para a coleta do material foram estabelecidos em:
A) Subgrupo 1 (T1): apds 2 dias de realizagdo do procedimento;
B) Subgrupo 2 (T2): apés 7 dias de realizagdo do procedimento;

C) Subgrupo 3 (T3): ap6s 15 dias de realizacao do procedimento;
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D) Subgrupo 4 (T4): apds 21 dias de realizagdo do procedimento;

E) Subgrupo 5 (T5): ap6s 30 dias de realizacdo do procedimento.

Técnica Anestésica e Cirurgica
As operacgOes foram levadas a efeito no centro cirargico de pequenos animais do

Hospital Veterinario da Universidade Federal de Vicosa (UFV).

Os animais ndo foram submetidos a jejum hidrico ou alimentar, seguindo-se
orientacBes da literatura (Flecknell et al., 2007). Avaliados a frequéncia cardiaca, o
tempo de preenchimento capilar, o grau de hidratacdo e a coloracdo das mucosas, 0S
animais foram submetidos a inducdo anestésica com associacdo de cloridrato de
ketamina’ (25 mg/kg) e midazolam® (3 mg/kg) em mesma seringa, administrada por via
intramuscular (Martin e Kirsipuu, 2006). Para a manutencdo utilizou-se anestesia
inalatéria com isoflurano® diluido em 100% de oxigénio, fornecido com méscara facial
em circuito semiaberto. Visando a fornecer fluidoterapia transoperatéria com solucéo de
cloreto de sédio a 0,9%*, a veia marginal da orelha esquerda foi canulada com catéter
24G e a velocidade média de fornecimento foi de 10ml/kg/hora (Martin e Kirsipuu,
2006). Durante os procedimentos cirurgicos, instilou-se lidocaina 1%, sem
vasoconstritor e sem preservativos’ (Eggeling et al., 2000) nas cérneas, em intervalos de

10 minutos.

Estando o paciente em decubito lateral esquerdo, com a cOrnea posicionada
paralelamente a mesa, procedeu-se a tricotomia e a antissepsia da regido periocular
direita com solugdo de iodopovidona a 10%. Em seguida, realizou-se a protecdo do
campo operatério e a antissepsia da cornea, da conjuntiva palpebral e bulbar com
solucdo de iodopovidona a 0,5%, e posterior lavagem com solucdo fisioldgica estéril a
0,9%*. A imobilizacdo do bulbo do olho foi efetuada empregando-se duas suturas de
apoio, com fio de nailon 3-0 encastoado’® da fabrica, nas posicdes 6 e 12 horas

equivalentes de um reldgio, transpassando a conjuntiva bulbar, a 3 mm do limbo. Para a

’ Vetanarcol® - Solugao estéril de cloridrato de ketamina 5% - Konig S.A. - Sao Paulo - Brasil

¥ Dormium® - Uni&o Quimica Farmacéutica Nacional S/A - Sdo Paulo - Brasil.

° Isoforine® - Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda. - S&o Paulo - Brasil.

19 Fio de néilon 3-0 monofilamentar preto - Classe Il - Shalon Fios Cirdrgicos Ltda - Goiénia - Brasil.
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blefarostase, foi utilizado espéculo ocular de Barraquer. As operagdes foram efetuadas

com auxilio de microscépio cirargico™.

No olho direito de cada animal foi feita a ceratectomia penetrante de 2,0 mm de
diametro, na regido central da cérnea, utilizando-se punch para biépsia descartavel* de

2,0 mm.

Nos animais do G1 a cérnea foi seca com esponja oftalmica™ para posterior
aplicacdo de n-butil 2-cianoacrilato™ sobre a lesdo (Fig. 3 e 4). A aplicacdo do adesivo
foi feita cuidadosamente, utilizando-se seringa de 1 ml e agulha de 26G, em quantidade
minima necessaria para o preenchimento da lesdo, em sua extensdo e profundidade.
Apbs a aplicacdo, foi aguardado um periodo de 60 segundos para irrigar a cornea com

solucdo salina balanceada®.

Figura 3. Desenho esquematico de procedimento cirurgico realizado nas corneas dos
coelhos do G1. Ceratectomia penetrante com aplicagéo de n-butil 2-cianoacrilato sobre
a lesdo. UFV, Vicosa, Brasil, 2010.

As corneas dos animais do G2 foram submetidas a mesma técnica de
ceratectomia penetrante para o G1. Com um punch para biépsia descartavel® de 4 mm
de diametro, foi cortado um fragmento da membrana amnidtica. Este fragmento foi

hidratado por 10 minutos em solucdo salina balanceada estéril*

e posicionado, com sua
face epitelial voltada para cima, sob a cornea, dentro da cdmara anterior. A membrana

foi introduzida na cAmara anterior, atraves da ceratectomia, com auxilio de espatula e

1 DF-Vasconcelos, modelo MCT, linha: MC-M2222 - Sao Paulo - Brasil.

12 punch para biopsia - Kolplast Ci Ltda - Sdo Paulo - Brasil.

3 Merocel ®Eye Spears - Medtronic Solan - EUA.

¥ Histoacryl® Blue Topical Skin Adhesive - B/Braun Sharing Expertise - USA.

1> Solugio Salina Balanceada Estéril - Ophthalmos® Industria Farmacéutica - Sao Paulo - Brasil.
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pinca de fris'®. Em seguida, a cornea e a porgéo da membrana amniética exposta através
do defeito corneal foram secas cuidadosamente com esponja oftalmica™® e aplicou-se o
n-butil 2-cianoacrilato* (Fig. 5 e 6). A aplicacéo foi feita como a descrita para 0 G1, e a

cornea foi irrigada com solucéo salina balanceada estéril*.

Figura 4. Imagens fotograficas ilustrando o procedimento cirargico realizado nas
cdrneas dos coelhos do G1. A — Ceratectomia penetrante com punch descartavel; B —
Extravasamento do humor aquoso (seta); C - Secagem da cérnea com esponja oftalmica;
D — Aplicacdo do n-butil 2-cianoacrilato e E — Aspecto final do procedimento. A seta
demonstra o limite do adesivo sobre a lesdo. Fotos da autora. UFV, Vigosa, Brasil,
2010.

Figura 5. Desenho esquematico de procedimento cirdrgico realizado nas corneas dos
coelhos do G2. Ceratectomia penetrante, posicionamento da membrana amnidtica
xenogena preservada sob a cornea e aplicacdo de n-butil 2-cianoacrilato sobre a lesdo e

a porcdo da membrana amniotica exposta. UFV, Vigosa, Brasil, 2009.

18 petrovich Instrumental Cirdrgico - S&o Paulo - Brasil
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Figura 6. Imagens fotogréaficas ilustrando o procedimento cirurgico realizado nas
corneas dos coelhos do G2. A — Ceratectomia penetrante com punch descartavel; B —
Secagem da cornea com esponja oftalmoldgica e visibilizagcdo da membrana sob a leséo
e sua exposicao através dela (seta); e C — Aspecto final do procedimento. Seta larga:
limite do n-butil 2-cianoacrilato sobre a lesdo, seta fina: limite da membrana na camara

anterior. Fotos da autora. UFV, Vicosa, Brasil, 2010.

As corneas dos animais do G3 foram submetidas ao mesmo procedimento
descrito para as corneas dos animais do G2, mas receberam bandagem de membrana
amni6tica bovina, preservada em glicerina 99%° em temperatura ambiente. A

membrana foi previamente hidratada em solucdo salina balanceada estéril®

por 10
minutos, cortada em tamanho compativel com a cornea e fixada ao limbo com sutura
em pontos simples separados, utilizando-se fio de nailon monofilamentado 9-0%

encastoado da fabrica (Fig. 7 e 8).

As corneas dos animais do G4 sofreram ceratectomia como descrito para 0s
outros grupos. Um fragmento de membrana amniética bovina, conservada em glicerina
99%? em temperatura ambiente e previamente hidratada por 10 minutos, foi cortado em
tamanho compativel com a lesdo, posicionado sobre o defeito corneal com a sua face
epitelial voltada para cima e suturado com pontos simples separados utilizando fio de
nailon 9-0'', encastoado da fabrica, nas bordas da lesdo. A sutura transfixou o implante,
mas ndo totalmente a cornea receptora. Os pontos foram aplicados primeiramente nos

quadrantes superior, inferior e laterais da lesdo, seguindo-se a aplicacdo dos demais A

" Micro Nylon® Preto Monofilamentar Oftalmico, agulha 2x 3/8 circ. espl 0,65 cm - Microsuture Ind.
Com. Imp. Exp. Rep. Mat. Cir. Ltda - S&o Paulo - Brasil.
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cérnea foi seca com esponja oftalmica, para a verificagdo de eventuais pontos de
vazamento. Posteriormente, aplicou-se bandagem com membrana, como descrito para o
G3 (Fig. 9 e 10). Em seguida, as suturas de apoio para imobilizacdo do bulbo do olho e

0 espéculo ocular foram removidos, como o foram nos demais grupos.

Bandagem com

Membrana Amniética N-Butil 2-Cianoacrilato

Membrana Amniotica

~ na Camara Anterior

Camara Anterior

Cémea

Pontes. K.C.S.

=3 Sutura na regifo
do limbo

Figura 7. Desenho esquematico de procedimento cirurgico realizado nas corneas dos
coelhos do G3. Ceratectomia penetrante, posicionamento da membrana amnidtica
bovina preservada sob a cornea, aplicacdo de n-butil 2-cianoacrilato sobre a lesdo e
bandagem com membrana amnidtica suturada ao limbo. UFV, Vigosa, Brasil, 2010.

Figura 8. Imagem fotogréfica ilustrando o procedimento cirdrgico realizado nas
corneas dos coelhos do G3. Aspecto final do procedimento. Seta preta fina: membrana
na camara anterior; seta branca: n - butil 2-cianoacrilato sobre a lesdo; seta preta larga:

sutura da membrana na regido do limbo. Foto da autora. UFV, Vigosa, Brasil, 2010.
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Cdrnea '7/Cam ara Anterior /

Pontes. K.C.S.

Figura 9. Desenho esquematico de procedimento cirargico realizado nas corneas dos
coelhos do G4. Ceratectomia penetrante, sutura da membrana amnidtica bovina nas
bordas da lesdo com pontos simples separados e bandagem com o mesmo tipo de

membrana suturada ao limbo. UFV, Vigosa, Brasil, 2010.

Figura 10. Imagens fotograficas ilustrando o procedimento cirdrgico realizado nas
corneas dos coelhos do G4. A - Aplicacdo da sutura para fixacdo da membrana
primeiramente nos quatro pontos cardeais do defeito; B — Secagem da lesdo com
esponja oftalmoldgica para verificar vazamento do humor aquoso; C — Aspecto final do
procedimento demonstrando bandagem fixada na regido do limbo. Fotos da autora.
UFV, Vicosa, Brasil, 2010.

Imediatamente a finalizacdo do procedimento cirdrgico, os animais receberam
analgesia com sulfato de morfina'® (1 mg/kg/SC) (Martin e Kirsipuu, 2006) e uma gota
de colirio a base de neomicina 0,175%, polimixina B 10.000 Ul/mL e bacitracina
0,025%? no olho operado. Foram oxigenados em mascara facial por cinco minutos,
receberam colar do tipo elizabetano e foram transferidos para sala aquecida, onde

permaneceram até a sua recuperacdo. O colar do tipo elizabetano foi mantido até a

18 Dimorf® Sulfato de Morfina - Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda - S&o Paulo - Brasil.
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epitelizacdo da lesdo corneal, evidenciada pela negatividade do teste do tingimento pela

fluoresceina.

No pds-operatorio, o olho operado foi limpo com gaze estéril e solugdo de
cloreto de sédio a 0,9%* estéril uma vez ao dia e aplicou-se colirio a base de neomicina
0,175%, polimixina B 10.000UI/mL e bacitracina 400UI° (1 gota a cada 4 horas, por 10
dias, durante o periodo diurno). Empregou-se, ainda, sulfato de morfina™® (1mg/kg/SC,
a cada 12 horas) por 2 dias.

O tempo decorrido desde o inicio da operacdo (suturas para a imobilizacdo do

bulbo do olho) ate a sua concluséo foi anotado para a comparagao entre 0s grupos.

A sutura aplicada diretamente a cérnea dos animais do G4 foi removida quando
a lesdo mostrava-se epitelizada. Os pontos aplicados no limbo esclerocorneal, para o
posicionamento da membrana amniodtica como bandagem nos grupos 3 e 4, ndo foram
removidos. Eles se soltaram espontaneamente, juntamente com 0s remanescentes da

membrana.

Protocolo de Avaliacéo

Avaliagéo Clinico-oftalmoldgica

O exame clinico foi realizado diariamente antes de se instilar qualquer colirio

para que os parametros observados nao sofressem alteracdes.

Avaliaram-se fotofobia e blefarospasmo, secrec¢do ocular, hiperemia conjuntival
e quemose, além dos pardmetros relacionados a condi¢do corneal (pigmentacao, edema
e vascularizacdo), camara anterior (sinéquias, hifema, hipdpio e fibrina) e cépsula
anterior da lente (opacidade), classificados como presente ou ausente. Empregou-se o
teste do tingimento pela fluoresceina®, classificado como positivo ou negativo, 48 horas
apos a cirurgia. O teste foi repetido diariamente até que o resultado apresentasse
negatividade. Considerou-se, ainda, o tempo de permanéncia do n-butil 2-cianoacrilato

nas corneas.
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Avaliagédo Histopatologica

Para a colheita das corneas, que se deu aos 2, 7, 15, 21 e 30 dias do
procedimento cirdrgico, os animais foram submetidos a eutanésia. Para tanto, foram
sedados com acepromazina®® (0,1 mg/kg/IV) e ap6s quinze minutos receberam tiopental
so6dico®® pela mesma via em dose suficiente para provocar parada respiratoria e

cardfaca. S6 entdo foram aplicados 5 ml cloreto de potéassio® por via intravenosa.

Os olhos operados foram enucleados e fixados em solucdo fixadora de Bouin.
Decorridas 20 horas, as pecas foram imersas em alcool a 70%, seccionadas
longitudinalmente de maneira a se privilegiar a cornea, desidratadas e diafanizadas,
incluidas em parafina, seccionadas em espessura de 4um, em microtomo rotativo

manual, e coradas pela Hematoxilina-Eosina (H.E.) ou pelo Picrus Sirius?.

Histologia e histomorfometria foram conduzidas em microscopia de luz,
avaliando-se o grau de epitelizagdo da coOrnea, a presencga de leucocitos, edema, vasos,
fibroblastos, além das espessuras do epitélio e do estroma. A epitelizacdo da coérnea foi
classificada como ausente e presente e, quando presente, incompleta ou completa; os
leucdcitos, o edema e os vasos neoformados foram classificados como presente ou
ausente e, os fibroblastos e as espessuras do epitélio e do estroma o foram de acordo
com os resultados da histomorfometria (Aherne e Dunnill, 1982).

As fibras coldgenas presentes no estroma foram diferenciadas, seguindo
orientagdes da literatura (Montes, 1996), como sendo do tipo I, ao apresentarem
coloragdo amarela a vermelha sob luz polarizada e, do tipo Ill, quando menos
birrefringentes, de cor verde, também sob luz polarizada. Os tipos de fibras colagenas
presentes no estroma lesado de cada animal foram avaliados e quantificados, pela

microscopia com luz polarizada, objetivando-se comparar 0S grupos.

19 Acepran® - Univet S/A IndUstria Veterinéria - S&o Paulo - Brasil.

%0 Thiopentax® - Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda - S&o Paulo - Brasil.

2! |sofarma Industrial Farmacéutica Ltda - Ceara - Brasil.

22 picrosirius - Hematoxilina - EasyPath® - Erviegas Instrumental Cirdrgico Ltda - S&o Paulo - Brasil.
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Avaliagdo Histomorfométrica

Apos a preparacdo das ldminas histoldgicas, foram obtidas fotomicrografias dos
cortes histologicos de todos os animais nos periodos pré-determinados. Para a coloracéo
por H.E., as fotomicrografias foram obtidas em microscépio de luz® em aumentos de
40x e 400x. Para a coloracdo pelo método do Picrus Sirius, as fotomicrografias foram
obtidas em microscépio de luz polarizada®* em aumento de 200x.

Foram fotografadas trés regides normais e trés regides lesadas de cada area
(estroma e epitélio) e de cada animal. Assim, foram obtidas seis fotografias do estroma
normal (3 fotografias em aumento de 40x e 3 fotografias em aumento de 400x), seis do
estroma lesado (3 fotografias em aumento de 40x e 3 fotografias em aumento de 400x),

trés do epitélio normal (40x) e, por fim, trés do epitélio lesado (40x).

As fotomicrografias foram avaliadas utilizando-se o software Image Pro Plus
versdo 4.5. Quantificaram-se os tipos celulares presentes no estroma, normal e lesado, e
mensuraram-se as espessuras do estroma e do epitélio, normal e lesado, de cada animal
nos periodos de observacdo pré-estabelecidos. Quando o estroma e/ ou o epitélio eram

ausentes, foi atribuido valor igual a zero para fins estatisticos.

Para a quantificagéo dos tipos celulares presentes no estroma, foi desenhada uma
gradicula composta por 10 linhas dispostas paralelamente em distancias iguais em
posicdo vertical e 10 linhas dispostas paralelamente em distancias iguais em posi¢do
horizontal, totalizando 100 pontos de interseccdo. Tal gradicula foi posicionada sobre
cada uma das trés fotomicrografias, em aumento de 400x, do estroma normal e do
estroma lesado. Foram realizadas contagens de todos os tipos celulares superpostos
pelos pontos de interseccdo da gradicula. Assim, cada tipo celular foi quantificado em 3
diferentes cortes histologicos da area normal e em 3 da area lesada, totalizando 300
pontos de interseccdo no estroma normal e 300 no estroma lesado de cada animal e de

cada grupo.

De cada lamina histoldgica também foram realizadas medidas em pum. Para isto,
cada fotomicrografia, em aumento de 40x, do estroma e do epitélio normal e lesado, foi

2% Olympus® America Inc. - CX 31 - Color Camera for light microscopy SC 20
24 Olympus® America Inc. - BX 50 - Color Camera Q Color 3
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submetida a dez mensuracdes em regides diferentes. Dessa forma, foram obtidas trinta
mensuragOes do estroma lesado e trinta do estroma normal, além de trinta mensuracoes

do epitélio lesado e trinta do epitélio normal de cada animal e de cada grupo.

Avaliacao a Estatistica

As varidveis foram submetidas aos testes de Normalidade (Lilliefors) e
Homocedasticidade (Cochran). Os dados que atenderam as premissas de normalidade e
homocedasticidade foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguida do teste
de Tukey em niveis de 5% de probabilidade. Aqueles que ndo atenderam as premissas
de Normalidade e Homocedasticidade foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis
complementados pelo teste de Dunn, em niveis de 1% e 5% de probabilidade,
respectivamente. Para a espessura do epitélio lesado comparado ao normal foi
empregado o teste t a 5% de probabilidade. A estatistica foi executada entre 0s grupos
sem associacao com o periodo de observacdo e, em seguida, entre 0s grupos em cada
periodo de observacdo. Todos os testes foram realizados empregando-se software
GraphPad InStat Verséo 3.0.

RESULTADOS

Avaliacgdo Clinico-oftalmoldgica

Tempo de operagdo
O tempo de operacdo, calculado em minutos, foi estatisticamente diferente

(p<0,05) entre os grupos, exceto entre os grupos 1 e 2 (Tab. 1).

Tempo de permanéncia do n-butil 2-cianoacrilato nas corneas

O n-butil 2-cianoacrilato permaneceu aderido a lesdo na cornea dos animais por
periodos variados, minimo de 7 e maximo de 26 dias, e ndo existiram diferencas pela

analise de variancia (ANOVA) (p>0,05) entre os grupos e subgrupos que o receberam.
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As médias de permanéncia foram de 21,31 dias para 0 G1, de 21,39 dias para 0 G2 e de
20,41 dias para o G3.

Tabela 1. Médias observadas para o tempo de operagdo, em minutos, necessario para a
realizacdo de ceratectomia penetrante e tratamentos com n-butil 2-cianoacrilato (G1),
membrana amniotica associada ao n-butil 2-cianoacrilato (G2), membrana amnidtica
associada ao n-butil 2-cianoacrilato e recobrimento com bandagem (G3) e membrana
amniotica suturada a lesdo e recobrimento com bandagem (G4), relativamente aos
grupos de coelhos da raca Nova Zelandia branca, fémeas, adultas. UFV, Vicosa, Brasil,
2010

Média do tempo de operacao (minutos)

Grupo 1 28,95¢ + 9,46
Grupo 2 24,00c = 6,09
Grupo 3 42,85b £ 6,56
Grupo 4 73,07a+ 14,91

Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Tempo de permanéncia da sutura no G4

A média do tempo em que os animais do G4 permaneceram com a sutura na
cérnea foi de 24,90 dias. As médias, em dias, para o tempo de permanéncia da sutura
nas corneas dos animais do G4, em relacdo a cada subgrupo, estdo representadas na
tabela 2.

Fotofobia e blefarospasmo, secrecao ocular, hiperemia conjuntival e quemose

Os resultados das variaveis fotofobia e blefarospasmo foram iguais, razdo pela
qual estdo representadas em conjunto. As medianas para a presenca destes parametros
foram de 13,99 dias no G1 e no G2, 21,42 dias no G3 e 30,00 dias no G4. Ndo foram

notadas diferencas (p>0,01) entre os grupos pelo teste de Kruskal-Wallis. Entretanto,
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encontrou-se diferenca no periodo de observacdo T5, correspondente a 30 dias, (p<0,05)
pelo teste Dunn (Tab. 3).

Tabela 2. Médias observadas para os dias de permanéncia da sutura aplicada para
fixacdo das membranas nas lesbes das corneas dos coelhos da raca Nova Zelandia
branca, fémeas, adultas do G4, apos a realizacdo de ceratectomia penetrante, em relacédo

aos subgrupos. UFV, Vicosa, Brasil, 2010

Subgrupos T1(n=15) T2(=12) T3 (n=9) T4 (n=6) T5(n=3)

Médias (dias) 2,00 7,00 15,00 16,33 13,29

T1= 2 dias; T2= 7 dias; T3= 15 dias; T4= 21 dias; T5= 30 dias; n= tamanho da amostra.

Tabela 3. Medianas de dias em que foram observados fotofobia e blefarospasmo em
coelhos da raca Nova Zelandia branca, fémeas, adultas, apos realizacdo de ceratectomia
penetrante e tratamento com n-butil 2-cianoacrilato (G1), membrana amniética
associada ao n-butil 2-cianoacrilato (G2), membrana amnidtica associada ao n-butil 2-
cianoacrilato e recobrimento com bandagem (G3) e, membrana amnidtica suturada a
lesdo e recobrimento com bandagem (G4), em relacdo aos subgrupos. UFV, Vicosa,
Brasil, 2010

T1(n=15) T2(n=12) T3 (n=9) T4 (n=6)  T5(n=3)

Gl 2,00a 4,20a 6,42a 8,99a 0,99a
G2 2,00a 5,99a 4,99a 5,99a 1,99ab
G3 2,00a 4,99a 10,71a 9,99a 3,99ab
G4 2,00a 7,00a 15,00a 7,99a 12,00b

T1= 2 dias; T2= 7 dias; T3= 15 dias; T4= 21 dias; T5= 30 dias; G1= Grupo 1; G2= Grupo 2; G3= Grupo
3; G4= Grupo 4; n= tamanho da amostra em cada grupo. Medianas seguidas de letras diferentes na

mesma coluna diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Dunn.
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A secrecdo ocular foi predominantemente do tipo mucosa e seromucosa em
todos os animais e com maior intensidade nos primeiros sete dias das cirurgia. As
medianas para os dias em que foi notada a presenca da secrecdo foram de 13,99 dias
para o G1, 14,28 dias para o G2, 17,14 dias para 0 G3 e 30,00 dias para 0 G4. Néo

houve diferenca estatistica (p>0,05) entre os subgrupos pelo teste Kruskal-Wallis.

As medianas para os dias em que a hiperemia conjuntival foi presente foram de
18,00 dias no G1, 21,42 dias no G2 e no G3 e 30,00 dias no G4. Para a quemose, a
mediana foi de 1,99 dias em todos os grupos. Nessas variaveis, ndo foram observadas

diferencas (p>0,01) entre os grupos e subgrupos, ao teste de Kruskal-Wallis.

Teste do tingimento pela fluoresceina

As medianas, em dias, quanto ao teste do tingimento pela fluoresceina foram de
30,00 dias no G1 e no G4, de 22,85 dias no G2 e de 21,99 dias no G3. Embora sem
diferenca estatistica (p>0,01) entre os tratamentos pelo teste Kruskal-Wallis, durante
todos 0os momentos, relativamente ao teste do tingimento pela fluoresceina, notou-se
que aos 15 e 30 dias, um maior numero de cdérneas estavam epitelizadas nos grupos 2 e

3 comparando-se aos grupos 1 e 4 (Tab. 4).

Pigmentacao, vascularizacdo e edema corneal

A pigmentacédo e a vascularizagdo ndo foram observadas nas corneas operadas

de nenhum grupo durante o periodo experimental.

A bandagem com membrana amniodtica dificultou e, algumas vezes,
impossibilitou a avaliacdo da cornea. O edema corneal, quando detectado apenas apos a
gueda da bandagem, foi considerado presente no periodo precedente. Tal parametro foi
visibilizado unicamente na area perilesional e houve diferencas (p<0,05) entre 0s grupos
pelo teste Dunn (Tab. 5). A diferenca também foi significante (p<0,05) no T5, quando

se avaliaram os periodos de observacdo, isoladamente, pelo teste Dunn (Tab. 6).
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Tabela 4. Medianas de dias em que foi observada a positividade ao teste do tingimento
pela fluoresceina em coelhos da raca Nova Zelandia branca, fémeas, adultas, apds
realizacdo de ceratectomia penetrante e tratamento com n-butil 2-cianoacrilato (G1),
membrana amniotica associada ao n-butil 2-cianoacrilato (G2), membrana amnidtica
associada ao n-butil 2-cianoacrilato e recobrimento com bandagem (G3) e, membrana
amnidtica suturada a lesdo e recobrimento com bandagem (G4), em relacdo aos
subgrupos. UFV, Vicosa, Brasil, 2010

T1(n=15) T2(n=12) T3(n=9) T4 (n=6)  T5 (n=3)

Gl 2,00a 7,00a 15,00a 10,99a 15,99a
G2 2,00a 7,00a 10,99a 14,99a 9,99a
G3 2,00a 7,00a 10,99a 13,99a 10,99a
G4 2,00a 7,00a 15,00a 13,99a 16,99a

T1= 2 dias; T2= 7 dias; T3= 15 dias; T4= 21 dias; T5= 30 dias; G1= Grupo 1; G2= Grupo 2; G3= Grupo
3; G4= Grupo 4; n= tamanho da amostra em cada grupo. Medianas seguidas de letras iguais ha mesma

coluna néo diferem entre si ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste Kruskal-Wallis.

Tabela 5. Medianas de dias em que foi observado o edema de cdrnea em coelhos da
raca Nova Zelandia branca, fémeas, adultas, apos realizacdo de ceratectomia penetrante
e tratamento com n-butil 2-cianoacrilato (G1), membrana amniética associada ao n-butil
2-cianoacrilato (G2), membrana amnidtica associada ao n-butil 2-cianoacrilato e
recobrimento com bandagem (G3) e, membrana amnidtica suturada a lesdo e

recobrimento com bandagem (G4). UFV, Vicosa, Brasil, 2010

Grupos G1 (n=15) G2 (n=15) G3 (n=15) G4 (n=15)

Medianas (dias) 21,42ab 12,85b 17,14b 30,00a

G1= Grupo 1; G2= Grupo 2; G3= Grupo 3; G4= Grupo 4; n= tamanho da amostra. Medianas seguidas de
letras diferentes na mesma linha diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Dunn.
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Tabela 6. Medianas de dias em que foi observado edema de cérnea em coelhos da raga
Nova Zelandia branca, fémeas, adultas, apos realizacdo de ceratectomia penetrante e
tratamento com n-butil 2-cianoacrilato (G1), membrana amniotica associada ao n-butil
2-cianoacrilato (G2), membrana amnidtica associada ao n-butil 2-cianoacrilato e
recobrimento com bandagem (G3) e, membrana amnidtica suturada a lesdo e
recobrimento com bandagem (G4), em relacdo aos subgrupos. UFV, Vicosa, Brasil,
2010

T1(n=15) T2 (n=12) T3 (n=9) T4 (n=6)  T5 (n=3)

Grupo 1 2,00a 7,00a 12,00a 8,99 15,99ab
Grupo 2 2,00a 2,99 7,99 7,99a 7,99

Grupo 3 2,00a 5,60a 15,00a 6,99a 9,00ab
Grupo 4 2,00a 7,00a 15,00a 18,99a 24,99b

T1= 2 dias; T2= 7 dias; T3= 15 dias; T4= 21 dias; T5= 30 dias; G1= Grupo 1; G2= Grupo 2; G3= Grupo
3; G4= Grupo 4; n= tamanho da amostra em cada grupo. Medianas seguidas de letras diferentes na

mesma coluna diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Dunn.

Sinéquias, opacidade na capsula anterior da lente

A sinéquia, ndo divergiu entre os grupos (p>0,01) pelo teste de Kruskal-Wallis.
Houve sinéquia anterior em dois animais do G1. Em um deles, localizada na posicao de
1 hora, ela se desfez no 4° dia da cirurgia. No outro, ela foi visibilizada na posic¢ao 9

horas e persistiu por todo o periodo de observacao.

A opacidade da capsula anterior da lente apresentou-se de maneira focal (Fig.
11) e com diferenca estatistica (p<0,05) pelo teste de Dunn entre 0s grupos e subgrupos
(Tab. 7 e 8).

Achados a Histopatologia

Epitélio
Em todos os grupos, a epitelizacdo foi evidenciada somente a partir dos 15 dias
de observacdo. Neste periodo, no G1, a epitelizacdo mostrava-se incompleta nos trés
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animais, no G2 em um e no G4 em dois animais. No G3 a epitelizagdo mostrou-se

completa nos trés animais (Tab. 9).

Tabela 7. Medianas de dias em que foi observada a opacidade da cédpsula anterior da
lente de coelhos da raca Nova Zelandia branca, fémeas, adultas, apos realizacdo de
ceratectomia penetrante e tratamento com n-butil 2-cianoacrilato (G1), membrana
amnidtica associada ao n-butil 2-cianoacrilato (G2), membrana amniética associada ao
n-butil 2-cianoacrilato e recobrimento com bandagem (G3) e, membrana amnidtica

suturada a leséo e recobrimento com bandagem (G4). UFV, Vicosa, Brasil, 2010

Grupos G1 (n=15) G2 (n=15) G3 (n=15) G4 (n=15)

Medianas (dias) 30,00a 30,00a 0,00ab 0,00b

G1= Grupo 1; G2= Grupo 2; G3= Grupo 3; G4= Grupo 4; n= tamanho da amostra. Medianas seguidas de

letras diferentes na mesma linha diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Dunn.

Figura 11. Imagem fotogréfica de cornea de coelho do G1 10 dias ap0és a realizacao de
ceratectomia penetrante e aplicacdo de n-butil 2-cianoacrilato. Area no interior do
circulo: opacidade de cdrnea. Seta: opacidade na capsula anterior da lente. Foto da
autora. UFV, Vicosa, Brasil, 2010.
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Aos 21 dias de observacdo, um animal do G1 ainda apresentou epitelizacéo
incompleta. Neste mesmo periodo, todos os animais dos outros grupos estavam com a

epitelizacdo completada (Tab. 9).

Tabela 8. Medianas de dias em que foi observada a opacidade da capsula anterior da
lente de coelhos da raca Nova Zelandia branca, fémeas, adultas, apos realizacdo de
ceratectomia penetrante e tratamento com n-butil 2-cianoacrilato (G1), membrana
amnidtica associada ao n-butil 2-cianoacrilato (G2), membrana amniética associada ao
n-butil 2-cianoacrilato e recobrimento com bandagem (G3) e, membrana amnidtica
suturada a leséo e recobrimento com bandagem (G4), em relagdo aos subgrupos. UFV,
Vigosa, Brasil, 2010

T1 (n=15) T2 (n=12) T3 (n=9) T4 (n=6) T5 (n=3)

Grupo 1 2,00a 7,00a 15,00a 21,00a 30,00a
Grupo 2 0,00b 7,00a 15,00a 21,00a 30,00a
Grupo 3 0,00b 0,00a 4,99a 21,00a 0,00a
Grupo 4 0,00b 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a

T1= 2 dias; T2= 7 dias; T3= 15 dias; T4= 21 dias; T5= 30 dias; G1= Grupo 1; G2= Grupo 2; G3= Grupo
3; G4= Grupo 4; n= tamanho da amostra em cada grupo. Medianas seguidas de letras diferentes na

mesma coluna diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Dunn.

Aos 30 dias da cirurgia, um animal do G1 também apresentou a epitelizacéo
incompleta, enquanto nos outros grupos a epitelizacdo estava completa em todos o0s

animais (Tab. 9).

Aos quinze dias da cirurgia, o epitélio apresentou-se hiperplasico com as células
epiteliais hipertréficas em dois animais do grupo 2 (Fig. 12) e em mais dois animais do
grupo 3. Aos 21 dias o epitélio mostrou-se hiperplasico em todos os animais. Aos 30
dias o epitélio estava nas mesmas condic¢Bes descritas em dois animais do G1 e do G2 e
em todos os animais do G3 e do G4.
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Figura 12. Fotomicrografias da cornea de coelho do G2, 15 dias apos a cirurgia. A —
Epitélio de area lesada reestruturado e hiperplasico com células basais hipertréficas; B —
Epitélio de aspecto normal de area ndo lesada. H.E. 400x. Foto da autora. UFV, Vigosa,
Brasil, 2010.

Tabela 9. Numero de coelhos da raca Nova Zelandia branca, fémeas, adultas que,
histologicamente, demonstrou epitelizacdo da cdrnea presente (P) e incompleta (1) apds
a realizacdo de ceratectomia penetrante e tratamento com n-butil 2-cianoacrilato (G1),
membrana amniética associada ao n-butil 2-cianoacrilato (G2), membrana amnidtica
associada ao n-butil 2-cianoacrilato e recobrimento com bandagem (G3) e, membrana
amnidtica suturada a lesdo e recobrimento com bandagem (G4), em relacdo aos
subgrupos. UFV, Vigosa, Brasil, 2010

Subgrupos T1 (n=23) T2 (n=3) T3 (n=23) T4 (n=23) T5 (n=23)

P I P I P I P I P I
Gl 0 - 0 - 3 3 3 1 3 1
G2 0 - 0 - 3 1 3 0 3 0
G3 0 - 0 - 3 0 3 0 3 0
G4 0 - 0 - 3 2 3 0 3 0

T1= 2 dias; T2= 7 dias; T3= 15 dias; T4= 21 dias; T5= 30 dias, G1= Grupo 1; G2= Grupo 2; G3= Grupo
3; G4= Grupo 4; n= tamanho da amostra de cada grupo; P= Presente; I= Incompleta; (-) = Nao

visibilizada.
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A adesdo da membrana basal do epitélio ao estroma foi notada em 3 animais do
G1, em 5 animais do G2 e do G3 e, em 1 animal do G4. N&o houve diferenca (p>0,05)

entre os grupos pelo teste de Kruskal-Wallis.

Membrana amnioética

A membrana amnidtica aplicada no meio intracameral, no G2 e no G3, p6de ser
visibilizada em 13 animais de cada grupo. Ela foi incorporada as corneas receptoras,
mas ainda pode ser observada aos 30 dias da cirurgia (Fig. 13). No G4, a membrana
amnidtica suturada diretamente a cornea foi visibilizada em 9 animais, onde
permaneceu no local por um periodo maximo de 15 dias. Nos outros animais, supde-se
que tenham se desintegrado na cémara anterior (no G2 e G3), que tenham se

desprendido da cornea (no G4) ou, ainda, que foram integradas as corneas receptoras.

Figura 13. Fotomicrografia de cérnea de coelho do G3, 30 dias ap0s a realizacdo do
procedimento cirdrgico. Nota-se a membrana amniética incorporada ao estroma (seta).
(0) Acimulo de exudato na camara anterior; (*) Migracdo das células endoteliais. H.E.
40x. Foto da autora. UFV, Vicosa, Brasil, 2010.
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Estroma

No periodo pds-operatério notou-se a presenca de células inflamatérias no
estroma lesado e perilesional das cérneas, em todos os grupos, com diferenca estatistica
(p<0,05) entre eles pelo teste de Dunn (Tab. 10).

Tabela 10. Numero de coelhos da ragca Nova Zelandia branca, fémeas, que apresentou,
histologicamente, células inflamat6rias no estroma da area lesada ou perilesional das

corneas, em cada grupo. UFV, Vicosa, Brasil, 2010

Grupos Numero de animais
G1 (n=15) 4ab
G2 (n=15) 2b
G3 (n=15) 2b
G4 (n= 15) 10a

G1 = Grupo 1; G2 = Grupo 2; G3 = Grupo 3; G4 = Grupo 4. n = tamanho da amostra. Letras diferentes na

mesma coluna diferem entre si pelo teste de Dunn a 5% de probabilidade

O estroma na area da lesdo, aos 15 dias da cirurgia, mostrou-se permeado por
diversos fibroblastos em todos os grupos e com as fibras de colageno em organizacéo
no G1, G2 e G3. No G4 as fibras colagenas estavam desorganizadas e dispostas
frouxamente (Fig. 14). Aos 21 dias, as corneas tinham o estroma permeado por varios
fibroblastos e as fibras de coldgeno em organizacdo em todos os grupos (Fig. 15). Aos
30 dias, o estroma estava relativamente organizado e com alguns fibroblastos no G1, G2
e G3. No G4 as fibras colagenas ainda estavam em organizagdo e existiam Varios
fibroblastos (Fig. 16).
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ARG T TErRLY. A

Figura 14. Fotomicrografias do estroma lesado das cdrneas de coelhos, 15 dias apds a
realizacdo do procedimento cirtrgico. A — Estroma de cérnea do G1; B — Estroma de
coérnea do G2; C — Estroma de cornea do G3; D — Estroma de cérnea do G4. A, Be C
apresentam diversos fibroblastos e as fibras de coldgeno em organizacdo. Em D notam-
se varios fibroblastos e as fibras de coldgeno desorganizadas e dispostas frouxamente.
H.E. 400x. Foto da autora. UFV, Vigosa, Brasil, 2010.

Figura 15. Fotomicrografias do estroma lesado das corneas de coelhos, 21 dias apés a
realizacdo do procedimento cirdrgico. A — Estroma de cornea do G1; B — Estroma de
cornea do G2; C — Estroma de cornea do G3; D — Estroma de cornea do G4. A,B,Ce D
apresentam diversos fibroblastos e as fibras de colageno em organizagdo. H.E. 400x.
Foto da autora. UFV, Vigosa, Brasil, 2010.
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Figura 16. Fotomicrografias do estroma lesado das corneas de coelhos, 30 dias apos a
realizacdo do procedimento cirdrgico. A — Estroma de cornea do G1; B — Estroma de
cornea do G2; C — Estroma de cornea do G3; D — Estroma de cdérnea do G4. A, B, C
apresentam alguns fibroblastos e o estroma relativamente organizado, enquanto D ainda

demonstra varios fibroblastos ativados e fibras colagenas em organizacdo. H.E. 400x.

Foto da autora. UFV, Vicosa, Brasil, 2010.

Aos 15 e 21 dias da cirurgia, houve predominancia de fibras colagenas do tipo
I11 em todos os grupos, caracterizadas por fibras mais delgadas, menos birrefringentes,
visibilizadas na cor verde. Aos 30 dias, a quantidade de colageno tipo Il foi equivalente
a do tipo I, principal componente da arquitetura normal do estroma, também em todos

os grupos (Fig. 17).
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Figura 17. Fotomicrografias de cornea de coelhos do G2. A — Estroma lesado 21 dias
apos a cirurgia. Nota-se a predominéancia de colageno do tipo 11, apresentado em verde
(setas brancas). B — Estroma lesado 30 dias apds a cirurgia (seta). Nota-se equivaléncia
na quantidade de coladgeno do tipo | e Ill. C — Estroma normal. Na por¢do ndo
evidenciada pela polarizagdo localiza-se o epitélio da cornea (seta). Nota-se
predominancia de colageno do tipo I, mais birrefringente, apresentado em vermelho e
amarelo. Setas laranja: artefatos; (¢) membrana amnidtica intracameral. Sirius Red.
200x. Foto da autora. UFV, Vicosa, Brasil, 2010.

Achados a Histomorfometria

Fibroblastos

Entre os grupos ndo houve diferenca (p>0,05) pelo teste ANOVA para 0 nimero
de fibroblastos presentes no estroma, quantificados pela histomorfometria (Tab. 11 e
12).
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Tabela 11. Médias e desvio padrdo do numero de fibroblastos, quantificado pela
histomorfometria, presente no estroma corneal lesado de coelhos da raca Nova Zelandia
branca, fémeas, ap0s ceratectomia penetrante e tratamento com n-butil 2-cianoacrilato
(G1), membrana associada ao n-butil 2-cianoacrilato (G2), membrana associada ao n-
butil 2-cianoacrilato e recobrimento com bandagem (G3) e, membrana amniética

suturada a leséo e recobrimento com bandagem (G4). UFV, Vicosa, Brasil, 2010

Grupos Numero de Fibroblastos
G1 (n=15) 19,40a + 15,21
G2 (n=15) 17,17a+ 12,38
G3 (n=15) 16,02a + 15,36
G4 (n= 15) 22,08a + 13,70

G1 = Grupo 1; G2 = Grupo 2; G3 = Grupo 3; G4 = Grupo 4. n = tamanho da amostra. Letras iguais na
mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste ANOVA a 5% de probabilidade.

Epitélio e estroma

A espessura do epitélio lesado e do estroma lesado entre 0s grupos ndo
apresentou diferencas (p>0,05) pelo teste ANOVA (Tab. 13). Diferenca também néo foi

verificada (p>0,05) entre o epitélio lesado e normal de cada grupo pelo teste t (Tab. 14).

Aos 15 dias da operacdo, houve diferenca (p<0,05) para a espessura do epitélio
lesado entre os grupos pelo teste Tukey. Nos outros periodos de observacdo nao houve
diferenga (Tab. 15). Também ndo houve significancia (p>0,05) para as diferencas
observadas na espessura do estroma entre os grupos relacionados aos subgrupos pelo
teste ANOVA (Tab. 16).
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Tabela 12. Médias e desvio padrdo do numero de fibroblastos, quantificado pela
histomorfometria, presente no estroma corneal lesado de coelhos da raca Nova Zelandia
branca, fémeas, apos a realizacdo de ceratectomia penetrante e tratamento com n-butil
2-cianoacrilato (G1), membrana amnidtica associada ao n-butil 2-cianoacrilato (G2),
membrana associada ao n-butil 2-cianoacrilato e recobrimento com bandagem (G3) e,
membrana suturada a lesdo e recobrimento com bandagem (G4), em relacdo aos
subgrupos. UFV, Vicosa, Brasil, 2010

Numero de Fibroblastos

Grupos T1 (n=15) T2 (n=12) T3 (n=9) T4 (n=6) T5 (n=3)
Gl 0,00a 5,88 £ 4,54a 31,00 + 2,33a 28,33 +9,70a 31,77 + 6,54a
G2 0,00a 10,88 +10,00a  31,33+1,20a  26,00+11,09a 17,66 + 6,00a
G3 0,00a 0,00a 34,22 + 459 24,33 £ 1,45a 21,55 + 5,64a
G4 0,00a 17,44 + 15,43a 32,11 +5,71a 29,44 +5,87a 31,44 +7,01a

G1=Grupo 1; G2 = Grupo 2; G3 = Grupo 3; G4 = Grupo 4; T1= 2 dias; T2= 7 dias; T3= 15 dias; T4=21
dias; T5= 30 dias; n= tamanho da amostra em cada grupo. Letras iguais na mesma coluna nao diferem
entre si pelo teste ANOVA a 5% de probabilidade.
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Tabela 13. Médias e desvio padrdo da espessura, mensurados em micrémetros pela
histomorfometria, do estroma e do epitélio corneal lesados de coelhos da raca Nova
Zelandia branca, fémeas, apds ceratectomia penetrante e tratamento com n-butil 2-
cianoacrilato (G1), membrana amnidtica associada ao n-butil 2-cianoacrilato (G2),
membrana amniodtica associada ao n-butil 2-cianoacrilato e recobrimento com
bandagem (G3) e, membrana amniética suturada a leséo e recobrimento com bandagem
(G4). URV, Vicosa, Brasil, 2010

Espessuras em pm

Grupos Epitélio Lesado Estroma Lesado

G1(n=15) 38,69a+41,42 413,17a + 363,05
G2 (n=15) 43,75a + 36,56 265,16a + 224,21
G3 (n=15) 47,82a+42,39 314,95a + 291,90

G4 (n=15) 47,21a+43,71 319,78a + 271,48

G1 = Grupo 1; G2 = Grupo 2; G3 = Grupo 3; G4 = Grupo 4; n= tamanho da amostra. Letras iguais na

mesma coluna ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste ANOVA
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Tabela 14. Médias e desvio padrdo, mensurados em micrometros pela
histomorfometria, da espessura do epitélio lesado e normal de coelhos da raca Nova
Zelandia branca, fémeas, apds ceratectomia penetrante e tratamento com n-butil 2-
cianoacrilato (G1), membrana amnidtica associada ao n-butil 2-cianoacrilato (G2),
membrana amniodtica associada ao n-butil 2-cianoacrilato e recobrimento com
bandagem (G3) e, membrana amniética suturada a leséo e recobrimento com bandagem
(G4). URV, Vicosa, Brasil, 2010

Espessuras do epitélio em pum

Grupos Epitélio Lesado Epitélio Normal

Gl (n=15) 38,69a+ 41,42 45,40a + 6,72
G2 (n=15)  43,75a + 36,56 48,65a + 4,69
G3(n=15)  47,82a+ 42,39 41,543 + 6,03
G4 (n=15)  47,21a+43,71 50,29a + 5,25

G1 = Grupo 1; G2 = Grupo 2; G3 = Grupo 3; G4 = Grupo 4; n= tamanho da amostra. Letras iguais na
mesma linha néo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste t
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Tabela 15. Médias e desvio padrdo da espessura do epitélio corneal lesado, mensurados
pela histomorfometria em micrometros, de coelhos da raca Nova Zelandia branca,
fémeas, apoés a realizacdo de ceratectomia penetrante e tratamento com n-butil 2-
cianoacrilato (G1), membrana amnidtica associada ao n-butil 2-cianoacrilato (G2),
membrana amniodtica associada ao n-butil 2-cianoacrilato e recobrimento com
bandagem (G3) e, membrana amniética suturada a leséo e recobrimento com bandagem

(G4), em relacdo aos subgrupos. UFV, Vicosa, Brasil, 2010

Espessura do epitélio corneal em pum

Subgrupos T1 (n=15) T2 (n=12) T3 (n=9) T4 (n=6) T5 (n=3)
Gl 0,00a 0,00a 53,65d + 10,32 84,10a+29,49 55,68a + 51,76
G2 0,00a 21,19a + 36,70 88,60a + 24,00 49,53a+ 14,67 5941la+ 12,10
G3 0,00a 0,00a 74,10b + 8,28 87,87a+27,16 77,13a+ 13,50
G4 0,00a 0,00a 55,12c¢ +4,25 84,94a+ 1456 96,02a + 25,61

G1=Grupo 1; G2 = Grupo 2; G3 = Grupo 3; G4 = Grupo 4; T1= 2 dias; T2= 7 dias; T3= 15 dias; T4=21
dias; T5= 30 dias; n= tamanho da amostra em cada grupo. Letras diferentes na mesma coluna diferem

entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade
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Tabela 16. Médias e desvio padrdo da espessura do estroma corneal lesado, mensurados

pela histomorfometria em micrometros, de coelhos da raca Nova Zelandia branca,

fémeas, apoés a realizacdo de ceratectomia penetrante e tratamento com n-butil 2-

cianoacrilato (G1), membrana amnidtica associada ao n-butil 2-cianoacrilato (G2),

membrana amnidtica associada ao n-butil 2-cianoacrilato e recobrimento com

bandagem (G3) e, membrana amniética suturada a leséo e recobrimento com bandagem

(G4), em relacdo aos subgrupos. UFV, Vicosa, Brasil, 2010

Espessura do estroma corneal em pm

Subgrupos T1 (n=15) T2 (n=12) T3 (n=9) T4 (n=6) T5 (n=3)

Gl 0,00a 0,00a 681,59 835,56a + 628,69a +
160,94 52,67 100,50

G2 0,00a 87,53a 412,77a + 346,92a + 478,59a +
151,61 148,97 165,56 124,45

G3 0,00a 0,00a 588,18a = 439,66a + 546,92a +
140,19 249,62 29,32

G4 0,00a 165,95a + 375,82a = 519,42a + 537,71a t
204,65 157,60 338,54 99,72

G1=Grupo 1; G2 = Grupo 2; G3 = Grupo 3; G4 = Grupo 4; T1= 2 dias; T2= 7 dias; T3= 15 dias; T4=21

dias; T5= 30 dias; n= tamanho da amostra em cada grupo. Letras iguais na mesma coluna nao diferem

entre si pelo teste ANOVA a 5% de probabilidade

58



DISCUSSAO

No presente trabalho, optou-se pela espécie bovina como a doadora da
membrana amnioética, devido sua maior espessura e resisténcia em compara¢do com a
de cdes e, ainda, devido sua maior disponibilidade quando comparada a da espécie
equina. A glicerina, na concentracdo utilizada, mostrou-se eficiente como meio de
conservacao da membrana amniotica bovina em temperatura ambiente, foi de facil
aquisicdo, manipulacdo e acondicionamento, corroborando com os resultados da
literatura (Pigossi, 1967; Pontes et al., 2008; Pontes et al., 2010).

O n-butil 2-cianoacrilato foi aprovado para utiliza¢do clinica no inicio de 1996
(inal et al., 2006). Além desse fato importante, ele foi utilizado na presente pesquisa
porque, segundo a literatura, os derivados de n-butil cianoacrilato apresentam maior
resisténcia a tensdo do que os derivados cuja cadeia € maior (Vote e Elder, 2000) e,
ainda, porque proporcionou menor toxicidade e maior resisténcia a pressdo intraocular,

em estudo recente (Chen et al., 2007).

Estabelecer a média e a diferenca do tempo para a realizagdo das operagdes entre
0S grupos, permitiu concluir que a técnica empregada no G2 foi a mais simples de ser
executada. No procedimento do G1, aparentemente de mais facil realizacdo do que o do
G2, houve extravasamento constante do humor aquoso dificultando a secagem da
superficie para posterior aplicacdo do adesivo. No procedimento do G2, assim como no
do G3, a secagem da superficie foi obtida com maior facilidade porque a membrana
amnidtica, aplicada dentro da camara anterior, provocou a diminuicdo do
extravasamento do humor aquoso. A bandagem aplicada no G3 e no G4 e, ainda, a
sutura aplicada a cornea do G4 para a fixacdo da membrana amnidtica, prolongou o
tempo para a realizacdo da operacdo nestes grupos tornando sua execucdo mais

trabalhosa.

A membrana amnidtica, aplicada dentro da camara anterior, ou como bandagem,
ndo interferiu no tempo de permanéncia do adesivo nas corneas. Ele foi o bastante para
que a reparacdo da cornea se desse ndo tendo sido necesséria a sua reaplicacdo em
quaisquer dos pacientes. Em contrapartida, Fogle et al. (1980) sugeriram que o adesivo

deveria permanecer aderido no local por no minimo 4 semanas.
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O reaparecimento ou agravamento da fotofobia e do blefarospasmo deveu-se ao
trauma mecénico causado pela remocéo da sutura das corneas do G4. Tal acontecimento
foi verificado entre os 22 e 30 dias da cirurgia, mesmo periodo em que foi feita a

remoc&do dos pontos aplicados a cornea.

A bandagem com membrana amnidtica, suturada na regido do limbo, nédo
acrescentou vantagens, prolongou o tempo de cirurgia dos grupos que a receberam,
impediu 0 exame da cOrnea e da cAmara anterior no periodo em que esteve presente e
ndo diminuiu o desconforto ocular. Optou-se pela fixacdo da bandagem ao limbo e néo
na regidao do fornix conjuntival dada a facilidade de execucdo. Admite-se que, se a
regido de fixacdo fosse o férnix conjuntival o desconforto seria reduzido, entretanto o
tempo de cirurgia poderia ser mais prolongado e, ainda assim, o exame da cornea e da

camara anterior ndo poderia ser realizado.

Nesta pesquisa, o fato da fotofobia, do blefarospasmo, da secrecdo ocular, da
hiperemia conjuntival e da quemose se manifestarem e demonstrarem evidéncias de
atenuamento aos sete dias da cirurgia, tendendo a normalidade com o decorrer do
periodo de observacdo, pode ser atribuido a diminuicdo temporal da inflamacéo e a
adaptacdo dos animais a nova condicdo. Estes resultados corroboraram com os da
literatura (Ollivier et al., 2001).

A quemose, observada em todos os grupos, pode ser atribuida a irritacdo
mecanica da conjuntiva causada pela manipulacéo cirurgica e pela aplicacdo dos pontos
de arrimo para promover imobilizacdo do bulbo ocular, observado em estudo anterior
(Pontes et al., 2008). Também, a presenca de hiperemia conjuntival, por periodo maior
que o notado para a quemose, pode ser imputada pela irregularidade da superficie do

adesivo e pela sutura aplicada as corneas que a receberam.

Neste estudo, a auséncia de vascularizacdo em todas as corneas permite admitir
que o n-butil 2-cianoacrilato induziu pouca toxicidade a cornea. Estes resultados estdo
de acordo com os encontrados por Ollivier et al. (2001) quando aplicaram 0 mesmo
adesivo na superficie da cornea, mas contrariam os resultados de Aronson et al. (1970)
que verificaram a formacdo vascular na cornea ao aplicarem o octil-cianoacrilato em sua
superficie. A literatura é clara quando afirma a que a toxicidade do adesivo é menor
qguando este possui cadeia mais longa (Pani et al., 1968; Refojo et al., 1971). Por isso,
seria errado inferir que o octil-cianoacrilato possui maior toxicidade do que o n-butil 2-
cianoacrilato baseando-se apenas em resultados da literatura envolvendo estes dois
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adesivos isoladamente. Também ndo se pode afirmar que a auséncia de vasos na cornea
ocorreu como resultado da acdo antiangiogénica da membrana amniotica, pois no G1,
que ndo a recebeu como tratamento, também ndo foi notada a génese de vasos. A
auséncia da vascularizacdo justifica a ndo observagdo de pigmentacéo na cdrnea, pois de
acordo com Kern (1990), a vascularizacdo precede a deposicdo de pigmento na cérnea.

O edema de cérnea é um pardmetro importante para se constatar a integridade do
epitélio e do endotélio corneal. A auséncia de uma destas duas camadas celulares
permite a entrada de agua no estroma resultando em edema corneal (Slatter e Dietrich,
2007). Os grupos 2 e 3, de acordo com os resultados para o edema de cérnea (Tab. 5 e
6), foram os que responderam melhor com relacdo a reparagdo das camadas epiteliais e
endoteliais da cdrnea. Os indicativos que reforcam este resultado sdo a completude da
epitelizacdo da cdrnea que aconteceu ja aos 15 dias da cirurgia em alguns animais destes
grupos (Tab. 9) e a adesdo da membrana basal ao estroma em maior nimero de animais,
também nos mesmos. A hiperplasia epitelial, verificada quando o epitélio j& se encontra
em processo de reorganizacdo celular, também foi observada primeiramente no G2
(Tab. 16), indicando que este grupo estava em fase de reparacdo mais adiantada que 0s
demais grupos. De acordo com a literatura, a hiperplasia epitelial resulta de uma
tentativa de restaurar a conformacdo original da cdrnea, bem como de se restabelecer a

regularidade de sua superficie (Netto et al., 2005).

Acredita-se que os resultados favoraveis para a reparacdo da lesdo, verificados
no G2 e no G3, sejam provenientes da atuacdo da membrana amniotica como ponte para
a migracdo celular, evidenciada, histologicamente, pela sua presenca até 30 dias
decorridos da cirurgia em mais animais do G2 e G3 do que dos outros grupos. A
atuacdo da membrana amnidtica, como ponte para a migracdo celular, favorece a
reparacao epitelial e foi verificada em estudos anteriores (Prause, 1983; Wilcock, 2008).
Supde-se que o adesivo tenha atuado como barreira fisica contra a entrada de leucécitos,
provenientes do filme lacrimal, no estroma, e que, quando em associacdo com a
membrana amni6tica, foram notados melhores resultados porque a membrana também
atuou diminuindo a inflamacéo, porém sem elimina-la. Os leucécitos fazem parte do
processo de reparacdo e, acredita-se, que nao devam ser completamente eliminados
desse processo. De acordo com a literatura, sua presenca € importante na remocdo de
componentes celulares provenientes de ceratocitos que sofreram apoptose e na producao
de varias citocinas essenciais na resposta imune (Cassatella, 1995; Wilson et al., 2001;

Wilcock, 2008).
61



A substituicdo de parte do colageno do tipo Il pelo tipo | aos 30 dias decorridos
da cirurgia corrobora com os achados da literatura. O colageno tipo Il desempenha
papel importante na contracdo e no fechamento da lesdo nos processos de reparacéo, por
isso ele estd aumentado nas fases iniciais deste processo e, gradualmente, € substituido
pelo colageno tipo I, mais abundante na cornea normal (Kato et al., 2000; Michelacci,
2003).

Os animais do grupo 1 n&o tiveram as estruturas intraoculares protegidas pela
membrana amnidtica posicionada na camara anterior, permitindo a penetracdo do
adesivo, com a ocorréncia de sinéquias e de opacidade na capsula anterior da lente. A
introducdo acidental do adesivo na cdmara anterior esta associada, dentre outras

complicagdes, a formacdo de sinéquias anterior e posterior (Markowitz et al., 1995).

Buscando-se uma alternativa para o uso do viscoelastico, foi empregada neste
trabalho a membrana amnidtica na face interna da lesdo corneal que, além de atuar na
epitelizacdo, impediu o contato do adesivo com as estruturas intraoculares. A aplicacdo
de viscoelastico na cdmara anterior, por prevenir tais intercorréncias, esta indicada em
perfuragGes que ultrapassam a 1 mm de didmetro (Hirst e De Juan, 1982). Sua remogéo
é recomendada como medida preventiva ao glaucoma (Wilkie e Willis, 1999; Watts e
Austin, 1999; Wilkie e Gemensky-Metzler, 2004), mas a manipulacdo dentro da camara
anterior, necessaria para a remog&o do viscoelastico, é responsavel por perdas de células
endoteliais (Rafuse e Nichols, 1992).

A opacidade na cépsula anterior da lente no G1 decorreu, admite-se do contato
com o adesivo, que, durante a aplicagédo, penetrou a camara anterior. No G2 e no G3 as
manobras realizadas para o correto posicionamento da membrana dentro da camara
anterior podem ter lesado a capsula da lente. A opacidade resultante, embora em apenas
um ponto muito pequeno, foi considerada. Ela desapareceu em alguns animais durante o
periodo de observacdo. A membrana amni6tica, pelas observacdes, impediu o contato
do adesivo com as estruturas intraoculares. Quando tal acontecimento se fez presente no
G1, a opacidade da capsula lenticular mostrou-se de maior importancia (Fig. 17). No G4
a opacidade foi ausente em todos os animais. Nesse grupo, ndo foi utilizado adesivo
nem realizado qualquer tipo de manipulagdo dentro da camara anterior. No G3, foi
observada a opacidade da lente apenas em alguns animais. Por isso, ndo houveram

diferencas nas medianas entre ele e 0 G4 e entre ele e 0 G2.
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CONCLUSOES

Baseando-se nos resultados obtidos, na maneira como esta pesquisa foi

realizada, pode-se concluir que:

- A aplicacdo do adesivo, diretamente sobre a Ulcera de cornea perfurada, sem a

utilizacdo da membrana amnidtica na cdmara anterior, ndo deve ser executada.

- A membrana amniética em camada Unica, usada isoladamente, pode ser utilizada em

corneas com lesdes perfuradas de 2 mm de diametro.

- A técnica cirargica utilizando a membrana amnidtica associada ao n-butil 2-
cianoacrilato foi de mais facil execucdo e mais eficiente na reparacdo de lesbes de
cérneas com perfuracdes de 2mm de didmetro do que as técnicas utilizando somente o

adesivo ou somente a membrana amniotica suturada a lesdo.

- A técnica empregada no grupo 2 demonstrou ser a melhor dentre as estudadas, pois foi
a de mais facil execucdo e a que, junto com o grupo 3, proporcionou eficiéncia na

reparacao das lesoes.

- A associacdo da membrana amnidtica com o adesivo € indicada neste tipo de lesao.
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ANEXO

Anexo 1. Tempo de permanéncia, em dias e porcentagem, do n-butil 2-cianoacrilato na
cornea, relativamente aos periodos estudados, de acordo com o0s tratamentos
empregados nos coelhos do G1, G2 e G3. UFV - Vigosa, 2009

Periodo de Tratamentos Numero de Tempo de Tempo de
observacao animais permanéncia permanéncia
(dias) (%)
2 Gl 3 2 100,00
G2 3 2 100,00
G3 3 2 100,00
7 Gl 3 7 100,00
G2 3 7 100,00
G3 3 7 100,00
15 Gl 2 7 46,66
1 15 100,00
G2 2 7 46,66
1 15 100,00
G3 1 5 33,33
1 7 46,66
1 10 66,66
Continua
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Anexo 1 - Continuagdo. Tempo de permanéncia, em dias e porcentagem, do n-butil 2-
cianoacrilato na cornea, relativamente aos periodos estudados, de acordo com os

tratamentos empregados nos coelhos do G1, G2 e G3. UFV - Vicosa, 2009

Periodo de Tratamentos Numero de Tempo de Tempo de
observacao animais permanéncia permanéncia
(dias) (%)
21 Gl 1 7 33,33
2 9 42,85
G2 1 12 57,14
2 15 71,42
G3 1 10 47,61
2 14 66,66
30 Gl 1 9 30,00
1 11 36,66
1 26 86,66
G2 1 5 16,66
1 7 23,33
1 11 36,66
G3 1 8 26,66
1 9 30,00
1 11 36,66

Nota: G1 — Grupo 1; G2 — Grupo 2; G3 — Grupo 3.
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