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RESUMO

As técnicas de remogdo de catarata evoluiram nas ultimas décadas. Na tentativa de
oclusdo da cérnea apds incisdo para remoc¢ao da catarata, diversas técnicas t€m sido
propostas. Objetivou-se avaliar experimentalmente a viabilidade do emprego do adesivo
de fibrina na oclusao da incisdo de cérnea em coelhos. Além disso, comparar os efeitos
do adesivo de fibrina e do fio de sutura na oclusido da incisdo de cérnea em coelhos,
utilizando-se os aspectos clinicos, a microscopia eletronica de varredura e a
morfometria. Dezesseis coelhos (Oryctolagus cuniculus) da ragca Nova Zelandia foram
submetidos a incisdo de cornea bilateral. Para a oclusdo da incisdo utilizou-se
aleatoriamente em um bulbo do olho, adesivo de fibrina e no seu contralateral, fio de
sutura. Os periodos de avaliacdo foram de 7 e 15 dias. As repercussdes dos
procedimentos foram avaliadas utilizando-se exame oftdlmico. Ao final dos periodos
determinados, procedeu-se a avaliacdo da 4rea perincisional desprovida de células
endoteliais por meio da microscopia eletronica de varredura da morfometria e a anélise
estatistica inferencial foi obtida pelo teste t de Student para amostrar pareadas.
Clinicamente, observaram-se melhores resultados nas amostras ocluidas com fio de
sutura. No que se refere a drea perincisional desprovida de células endoteliais,
comparando-se os dois tipos de oclusdo, a drea das amostras seladas com fibrina
apresentou-se maior que a drea ocluida com fio de sutura. Neste estudo, ambas as
técnicas foram eficazes na oclusao da cérnea de coelhos. Porém, a avaliacdo valendo-se
da microscopia eletronica de varredura e da morfometria das eletromicrografias das
areas perincisionais do endotélio da cérnea desprovidas de células ocluidas com fio de
sutura demonstrou maior nivel de significancia quando comparada ao adesivo de
fibrina.

Palavras-chave: Incisio de Coérnea. Adesivo de Fibrina. Endotélio da Cornea.
Microscopia Eletronica de Varredura. Morfometria. Coelhos.



ABSTRACT

The techniques for cataract removal had developed in the last decades. As an attempt to
repair the cornea after incision, different techniques are proposed for corneal sealing.
The objective of this study was to evaluate experimentally the viability of the use of
fibrin adhesive in occlusion of the incision of the cornea in rabbits. Also compare
clinically and by scanning electron microscopy and morphometry the fibrin adhesive
and the suture on the sealing the cornea incision in rabbits. In this study, 16 rabbits
(Oryctolagus cuniculus) New Zealand breed were used. It was performed bilateral
corneal incision. In one eye the incision was sealed with suture, in the other eye, with
fibrin adhesive randomly. The periods of evaluation varied from 7 to 15 days. The
repercussions at the eye were studied using the ophthalmic exam. At the end of the
determinate period, it was performed the evaluation of the perincisional area without
endothelial cell by means of scanning electron microscopy, morphometry and the
inferential statistical analysis was made by Student t test for paired samples. Comparing the
two types of sealing, the perincisional average area without endothelial cells was
higher in the fibrin tissue than wired in both groups. In this study, both techniques had
corneal sealing, however, the evaluation by scanning electron microscopy,and
electromicrographs morphometry of the perinsional areas of the corneal endothelium without
devoid cells occluded with suture wire has higher level significance when compared with fibrin
adhesive.

Key words: Corneal Incision. Fibrin Tissue. Corneal Endothelium. Scanning Electron
Microscopy. Morphometry. Rabbits.
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1 INTRODUCAO

O endotélio corneano € uma monocamada de células, achatadas, poligonais
interligadas, constituindo a superficie posterior da cornea, que limita a entrada de dgua e
de solutos oriundos da camera anterior para o estoma corneano (SVEDBERGH; BILL,
1972; JOHNSTON et al., 1979; SLATTER, 2005; BRANDAO et al., 2006). Para a
manuten¢do da transparéncia da cérnea € necessdria uma densidade celular minima
(TUFT; COSTER, 1990; BRANDAO et al., 2006). As células endoteliais apresentam-se
vulnerdveis a injurias decorrentes de trauma, radiacdo, manipulac¢do cirdrgica intra-
ocular, formagao de imunocomplexos, envelhecimento, entre outros (WARING et al.,
1982; PRASAD, 1998; RODRIGUES, 1999; WALKOW; ANDERS; KLEBE, 2000).

Os estudos que avaliaram a capacidade regenerativa do endotélio da cérnea de
individuos adultos nas espécies humana e felina demonstraram que a reparagdo
corneana ocorre por hipertrofia e migragdo de células remanescentes (HOFFER, 1979;
TREFFERS, 1982; LAING et al., 1983; BOURNE et al., 1994). Em coelhos, além da
hipertrofia e da migracdo celular, a reparacdo endotelial ocorre devido a mitose celular
(OLSEN; DAVANGER, 1984; MATSUDA et al., 1985; ICHIJIMA et al.,1993).

A opacificagdo da lente, importante causa de cegueira, ocorre principalmente nas
espécies humana e canina e o tratamento cirdrgico € a tnica forma de manejo. Entre as
principais técnicas ja propostas para a remoc¢do da catarata, incluem-se a extracio
intracapsular, a extracapsular manual e a facoemulsificacio (GILGER, 1997;
PIGATTO, 2004).

A facoemulsificagdo, comparada as demais técnicas de remocdo de catarata,
proporciona os melhores resultados (WALKOW; ANDERS; KLEBE, 2000; PIGATTO,
2004). Dentre as principais vantagens da facoemulsificagdo encontram-se a pequena
incisdo corneana, a manuten¢do da pressdo intra-ocular per-operatdria, a minuciosa
manipulacdo das estruturas internas do bulbo do olho e menor tempo operatdrio
(TABAN et al., 2004; WAISWOL, 2004).

As principais etapas da facoemulsificagdo incluem: incisdo principal,
capsulorrexe, incisdo acessoria, hidrodissec¢do, hidrodelineacdo, emulsificacdo da
catarata, irrigacdo, aspiracao e sutura (MONTENEGRO; REZENDE, 2002; TEIXEIRA,
2003).
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Existem vdrias técnicas propostas para a realizacdo da incisdo cirdrgica visando
a remocao da catarata. A incisdo limbar com tinel escleral, a incis@o cérneoescleral com
tinel e a incisao de cdérnea com tunel sdo algumas delas (MARTINES, 2000).
Normalmente, as incisdes de coOrnea auto-selantes nado necessitam de sutura
(WAISWOL, 2004). A incisdo escleral tuneilizada auto-selante, descrita primeiramente
por Ernest e MacFarland, trouxe um importante avanco a cirurgia de catarata, pois se
trata de uma incisdo cirtrgica consistente, segura, facilmente reproduzivel e aplicavel a
diversos pacientes (FADEL, 2004). No entanto, esta incisdo apresenta maior demora em
sua realizacdo e, conseqlientemente, maior cicatriz ao paciente (WAISWOL, 2004;
FADEL, 2004).

A incisdo tuneilizada auto-selante em cdrnea clara representa um dos mais atuais
refinamentos no desenvolvimento da cirurgia de catarata (WAISWOL, 2004). E
realizada no canto temporal da cérnea, diminuindo assim o astigmatismo corneano
(FADEL, 2004; BERDAHL; DESTAFENO; KIM, 2007) e a hemorragia escleral
(MCDONNELL et al.,, 2003). Oferece diversas vantagens para a realizacdo da
facoemulsificacdo e uma rédpida recuperacdo da acuidade visual pds-operatdria
(MCDONNELL et al., 2003). A morfologia da incisdo de cérnea e da incisdo limbar
estd correlacionada com a angulagdo do bisturi utilizado na confeccdo da ferida
cirdrgica (FADEL, 2004; TABAN et al., 2004).

Diversos métodos sdo propostos para a oclusdo corneana apds incisdo. Dentre
eles destacam-se as suturas, os adesivos sintéticos e os adesivos bioldgicos.
(HOVANESIAN; KARAGEOZIAN, 2007). Estudos sugerem que a sutura na cérnea
seja realizada apds a cirurgia de facectomia, por promover uma rdpida reabilitacdo
visual (RITTERBAND et al., 2005). Se houver divida por parte do cirurgido quanto ao
selamento da ferida, é necessario realizar sempre a sutura corneana para minimizar os
riscos de atalamia, prolapso de iris e endoftalmite pds-operatéria (FADEL, 2004).

Diferentes tipos de adesivos vém sendo utilizados nas cirurgias oculares. Dentre
estes, dois grupos se destacam: os materiais sintéticos derivados do cianoacrilato e os
bioldgicos advindos do adesivo de fibrina (SZURMAN et al., 2006; CHEN et al., 2007).

O adesivo de fibrina € um material bioldgico e natural, diferindo dos derivados
do cianoacrilato nos termos de biocompatibilidade e na caracteristica de ser
completamente biodegraddavel (CHEN et al., 2007). O uso deste agente ndo promove
desconforto e necrose tecidual e causa minima reagdo inflamatéria. O adesivo bioldgico

de fibrina vem sendo utilizado em diversas situagdes, como tratamento de ulceras de
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cornea (CHEN et al.,, 2007), cirurgias de estrabismo e conjuntiva, cirurgias de
glaucoma, na sintese da incisao escleral apds facoemulsificacio (KAUFMAN et al.,
2003) e na aplicagao de membrana biolégica em reparagdes corneanas (SZURMAN et
al., 20006).

Virias técnicas t€ém sido empregadas na andlise do endotélio corneano, incluindo
métodos de investigagcdo clinica in vivo e os estudos in vitro. Dentre os métodos de
avaliacdo endotelial in vitro, utilizados para andlise morfométrica, destacam-se a
coloracdo vital (TAYLOR; HUNT, 1981; GEROSKI; EDELHAUSER, 1989; RUIZ;
MEDRANO; ALIO, 1991) e a microscopia eletronica de varredura (ABIB, 2000;
OJEDA et al., 2001; PIGATTO et al., 2005a; PIGATTO et al., 2005b).

A microscopia eletronica de varredura é o método de avaliacdo mais comumente
utilizado para obter informagdes sobre a ultraestrutura tridimencional dos organismos
(OJEDA et al., 2001). Tem se mostrado de grande valia para estudos relacionados a
morfologia corneana (OJEDA et al.,, 2001), quanto a toxicidade de farmacos
intracamerulares (ALP et al.,, 2000; HOLLEY et al., 2002), a eficacia de meios de
preservacdo de cérnea (ARNDT; REESE; KOSTLIN, 2001) e no estudo do endotélio de
diferentes espécies (RODRIGUES, 1999; COLLIN; COLLIN, 2000a; COLLIN;
COLLIN, 2000b; PIGATTO et al., 2004; PIGATTO et al., 2005a; PIGATTO et al.,
2005b).



26

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar experimentalmente a viabilidade do emprego do adesivo de fibrina na

oclusao da incisdo de cornea em coelhos.

2.2 Especifico

Comparar experimentalmente a eficicia do adesivo de fibrina com o fio de
sutura na oclusdo da incisdo de cérnea em coelhos, avaliados clinicamente, pela
microscopia eletronica de varredura e morfometria.

Avaliar a eficiéncia da microscopia eletronica de varredura e da morfometia na

andlise d area perincisional desprovida de células endoteliais.
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3REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cornea

A cornea e a esclera sdo as estruturas mais externas e resistentes do bulbo do
olho, compdem a tunica fibrosa, conferindo protecdo as estruturas intra-oculares. A
cornea € a principal superficie refrativa do bulbo do olho (GELATT, 1991; ALVES;
KARA-JOSE, 1997; POWER; NEVES, 1997), constituindo a por¢ao transparente da
tinica fibrosa. Sua transparéncia é decorrente da auséncia de vasos sangiiineos, da
superficie epitelial ndo queratinizada, da auséncia de pigmentagdo, da organizacdo das
fibras de coldgeno do estroma corneano e do seu estado de deturgescéncia (GELATT,
1991; RODRIGUES, 1999; GELATT; GELATT 2001).

A cornea de caes, gatos e coelhos € constituida de quatro camadas: o epitélio e
sua membrana basal, estroma, membrana de Descemet e endotélio corneano (PRINCE,
1964; GELATT, 1991). Alguns autores consideram o filme lacrimal pré-corneano como
a quinta camada corneal (SLATTER, 1990; SLATTER, 2005). A espécie humana e os
primatas apresentam ainda a membrana de Bowman (ALVES; KARA-JOSE, 1997).

A coérnea em cdes e gatos apresenta forma quase circular, devido a semelhanca
entre o didmetro horizontal e o vertical. Raramente ultrapassa 1 mm de espessura,
variando com as espécies (GWIN et al., 1982; GELATT, 1991; SLATTER, 2005). Os
coelhos apresentam a cOrnea proeminente em relacao a oOrbita e € relativamente larga.
Sua forma ndo € circular, apresentando diametro horizontal de 15 mm e vertical de 13.5
a 14 mm. A espessura corneana de coelhos encontra-se entre 0.3 a 0.4 mm no centro e
0.45 mm na periferia, pr6ximo ao limbo corneal (PRINCE, 1964).

Nos coelhos, o raio de curvatura encontra-se entre 7.0 € 7.5 mm, porém o raio
estd diretamente relacionado a idade, ao tamanho do animal e, as vezes, ao seu peso.
Nos primeiros 15 meses de vida dos coelhos, o raio de curvatura corneal sofre
constantes alteracoes (PRINCE, 1964).

A cornea é densamente inervada pelos nervos sensoriais, particularmente pelos
receptores da dor. Estes receptores auxiliam no sistema de protecdo corneana, para que
ocorra a manutencdo da sua transparéncia. As fibras mielinicas, localizadas na

conjuntiva e episclera, advém dos nervos ciliares longos que se originam da divisao
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oftdlmica do nervo trigémeo. Ao penetrarem no ponto médio do estoma corneal, a
bainha de mielina desaparece depois de 1 a 2 mm do limbo. Aproximadamente 80
grandes troncos de fibras nervosas entram no interior da cérnea, ramificam-se, fazem
conexoes entre si e emitem filamentos anteriores e posteriores, formando uma malha
regular de distribuicdo homogénea (PRINCE, 1964; GELATT, 1991; NASSARALLA,
2000).

As células epiteliais superficiais da cornea sdo altamente inervadas por fibras
nervosas amielinicas e ricas em receptores da dor. Anteriormente, conforme as fibras
vao se ramificando, ficam cada vez mais superficiais, curtas, finas e escassas, até atingir
o epitélio, onde se entremeiam pelas células epiteliais. Nas espécies humana e canina,
nenhum ou poucos sdo os ramos que atingem o estroma profundo e nenhum deles
ultrapassa a membrana de Descemet para suprir o endotélio (GELATT, 1991;
NASSARALLA, 2000). Contudo, a extensdo da inervacdo do estroma € desconhecida
em diferentes animais. Porém, sabe-se que nos coelhos, as terminagdes das fibras
nervosas amielinicas sdao observadas na membrana de Descemet, bem como no

endotélio corneal (PRINCE, 1964; GELATT, 1991).

3.2 Endotélio da cornea

A superficie corneal posterior € coberta por uma monocamada de células, cuja
superficie anterior e posterior se apresenta como um mosaico regular de células
poligonais, em sua maioria hexagonais, ocasionalmente pentagonais, mas que podem
apresentar quatro, sete ou até oito lados (PRINCE, 1964; SVEDBERGH; BILL, 1972;
RAO et al., 1982; DOUGHTY, 1989; BOTEON, 2000; PIGATTO, 2004; PIGATTO et
al., 2006). Esse mosaico celular foi visibilizado pela primeira vez por Vogt, em 1920
(POWER; NEVES, 1997; BOTEON, 2000).

O endotélio corneano apresenta sua face anterior voltada para a membrana de
Descemet e a posterior limitando-se com o humor aquoso, revestindo assim a camara
anterior (PRINCE, 1964; TUFT; COSTER, 1990; PIGATTO, 2004; SLATTER, 2005;
BOTEON, 2000). Lateralmente, continua como endotélio do trabeculado escleral

(BOTEON, 2000). As células endoteliais limitam a entrada de 4dgua e de solutos



29

oriundos da camera anterior para o estroma corneano (TUFT; COSTER, 1990;
BRANDAO et al., 2006).

Para a manutencdo da transparéncia da cdérnea € necessdria uma densidade
celular minima (TUFT; COSTER, 1990; BRANDADO et al., 2006). O bom desempenho
da funcdo endotelial depende da densidade celular, sendo esta prejudicada quando
atinge o limiar de 400 a 700 células por mm?, com aparecimento de edema do estroma e
do epitélio da cornea. As perdas de células nos dois ter¢os centrais da cérnea do adulto
sdo substituidas por achatamento e aumento celular (DOUGHTY, 1989; BOTEON,
2000).

A superficie posterior da cornea de individuos da espécie humana, recoberta
pelo endotélio, € de cerca de 100 mm? (SVEDBERGH; BILL, 1972). Nesta espécie, o
recém nascido apresenta 3.500 a 4.000 células por mm?, o jovem tem uma densidade
endotelial de 3.500 células por mm? e no adulto a densidade baixa para 1.400 a 2.500
células por mm?® (BOTEON, 2000).

Pigatto et al. (2006) avaliaram, através da microscopia especular, a
morfometria do endotélio corneal de caninos. Constataram que nesta espécie a drea
celular média encontra-se entre 395 + 36 pm2 e a densidade endotelial de 2.555 + 240
células por mmz, sendo similar a densidade endotelial de cérneas humanas de adultos.

Em humanos, o endotélio da cérnea apresenta uma populacido de 400 a 500 mil
células, com cerca de 20 um de didmetro e de 4-6 um de espessura, drea média de 250
pm2 e nucleo de 7 um de didmetro (TUFT; COSTER, 1990; BOTEON, 2000). Contudo,
os coelhos apresentam uma densidade endotelial média de 3.200 células por mm?, com
cerca de 20 um de diametro e de 3-5 um de espessura (PRINCE, 1964).

Ao seccionar-se o endotélio de coelhos observa-se o nicleo largo, alongado,
com formato de rim, paralelo 2 membrana de Descemet. Nos coelhos, ndo é incomum
encontrar dois nucleos por célula endotelial, sendo que estes apresentam diferentes
formas e tamanhos. Porém, os nicleos duplos sdo raramente encontrados em coelhos
jovens (PRINCE, 1964). Outrossim, o nucleo de primatas e carnivoros é achatado,
grande e oval, que preenche uma por¢do significante da célula endotelial e sua
disposi¢do € regular através da cornea (POWER; NEVES, 1997; BOTEON, 2000).

Na maioria das espécies, individuos jovens exibem homogeneidade quanto ao
tamanho e a forma das células endoteliais (YEE; EDELHAUSER; STERN, 1987;
DOUGHTY, 1989; TUFT; COSTER, 1990; COLLIN; COLLIN, 1998).
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A membrana basal do endotélio encontra-se aderida a membrana de Descemet.
Porém, ndo se observam hemidesmossomas, complexos juncionias tipicos de associa¢ao
da membrana celular com a lamina basal (PIGATTO, 2004). Sendo assim, devido a
auséncia de complexos juncionias, a membrana endotelial é facilmente deslocada em
situagdes de injurias mecanicas, como os procedimentos cirdrgicos intra-oculares
(WARING et al., 1982; TUFT; COSTER, 1990; PIGATTO, 2004).

Estudos valendo-se da microscopia eletronica de varredura demonstraram que a
membrana celular apresenta um curso obliquo e tortuoso. Apresenta também
interdigitacOes entre as células endoteliais vizinhas, caracterizando o complexo
juncional (zona occludens, macula occludens e macula adherens) (TUFT; COSTER,
1990; RODRIGUES, 1999; BOTEON, 2000). Os Complexos juncionais, compostos
por moléculas de adesdo juncionais (JAMs), interligam as células endoteliais e atuam
em grande variedade dos processos celulares. Sao classificados como uma superfamilia
de imunoglobulinas (Ig). A JAM-A atua na regulacdo da permeabilidade, migracdo de
leucécitos, angiogénese e agregacdo plaquetdria, através da polimerizagao das células
(MANDELL et al., 2006).

A membrana celular posterior do endotélio apresenta cerca de 20 a 30
microvilosidades por célula, que na espécie humana medem 0,1 a 0,2 um de largura por
0,5 a 0,6 um de altura (DOUGHTY, 1989; DOUGHTY, 1998; BOTEON, 2000;
COLLIN; COLLIN, 2000b). Estas estruturas sdo caracteristicas constantes das células
endoteliais de humanos, primatas, coelhos e aves (COLLIN; COLLIN, 2000b).

O citoplasma das células endoteliais € rico em organelas, responsaveis pelo
transporte ativo, sintese de proteinas e sintese de componentes da membrana de
Descemet. As células endoteliais contém indmeras mitocOndrias, apresentando
morfologia longa e com suas cristas orientadas longitudinalmente, reticulo
endoplasmatico liso e rugoso proeminentes e aparelho de Golgi bem desenvolvido, com
a presenca de vesiculas citoplasmaticas ligadas a essa estrutura (PRINCE, 1964; TUFT;
COSTER, 1990; BOTEON, 2000).

No citoplasma endotelial ainda s3o encontrados granulos de pigmentos
parecendo melanina das células uveais, fagocitados do humor aquoso e lisossomas
ocasionais (RODRIGUES, 1999; BOTEON, 2000). As aberturas das vesiculas
pinociticas, cujo diametro médio é de 0O,Ilum, fazem faces para a membrana de

Descemet e sdo encontradas nas superficies internas das membranas laterais e
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posteriores de cada célula endotelial. Sua presenca indica haver pinocitose (TUFT;
COSTER, 1990; BOTEON, 2000).

A estrutura endotelial vem sendo estudada em humanos (RAO et al., 1982;
ABIB, 2000; YUNLIANG et al., 2007), macacos, caes (GWIN et al., 1982; PIGATTO
et al., 2006; RODRIGUES et al., 2006; PIGATTO et al., 2008), gatos (LING;
VANNAS; HOLDEN, 1988; HUANG; NELSON; BOURNE, 1989; ARNDT; REESE;
KOSTLIN, 2001; FRANZEN, 2007), jacarés do pantanal (PIGATTO et al., 2004),
pingiiins de Magalhdes (PIGATTO et al., 2005b), lhamas (ANDREW; WILLIS;
ANDERSON, 2002), ovinos (BRANDAO et al., 2006), peixes (COLLIN; COLLIN,
2000a), equinos (ANDREW et al., 2001), avestruzes (PIGATTO et al., 2009), suinos
(TAMAYO-ARANGO et al.,, 2009), espécies experimentais, tais como coelhos
(PRINCE, 1964; DOUGHTY, 1998; PIGATTO et al., 2005a; MANDELL et al., 2006),
porcos da India, ratos (TUFT; WILLIAMS; COSTER, 1986) e em vertebrados em geral
(COLLIN; COLLIN, 1998).

A principal fun¢do do endotélio corneano € manter uma barreira efetiva do
humor aquoso, manter uma bomba metabdlica e criar condi¢des para transparéncia
cornecana (LANDSHMAN et al., 1988; POWER; NEVES, 1997). Para o controle da
hidratacdo relativa da cérnea € necessdrio energia, que advém em sua maior parte do
metabolismo da glicose (TUFT; COSTER, 1990; NASSARALLA, 2000; RODRIGUES
et al., 2006). A principal fonte de glicose € o humor aquoso. Duas cadeias de
metabolismo da glicose estdo presentes na cornea: ciclo de Krebs, isto é, glicélise com
oxidagdo através da via do 4cido tricarboxilico (TCA), basicamente ativo no epitélio
corneal e via hexose-1-fosfato (ciclo da pentose) (NASSARALLA, 2000).

O equilibrio osmético da cornea ocorre pela diferenca na concentracdo de
eletr6litos em cada uma de suas camadas. O epitélio contém grande concentracdo de
ions potdssio, enquanto que no estroma abundam os ions sdédio. Nos liquidos que
circundam a cérnea (FLPC, humor aquoso e o plasma dos vasos da periferia) hd uma
grande concentracdo de fons de sédio. O transporte ativo de Na* é mediado pela enzima
Na"K*"ATPase, localizada na parede lateral da membrana plasmdtica (NASSARALLA,
2000; MANDELL et al., 2006). A degradacdo do ATP fornece a energia necessdria, que
induz a movimentacdo de fons de bicarbonato, sédio e potdssio, gerando gradiente
osmoético que mobiliza o liquido do estroma corneano (NASSARALLA, 2000;
PIGATTO, 2004).
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A maior parte do oxigénio consumido pela cérnea € utilizado pelo epitélio e pelo
endotélio para realizar suas atividades metabdlicas. O endotélio recebe oxigénio do
humor aquoso. No caso de auséncia do oxigénio, a cadeia glicolitica fica impossibilitada
de manter a funcdo corneana por si s6 e, como conseqiiéncia, a cOrnea pode se
edemaciar e se tornar opaca (NASSARALLA, 2000).

A cérnea conserva seu conteido aquoso em um nivel estdvel de relativa
desidratacao, oscilando entre 75% a 80% do seu peso. Os fatores que podem influenciar
diretamente nesta taxa de hidratacdo sdo basicamente: a integridade anatomica do
epitélio e endotélio, o equilibrio osmético e eletrolitico, o metabolismo, a evaporacado da
dgua através da superficie anterior e a pressao intra-ocular (NASSARALLA, 2000).

Estudo afirmam que na maioria das espécies, como nos humanos, macacos,
ratos, felinos, cdes e coelhos (GWIN et al., 1982; ABIB; 2000; PIGATTO et al., 2006;
RODRIGUES et al., 2006), ocorre decréscimo fisiolégico na densidade endotelial e
modificagdes da morfologia celular com o avanco da idade (PRINCE, 1964; GWIN et
al., 1982; WARING et al., 1982; BAHN et al., 1986; RODRIGUES, 1999; TUFT;
COSTER, 1990; ABIB; BARRETO JR, 2001; ANDREW et al., 2001; PIGATTO,
2004). De acordo com Prince (1964), os coelhos senis apresentam diminui¢do da drea
celular de 18-24 um? para 8 um?.

No primeiro ano de vida, os individuos da espécie humana apresentam um
declinio acentuado na densidade endotelial, influenciado principalmente pelo didametro
da cérnea (BAHN et al., 1986; TUFT; COSTER, 1990). E estimado que entre 20 e 80
anos de idade, a densidade endotelial em coérneas higidas de individuos da espécie
humana, diminui gradativamente a uma taxa de 0,5% ao ano (TUFT; COSTER, 1990).

Além do declinio da densidade endotelial decorrente da idade, as fung¢des do
endotélio podem ser alteradas por indmeros fatores, incluindo diabetes mellitus, trauma,
glaucoma, distrofia ou inflamagdo intra-ocular e perfusdo da camara anterior com
substancias livres de cdlcio ou pH incompativel entre outros (WARING et al., 1982;
LANDSHMAN et al., 1988; DOUGHTY, 1989; TUFT; COSTER, 1990; PILLAI et al.,
2000; PIGATTO et al., 2006). Defeitos endoteliais podem causar edema estromal,
levando a perda parcial ou completa da transparéncia da cérnea (LANDSHMAN et al.,
1988; NASSARALLA, 2000; ABIB; BARRETO JR, 2001; PIGATTO et al., 2006).

Sabe-se que a atividade mitdtica das células endoteliais é mais intensa em
individuos jovens, comparativamente aos idosos (MACCALLUM et al., 1983; TUFT;
WILLIAMS; COSTER, 1986; PIGATTO, 2004). Na fase de crescimento do coelho, a
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maior parte da atividade mitdtica ocorre irregularmente na periferia da cérnea, e a
atividade é melhor no periodo da manha. Nos animais adultos ocorre um decréscimo na
atividade mitética (PRINCE, 1964). Hoffer e Phillipi (1978) verificaram que o estimulo
a partir do qual se inicia a reparacdo endotelial decorre da perda do contato entre as
células.

Durante a fase inicial do processo de reparagdo, ocorre hipertrofia de células
adjacentes, resultando em aumento do seu tamanho e diminuicdo da densidade
endotelial (MISHIMA, 1982; PIGATTO, 2004; STUMPF,; NOSE, 2006).
Adjutoriamente as alteragdes associadas a contagem celular, ocorre também o declinio
do nimero de células com formato hexagonal (LAING et al., 1976; RAO et al., 1982;
MATSUDA et al., 1985; PIGATTO, 2004). Apds o recobrimento da area lesada, hd a
reorganizacdo da camada celular, que reassume o seu aspecto usual de mosaico
endotelial (YEE et al., 1985).

O tempo necessario para restauracdo morfofuncional do endotélio corneano é

(€N

varidvel. Além das caracteristicas especificas relacionadas a cada espécie, ele
dependente, principalmente, da extensdo da lesdao (PRINCE, 1964; MATSUDA et al.,
1985; YEE et al., 1985; PIGATTO, 2004).

Ja é conhecida a inabilidade do endotélio humano em se regenerar por mitose,
bem como a capacidade regenerativa limitada do endotélio canino (MACCALLUM et
al., 1983). Estudos avaliaram a capacidade regenerativa das células endoteliais de
individuos adultos nas espécies humana e felina, demonstrando que a reparagcdao do
endotélio corneano ocorre por hipertrofia e migracdo de células remanescentes
(HOFFER, 1979; TREFFERS, 1982; LAING et al., 1983; LANDSHMAN et al., 1988;
HUANG; NELSON; BOURNE, 1989; BOURNE et al., 1994). Portanto, nos casos
onde o comprometimento endotelial é extenso, ocorre edema acentuado com perda de
transparéncia corneana, geralmente de forma irreversivel, pois nestas espécies nao
ocorre regeneracdo endotelial (LANDSHMAN et al., 1988; NASSARALLA, 2000).

Maccallum et al. (1983), através da microscopia eletronica de varredura,
avaliaram o endotélio corneano de felinos de um més de idade e de animais adultos.
Observaram que as células endoteliais dos filhotes apresentaram-se com um alto grau de
pleomorfismo, com uma superficie hexagonal regular, sugerindo a ocorréncia de mitose
celular. Nao obstante, nos animais adultos, ocorreram processos de hipertrofia celular
(MACCALLUM et al., 1983). Outrossim, alguns estudos revelam que nos humanos e

felinos ocorre alguma atividade mitdtica em individuos jovens. Contudo, ela €
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insuficiente para substituir as células que foram lesadas e a reparacdo ocorre sempre
associada a hipertrofia e a migracdo de células remanescentes (BAHN et al., 1986;
TUFT; WILLIAMS; COSTER, 1986; LANDSHMAN et al., 1988; LANDSHMAN;
SOLOMON; BELKIN, 1989; PIGATTO, 2004).

Nos cdes, Gwin et al. (1982), Maccallum et al. (1983) e Pigatto (2004)
notificaram que a reparacdo endotelial decorre da hipertrofia das células remanescentes
e que, em funcdo da idade, ocorrem alteracdes na forma das células, com grande
contingente de células com tamanho aumentado e com forma alterada.

Em coelhos, além de hipertrofia e migracdao celular, observa-se uma intensa
capacidade regenerativa do endotélio corneal MACCALLUM et al., 1983; MATSUDA
et al., 1985; YEE et al., 1985; LANDSHMAN; SOLOMON; BELKIN, 1989). A mitose
endotelial em coelhos adultos é encontrada apenas apds injdrias endoteliais (PRINCE,
1964; YEE et al., 1985; TUFT; WILLIAMS; COSTER, 1986). Entretanto, existe um
periodo no processo de regeneracao onde a densidade endotelial apresenta-se diminuida,
mesmo com o total reestabelecimento do tecido corneal (MATSUDA et al., 1985;
BAHN et al.,, 1986; LANDSHMAN et al, 1988; LANDSHMAN; SOLOMON;
BELKIN, 1989).

Yee et al. (1985), apds induzirem congelamento transcorneal em coelhos,
avaliaram e compararam a fun¢do fisiolégica das bombas de Na* e K e sua barreira
endotelial, estudando a diferenciagdo morfoldgica presente no momento do processo de
cicatrizacdo endotelial. Concluiram que a normalizacdo do tecido corneal central
lesionado, da densidade endotelial e da permeabilidade foram precedidos pelo
estabelecimento do mosaico endotelial normal, sendo que a cobertura da ferida ocorreu
por migracdo e mitose celular. Para tanto, afirmaram que durante o periodo de
cicatrizacdo endotelial as células sofreram significativa remodelagdo. Conforme
observaram aumento da densidade celular, as células tornaram-se mais uniformes em
tamanho e assumiram sua configuracdo hexagonal normal. Apés 30 dias, todos os
parametros morfolégicos voltaram a normalidade.

Silverstein; Khodadoust; Prendergast (1982), apds induzirem, por congelamento,
uma lesdo endotelial na cérnea de coelhos, observaram que decorridas 72 horas, a 4rea
lesada apresentava-se recoberta por células endoteliais. Os autores atribuiram o
processo reparativo a atividade mitética das células endoteliais e a migra¢ao das células

adjacentes.
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Matsuda et al. (1985) induziram trauma mecéanico no endotélio de coelhos e,
valendo-se da microscopia especular, efetivaram a avaliagdo da cicatrizagdo endotelial.
Concluiram que ap6s as primeiras 3 horas da ocorréncia da lesdo, as células endoteliais
migram sobre a ferida, caracterizadas por leves alteracbes em sua aparéncia
morfoldgica. Matsuda et al. (1985) e Yee et al. (1985) evidenciaram ainda, apds 24 a 48

horas, células grandes e irregulares, caracterizando figuras de mitose.

3.3.1 Técnicas de avaliacdo endotelial

Virias técnicas tém sido empregadas na andlise do endotélio corneano, incluindo
métodos de investigacdo clinica in vivo e os estudos in vitro.

A microscopia especular, desenvolvida por Maurice em 1968, permitiu a
avaliagdo das células endoteliais in vivo sem que fossem lesadas. E a modalidade
semiolégica mais objetiva para avaliacio endotelial (ABIB; GUIMARAES, 2000).
Além disso, tem sido utilizada na avaliacdo in vivo do endotélio corneano em diversas
espécies incluindo a humana, a canina, a felina, os ratos, os coelhos, entre outros
(GWIN et al., 1982; MATSUDA et al., 1985; YEE et al., 1985; TUFT; WILLIAMS;
COSTER, 1986; LING; VANNAS; HOLDEN, 1988; HUANG; NELSON; BOURNE,
1989; COLLIN; COLLIN, 1998; ABIB; GUIMARAES, 2000; ABIB; BARRETO JR,
2001; ANDREW et al., 2001; PIGATTO et al., 2006; PIGATTO et al., 2008).

A microscopia especular € baseada na reflexdo de um feixe luminoso incidente
sobre o endotélio da cérnea, possuidor de comportamento de superficie regular. Desta
forma, parte do feixe luminoso incide sobre o endotélio corneal e reflete de forma
especular (o angulo do raio luminoso incidente € igual ao angulo do raio luminoso
refletido, em relagdo a normal) e € captado pelo microscopio especular, que apresenta a
imagem especular magnificada (LAING; SANDSTROM; LEIBOWITZ, 1979; ABIB;
GUIMARAES, 2000). Esta técnica permite avaliar os pardmetros morfolégicos e
morfométricos das células endoteliais, bem como a espessura corneana (LAING;
SANDSTROM; LEIBOWITZ, 1979; MODIS; LANGENBUCHER; SEITZ, 2002;
STUMPF; NOSE, 2006).

O equipamento fornece a densidade endotelial estimada, a &rea celular, o

pleomorfismo, o polimegatismo, a maior e menor célula e o percentual de células
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hexagonais (ABIB, 2000; PIGATTO et al., 2006; STUMPF; NOSE, 2006). A area
celular é expressa em um? e a densidade celular expressa em mm?2. Fornece ainda as
respectivas médias e desvios padrdes das amostras analisadas (DAVANGER; OLSEN,
1984; ABIB; GUIMARAES 2000).

Tem sido amplamente empregada na avaliac@o pré e pds-operatdria do endotélio
de individuos que passardo ou passaram por procedimentos cirdrgicos no segmento
anterior do bulbo do olho (DICK et al., 1996; PIGATTO, 2004; PIGATTO et al., 2006),
sendo utilizada também na avaliacio das repercussdes dos farmacos aplicados
internamente ao bulbo do olho e na avaliacdo de meios de preservacao de cérneas (ALP
et al., 2000; ALVES, 2001; PIGATTO et al., 2006).

Outra op¢do de andlise endotelial é a microscopia confocal. E um método nio
invasivo, que permite a realiza¢do, além da morfometria endotelial, de estudos in vivo
de todas as camadas da cérnea, com excelente resolu¢do de imagem (CANAVAGH et
al., 2000; HARA et al., 2003; JALBERT et al., 2003; ECKARD; STAVE; GUTHOFF,
2006).

Klais; Biihren; Kohnen, (2003), ao compararem a contagem de células
endoteliais em individuos da espécie humana a microscopia especular e a confocal,
concluiram que, relativamente a densidade endotelial, as técnicas apresentaram valores
equivalentes. Discordaram parcialmente de Hara et al. (2003), que afirmaram que a
biomicroscopia confocal é superior a microscopia especular de nao contato para
examinar o endotélio corneano de individuos que apresentam esta estrutura irregular.
Portanto, é importante optar pela técnica apropriada para a observacdo do endotélio
corneal nos pacientes, objetivando-se obter uma precisa avaliacdo da fun¢do endotelial.

A avaliacdo corneana pode, ainda, se dar por sua anatomia através do exame de
tomografia de coeréncia 6ptica (OCT). A tomografia de coeréncia éptica é uma nova
tecnologia desenvolvida para se obter imagens de alta resolugdo (2-10 um) de tecido
bioldgico in vivo. Este € um método ndo destrutivo e de ndo contato para obtengdo de
imagens, similares as imagens de ultra-sonografia (US), exceto, pelo fato das imagens
serem geradas pela infusdo de raios de infravermelho, para obtencdo da imagem
(MCDONNELL et al., 2003; TORRES et al., 2006).

Em estudo realizado por Taban et al. (2004), a tomografia de coeréncia ptica
foi utilizada para avaliar a estabilidade das incisdes de catarata, ou seja, a dinamica da

morfologia da incisdo cirtrgica, influenciada pela flutuacdo da pressdo intra-ocular
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(PIO), avaliando o aposicionamento auto-selante da ferida cirurgica. Este estudo revelou
que a pressao intra-ocular, o angulo da incisao, a localizacdo e o tipo de incisdo sao
fatores determinantes na estrutura da lesdo cirdrgica. Portanto, podem proporcionar o
acesso de organismos patogénicos ao interior do bulbo do olho, levando a uma
endoftalmite, quando a integridade da incisdo cirtrgica nao € mantida.

Dentre os métodos de avaliacdo endotelial in vitro utilizados para andlise
endotelial, destacam-se a coloracdo vital e a microscopia eletronica de varredura.
Valendo-se dos corantes vitais e da microscopia Optica, a coloragdo intercelular obtida
pela técnica de vermelho de alizarina € um efetivo método para visibilizagdo das bordas
celulares (TAYLOR; HUNT, 1981; GEROSKI; EDELHAUSER, 1989). Este método é
tao efetivo quanto a técnica de impregnacao de prata, quando relacionada a demarcacao
das margens celulares. Ambos os testes vém sendo utilizados na avaliagdo da
integridade endotelial (GEROSKI; EDELHAUSER, 1989).

Ruiz; Medrano; Ali6 (1991), valendo-se dos corantes vitais e da microscopia
Optica na avaliacdo do endotélio corneano, afirmaram ser uma técnica de baixo custo, de
facil execucdo e aprendizado e rdpida aplicabilidade na investigacio do endotélio
corneano.

Sperling (1977) e Ruiz; Medrano; Ali6 (1991) descreveram a utilizacdo do azul
tripan concomitante ao vermelho de alizarina como método de coloragdo vital do
endotélio corneano. A combinacdo dos corantes permitiu observar as bordas celulares,
ntcleos das células e dreas com auséncia de células endoteliais.

Geroski; Edelhauser (1989), comparando o estudo da morfometria endotelial de
corneas humanas e de coelhos, obtidas pela microscopia especular e pela coloracdo de
vermelho de alizarina, demonstraram que a técnica de vermelho de alizarina pode ser
utilizada para obter dados fidedignos sobre a morfometria endotelial. Nas coOrneas
doadoras da espécie humana, os dados morfométricos, obtidos pela coloracdo de
vermelho de alizarina, s3o comparaveis inteiramente aos dados obtidos pela
microscopia especular das cérneas doadoras in sito.

Means et al. (1995), valendo-se dos corantes vitais, estudaram as repercussoes
endoteliais decorrentes da preservacdo de corneas humanas no Optisol-GS destinadas a
ceratoplastias totais e relataram que a viabilidade endotelial € mantida por até 21 dias,
apos a conservacao das mesmas.

A microscopia eletronica de varredura € o método de avaliacdo mais comumente

utilizado para obter informagdes sobre a ultra-estrutura tridimensional dos organismos
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(OJEDA et al., 2001). Tem se mostrado de grande valia para estudos relacionados a
morfologia (OJEDA et al., 2001) e morfometria corneanas (PIGATTO et al., 2004),
quanto a toxicidade de farmacos intracamerulares (ALP et al., 2000; HOLLEY et al.,
2002), a eficicia de meios de preservacdo de cérnea (ARNDT; REESE; KOSTLIN,
2001), as superficies das estruturas, como o epitélio (OJEDA et al., 2001) e na
investigacdo do endotélio de diferentes espécies (RODRIGUES, 1999; COLLIN;
COLLIN, 2000a; COLLIN; COLLIN, 2000b; PIGATTO et al., 2004; PIGATTO et al.,
2005a; PIGATTO et al., 2005b).

Ojeda et al. (2001) afirmaram que a maioria dos estudos de MEV da cérnea é
restrito as superficies epiteliais e endoteliais, visto que o interior da cérnea é muito
compacto para ser explorado e os componentes celulares sdo completamente embebidos
por matrizes extracelulares. Valendo-se da MEV, estudaram a organizacao
tridimensional das células e das substancias extracelulares da cérnea de humanos e
coelhos apds digestdo enzimdtica destes materiais com HCL e NaOH e pela
microdissecao.

Rodrigues (1999), valendo-se das microscopias Optica e eletronica de varredura,
avaliou 30 cdes de diferentes faixas etdrias. Os resultados obtidos demonstraram que em
cdes, o endotélio sofre alteracdes decorrentes da idade similarmente aos individuos da
espécie humana. Isto foi confirmado posteriormente por Abib (2000), que realizou este
exame em cé€lulas endoteliais de humanos de diferentes faixas etarias, demonstrando
que em idosos elas encontram-se aumentadas, devido a diminui¢do da densidade celular
endotelial decorrente principalmente do avanco da idade. As respostas endoteliais a
diversas injurias variam com a espécie acometida (PIGATTO et al., 2005a).

Pigatto et al. (2004), através da MEV estudaram a morfometria do endotélio do
jacaré-do-pantanal. A andlise morfométrica demonstrou que o endotélio corneano desta
espécie apresenta formas poligonais, em sua maioria hexagonal e pentagonal, com
tamanhos uniformes e interdigitacdes em suas bordas celulares. Concluiram que o
endotélio corneano de jacaré-do-pantanal € similar ao endotélio da cérnea das demais
espécies de vertebrados.

Binder; Akers; Zavala (1979), valendo-se da microscopia eletronica de
varredura, observaram densidade celular endotelial significativamente maior quando
comparada a encontrada pela microscopia especular, em cérneas humanas.

Pigatto (2004) afirmou que, ao se realizaram as etapas de preparo das amostras

para estudos ultra-estruturais, ocorrem graus varidveis de retracao celular, corroborando
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com o estudo de Schurtten e Van Horn (1980), que verificaram a ocorréncia de 29% de
retracdo endotelial apds o preparo corneano para estudos a microscopia eletronica de
varredura. Doughty; Bergmanson; Blocker, (1997), relataram nao haver diferencgas
significativas quanto a retragdo celular entre as regides central e periférica da cérnea de
coelhos, ap6s o preparo destas estruturas para a microscopia eletronica de varredura.

Mishima et al. (1982) afirmaram que o endotélio de coelhos, ao sofrer algum
tipo de lesdo, pode sofrer dois tipos de reparacdes. A primeira € por migracao celular e a
segunda por mitose celular. Logo apds a injuria, as juncgdes intercelulares desaparecem,
sdo visibilizadas células com formatos irregulares e com processos citoplasmaticos
extensos. Quando a drea desnuda € coberta por células e as mesmas entram em contato
entre si, os complexos juncionais sdo restaurados. Afirmaram ainda, que o processo de
proliferagdo mitdtica se inicia apos 24 a 48 horas da lesdo endotelial. Concordando com
Matsuda et al. (1985) e Yee et al. (1985), que afirmaram ainda, que apds 24 a 48 horas
evidenciaram células grandes e irregulares, caracterizando figuras de mitose.

Mishima et al. (1982) relataram ainda, que o endotélio de coelhos, trés meses
apos sofrer lesdes mecanicas decorrentes de procedimento de facoemulsificacdo, a drea
lesionada encontra-se completamente regenerada.

Visando-se a andlise endotelial, Doughty; Dilts (1994) apds a captagdo de
eletromicrografias da cdérnea humana e de coelhos, por microscopia eletronica de
varredura, desenvolveram um método que permitiu ilustrar como o mosaico endotelial e
as células poligonais podem ser matematicamente descritas em parametros estatisticos
convencionais em relacdo a varidncia e por representagdo grafica. Permitiram
identificar a distribuicdo topografica dos poligonos de varios tamanhos, tendo como
métodos preconizados a planimetria, software especifico e computador pessoal.
Concluiram que os métodos desenvolvidos podem ser aplicados na comparagdo

quantitativa das células da monocamada encontradas nas sec¢des dos tecidos.

3.3.2 Morfometria

Nas ciéncias biomédicas, a quantificagdo tem como metas aferir as medidas e
proporcionar a objetividade para estabelecer o diagndstico e até mesmo o progndstico,

no campo da anatomia patoldgica (TEIXEIRA et al., 2005).



40

A morfometria é formada pelo radical grego - morphé, que significa forma,
associada ao radical grego - metrikos, ou do latim — metricu, que significa ato de medir
ou processo de estabelecer dimensdes. Embora o termo tenha aplicagdo ampla na
ciéncia, o sentido em biomedicina seria “a atividade de medir estruturas anatdmicas".
Esse método tem por fungdo tornar mais objetiva e precisa a coleta de dados, a
apresentacdo e a andlise dos resultados obtidos em pesquisas e na rotina de laboratério,
permitindo ainda relacionar as diferentes estruturas anatdmicas com as suas fungdes
especificas (UTHSCSA, 2002; TEIXEIRA et al., 2005).

As andlises macro e microscopicas devem ser precedidas pela calibragem das
medidas nos equipamentos e acessérios usados. E utilizada uma régua de precisio ou
uma lamina micrometrada, que geralmente estd disponivel com um milimetro impresso,
subdividido em 100 partes. Portanto, cada subdivisdo € equivalente a 10um
(UTHSCSA, 2002; PRIOLLI et al., 2003; IMAGE J, 2004; TEIXEIRA et al., 2005).
Esta calibragdo permitird a obten¢ao de dados em tempo real, tais como as dimensdes
em milimetros, microns, pés, milhas e dimensdes lineares e de dreas (UTHSCSA,
2002).

Para realizar a morfometria macroscopica, os acessorios utilizados vao desde os
mais simples, como a régua e a fita métrica, até os mais sofisticados associados a
computacdo grafica, como a ultrassonografia, a tomografia computadorizada e a
ressonancia magnética. Um método que utiliza tanto recursos da macro quanto da
microscopia € a projecao digital de imagens, na qual as imagens obtidas no microscépio
de luz ou eletrénico podem ser projetadas e avaliadas a olho nu ou utilizando-se outros
acessorios morfométricos, como uma matriz integrada de pontos (IMAGE J, 2004;
TEIXEIRA et al., 2005).

Na morfometria microscopica, a ocular integradora é um recurso freqiientemente
utilizado. O principio de utilizacdo € a identificacdo da sobreposi¢do dos pontos ou
linhas da ocular com determinada estrutura, por exemplo, células, vasos, coldgeno, etc.
Pode ser substituida por uma matriz de pontos colocada na tela de um monitor ligado a
uma camera de video acoplada ao microscépio. O seu uso ainda € atual, pois ndo hi
forma de substituicdo pela morfometria computadorizada. Outros recursos deste grupo
seriam a camara-clara, que pode ser acoplada ao microscépio de luz ou uma lupa
(microscopio estereoscOpico). Esse conjunto permite o desenho do campo observado ao
microscopio/lupa em uma folha de papel ou uma mesa digitalizadora. Embora esses

recursos ainda sejam empregados, eles foram mais freqiientemente utilizados antes do
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advento da morfometria computadorizada (PRIOLLI et al., 2003; TEIXEIRA et al.,
2005).

A morfometria computadorizada pode ser classificada como interativa, onde os
primeiros aparelhos que surgiram na década de 70 permitiam apenas que as medidas
fossem mensuradas com a participagdo direta do pesquisador contornando as estruturas
a serem aferidas (UTHSCSA, 2002; TEIXEIRA et al., 2005). E a morfometria
automadtica, que foi disponibilizada em larga escala a comunidade cientifica a partir do
final da década de 80 e permite a medi¢do automdtica, mais rdpida e com menor
interagdo do pesquisador, inclusive com a utilizacdo de "Macros". Sdo gravacdes da
rotina do procedimento morfométrico que agilizam ainda mais a coleta de dados.

(TEIXEIRA et al., 2005).
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3.3 Historia da Catarata

A catarata € definida como qualquer opacidade do cristalino ou de sua cépsula,
unilateral ou bilateral, podendo apresentar vérios estigios de desenvolvimento. Nos
estagios iniciais e intermedidrios, quando aparecem opacidades localizadas, em geral a
visdo estd preservada. Nos estdgios avangados, se os dois bulbos dos olhos forem
afetados, o animal apresenta perda funcional da visdo, sendo necessirio tratamento
cirdrgico (GLOVER; CONSTANTINESCU, 1997; TEIXEIRA, 2003).

Diversas técnicas cirdrgicas para remocdo de catarata surgiram, como a da
extracdo intracapsular, descrita inicialmente por St. Yves em 1722 (SOUZA;
RODRIGUES; SOUZA, 2006). Esta técnica consiste na facectomia, removendo-se o
cortex, o nucleo, bem como as cédpsulas lenticulares, através de uma incisdao de
aproximadamente 180°, pr6ximo ao limbo (DZIEZYC, 1990).

Todavia, a primeira grande evolugdo na cirurgia de catarata comecou em 13 de
abril de 1752, quando Jacques Daviel sugeriu a remocdo da catarata por meio da
abertura da cdpsula anterior e incisdo na cérnea de 180°, conhecida como extragio
extracapsular (SOUZA; RODRIGUES; SOUZA, 2006).

Em 1884, Carl Koller descobriu o efeito anestésico local da cocaina,
possibilitando o aprimoramento da técnica cirurgica (TEIXEIRA, 2003; SOUZA;
RODRIGUES; SOUZA, 2006). A sutura corneana contribuiu para a recuperacdo mais
precoce e menor indice de complicacdes pds-operatérias, tendo sido descrita pela
primeira vez por Williams em 1865. Nesse procedimento, eram utilizadas agulha de
costura e seda de luva feminina (SLATTER, 1990; TEIXEIRA, 2003).

Os primeiros relatos de extracdo de catarata em cdes sdo atribuidos a Moller,
(1886 apud GELATT; GELATT, 2001; TEIXEIRA, 2003) e posteriormente a Berlin
(1887 apud GELATT; GELATT, 2001; TEIXEIRA, 2003), referem-se a técnicas
couching e discisdo. A primeira extracao intracapsular relatada em caes foi realizada em
1936, por Bartholomew. Posteriormente, Uberreiter descreveu a técnica intracapsular
para remog¢ao de lentes luxadas com boa taxa de sucesso (BARTHOLOMEW, 1936
apud GELATT; GELATT, 2001; TEIXEIRA, 2003). Porém, Knight (1957 apud
PIGATTO, 2004) reportou bons resultados em apenas 29% dos caes operados.

Grandes avangos médicos foram alcancados durante a segunda metade do

século XX, como resultado da Segunda Guerra Mundial, e isto repercutiu na
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oftalmologia. O primeiro acontecimento foi a introdu¢do da microcirurgia. Os
equipamentos para amplificagcdo, inicialmente as lupas, e apds 1950, quando Harms e
Barraquer modificaram os microscopios, adaptando-os ao uso oftalmoldgico.
(WHITLEY et al., 1993; TEIXEIRA, 2003; SOUZA; RODRIGUES; SOUZA, 2006).

Nos cades, a facectomia intracapsular causa severas conseqiiéncias poOs-
operatdrias. Sendo assim, atualmente, é preconizada apenas para remog¢ao de lente
luxada ou subluxada, onde a maioria das zonulas ciliares encontram-se rompidas. Como
complicagcdes, observaram-se prolapso do vitreo anterior, descolamento de retina,
hemorragia coroidal e deiscéncia de sutura (DZIEZYC, 1990; WHITLEY et al., 1993).

Com a melhora do conhecimento anatdomico e fisiolégico do bulbo do olho dos
animais, estabeleceram-se normas para a cirurgia nessas espécies, o que contribuiu para
aumentar a taxa de sucesso cirdrgico (BARROS, 1990). No procedimento de facectomia
em cdes preconiza-se uma incisdo corneana de aproximadamente 180°, préximo ao
limbo. E necessério realizar a capsulorrexe anterior, para a remocio total do nicleo e
cortex lenticular. Como conseqiiéncias observam-se colapso ocular e uveite severa,
risco de deiscéncia cirdrgica e cicatrizes (DZIEZYC, 1990; WHITLEY et al., 1993;
HONSHO et al., 2007).

A técnica extracapsular convencional foi empregada em caes, por Rooks et al.
(1985), apresentando 79% de retorno da percepcdo visual, decorridas aproximadamente
seis semanas do procedimento cirdrgico. Nao obstante, Barros (1990), valendo-se da
mesma técnica operatdria, constatou a recuperacio visual em 85,7% dos caes operados.

Entretanto, na extragc@o extracapsular convencional da lente, as lesdes endoteliais
sdo atribuidas, principalmente, a grande incisdo corneana e ao contato do nicleo da
lente e do instrumental cirdrgico com o endotélio (WILLIAMS; BOYDELL; LONG,
1996; PIGATTO, 2004)

A introducdo da facoemulsificacdo por Charles Kelman, em 1967, sugerindo que
o equipamento de ultra-som utilizado pelos dentistas poderia ser adaptado para
fragmentar o cristalino trouxe uma mudanga revoluciondria no método de tratamento
cirirgico da catarata. A idéia de se remover a catarata por uma pequena incisdao
corneana de 3,5mm, utilizando menos sutura € com uma recuperacdo mais precoce,
modificou todos os conceitos vigentes (KELMAN, 1967 apud MARTINES, 2000;
TEIXEIRA, 2003; SOUZA; RODRIGUES; SOUZA, 2006).
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3.4 Facoemulsificacao

A facoemulsificacdo comparada as demais técnicas de remoc¢do de catarata € a
que proporciona os melhores resultados (DZIEZYC, 1990; GLOVER;
CONSTANTINESCU, 1997; PRASAD, 1998; WALKOW; ANDERS; KLEBE, 2000;
FELCHLE; SIGLER, 2002; RENWICK, 2003; PIGATTO, 2004; HONSHO et al.,
2007). E atualmente a técnica de eleicdo para o tratamento da catarata tanto em
medicina quanto em veterindria (BOLDY, 1988; DZIEZYC, 1990; NASISSE et al.,
1991; WHITLEY et al., 1993; GILGER, 1997; COREY; OLSON, 1998, HONSHO et
al., 2007).

Dentre as principais vantagens da facoemulsificagdo encontram-se a pequena
incisdo corneana, a manuten¢do da pressdo intra-ocular per-operatdria, a minuciosa
manipulacdo das estruturas internas do bulbo do olho € o menor tempo operatério
(MILLER et al.,, 1987; DZIEZYC, 1990; WHITLEY et al., 1993; GLOVER;
CONSTANTINESCU, 1997; TEIXEIRA, 2003; PIGATTO, 2004; TABAN et al., 2004;
WAISWOL, 2004; HONSHO et al., 2007). Destaca-se também o fato de que, as
incisOes de cornea auto-selantes ndo necessitam de sutura. (WAISWOL, 2004). Honsho
et al. (2007) relataram, ainda, como vantagens, a reabilitacdo precoce da visdo e a
inducdo do minimo de astigmatismo.

A facoemulsificacdo consiste na fragmentacao ultra-sonica do cristalino, que €
aspirado do olho por uma incisdo corneana minima (WHITLEY et al., 1993;
TEIXEIRA, 2003; LAKE, 2004; MARTINO; CASANOVA; ROCHA, 2004). A
execu¢do adequada das etapas cirtrgicas, com utilizacdo do instrumental apropriado, é
fundamental para o sucesso da cirurgia. Na facoemulsifica¢do, cada tempo cirurgico
interfere na realizacdo do tempo seguinte, ou seja, é passo dependente. Apesar das
diferencas entre as diversas técnicas cirdrgicas, as principais etapas incluem: inciso,
capsulorrexe, paracentese lateral, hidrodisseccao, hidrodelineagdo, facoemulsificacao,
irrigacdo, aspiragdo e sutura (MONTENEGRO; REZENDE, 2002; TEIXEIRA, 2003).

Para melhor observar a cdpsula anterior da catarata madura, com liberagdao de
material cortical, pode-se lancar mao de corantes que se impregnam na cdpsula,
facilitando a confec¢do da capsulorrexe (ANDO et al., 2004; DAVID; CHANG, 2005).

De acordo com Chung et al. (2005), tanto o azul de tripano 0,5% quanto a indocianina
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verde 1%, ndo provocam repercussdes endoteliais significativas, ou seja, ndo alteram as
contagens de células endoteliais e a transparéncia corneana.

Diversos fatores durante a facoemulsificacdo levam a danos das células
endoteliais, incluindo: o tamanho e forma da incisdo (DICK et al., 1996), a técnica da
facoemulsificacdo (WHINTLEY et al., 1993), a dureza do nucleo, a quantidade total de
energia de ultra-som, a composicao dos fluidos de irrigagdo (POLACK; SUGAR, 1976)
e a formacao de radicais livres (HOLST et al., 1993; STORR-PAULSEN et al., 2007).

O surgimento das substancias viscoeldsticas trouxe maior seguranga ao
procedimento cirdrgico da facoemulsificagdo, por facilitar a manipulagdo, realizar a
manutencdo da profundidade da camara anterior e proteger as estruturas intra-oculares
(DZIEZYC, 1990; GLOVER; CONSTANTINESCU, 1997; WILKIE; WILLIS, 1999;
TEIXEIRA, 2003; PIGATTO, 2004). Nao obstante, a descompensacio corneana ainda
se apresenta como intercorréncia pds-operatéria (DZIEZYC, 1990; GLOVER;
CONSTANTINESCU, 1997; RENWICK, 2003; PIGATTO, 2004). Dentre as principais
propriedades dos viscoeldsticos a ser consideradas encontram-se a viscosidade,
elasticidade, pseudoelasticidade e a tensdo de superficie (GLOVER;
CONSTANTINESCU, 1997).

A capsulorrexe curvilinea continua, proposta por Gilbel e Neuhann na década de
80, proporciona grande parte da seguranga necessdria a execugao da facoemulsificagdo,
mas compde também uma das etapas mais dificeis. Este orificio deve ser grande o
suficiente para permitir a remog¢do do cristalino e a introducdo da LIO, e pequeno o
suficiente para manter a capsulorrexe centralizada no eixo visual (GLOVER;
CONSTANTINESCU, 1997; TEIXEIRA, 2003; ANDO et al., 2004).

A paracentese € uma incisao acessoria realizada por lamina de bisturi de 1,2 mm.
Tem como objetivo permitir a introdu¢do de um segundo instrumento cirdrgico, bem
como, para injecdo de liquido de solugdo salina balanceada ou substancias viscoeldsticas
(TEIXEIRA, 2003; CREMA; FREITAS, 2004).

A hidrodissecc@o tem a finalidade de liberar o material da lente e de suas
aderéncias capsulares, permitindo o movimento livre do mesmo no interior do saco
capsular (GLOVER; CONSTANTINESCU, 1997; ANDO et al., 2004).

Ato continuo, a hidrodelinea¢do aplicada a pacientes humanos € indicada em
nicleos menos densos para separar sua porcao interna (mais densa) do seu epintcleo.
(GLOVER; CONSTANTINESCU, 1997; TEIXEIRA, 2003; BUOSANTI, 2004). No

entanto, nos pacientes caninos a realizacdo da hidrodelineacdo pode ndo ser benéfica, no
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procedimento cirurgico de facoemulsificacdo, ndo sendo recomendada. Esta assertiva
estd relacionada ao fato dos cdes apresentarem as regides lenticulares menos distintas
que os humanos (GLOVER; CONSTANTINESCU, 1997).

Existem diversas técnicas de facoemulsificacao in situ, que podem ser agrupadas
como: técnica de emulsificacio por inteiro, técnica de nucleo-fratura e técnicas de chop
(MONTENEGRO; REZENDE, 2002; TEIXEIRA, 2003; JR-JOSE et al., 2004).

Miller et al. (1987), utilizando o facoemulsificacdo em caes, notificaram éxito
em 94,6% dos casos no pds-operatdrio imediato, € em 71,4% deles apds quatro anos do
procedimento cirdrgico.

Warren (2004) afirmou que a técnica de “phaco chop,” utilizando o chopper de
Nagahara, apresentou vantagens ao paciente canino semelhantes ao paciente humano.
Dentre elas, observaram menor estresse zonular e capsular, menor tempo e baixa
quantidade de ultra-som quando comparado a outras técnicas cirurgicas.

Ozgencil (2005) confere o sucesso da facoemulsificacio aos cdes jovens
comparado aos caes senis, ao estagio da catarata, dentre elas as cataratas intumescentes
e imaturas e a utilizag@o da pinca de Utrata na confec¢do da capsulorrexe. Afirma que a
maioria das complicacdes observadas em seu estudo foram decorrentes da idade
avancada dos cdes e da catarata madura em estdgio final.

Nao obstante, Stumpf; Nosé (2006) avaliaram o dano endotelial em cirurgias de
catarata com nucleo duro, através das técnicas de extragdo extracapsular e
facoemulsificacdo em humanos. Afirmaram nao haver variagdo significativa dos indices
de polimegatismo e pleomorfismo pré e pds-operatorios nos dois grupos estudados.
Apesar do grupo da facectomia extracapsular ter apresentado perda endotelial
equipardvel ao grupo da facoemulsificacdo, as medidas paquimétricas mantiveram-se
alteradas por mais tempo, demonstrando uma recuperacdo da funcdo endotelial mais
lenta neste grupo. Portanto, além das medidas paquimétricas, a facoemulsificacio
apresentou vantagens em relagdo a extragdo extracapsular convencional, por necessitar

de menor incisdo e a inducdo de astigmatismo pds-operatorio ser menor.
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3.4.1 Incisdo de cornea

A incis@o corneana ¢ uma das etapas mais importantes e € decisiva na evolugdo
da cirurgia. Portanto, deve ser adequadamente realizada e o instrumental utilizado para
este tempo cirdrgico ser de boa qualidade (OLIVEIRA; REZENDE, 2000).

Existem vdrias técnicas propostas para a realizacdo da incisdo cirdrgica visando
a remoc¢do da catarata. Dentre elas, a incisdo limbar direta, incisdo limbar com tunel
escleral, incisdo corneoescleral com tunel e incisdo de cérnea com tunel (MARTINES,
2000). Em meio as vdrias incisdes propostas para a facoemulsificacio, aquelas que mais
evoluiram na cirurgia foram as de valvulas corneanas, também chamadas de auto-
selantes, que possibilitam a realizacdo da cirurgia sem a necessidade de suturas
(OLIVEIRA; REZENDE, 2000). Porém, no caso dos animais, ndo é recomendavel esta
técnica, pois ndo € possivel ter um controle pds-operatdrio satisfatdrio sobre as agdes
dos mesmos, aumentando assim os riscos de atalamia, fazendo-se necessaria a oclusiao
da incisdo corneana como medida profilatica (GLOVER; CONSTANTINESCU, 1997;
FADEL, 2004; KHAROD; KIM, 2007).

Albrecht Von Graefe propds, em 1864, sugeriu uma nova abordagem para
abertura do olho: a incisdo limbar periférica. Esta nova técnica proporcionou uma
incisdo menor, mais eficiente e que protegia melhor o bulbo ocular, reduzindo
drasticamente a incidéncia de endoftalmite e elevando a taxa de sucesso cirurgico
(CREMA, 2000; SOUZA; RODRIGUES; SOUZA, 2006). O objetivo da pequena
incisdo corneal na facoemulsificagdo € realizar a quebra lenticular em pequenos
pedagos, para que estes possam ser adequadamente emulsificados e removidos do
interior do globo ocular de forma rdpida e atraumdtica (GLOVER;
CONSTANTINESCU 1997).

A forma da incis@o de cérnea clara e da incisdo limbal esta correlacionada com a
angulacdo do bisturi utilizado na confeccao da ferida cirdrgica (FADEL, 2004; TABAN
et al., 2004). Primeiro, nas incisdes tradicionais, no minimo dois planos sao formados,
um muito préximo do outro. Na pratica, significa que a cérnea € incisionada
praticamente em toda a sua extensdo, propiciando entdo, no momento da sutura,
transmitir alteracOes importantes para uma por¢do extensa da cornea. Porém, na incisao

tunelizada, existem trés planos de tecidos na regido da incisdo primadria que sao distantes
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da entrada da camara anterior. Portanto, qualquer forca induzida atua somente no
primeiro ou no segundo plano, sem que haja total alteracdo da curvatura corneal. Isso
confere uma maior estabilidade e regularidade dentro do tinel propriamente dito
(MARTINES, 2000).

Segundo, numa incisdo tradicional, a distancia entre o ponto de entrada na
esclera e na cornea € muito pequena. Isso representa uma facilidade de manipulacao dos
instrumentos no interior da camera anterior. No entanto, em incisdes tunelizadas, o
comprimento da incisdo permite que o acesso dos instrumentais oftdlmicos na camera
anterior seja mais distante, o que vai dificultar as manobras com os instrumentos no
interior, devido a formacdo de dobras ou pregas na cdornea durante o ato cirirgico
(MARTINES, 2000).

As incisdes auto-selantes, sejam esclerais ou corneanas, quando menores que 4
mm, induzem astigmatismo pequeno ndo significativo (ALMODIN, 2000; CREMA,
2000; MARTINES, 2000). Estudando a relagdo entre o tamanho das incisdes e sua
localizagdao, Koch, em 1991, observou que as incisdes limbares apresentavam uma
relacdo linear entre o seu tamanho e o astigmatismo induzido, enquanto que as incisoes
esclerais apresentavam uma relagdo inversa entre o astigmatismo e o cubo do tamanho
da incis@o. Deu-se ai a criagdo do funil incisional escleral, uma drea imagindria de
esclera onde, teoricamente, as incisdes cirdrgicas nao induziriam astigmatismo
(MARTINES, 2000).

Nao obstante, Singer (1991) propds uma variacao da técnica da incisdo em funil
escleral, chamada frown incision, a qual passou a ser utilizada nas cirurgias
extracapsulares, nas nucleofragmentacdes e minindcleos e posteriormente em
facoemulsificacdo. Esta técnica consiste em uma primeira incisao perfazendo cerca de 3
mm, posterior ao limbo, encurvada em relacio a este e com aproximadamente 250u de
profundidade. Posteriormente, com auxilio de uma lamina crescente, confecciona-se um
tinel esclerocorneal paralelo ao globo ocular. Uma entrada obliqua, de
aproximadamente 45° com relagdo a cAmara anterior, fundamenta o terceiro passo,
criando assim uma situacdo auto-selante (MARTINES, 2000).

A incisdo escleral tunelizada auto-selante, descrita primeiramente por Ernest e
MacFarland, trouxe um importante avango a cirurgia de catarata, pois se trata de uma
incisdo cirurgica consistente, segura, facilmente reprodutiva e aplicdvel a diversos

pacientes. Autores, no entanto, afirmam que esta incisdo apresenta maior demora em
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sua confec¢do e conseqiientemente maior cicatriz ao paciente (WAISWOL, 2004;
FADEL, 2004).

A incisao corneoescleral auto-selante é feita em trés etapas: com uma incisao
escleral, um tunel escleral e a entrada na camara anterior formando uma vélvula
corneana auto-selante (CREMA, 2000).

Visando o aperfeicoamento da cirurgia de catarata, Fine, em 1992, propos a
realizacdo de uma incisdo tunelizada auto-selante em cérnea clara (CREMA, 2000;
WAISWOL, 2004), realizada no canto temporal da cdérnea, diminuindo assim o
astigmatismo corneano (GLOVER; CONSTANTINESCU, 1997; CREMA, 2000;
FADEL, 2004; BERDAHL; DESTAFENO; KIM, 2007) e a hemorragia escleral
(CREMA, 2000; MCDONNELL et al., 2003). Esta técnica oferece diversas vantagens
para a realizacdo da facoemulsificacdo, pois permite a implantacdo da LIO, um
adequado selamento da camara anterior, bem como menores cicatrizes € uma rapida
recuperacdo da acuidade visual no pds-operatério (GLOVER; CONSTANTINESCU,
1997; MCDONNELL et al., 2003).

As incisdes de cdrnea clara sdo utilizadas nas cirurgias de catarata nos caes.
Para tanto, deverdao ser de ficil acesso, preconizando-se a incisdo dorsal e lateral ao
limbo corneano, na regido de 11 horas (GLOVER; CONSTANTINESCU, 1997).
Devido a presenga de pequena hemorragia dos vasos limbares, coagulacdo e formagao
de uma malha de fibrina, a realiza¢do da incis@o mais préxima ao limbo teoricamente
levaria a uma cicatrizagdo mais rdpida e mais segura (CREMA, 2000).

Gongalves; Rodrigues (2007) referiram que a incisdo de cérnea realizada no
meridiano mais curvo em humanos, visando a facoemulsificacdo, reduz o astigmatismo
ceratrométrico pré-existente. Nao obstante, no cao o grau significativo de astigmatismo
resultante da incisdo da coOrnea estd relacionado ao tamanho da incisdo corneana
(GLOVER; CONSTANTINESCU, 1997).

Para se realizar uma incisao auto-selante com perfei¢do, devem ser utilizadas
laminas trifacetadas para o sulco, uma crescente angulada para cima para a tunelizacao,
uma de 15° para a paracentese lateral e uma de 2,75, 3,0 ou 3,2 mm para a entrada na
camara anterior. Pode-se utilizar tanto laminas descartdveis quanto de diamantes. As
laminas de metais descartdveis apresentam menor poder de corte, porém sdo melhores
nas incisdes esclerais (GLOVER; CONSTANTINESCU, 1997; ALMODIN, 2000;
WAISWOL, 2004; BERDAHL; DESTAFENO; KIM, 2007). Incisdes corneanas

maiores do que 4 mm, quando localizadas no meridiano mais curvo, diminuem o
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astigmatismo corneano pré-operatorio, levando a um melhor controle do grau do
astigmatismo pré-operatério (CREMA, 2000).

Estas incisdes corneanas podem ser realizadas em um plano, dois planos, ou trés
planos. Nas incisdes de um plano, entra-se diretamente na cdmara anterior, como uma
paracentese. Porém, nas incisdes em dois planos inicia-se com um tinel paralelo a
cornea, seguido da entrada na camara anterior. Nao obstante, as incisdes em trés planos
iniciam-se com um sulco perpendicular a cérnea, uma tunelizacdo, seguida entdo pela
entrada na camara anterior do globo ocular (CREMA, 2000). Contudo, as incisdes
corneanas devem promover completo selamento da incisdo ao redor da ponteira do
facoemulsificador (GLOVER; CONSTANTINESCU, 1997).

Hardman; Mcilnay; Dugan (2001) optaram pela realiza¢ao da incisdao de cérnea
de 3.2 mm em dois planos para realizarem a facoemulsificagio em um equino, pela
reducdo do risco de deiscéncia incisional apds a cirurgia de catarata.

Dentre as principais complicagdes operatérias das incisdes cirtrgicas
encontradas, relatam-se o prolapso de iris, hifema, lesdo da cdpsula anterior ou de {ris
pelas laminas de bisturi, descolamento da membrana de Descemet, queimaduras de
incisdo e astigmatismo (CREMA, 2000). Estudos recentes afirmam que a incisdo de
cornea apresenta maior risco de endoftalmite, quando comparada a incisdao de tinel
escleral (COOPER et al., 2003; MCDONNELL et al., 2003; TABAN et al., 2004;
BERDAHL; DESTAFENO; KIM, 2007). Essa afirmativa advém do fato do endotélio
apresentar propriedade de barreira mecanica e fisica em relacdo ao estroma anterior,
conferindo um selamento anterior, mantendo a estabilidade da arquitetura, nos casos das
incisdes de cdrnea clara auto-selante, conferindo assim a necessidade de uma atengao
especial a estas dreas (TORRES et al., 2006).

As fontes de microorganismos nas infeccdes de feridas auto-selantes ndo sio
conhecidas, mas podem ser semelhantes as infeccOes convencionais das feridas e
endoftalmites. As principais fontes de infec¢des incluem alteragdes nas préprias
palpebras e conjuntivas, instrumentais contaminados, lentes ou solucdes de irrigacao
contaminadas, infec¢Oes aerotransportadas, e técnica de esterilizacdo inadequada
(GARG et al., 2003). Porém, no estudo de Cooper et al. (2003), apesar da incidéncia de
endoftalmite ser mais alta nas incisdes de cOrnea clara, ndo foram observados dados
significantes. Recentes meta-andlises da literatura especularam que a integridade da
ICC, no periodo do pés-operatério, pode ser um fator importante na predisposicao de

endoftalmites (CALLADINE; PACKARD, 2007).
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Outra importante causa de infeccdo, que pode representar um desafio
diagnéstico e terapéutico, € a infecc¢do fingica da incisdo de cérnea auto-selante. Para
facilitar diagndstico precoce, esta deve ser considerada no diagndstico diferencial dos
casos que se apresentam com esclerite ou com excesso reagdo pds-operatoria de cirurgia
de catarata em dreas geograficas com um clima quente e imido (GARG et al., 2003).

Cosar et al. (2001) referem nao identificar especificamente os fatores
predisponentes da infec¢do da incis@o. No entanto, apresentam suspeitas que a
utilizacdo de corticéides sem adicdo de antibidticos € um importante fator
predisponente.

Garg et al. (2003) e Jain et al. (2008) afirmam que a arquitetura da incisdo pode

criar um espaco virtual na regido do tinel escleral. Este espaco pode predispor a

formagdo de abscesso, em uma eventual infec¢do ocular.

3.5 Selamento da incisao

3.5.1 Fios de sutura

Henry Willard Williams foi o primeiro a reportar a técnica de sutura para o
fechamento da incisdo da cérnea. Para tanto, ao suturar o limbo utilizou uma agulha de
costura e um fino fio de seda. Devido ao fato do material utilizado ser muito grosseiro,
esta idéia ndo foi bem aceita, tendo permanecido esquecida por mais 30 anos. Em 1894,
o francés Jean Eugene Kalt reintroduziu a técnica de sutura corneo-escleral, utilizando
agulhas e fios melhor adaptados aos interesses oftalmoldgicos (SOUZA; RODRIGUES;
SOUZA, 2006).

A sutura da cérnea promove uma rdpida reabilitacdo visual apds a
facoemulsificacdo. O material preconizado para a adequado oclusdo da incisdo € a
poliglactina 910. Comumente o didmetro indicado € o 8-0 em caninos e felinos e 10-0
em humanos. Apresenta como caracteristica o minimo de propriedade eldstica, induz a
uma resposta inflamatéria moderada e € absorvivel sintético (GLOVER;

CONSTANTINESCU, 1997).
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Estudos sugerem que a sutura em cdrnea seja realizada apds a cirurgia de
facectomias. Se houver dividas por parte do cirurgido quanto ao selamento da ferida, é
necessario sempre realizar a sutura corneal para evitar atalamia, prolapso de iris e
endoftalmite no pds-operatério (GLOVER; CONSTANTINESCU, 1997; FADEL,
2004). Concordando com Kharod; Kim (2007), que afirmam que tradicionalmente, o
nylon tem sido amplamente empregado como método fechamento de incisdo corneana
em cirurgia de catarata.

Moreira; Belfort Jr (1997) preconizaram que a sutura corneana seja efetivada no
menor tempo possivel, para evitar extravasamento significativo do humor aquoso e
inflamacao ocular grave.

Kongsap (2007) relatou as repercussdes intra-operatérias e complicagdes pos-
operatorias, apos realizar a remog¢ao de catarata pela técnica de Kongsap e colocacio da
LIO, por pequena incisdo corneana. Preconizou o selamento corneano sem sutura.
Porém, em alguns casos, afirma ser necessario aumentar a incisdo, visando facilitar a
remog¢ao nuclear, indicando assim a sutura da ferida. Nao obstante, referiu um caso no
qual, apdés o procedimento cirtrgico, observou vazamento do humor aquoso
preconizando-se a sutura da lesdo.

Outras complicagdes observadas nas suturas corneanas foram as infeccoes
locais. Garg et al. (2003) sugeriram que na infecc¢ao flingica, da sutura da incisdo auto-
selante para cirurgia de catarata, a apresentacdo inicial da infeccdo depende do tipo de
incisdo realizada e da sua localizag¢do, o que explicaria a diversidade de apresentacdes
das infeccdes. Relatam que na incisdo corneana pela técnica do tdinel escleral, a
localizagdo primdria da infeccdo € externa a incisdo, podendo manifestar esclerite.
Porém, na infec¢do localizada na porcao interna da ferida, manifesta-se a ceratite. Ja
Santos et al. (1999) apontaram, dentre os fatores de risco para formagdo de ceratites ou
mesmo endoftalmites, é a remocdo de pontos corneanos, ruptura precoce de pontos e a
presencga de pontos frouxos.

Sedlakova; Filipec (2007), que ao estudarem o efeito do fio de sutura na rejei¢ao
de transplantes xendgenos em cornea de ratos, constataram que a utilizacdo do fio de
sutura, com as pontas aparadas, provoca menor desconforto e limita o grau de irritacdo
inespecifica, pelo contato com a cérnea e com a conjuntiva palpebral, provocando assim

menor indice de rejeicao e indugdo de neovascularizacao.



53

Fong et al. (1988) e Santos et al. (1999) referem a ocorréncia de deposi¢do de
secrecdo mucosa sobre os pontos, devido ao estimulo por eles causado, nas células

caliciformes da conjuntiva, sugerindo assim o sepultamento correto dos nos.

3.5.2 Adesivos sintéticos e bioldgicos

A utilizacdo de materiais adesivos na terapia ocular foi introduzida por Katzin
em 1945, em estudo experimental, em cérnea de coelhos abrangendo o transplante
corneal (KATZIN, 1945 apud ALIO et al., 2004). Em 1968, Webster foi o primeiro a
relatar a aplicacio de adesivos em cérneas humanas (WEBSTER, 1968 apud ALIO et
al., 2004).

Desde entdo, diferentes tipos de adesivos vém sendo utilizados nas cirurgias
oculares. Dentre estes, dois grupos se destacam: os materiais sintéticos derivados do
cianoacrilato e os bioldgicos advindos do adesivo de fibrina (ALIO et al., 2004;
SZURMAN et al., 2006; CHEN et al., 2007; OZDAMAR et al., 2008).

Para tanto, a utilidade dos adesivos em cirurgia € determinada pelo
comportamento fisico-quimico, que devem ajustar-se aos parametros bioldgicos do
tecido em questao (MOTA et al., 2004).

Os adesivos sintéticos sdao empregados como substitutos de suturas
convencionais. Foram utilizados diferentes tipos de cianoacrilato em cirurgias, dentre
eles encontram-se os metil, etil, n-propil, n-butil n-heptil, isopropil e o 2-Octil-
cianoacrilato (SHARMA et al., 2003; MOTA et al., 2004; MESKIN et al., 2005;
RITTERBAND et al., 2005; CHEN et al., 2007). O modo de a¢do dos adesivos de
cianoacrilato da-se por penetracdo da pelicula monométrica no tecido onde ocorre
atracdo eletrostatica por meio de pontes de hidrogénio e por atracdo geral das massas
(SCHMEISSNER, 1970; MOTA et al.,, 2004), levando a solidificacdo, ou seja,
polimeriza ao entrar em contato com substancias bdsicas como dgua e sangue
(RITTERBAND et al., 2005).

O adesivo sintético 2-Metil-cianoacrilato foi o primeiro a ser utilizado
experimentalmente em procedimentos oftdlmicos, mas atualmente apresenta uso
restrito. Estudos sugerem a utilizagdo ponderada deste material em lesdes corneanas

menores de trés milimetros de diametro, pois apresenta efeitos citotéxicos. Possui
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caracteristica de ser uma substancia nio biodegradavel e ao realizar polimerizagdao pode
induzir a reag¢do inflamatdria, neovascularizagao e necrose tecidual devido a presenca do
corpo estranho (ALIO et al., 2004; KAUFMAN et al., 2003; RITTERBAND et al.,
2005; CHEN et al., 2007; OZDAMAR et al., 2008). Contudo, os adesivos sintéticos
cianoacrilato sdo os unicos com propriedades fisico-quimicas e bioldgicas avaliadas
para o uso médico. Sdo auto-esterilizaveis e podem promover uma barreira adequada
contra invasdao bacteriana (MOTA et al., 2004), além de apresentarem propriedades
antimicrobianas (RITTERBAND et al., 2005) e podem prevenir infeccdes corneanas
secundarias (CHEN et al., 2007).

A propriedade bacteriostitica do adesivo de cianoacrilato vem sendo estudada,
porém ndo se encontra completamente elucidada. No entanto, especula-se que pode
estar associada aos efeitos citotoxicos deste agente (LEHMAN; WEST; LEONARD,
1966; EIFERMAN; SNYDER, 1983). Chen et al. (2007) testaram os efeitos
bacteriostaticos de diferentes adesivos teciduais em diferentes cepas bacterianas,
comumente encontrados nas ceratites infecciosas. Concluiram que tanto o N-butil-
cianoacrilato, quanto o metox-propil-cianoacrilato, apresentavam um efeito
bacteriostatico significante contra S. aureus, S. pneumonae € M. chelona. Afirmam
ainda que, anteriormente, ndo eram encontrados relatos em relacdo ao efeito
bacteriostatico parcial, apenas do metox-propil-cianoacrilato.

Mota et al. (2004), relataram que o adesivo sintético N-butil cianoacrilato e a
sutura com fio poliglactina 910, aplicados em cérneas perfuradas de forma linear em
coelhos, estabilizam o conteddo intra-ocular sem apresentar deiscéncia das pontos.
Notaram ainda, que o processo de cicatrizagdo corneal em coelhos ocorre mais
rapidamente nas perfuracdes lineares obliteradas com o adesivo sintético N-butil
cianoacrilato, quando comparado as perfuragdes lineares aproximadas com fio
poliglactina 910.

Nao obstante, Sharma et al. (2003) ao compararem a aplicabilidade do N-butil-
cianoacrilato com o adesivo de fibrina, aplicados como alternativa de reparo em
perfuracdes corneanas, concluiram que ambos os adesivos sdo efetivos para a
cicatriza¢do de perfuragdes corneanas de 3 mm de didmetro. Contudo, em virtude das
caracteristicas bioldgicas do adesivo de fibrina, este promove cicatrizagdo mais préxima
da cicatrizagao fisioldgica e menor quantidade de neovasculariza¢iao corneana.

Ritterband et al. (2005) apds utilizarem modelos laboratoriais com bulbos

oculares adquiridos no banco de olhos, concluiram que o 2-octil-cianoacrilato promove
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uma barreira de protecdo a cOrnea, ndo permitindo que o humor aquoso extravase,
através da incisdo corneana . Afirmam ainda, que suas propriedades fisicas o tornam um
agente ideal para o fechamento da lesdo corneal decorrente da incisao de cérnea, quando
comparada a sutura. Corroboram com a assertiva de Taravella; Chang (2001) que
descreveram resultado favordvel ao utilizar 2-octil-cianoacrilato no selamento de
perfuragdo corneal.

Meskin et al. (2005) demonstraram e indicaram a aplicabilidade do uso do 2-
Octil-Cianoacrilato para selamento de incisdes de em 51 pacientes humanos. Como
principais vantagens, citam a facil aplicabilidade, auséncia de toxicidade corneana,
baixo custo e ideal para prevenir extravasamento do humor aquoso. No entanto, referem
que no poés-operatorio imediato 61% dos pacientes manifestaram desconforto ocular.

Outras opg¢des atualmente utilizadas para o selamento das incisdes corneanas sao
os adesivos de fibrina (KAUFMAN et al., 2003; SZURMAN et al., 2006). O adesivo de
fibrina € um material biolégico e natural, diferindo dos derivados do cianoacrilato nos
termos de biocompatibilidade e por ser completamente biodegraddvel (CHEN et al.,
2007). Apresenta a caracteristica de mimetizar a cascata de coagulacdo, ou seja, o
processo cicatricial fisiologico (OZDAMAR et al., 2008). Portanto, o uso deste agente
promove uma minima reagdo inflamatéria, desconforto e necrose tecidual (PFISTER;
SOMMERS, 2005; HOVANESIAN; KARAGEOZIAN, 2007, OZDAMAR et al.,
2008).

Desde 1970, devido a essas -caracteristicas, passou a ser utilizada
experimentalmente em procedimentos oftdlmicos (KAUFMAN et al., 2003). Esta
técnica de reparo vem apresentando ascensdo de uso em procedimentos oftdlmicos e
sendo utilizada em diversos tecidos oculares in sito, incluindo a trabulectomia,
ceratoplastia lamelar (HOVANESIAN; KARAGEOZIAN, 2007), transplantes de limbo
(PFISTER; SOMMERS, 2005) e em cirurgias de pterigio (UY et al., 2005; BAHAR et
al., 2006; MARTICORENA et al., 2006; JIANG et al., 2008; KHEIRKHAH et al.,
2008), bem como nas tulceras de cérnea (CHEN et al., 2007), cirurgias de estrabismo e
conjuntiva, aplicacdo de membrana bioldgica em reparacdes corneanas (SZURMAN et
al., 2006), na sintese da incisdo apds facoemulsificagio (KAUFMAN et al., 2003; ALIO
et al, 2004; REYES et al, 2005, CHEN et al., 2007; HOVANESIAN;
KARAGEOZIAN, 2007).

O adesivo tecidual conhecido como Quixil® (Omrix Biopharmaceuticals,

Rehovot, Israel), foi o primeiro selante tecidual. A principal diferenca do Quixil® em
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relagdo aos outros adesivos é a presenca de fibrina humana. E utilizada como alternativa
para promover vedacdo adequada de lesdes ortopédicas, em ouvidos, nariz, garganta,
figado e cirurgia de tecidos moles, por apresentar caracteristicas hemostiticas. E
composto de dois componentes biolégicos provenientes do plasma sanguineo humano.
Os doadores devem apresentar componentes biolégicos ativos, dentre eles, uma solucdo
concentrada de proteinas plasmadticas (40-60 mg/mL), constituida por fibrinogénio,
fibronectina, fator XIII, e fator de von Willebrand e uma soluc@o de trombina (900-1100
Ul/mL), contendo cdlcio. Cada componente sofre duas fases distintas para inativacao
viral ou remog¢do dos patogénicos contaminantes e evitar potencialmente a transmissao
do mesmo. Ao ser aplicado na superficie corneana, eles sao combinados passivamente
através de um sistema de ejecdo duplo. Na presenga de célcio, a trombina catalisa e
ocorre a coagulagcdo do plasma a coagulagdo de proteinas. Portanto, quando misturamos
ambos os componentes, uma das solugdes € responsdvel por formar codgulo de fibrina
ao término de 30 segundos, reproduzindo também as fases finais da cascata de
coagulacdo. O codgulo € absorvido apds alguns dias da aplicagdo e o coldgeno promove
ligamento cruzado, auxiliando na cicatrizagdo de feridas (OMRIX, 2003; SINTLER et
al., 2005; BAHAR et al., 2006).

Segundo Sintler et al. (2005), o tempo de precipitacdio do Quixil® ¢ de
aproximadamente 1 minuto. Afirmam que a diferenga no seu processo de preparacio e a
presenca de concentracdo alta de trombina podem justificar o menor tempo de
precipitacao do Quixil® comparados com outros adesivos de fibrina.

Em 1990, com o advento da adicdo da aprotinina na composicao de adesivos de
fibrina, a dissolucdo da adesdo da fibrina no tecido foi retardada (KAUFMAN et al.,
2003). Surge assim, outro conhecido adesivo tecidual: o Tissel® (Baxter Healthcare
Corporation, Glendale), utilizado em diversos procedimentos oftdlmicos (BAHAR et
al., 2006). Como nas ceratoplastias lamelares reparados com patch escleral
(KAUFMAN et al., 2003), cirurgias corretivas de pterigio (JIANG et al., 2008;
KHEIRKHAH et al., 2008; OZDAMAR et al., 2008), transplantes de células tronco
epiteliais (PFISTER; SOMMERS, 2005) e selamento de incisdo de cOrnea clara
(HENRICK et al., 1991; KIM et al., 1995; HOVANESIAN; KARAGEOZIAN, 2007;
BELLINI; BRUM, 2008).

O Tissel® apresenta-se como um po liofilizado que deve ser reconstituido antes
da sua utilizacdo. Consiste de um componente purificado de fibrinogénio humano que

deverd ser acondicionada ao solvente, a aprotinina. Esta é uma proteina de origem
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bovina, que € submetida a0 mesmo método de inativacdo do virus utilizado na proteina
do Quixil, também por duas vezes (SINTLER et al., 2005; BAHAR et al., 2006). A
outra solug@o € composta de cloridrato de cdlcio e devera se adicionada a trombina (500
UI/mL). As duas solugdes devem ser aplicadas conjuntamente, para tanto, o duploejetor
permite a inje¢do simultdnea dos mesmos. Como principal desvantagem encontra-se o
tempo de cerca de 20 minutos de preparacao do produto. (KAUFMAN et al., 2003;
PFISTER; SOMMERS, 2005; HOVANESIAN; KARAGEOZIAN, 2007; JIANG et al.,
2008; OZDAMAR et al., 2008).

Kaufman et al. (2003) concluiram que o adesivo de fibrina Tissel® promove
uma satisfatéria aderéncia do patch de membrana amnidtica na cdrnea, em
procedimentos de ceratoplastias lamelares, sem a necessidade de sutura corneana.

Kheirkhah et al. (2008) foram os primeiros a demonstrarem reducdo significativa
na inflamacdo conjuntival, apds utilizacdo de adesivo de fibrina Tissel® comparada a
sutura em cirurgia de pterigio, utilizando membrana amnidtica criopreservada. Além
disso, ressaltam menor tempo cirdrgico na técnica de selamento com adesivo de fibrina.

Ozdamar et al. (2008) utilizaram o Tissel® como adesivo tecidual no reparo de
enxerto conjuntival de limbo e para selar a abertura conjuntival criada. Afirmam que
uma camada de fibrina é formada em 30 segundos, reproduzindo o estdgio final da
cascata de coagulacao, promovendo ligacdo cruzada com o fator XIII de coagulacdo e a
cicatrizagcdo da ferida. Esta camada € absorvida em alguns dias.

Pfister; Sommers (2005) concluiram que o adesivo de fibrina Tissel®, ao ser
utilizado sozinho, € efetivo e seguro para o tratamento corneal através do transplante de
células troncos do sitio limbal.

Nos estudos realizados por Henrick et al. (1991) e Kim et al. (1995), o adesivo
de fibrina foi efetivo no selamento da incisdo do tinel escleral na cirurgia de catarata.
Corroborando com Hovanesian; Karageozian (2007), que experimentalmente
demonstraram que as incisdes corneanas realizadas nas cirurgias de catarata podem ser
reparadas com os adesivos de fibrina. Afirmam ainda que as superficies corneanas
seladas com estes adesivos apresentaram resisténcia positiva as altas flutuagdes da
pressdo intra-ocular e as compressdes externas. Complementam ainda que estas
resisténcias internas sdo decorrentes também da fusdo da superficie epitelial e das
atividades das bombas endoteliais, iniciadas ao longo do 1° e 2° dias de pds-operatorio.

Para tanto, o cirurgido deve ter conhecimento do tempo de permanéncia do adesivo de
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fibrina na superficie corneana e compreender o tempo de cicatrizacdo fisiolégica da
cornea.

Outra op¢do de adesivo bioldgico também indicado para o tratamento da
hemostasia em hemorragias difusas e preenchimento e adesdo de tecidos, durante
intervengOes cirurgicas € o Tissucol®. Diferente dos outros adesivos, € composto por
cinco frascos constituidos de fibrinogénio liofilizado, aprotinina bovina como solvente,
trombina (4 Ul/mL), para uma solidificagdao lenta do adesivo, trombina (500 UI/mL),
para uma solidificacdo rdpida do adesivo, ambas liofilizadas e solu¢do de cloreto de
calcio, para reconstituicdo da trombina liofilizada. Habitualmente, um Tissucol KIT
1,0® (1 mL de soluc@o de Tissucol®, mais 1 mL de solu¢do de trombina), permite a
adesdo de superficies com uma drea de 10 cmz, no minimo. A velocidade de adesdo do
adesivo depende também da solucdo de trombina utilizada. Enquanto o adesivo podera
demorar um minuto a solidificar com a trombina 4 UI/mL, o processo de solidificagdao
fica concluido em poucos segundos, se for utilizada a trombina 500 UI/mL. A
concentracdo menor de trombina € suficiente para promover a aderéncia dos tecidos, por
permitir a adequada aproximagdo dos bordos das feridas. Para evitar formagdo excessiva
de tecido granuloso e assegurar a absor¢do gradual do adesivo de fibrina, deve aplicar-
se uma camada delgada de solu¢d@o Tissucol-trombina (INFARMED, 2005).

O Tissucol® apresenta um preparo um tanto quanto complexo, divergindo da
diluicao dos outros adesivos de fibrina. Primeiro passo é a preparacdo da solugdo de
Tissucol em solugdo de Aprotinina, diluindo-a na concentracdo de 100 UI/mL. Para o
preparo da solucdo de trombina € necessdrio determinar qual tipo ird ser utilizada: se € a
de solidificacao rapida ou solidificac¢do lenta. Para auxiliar na preparacdo desse adesivo,
pode valer-se do Fibrinotherm, o qual permite que a temperatura do adesivo permaneca
constante em 37°C e reduz o tempo de diluicao do Tissucol®. Neste sistema, colocam-
se os frascos de Tissucol liofilizado, a aprotinina, a trombina liofilizada e cloreto de
calcio, para que ocorra a agitacdo dos componentes no periodo de 5 a 10 minutos. Nesse
momento deve-se transpassar a solucdo de aprotinina para o frasco-ampola do Tissucol
liofilizado. Concomitante a esta manobra transvaza-se a solucdo de cloreto de célcio
para o frasco-ampola que contém a trombina liofilizada. Em caso de indisponibilidade
do Fibrinotherm, realizar o aquecimento do adesivo em banho-maria. Para aplicacao
simultdnea, em quantidades iguais, da pré-mistura, pode-se utilizar o duploejetor.
Contudo, também € recomendado o uso de uma Solu¢do de Trombina de 4 Ul de

trombina/mL (INFARMED, 2005).
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Marticorena et al. (2006), por sua vez, avaliaram a eficiéncia e a confiabilidade
do adesivo de fibrina Tissucol Duo® (Baxter AG, Vienna, Austria). Apds alguns
segundos da aplicacdo no sitio receptor, foi possivel observar a perda da transparéncia
do adesivo e a presenca da fibrina semi-rigida realizando a adesdao do enxerto com a
conjuntiva. Observaram reducdo do tempo cirdrgico, conforto pds-cirirgico e uma
eficiente opcdo para substitui¢do da sutura simples no tratamento cirdrgico de pterigio
pela técnica de auto-enxerto conjuntival.

O adesivo Beriplast T® Combi-Set I (frascos azuis) é composto de um frasco
contendo fibrinogénio (115-223 mg), plasminogénio, fibronectina plasmdtica (65-115
mg) e fator XIII de coagulacdo (40 — 80 Ul), todos liofilizados. Ja o segundo frasco
contétm 1 mL de aprotinina (1000 UI), advinda de pulmao bovino. O Combi-Set II
(frascos vermelhos) € constituido de um frasco de trombina liofilizada humana (400-600
Ul e outro frasco composto de solucdo de cloreto de célcio (5,88mg) (AVENTIS
BEHRING, 2003). O sistema de duploejetor permitiu a injecdo de ambos o0s
componentes simultaneamente, ou seja, no ato da aplicagdo do adesivo as solugdes sdo
misturadas nas concentragdes adequadas (HOVANESIAN; KARAGEOZIAN, 2007;
OZDAMAR et al., 2008). Ao entraram em contato com a superficie do tecido, o
fibrinogénio é convertido em fibrina por meio de trombina. A fibrina apresenta uma
ligacdo cruzada com o fator XIII de coagulacdo, criando assim uma rede estdvel de
fibrina. J4 a aprotinina impede a fibrindlise rdpida. Na presencga de célcio, a trombina
catalisa a coagulacio do plasma e proteinas da coagulacdo (OZDAMAR et al., 2008).

Uy et al. (2005) compararam a aplicagdo do adesivo de fibrina (Beriplast T®)
com a sutura com nylon 10-0 para reparo de enxertos conjuntivais em cirurgias de
pterigio. Observaram sucesso de todos os enxertos reparados com o adesivo. Referem
que dentre as principais vantagens do seu uso encontram-se 0 menor tempo cirurgico e
melhor conforto pds-operatério comparativamente aos pacientes reparados com suturas.

Chen et al. (2007) testaram os efeitos bacteriostaticos do adesivo de fibrina
contra cinco cepas diferentes de bactérias e ndo observaram nenhum acdo. Contudo,
afirmam que o antibidtico impregnado no adesivo de fibrina no momento da preparacao,
pode significar reducdo do risco de infecc¢do e ser utilizado como veiculo de conducao
de antibidticos para o bulbo ocular no tratamento de infeccdes oculares pré-existentes,
compensando a auséncia do efeito bacteriostatico e bactericida observados nos adesivos

sintéticos (KRAM et al., 1991).
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Dentre as principais vantagens da utilizacdo do adesivo de fibrina relata-se o
menor tempo operatorio, menor formacao de granulomas, menor desconforto no pds-
operatorio (PFISTER; SOMMERS 2005; KHEIRKHAH et al., 2008), bem como menor
citotoxicidade (CHEN, et al., 2007). Portanto, Hovanesian; Karageozian (2007)
sugerem que os adesivos de fibrina deveriam ser amplamente utilizados na rotina de
cirurgias de catarata. Afirmam, porém, que novos estudos devem ser realizados
enfocando a toxicidade do adesivo de fibrina, pois ndo estd bem elucidado pela

literatura.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram estudados 32 bulbos oculares de 16 coelhos (Oryctolagus cuniculus) da
raca Nova Zelandia, albinos, machos ou fémeas, com 90 dias de idade, pesando entre
1,8 e 2,3 Kg, higidos, selecionados junto ao criadouro da Escola Técnica de Agricultura
de Viamao/RS. Todo o experimento foi baseado nos critérios preconizados pela
Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) para o uso de animais
em pesquisa oftadlmica.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, alimentados com racao
comercial padronizada peletizada e dgua potavel ad libitum. O estudo foi realizado no
Hospital de Clinicas Veterinarias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul

(UFRGS).

4.2 Grupos Experimentais

Todos os animais foram submetidos a incisao de cérnea bilateral. Num bulbo do
olho a incisdo foi ocluida com adesivo de fibrina € no seu contralateral com fio de

sutura. Os coelhos foram distribuidos em dois grupos, o grupo 1 composto por nove
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animais, que foram avaliados durante sete dias, € o grupo 2 de sete animais, avaliados

durante 15 dias.

4.3 Procedimentos pré-operatorios

Todos os animais foram submetidos ao exame oftdlmico, que incluiu avaliacdo
dos reflexos pupilares, teste da ldgrima de Schirmer', biomicroscopia com lampada de
fenda’, documentacdo fotogréfica digital®, tonometria digital de aplanacio® e prova da
ﬂuorescel’nas, utilizada com freqii€éncia na identificacdo de ulceras de cdérnea, nao
penetrando em epitélio intacto. Este teste serd positivo na presenca de lesdes ulcerativas
corneanas superficiais ou estromais.

Ap6s jejum alimentar de 12 horas e hidrico de seis horas, foi instilada uma gota
do colirio de tropicamida a 1%° alternado com uma gota do colirio de cloridrato de
fenilefrina a 10%’, duas horas antes do procedimento cirdrgico, em intervalos regulares
de 10 minutos. Posteriormente, os animais foram encaminhados para a sala de preparo
cirdrgico e pré-medicados com acepromazina a 0,2%°, na dose de 0,2 mg/Kg,
adicionado a cloridrato de petidina’, na dose de 6 mg/Kg, por via intramuscular.
Decorridos quinze minutos da pré-medicagdo, realizou-se inducdo anestésica com
cetamina'®, na dose de 2-4 mg/Kg, por via intramuscular, associado a midazolam'' na
dose de 0,2-0,4 mg/Kg. A veia auricular foi canulada para infusao de soluciao de Ringer
com Lactato'’, na dose de 10 mg/Kg/hora e manutencdo da anestesia geral com

cetamina, na dose de 1-3 mg/kg. Procedeu-se a tricotomia da drea operatdria.

Teste da Lagrima de Schirmer, Ophthalmos Ind. Com. Produtos Farmacéuticos Ltda.
Portable Slit HSL 150, Heine Company.

Maigquina fotogréfica, Sony Cybershot, DSC- W80, Camera Digital com 3x Zoom Optico.
Tonopen XL, Mentor Medical Systems.

Fluoresceina tiras, Ophthalmos Ind. Com. Produtos Farmacéuticos Ltda.

Mydriacyl, Alcon Lab. do Brasil, Ltda.

Fenilefrina 10%, Allergan Produtos Farmacéuticos, Ltda.

Acepran 0,2%, Univet, Rhobifarma Industria Farmac€utica, Ltda.

Dolosal 50mg/mL, Cristdlia Produtos Quimicos Farmacéuticos, Ltda.

10 Cetamin 10%, Syntec do Brasil, Ltda.

" Midazolam 5mg/mL, B. Braun, Medical, S. A.

12 Soluc¢do de Ringer com Lactato de Sédio. Indistrias Farmacéuticas Texon, Ltda.

O 0 N N W R W N =
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4.4 Preparacao do adesivo de fibrina

O adesivo de fibrina'’ foi preparado de acordo com as instrugdes do fabricante e
mantido armazenado em geladeira a 2.8°C, até o inicio dos procedimentos. O kit era
constituido de dois pacotes distintos, fechados em uma bolsa protetora estéril. Cada
pacote consistia de dois frascos, codificados em cores. Um contendo solucdo liquida e o
outro com contetddo liofilizado. O Combi-Set I (frascos azuis) era composto de um
frasco contendo fibrinogénio (115-223 mg), plasminogénio, fibronectina plasmatica
(65-115 mg) e fator XIII de coagulacdo (40 — 80 UI), todos liofilizados. Ja o segundo
frasco continha 1 mL de aprotinina (1000 UI), advinda de tecido pulmonar bovino. O
Combi-Set II (frascos vermelhos) era constituido de um frasco de trombina liofilizada
(400-600 UI) e outro frasco composto de solucdo de cloreto de célcio (5,88mg). O kit
incluia ainda um stand de papeldo, duas seringas de 1 mL, um aplicador de seringas

(duploejetor) e duas canulas (Figura 1).

entre
‘emballage pour des

Consulter la .
Fibrinogen insruction pus détailées! Thrombin

o Parala reconstitution: Mantener el empa:
que estéril errado. Oprimir hacia abajo.
1 en posicion vertical entre
5 °C

o For reconstitution
jormativo para instrucciones A8 Do not open the
o sterile packaging.
uigio: manter a embala- Press down
jonar para baixo. Store upright at
tical e #1510 +25
e See package insert
for detailed
instructions!

Figura 1 - Imagem do kit da Beriplast P Combi-Set®.
Observam-se um stand de papeldo e duas
embalagens distintas com dois frascos
cada. Ambos encontravam-se fechados em
uma bolsa protetora estéril.

13 Beriplast® ZLB Behring, Gmbh, D-35041, Marburg, Germany.



63

Todos os passos do preparo do adesivo foram realizados de maneira asséptica.
Primeiramente, o adesivo foi removido da refrigeracio e da bolsa protetora.
Posteriormente os Combi-Sets foram acondicionados no stand até que atingissem a
temperatura ambiente. Ato continuo, as solugdes contidas em cada Combi-Set foram
adicionadas aos componentes liofilizados respectivos, permitindo que os mesmos se
dissolvessem durante alguns minutos.

Ap6s o fibrinogénio e trombina serem completamente dissolvidos, o contetido de
cada frasco foi aspirado pela seringa respectiva e ambas foram fixadas ao aplicador
(Figura 2). O sistema de duploejetor permitiu a injecdo dos dois componentes
simultaneamente. No ato da aplicacdo do adesivo, as solu¢des foram misturadas nas

concentracdes adequadas.

Figura 2 - Imagem do aplicador devidamente preparado.
Visibilizam-se as seringas repletas com adesivos
fixadas ao sistema duploejetor com a canula.

4.5 Procedimentos per-operatorios

Os procedimentos foram realizados no bloco cirtrgico do Hospital de Clinicas
Veterindrias da UFRGS. Todos os procedimentos cirirgicos foram realizados com
. . L. ., . 14 . . Coe .
auxilio de microscopio cirdrgico -, filmados e gravados como arquivos digitais em

Disco Digital de Video (DVD).

' Microscépio cirtirgico, SM-2002 com microfocalizagdo, Opto Eletronica S.A.
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4.6 Incisao de cornea

Os coelhos foram posicionados em decubito lateral e foi realizada a anti-sepsia
das superficies periorbital e ocular com polivinilpirrolidona iodo"” diluido em solucdo
salina'® (1:100). Ap06s colocagdo do campo cirurgico estéril descartdvel'’, realizou-se a
blefarostase mecénica.

Todos os procedimentos cirdrgicos foram realizados pelo mesmo cirurgiao,
utilizando instrumental adequado para microcirurgia oftilmica. Empregou-se bisturi de
lamina metdlica angular de 3,2 mm'® de largura para a confeccdo da incisdo de cOrnea
auto-selante biplanar, na posicdo entre 11 e 1 hora, distante cerca de 1 mm do limbo de
todas as camadas corneanas. Para o fechamento da incisdo cirtrgica, utilizou-se uma
gota do adesivo de fibrina. Apds a aplicagdo do adesivo, aguardou-se por cinco minutos
para que o mesmo aderisse a cérnea (Figura 3). Ato continuo, a incisdo corneana foi
reparada. Posteriormente, alterou-se o decubito do coelho, para a realiza¢do da incisdo
de cérnea no bulbo do olho contralateral. As bordas corneanas foram aproximadas com
fio inabsorvivel sintético 10—019, encastoado de fabrica, utilizando-se um ponto simples
interrompido (Figura 4). Apos o fechamento de cornea, realizou-se em todos os animais
o teste de Seidel, que consiste na visibilizacdo do humor aquoso diluindo-se com a
fluoresceina, com auxilio do azul de cobalto apds instilacdo de fluoresceina na édrea
suspeita. Tem como objetivo constatar a ocorréncia de vazamento de humor aquoso

através de alguma les@o corneana.

' Riodeine, Todopovidona Tépico, Inddstria Farmacéutica Rioquimica Ltda.
16 Solugdo de Cloreto de Sédio 0,9%, Industrias Farmacéuticas Texon, Ltda.
7 Plast Campo, Plast Luvas Com. e Ind de Artefatos Plésticos, Ltda.

'8 ClearCut Satin Slit Knife 3.2 mm, Alcon.

¥ Fio mononaylon 10-0, Ethicon, a Johnson; Johnson company INC.



Figura 3 - Imagem per-operatdria do fechamento da incisdo de
cérnea de coelho com adesivo de fibrina (seta).

Figura 4 - Imagem per-operatdria do fechamento da incis@o da
cornea de coelho com ponto simples interrompido
(seta).
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4.7 Procedimentos pos-operatorios

Imediatamente apds os procedimentos operatdrios, administrou-se cetoprofeno a
10%* na dose de 2 mg/Kg e cloridrato de tramadol, na dose de 2 mg/ Kg*', por via
intramuscular. Decorridos 10 minutos, instilou-se colirio tobramicina a 0,3% associado
a dexametasona a 0,1%22. Ap6s 10 minutos instilou-se colirio de diclofenaco sédico
0,1%23, decorridos mais 10 minutos instilou-se tropicamida a 1%.

No pés-operatdrio, foi instilado colirio de dexametasona associado a tobramicina
no periodo diurno, a cada seis horas, em ambos os olhos, durante sete dias. Optou-se
ainda pela utilizacio de colirio de diclofenaco de s6dio e tropicamida a 1%. Para tanto,
aguardou-se 10 minutos entre os colirios prescritos, em caso de coincidéncia de
horérios. A posologia empregada foi uma gota, a cada seis horas, no periodo de sete
dias. No periodo noturno, optou-se pela aplicacio tnica de pomada oftdlmica de
dexametasona, associada a tobramicina24, durante sete dias.

Para evitar intercorréncias quanto a automutilacdo, todos os animais foram

mantidos com colar elisabetano durante o periodo pds-operatorio.

4.8 Protocolos de avaliacao

Constaram do protocolo de avaliagdo o exame oftdlmico, as intercorréncias per-
operatorias, a microscopia eletronica de varredura e a morfometria da regido

perincisional do endotélio da cornea.

% Ketofen 10%, Merial Saude Animal, Ltda.

*! Cloridrato de Tramadol 50mg/mL, Teuto.

z Tobradex, Alcon Lab. Brasil, Ltda.

z Still, Allergan, Produtos Farmacéuticos, Ltda.

24 Tobradex, Pomada Oftalmica, Alcon Lab. Brasil, Ltda.
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4.8.1 Exame Oftalmico

Foram realizadas avaliacdes clinicas e oftdlmicas didrias em todos os animais,
durante todo o periodo poés-operatério. O exame oftdlmico incluiu avaliacdo dos
reflexos pupilares, teste da lagrima de Schirmer, biomicroscopia com lampada de fenda,
documentacdo fotografica digital, tonometria digital de aplanacdo e prova da
fluoresceina.

Para avaliar a condi¢do visual, empregou-se o teste do reflexo a ameaca.
Avaliaram-se, subjetivamente pelo mesmo pesquisador, a condi¢ao visual, o prurido, a
fotofobia e o blefarospasmo, a congestdo conjuntival, a secre¢ao ocular, o edema
corneano, a transparéncia do humor aquoso e a presenca de sinéquias. Conceberam-se
os niveis de intensidade: (-): ausente; (+): discreto; (++): moderado e (+++): severo.
Além disso, realizaram-se aferi¢des da pressdo intra-ocular a cada 24 horas, durante
todo o periodo de pds-operatdrio. Visando avaliar a integridade da cérnea, utilizou-se a
prova da fluoresceina. Avaliou-se a permanéncia do adesivo de fibrina e do fio de sutura
na cérnea. Durante todo o periodo pds-operatério, foram realizadas documentagdes

fotograficas digitais, que foram armazenadas como arquivos digitais em DVD.

4.8.2 Microscopia Eletronica de Varredura

Ap6s o término de cada periodo de observacdo os animais foram eutanasiados.
Para tanto, foram novamente anestesiados com tiopental s6dico® intravenoso, na dose
de 100 mg/kg. Posteriormente, foi provocada parada cardiorrespiratéria com cloreto de
potdssio intravenoso. A seguir, realizou-se enucleacdo por via subconjuntival. Ato
continuo, foram aplicadas algumas gotas de solu¢do de glutaraldeido a 2.5%%, em
tampdo cacodilato de sédio 0,1M e pH 7.4%" sobre a superficie corneana.

Apos fixagdo prévia, as cérneas foram excisadas em 360°, tomando-se a regido

limbica como referéncia, a uma distncia de 2 a 3 mm em dire¢do a esclera. As amostras

3 Thiopentax® 1,0g, Cristdlia Produtos Quimicos Farmacéuticos, Ltda.
?® Glutaraldeido 2,5%, Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA.
YCacodilato de Sédio, C,HgAsNaO,, PM= 159,98, Vetec Quimica Fina, Ltda.



68

colhidas foram acondicionadas individualmente e mantidas imersas em solucdo de
glutaraldeido a 2.5%, com tampao cacodilato de sédio 0,1M e pH 7.4, durante 8 horas, a
temperatura de 4°C e a temperatura ambiente durante 7 dias.

O preparo e a andlises das amostras foram realizados junto ao Centro de
Microscopia Eletronica (CME) da UFRGS.

As amostras, apos serem fixadas, foram submetidas a uma nova lavagem em
solucdo tampao de cacodilato de sddio e desidratadas em concentragdes ascendentes de
alcool etilico’® (30, 50, 70, 85, 90, 95 e 100%) e acetona P.A. (100%), sendo mantidas
nas solucdes pelo periodo de 15 minutos, para cada concentragdo, repetindo trés vezes
este protocolo na concentracdo de 100%.

Ato continuo, foram secas em secador de ponto criticozg, utilizando-se didxido
de carbono liquido. Foram fixadas em porta-espécime, com fita condutiva de cola de
carbono e metalizadas no metalizador’® com uma camada de ouro e palddio de 35 nm de
espessura, em ion spputer coater durante dois minutos. Na seqiiéncia, cada amostra foi
avaliada no microscépio eletronico de varredura’ operado com 15 Kv. Trés
eletromicrografias de varredura, com aumentos entre 35 e 55 vezes da regido
perincisional do endotélio corneano foram obtidas de cada amostra. Ocasionalmente,
obtiveram-se imagens com outros aumentos. As imagens foram gravadas em arquivo

digital.

4.8.3 Morfometria da superficie interna da incisao

Foi realizada morfometria computadorizada interativa empregando-se o software
para andlise morfométrica Image Tool™* em computador 3. Selecionou-se para a
afericio da drea perincisional desprovida de células endoteliais apenas uma
eletromicrografia de cada amostra. Cada imagem foi devidamente calibrada em pum?, na

barra de calibragem encontrada no canto direito da eletromicografia. A drea a ser

2 Alcool Etilico Absoluto P.A.-A.C.S., Synth, Labsynth, Produtos para laboratério, Ltda.

* Critical Point Dryer Baltec EMS 850.

0 Sputer Coater, Baltec- SCD 050.

*! Scanning Electron Microscope, JSM 6060, JEOL.

> UTHSCSA ImageTool 3.0, Department of Dental Diagnostic Science at The University of Texas
Health Science Center, San Antonio, Texas.

33 Notebook, Toshiba, Intel Core Duo T 2350, Windows Vista.
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mensurada foi contornada manualmente com auxilio do software e computador. A

medida foi expressa em pum? e convertida em mm?>.

4.9 Analise Estatistica

A andlise estatistica objetivou avaliar comparativamente as dreas perincisionais
desprovidas de células endoteliais ocluidas com adesivo de fibrina ou fio de sutura.
Além disso, comparar as dreas médias perincisionais do endotélio de coelhos, ocluidas
com fio de sutura ou adesivo de fibrina, em diferentes tempos de observacdo pds-
operatoria. Para tanto, foi realizada uma andlise descritiva dos dados, através de cdlculo
de média, desvio padrdo, minimo e méiximo. As comparacdes das médias foram
realizadas pela andlise inferencial pelo teste de t de Student, para amostras pareadas,
com nivel de significancia de 0,05. Os dados foram analisados no programa SPSS 12.0

e o alfa adotado foi de 5%
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5 RESULTADOS

5.1 Procedimentos cirdrgicos

O tempo médio dispendido para a realizacao da oclusao da incisdo corneana com
fio de sutura foi de 2 minutos e 53 segundos e no selamento com adesivo de fibrina o
tempo médio de aplicacdo foi de 9 segundos. Sendo que, a duracdo média para a
aderéncia do adesivo sobre a coérnea foi de 5 minutos e 9 segundos (Tabela 1),
considerando o intervalo entre inicio da sutura corneana até o encerramento da mesma
em um olho e a colocagdo do adesivo sobre a incisdo e até a secagem do mesmo, no
olho contralateral. O tempo médio para a oclusdo foi maior no selamento com o adesivo
de fibrina, pois preconizou-se aguardar 5 minutos apds colocacdo até que o mesmo
aderisse sobre a cornea.

As intercorréncias per-operatdrias observadas durante a realiza¢do da incisdo de
cornea foram quatro casos de hemorragia perincisional, quatro casos de ruptura da
capsula anterior, dois casos de miose e dois casos de hifema. Todas as ocorréncias

foram constatadas em coelhos do grupo 1.
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Tabela 1 - Tempo cirdrgico, expresso em minutos, para a realizacdo da oclusdo da
incisdo de cérnea em coelhos com o fio de sutura (F) e o tempo de aplicagdao
do adesivo de fibrina (C).

Coelhos F C
1 2°35” 0’05~
2 2°47” 0’107
3 3°05” 011
4 2°58” 0’08~
5 3°04” 0’107
6 3’10~ 011
7 3°06” 0’107
8 1’577 0’06~
9 3’107 0’18
10 1’30~ 0’107
11 1’48” 0’12
12 2°39” 0’107
13 3°58” 0’05~
14 2°40” 012”7
15 2°41” 0’097
16 1’44~ 011

Médias 2°40” 0’09
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5.2 Avaliacao pés-operatoria

Nenhum animal apresentou perda da percepcdo visual decorrente dos
procedimentos operatorios.

Com relagdo ao prurido, todos os animais o apresentaram no pds-operatdrio
imediato. J4 no segundo dia de observacdo, apenas sete animais manifestaram tais
episddios e destes, apenas cinco animais continuaram a apresentar prurido até o quinto
dia de acompanhamento. Estas manifestagdes eram observadas com maior intensidade
apo6s a administracao das medicagdes topicas.

Relativo a fotofobia e ao blefarospasmo, as manifestacio foram interpretadas
como leve a moderada nos olhos submetidos ao selamento com adesivo bioldgico e de
moderada a severa nos olhos submetidos a oclusdo com fio de sutura. Tais eventos
iniciaram no pds-operatorio imediato e desapareceram no curso da primeira semana de
pos-operatorio.

No que se refere a congestao conjuntival, foram encontradas diferencas entre a
intensidade, de acordo com o tempo de acompanhamento pds-operatdrio. Observou-se
congestao conjuntival em todos os animais, sendo que em 25 olhos apresentavam-se de
forma moderada (++) a severa (+++) nos periodos iniciais de avaliacdo e leve (+) em
sete olhos. Todavia, ndo houve alteragdo quanto a intensidade da hiperemia no primeiro
dia de pds-operatdrio comparativamente aos dois tipos de oclusdes avaliadas. Em ambas
as técnicas de fechamento da incisdo corneana, a hiperemia ao terceiro dia encontrava-
se de leve (+) a moderada (++), cessando por completo na segunda semana de
avaliacdo.

A secrecdo ocular observada era predominantemente seromucosa. A mesma
apresentou-se na intensidade de leve (+) a moderada (++) em ambos os olhos. No
entanto, ap6s o quarto dia de pds-operatério, cessou a secre¢do ocular dos olhos
reparados com o adesivo de fibrina. Em contrapartida, quatro animais permaneceram a
apresentar secre¢cdo mucosa dos bulbos dos olhos fechados com fio de sutura.

O edema corneano resultante da técnica cirdrgica de incisdo de coérnea
apresentou-se de forma leve (+) a severa (+++), em todos os animais. Localizou-se, em

todos os casos, nas regides perincisionais. Quando moderado (++), o edema tornou-se
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leve (+), apds o quarto dia de pds-operatério. No grupo 1, o edema de cérnea, mesmo
leve, persistiu até a eutandsia do animal. Nao obstante, no grupo 2, o edema leve
desapareceu completamente, apds o oitavo dia de avaliagdo. No entanto, quando se
apresentavam de forma severa (+++), a reducdo foi gradativa, porém o edema persistiu
até o momento da eutandsia, em ambos 0s grupos.

Quanto a presenca de hifema, foram observados apenas dois casos de
intensidade moderada (++). Até o momento da eutanasia o hifema foi reabsorvido
parcialmente.

A sinéquia anterior também estava presente. Foi evidenciada em quatro olhos,
sendo que dois eram referentes ao selamento com adesivo biolégico e dois relativos a
oclusdo com fio de sutura. E quanto a sinéquia posterior, trés casos foram observados.
Destes, dois foram nos olhos ocluidos com adesivo de fibrina e um com fio.

Com relag@o a pressdo intra-ocular, observou-se sua diminui¢do 24 horas apods
os procedimentos cirtirgicos em todos os animais. Apds o terceiro dia de pds-operatério
foi observado aumento leve das pressdes intra-oculares, porém em sete bulbos dos
olhos, continuaram a apresentar baixa da pressdo. Destes, trés foram ocluidos com
adesivo bioldgico e quatro com fio de sutura. A partir do décimo dia, todos os animais
do grupo 2 passaram a apresentar valores da PIO semelhantes ao dia O (Tabelas 2, 3).

Os valores médios da PIO avaliados pelo teste t de Student revelaram que, a
partir do terceiro dia de observacao, os bulbos dos olhos selados com adesivo de fibrina
comparativamente aqueles ocluidos com fio de sutura encontravam-se semelhantes.
Ocorrendo a partir do quinto dia aumento do valor médio da PIO nos bulbos dos olhos
fechados com fio de sutura. Ao décimo dia de pds-operatério, os valores médios da
pressdo intra-ocular encontrados, comparando ambos os tipos de reparo corneano,
apresentavam-se semelhantes aos valores médios da PIO do dia O (Tabela 4 e figura 5).

Em trés animais foi observada ulcera de cérnea, sendo que apenas um animal
apresentou teste da fluoresceina positivo bilateral e em dois animais foi unilateral, sem
influéncia do tipo de reparo corneano empregado, pois um dos animais tinha sido
ocluido com fio de sutura e dois com adesivo de fibrina. Nestes casos, em decorréncia
da ulcera de cornea, foi observado edema de coérnea leve na regido da lesdo. Estes
animais foram medicados com colirio de tobramicina a cada oito horas, até cicatriza¢ao
completa da cornea. Apds cinco dias de tratamento a lesdo corneana apresentava-se

cicatrizada.
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Tabela 2 - Valores quantitativos da pressao intra-ocular (PIO) de ambos os bulbos dos
olhos de coelhos submetidos ao procedimento cirdrgico de incisao de cérnea
bilateral, ocluidos com adesivo de fibrina (C) e fio de sutura (F) no grupo 1

(G1), nos periodos pré e pos-operatorio de avaliagao.

Coelhos PIO PIO PIO PIO PIO PIO PIO PIO
Gl DO Dl D3 D5
C F C F C F C F
1 22,6 25,3 10 12 18 24 - -
2 243 223 13 18 14 7 10 17
3 27 21,3 18 20 19 18 18 22
4 21,3 25,3 16 14 12 16 13 19
5 11,6 21 11 8 13 14 17 21
6 20,6 19 11 19 9 13 22 19
7 20,6 18,3 19 21 19 17 9 24
8 18,3 18,6 2 2 17 14 7 9
9 16,6 14,3 7 9 19 15 18 17

*medidas em mmHg

DO — periodo pré-operatoério
D1 - periodo pés-operatério 1 dia
D3 — perfodo pés-operatério 3 dia

D5 — perfodo pés-operatério 5 dia
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Tabela 3 - Valores quantitativos da pressdo intra-ocular (PIO) de ambos os bulbos dos
olhos de coelhos submetidos ao procedimento cirdrgico de incisdo de cérnea
bilateral, ocluida com adesivo de fibrina (C) e fio de sutura (F) do grupo 2
(G2), nos periodos pré e pos-operatorio de avaliacao.

Coelhos  PIO PIO PIO PIO PIO PIO PIO PIO PIO PIO PIO PIO

G2 DO D1 D3 D5 D10 D15

C F C F C F C F C F C F
10 16,3 19 2 10 10 10 17 17 19 18 13 14
11 16,6 17,6 2 6 4 13 10 11 18 18 18 15
12 14,3 13 6 10 12 11 18 10 14 16 20 22
13 16 1533 4 9 13 12 16 16 16 13 13 20
14 13,6 14,66 8 11 12 10 13 12 13 18 16 17
15 11,3 1533 2 16 8 8 13 15 18 21 15 14
16 12 12 8 11 12 14 13 19 21 21 14 16

*medidas em mmHg

DO - periodo pré-operatério

DI — periodo pés-operatério 1” dia
D3 — periodo pés-operatério 3~ dia
D5 — periodo pés-operatério 5 dia
D10 — periodo pés-operatério 10 dia

D15 — periodo pés-operatério 15 dia
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Tabela 4 - Valores minimos, maximos, médios e o desvio padrdo (DP) da pressdo intra-
ocular (PIO), de ambos os bulbos dos olhos de coelhos submetidos ao
procedimento cirtrgico de incisdo de cérnea bilateral, ocluida com adesivo
de fibrina (C) e fio de sutura (F) nos periodos pré e pds-operatério de

avaliacao.
Periodo  Min Max Média DP
C F C F C F C F
DO 10,67 11,67 25,33 27,00 17,16 18,18 4,14 4,84
D1 2 2 19 21 8,69 12,25 5,712 5,348
D3 4 7 19 24 13,19 13,50 4,355 4,147
D5 7 9 22 24 14,27 16,53 4,166 4,454
D7 8 9 19 20 14,60 16,60 4,336 4,393

D10 13 13 21 21 17,00 17,86 2,828 2,795
D15 13 14 20 22 15,57 16,86 2,637 3,078

*medidas em mmHg

DP — desvio padrio

DO - periodo pré-operatério

D1 - periodo pés-operatorio 1" dia
D3 — periodo pés-operatério 3 dia
D5 — periodo pés-operatério 5 dia
D7 — periodo pés-operatério 7 dia
D10 — periodo pés-operatério 10 dia

D15 — periodo pés-operatério 15 dia
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Figura 5 - Representagao grafica dos valores médios da pressdo intra-ocular
(PIO), de ambos os bulbos dos olhos de coelhos submetidos ao
procedimento cirdrgico de incisdo de cornea bilateral, ocluidos
com adesivo de fibrina (C) e fio de sutura (F) nos periodos pré e
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77

No pds-operatério imediato, as bordas da incisdo corneana apresentavam-se

devidamente coaptadas (Figura 6). O aposicionamento de todas as bordas corneanas

ocluidas com fio de sutura foi considerado satisfatério a partir do quinto dia de pds-

operatorio, sendo adequado em todos os animais ocluidos por esta técnica. Ao sétimo

dia de pdés-operatdrio ja apresentavam cicatrizagdo epitelial (Figura 7).
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Figura 6 - Imagem fotografica do bulbo do olho de coelho
submetido a incisdo de cérnea, ocluida com fio de
sutura (seta), obtida no 1° dia de pds-operatdrio.

Figura 7 - Imagem fotogrifica do bulbo ocular de coelho
submetido a incisdo de cornea, ocluida com fio de
sutura (seta), obtida no 7° dia de pds-operatdrio.
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Jia os animais submetidos ao selamento com adesivo bioldgico, o
aposicionamento das bordas corneanas mostrou-se satisfatério no pds-operatério
imediato (Figura 8). No entanto, no segundo dia de acompanhamento, trés animais
apresentaram prolapso de {ris, dois pertencentes ao grupo 1 e um ao grupo 2 (Figura 9).
Ao sétimo dia, dois casos apresentavam as bordas corneanas epiteliais separadas e
conseqiientemente coradas com fluoresceina (Figuras 10 e 11). Porém evidenciou-se o

teste de Seidel negativo.

Figura 8 - Imagem fotografica do bulbo do olho de coelho
submetido a incisdo de coérnea, selada com
adesivo de fibrina (seta), obtida no 1° dia de pds-

operatorio.



Figura 9 - Imagem fotografica do bulbo do olho de coelho
submetido a incisdo de cérnea, ocluida com
adesivo de fibrina, apresentando prolapso de iris
(seta) no 2° dia de pés-operatorio.

Figura 10 - Imagem fotogréfica do bulbo do olho de coelho
submetido a incisdo de cérnea e selamento com
adesivo de fibrina (seta), obtida no 7° dia de pos-
operatdrio, com bordas corneanas mal coaptadas.

80
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Figura 11 - Imagem fotogréfica do bulbo do olho de coelho
submetido a incisdo de cérnea e selamento com
adesivo de fibrina (seta) obtida no 7° dia de pds-
operatdrio, com bordas corneanas mal coaptadas.

Nio obstante, ao 15° dia, as bordas das incisdes corneanas, tanto dos animais ocluidos
com fio de sutura, como dos animais selados com adesivo de fibrina, apresentavam-se
cicatrizadas (Figuras 12 e 13).



Figura 12 - Imagem fotogréfica do bulbo do olho de coelho
submetido a incisdo de cdrnea, ocluida com
adesivo de fibrina (seta), no 15° dia de pds-
operatdrio.

Figura 13 - Imagem fotogréfica do bulbo do olho de coelho
submetido a incisdo de cornea, ocluida com fio de
sutura (seta), no 15° dia de pés-operatorio.
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5.3 Microscopia Eletronica de Varredura e Morfometria

Nao foram observadas alteragdes nas eletromicrografias avaliadas decorrentes
do preparo das coOrneas para o estudo, utilizando-se a microscopia eletronica de
varredura. Com exce¢dao de uma amostra, que em decorréncia da manipulacdo no
momento do preparo, evidenciaram-se dreas de perdas celulares em sua
eletromicrografia.

Com os aumentos entre 35 e 50 vezes foi possivel visibilizar a drea perincisional
e aferir a regido desprovida de células endoteliais. A obtencdo de eletromicrografias
com aumentos maiores possibilitou observar as células endoteliais e estabelecer com
seguranca os limites das dreas desprovidas de células (Figura 14) e visibilizar o mosaico

endotelial (Figura 15)

Figura 14 - Eletromicrografia de varredura da borda da lesdo
endotelial da cérnea de coelho, submetido a incisdo de
cérnea, ocluida com fio de sutura, obtida no 7° dia de
pOs-operatorio. Notar margem da les@o incisional (LI) e
auséncia de células endoteliais (AC) préximo ao local
da incisdo. Aumento original 300 X; Barra = 50 um.
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Figura 15 - Eletromicrografia de varredura do mosaico endotelial
préoximo a regido perincisional do endotélio corneano
de coelho submetido a incis@o de cérnea. Evidenciam-
se células, com tamanho e forma irregulares. Aumento
original 1.500 X; Barra = 10 pm.

Nas eletromicrografias do grupo 1, onde a incisdo de cdrnea foi ocluida com
adesivo de fibrina e avaliadas aos sete dias, observaram-se dreas perincisionais com
auséncia de células endoteliais (Figura 16). Notou-se neste mesmo grupo, num caso,
onde houve prolapso de iris, a ocorréncia de acentuada auséncia de células endoteliais
(Figura 17). E na outra amostra foi visibilizado fragmento da {iris aderido ao estroma

corneano, havendo auséncia de endotélio nesta regidao (Figura 18).



Figura 16 - Eletromicrografia de varredura da regido perincisional
do endotélio de coelho submetido a incisdao de cérnea
e selada com adesivo de fibrina, obtida no 7° dia de
pos-operatério. Notar margem escleral (ME) e
auséncia de células endoteliais (AC) proximo ao local
da incisdo devido a trauma por manipulacdo (T).
Aumento original 45 X; Barra = 500 pm.

Figura 17 - Eletromicrografia de varredura da regifo perincisional
do endotélio de coelho submetido a incisdo de cOrnea
e selada com adesivo de fibrina, obtida no 7° dia de
poOs-operatdrio. Notar defeito no estroma corneano
onde houve protrusdo de iris no centro da lesdo
incisional (DE) e auséncia de células endoteliais (AC)
préximo ao local da incisdo. Aumento original 55 X;
Barra = 200 um.
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Figura 18 - Eletromicrografia de varredura da regido perincisional
do endotélio de coelho submetido a incisdo de cornea
e selada com adesivo de fibrina, obtida no 7° dia de
pOs-operatorio. Notar defeito no estroma corneano na
porcdo superior da lesdo incisional (DE) e presenca de
fragmento de {iris aderido ao estroma corneano (I).
Aumento original 40 X; Barra = 500 um.

Relativamente as dreas perincisionais desprovidas de células endoteliais, no
grupo 1, ocluidas com adesivo de fibrina, mensuradas em mmz, foi observado aumento
significativo das mesmas em dois casos (Tabela 5 e Figura 19). Ambos os casos
apresentaram prolapso de iris. A média das dreas perincisionais desprovidas de células

endoteliais dos animais ocluidos com adesivo de fibrina do grupo 1 foi de 2,12 mm®.
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Tabela 5 - Valores das dreas perincisionais desprovidas de células endoteliais, expressos
em mmz, das corneas de coelhos submetidas a incisio e ocluidas com adesivo
de fibrina, aos sete dias do pds-operatdrio (grupo 1).
_

Coelhos G1 Area Média Adesivo

1 1,781
2 1,729
3 3,264
4 2,272
5 2,829
6 1,326
7 2,288
8 1,903
9 1,690
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Figura 19 - Representacdo grafica dos valores das dreas perincisionais desprovidas
de células endoteliais, expressos em mmz, das cérneas de coelhos
submetidas a incisdo e ocluidas com adesivo de fibrina, aos sete dias
do pés-operatorio (grupo 1).

Relativamente as amostras advindas de cdérneas ocluidas com fio de sutura e
avaliadas aos sete dias de pds-operatdrio, perdas celulares foram observadas (Figura
20). Evidenciou-se, em trés casos, o fio de sutura emergindo na camara anterior (Figura

21).



Figura 20 - Eletromicrografia de varredura da regido perincisional
do endotélio de coelho submetido a incisdo de cérnea,
ocluida com fio de sutura, obtida no 7° dia de pds-
operatdrio. Notar margem escleral (ME) e auséncia de
células endoteliais (AC) préximo ao local da incisao.
Aumento original 45 X; Barra = 500 um.

Figura 21 - Eletromicrografia de varredura da regifio perincisional
do endotélio de coelho submetido a incisdo de cOrnea
e ocluida com fio de sutura, obtida no 7° dia de pds-
operatdrio. Notar margem escleral (ME), auséncia de
células endoteliais (AC) préximo ao local da incisdo e
presenca do fio de sutura emergindo do endotélio (F).
Aumento original 45 X; Barra = 500 um.

88



89

Os valores das areas perincisionais desprovidas de células endoteliais, expressos
em mm?, da cérnea de coelhos grupo 1 ocluidas com fio de sutura estdo apresentadas na
Tabela 6 e representadas graficamente na Figura 22. Neste grupo as dreas médias
perincisionais desprovidas de células endoteliais da cornea de coelhos ocluidas com fio

de sutura foi de 1,69 mm?>.

Tabela 6 - Valores das dreas perincisionais desprovidas de células endoteliais, expressos
2 p e . .
em mm’~, das cérneas de coelhos submetidas a incisdao e ocluidas com fio de
sutura, aos sete dias do pds-operatorio (grupo 1).
-

Coelhos G1 Area Fio

1 1,240
2 1,496
3 2,630
4 2,259
5 1,844
6 0,937
7 1,226
8 1,820
9 1,808
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Figura 22 - Representacdao grafica dos valores das dreas perincisionais
desprovidas de células endoteliais, expressas em mmz, das
corneas de coelhos submetidas a incisdo e ocluidas com fio de
sutura, aos sete dias do pds-operatério (grupo 1).
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Quando foram comparadas as dreas perincisionais desprovidas de células
endoteliais, observou-se que essas foram maiores nas corneas onde a incisdo foi

ocluida com o adesivo de fibrina (Tabela 7 e Figura 23).

Tabela 7 - Valores das areas perincisionais desprovidas de células endoteliais, expressas
em mmz, das corneas de coelhos submetidas a incisdo, ocluidas com fio de
sutura e adesivo de fibrina, comparativamente aos sete dias do pds-operatorio

(§rup0 1).
Coelhos Area
Adesivo Fio de sutura
1 1,781 1,240
2 1,729 1,496
3 3,264 2,630
4 2,272 2,259
5 2,829 1,844
6 1,326 0,937
7 2,288 1,226
8 1,903 1,820
9 1,690 1,808
- 3,5
2 3
2
; 2,5
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3 M Fio
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Figura 23 - Representacdo grafica dos valores das dreas perincisionais
desprovidas de células endoteliais, expressas em mmz, das
corneas de coelhos, submetidas a incisdo de cornea, ocluidas
com fio de sutura, comparativamente ao adesivo de fibrina
aos sete dias do pés-operatorio (grupo 1).
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Ainda no grupo 1, as médias das dreas desprovidas de células endoteliais foi
maior nas amostras submetidas ao selamento com adesivo de fibrina comparativamente
ao fio de sutura (Figura 24).

ud 7 dias

endotelias mm?
=

Médias das areas desprovidas de células

Adesivo Fio

Tipos de Selamento

Figura 24 - Representacdo grafica dos valores das médias das dareas
perincisionais desprovidas de células endoteliais, expressas
em mmz, das corneas de coelhos submetidas a incisao,
ocluidas com fio de sutura e adesivo de fibrina aos sete dias
do pdés-operatorio.

Nas eletromicrografias do grupo 2, onde a incisdo de cérnea foi ocluida com
adesivo de fibrina, observou-se diminui¢do das dreas perincisionais desprovidas de

c€lulas endoteliais, comparativamente as areas encontradas no grupo 1 (Figura 25).
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Figura 25 - Eletromicrografia de varredura da regido perincisional
do endotélio de coelho submetido a incisdo de cornea e
selado com adesivo de fibrina, obtida no 15° dia de
pos-operatorio. Notar margem escleral (ME) e auséncia
de células endoteliais (AC). Aumento original 45 X;
Barra = 500 pm.

Notou-se, neste mesmo grupo, na amostra advinda de uma incisdo selada com
adesivo de fibrina e que apresentou o prolapso de {iris, acentuada auséncia de células
endoteliais (Figura 26). Os valores das dreas perincisionais desprovidas de células
endoteliais, expressos em mm2, da coérnea de coelhos grupo 2, ocluidas com adesivo de
fibrina, estdo apresentadas na Tabela 8 e representadas graficamente na Figura 27. Neste
grupo, as dreas médias perincisionais desprovidas de células endoteliais da cérnea de

coelhos ocluidas com fio de sutura foi de 1,566 mm-.



Figura 26 -

Eletromicrografia de varredura da regido perincisional do
endotélio de coelho submetido a incisdo de cérnea e
selada com adesivo de fibrina, obtida no 15° dia de pos-
operatério. Notar drea de cicatrizagdo endotelial (C),
depressdo corneana, com auséncia de células endoteliais
(AC). Aumento original 43 X; Barra = 500 um.
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Tabela 8 - Valores das dreas perincisionais desprovidas de células endoteliais,
2 . . S
expressos em mm~, das corneas de coelhos submetidas a incisdao e
ocluidas com adesivo de fibrina, aos 15 dias do pds-operatério (grupo 2).
-

Coelhos G2 Area Média Adesivo
10 2,551
11 2,091
12 1,528
13 1,236
14 1,466
15 1,037
16 1,056
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Figura 27 - Representacdo grifica dos valores das dreas perincisionais
desprovidas de células endoteliais, expressas em mmz, das
corneas de coelhos submetidas a incisdo e ocluidas com
adesivo de fibrina, aos 15 dias do pds-operatorio (grupo 2).

Referindo-se as amostras advindas dos bulbos dos olhos submetidos a incisao de
cérnea, ocluidas com fio de sutura e colhidas aos 15 dias de pds-operatério, foram
notada perdas celulares. A drea perincisional desprovida de células foi menor no grupo
2, comparativamente ao grupo 1 (Figura 28). Evidenciou-se, em um caso, neste mesmo

grupo, o fio de sutura emergindo na cdmara anterior (Figura 29).



Figura 28 - Eletromicrografia de varredura da regido perincisional
do endotélio da coérnea de coelho submetido a incisdo
de coérnea, selada com fio de sutura, obtida ao 15° dia
de pds-operatério. Notar margem escleral (ME) e édrea
de cicatriza¢do endotelial (C) com perda de definicao
das margens da lesdo. Aumento original 45 X; Barra =
500 pm.

Figura 29 - Eletromicrografia de varredura da regido perincisional
do endotélio da cérnea de coelho submetido a incisdo
de coérnea, selada com fio de sutura, obtida ao 15° dia
de pos-operatério. Notar margem escleral (ME), drea de
cicatrizacdo endotelial (C) com perda de defini¢do das
margens da lesdo e presenga do fio emergindo do
estroma corneano (F). Aumento original 45 X; Barra =
500 pm.
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Nas amostras do grupo 2 ocluidas com fio de sutura foram mensuradas, através
das eletromicrografias, as dreas em mm’, das lesdes perincisionais desprovidas de

células endoteliais da corneas de sete coelhos (Tabela 9 e Figura 30). A area média

perincisional desprovida de células endoteliais encontrada neste grupo foi de 1,18 mm®.

Tabela 9 - Valores das dreas perincisionais desprovidas de células endoteliais, expressos
2 p e . .
em mm~, das cérneas de coelhos submetidas a incisdao e ocluidas com fio de
sutura, aos 15 dias do pos-operatorio (grupo 2).
-

Coelhos G2 Area Fio
10 1,13
11 1,88
12 1,26
13 0,93
14 1,37
15 0,86
16 0,85
2
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Figura 30 - Representacdo gréfica dos valores das dreas perincisionais
desprovidas de células endoteliais, expressas em mmz, das
corneas de coelhos submetidas a incisdo e ocluidas com fio
de sutura, aos 15 dias do pds-operatério (grupo 2).
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5.4 Analise estatistica

Neste estudo, devido a grande variabilidade dos resultados das amostras, ndo
houve diferenga significativa entre os grupos 1 e 2, pois o grau de significancia foi
maior que 0,05 (Tabela 10 e Figura 31).

A andlise inferencial pelo teste t de Student para amostrar pareadas, comparando
o tipo de oclusdo utilizada, demonstrou haver diminui¢do estatisticamente significativa
(P=0,002), nas médias das dreas perincisionais desprovidas de células endoteliais das
amostras ocluidas com fio de sutura, comparativamente as seladas com adesivo, sem
considerar o tempo de observagdo pds-operatéria dos mesmos (Tabela 11).

O resultado salientou que as médias da drea das amostras seladas com o adesivo
de fibrina foi consideravelmente maior que as médias da drea ocluida pelo fio de sutura

(Figura 32).

Tabela 10 - Valores médios, desvio padrdo (DP) e nivel de significancia das dreas
perincisionais desprovidas de células endoteliais de coelhos, expressos em
mmz, submetidos a incisdo de cdérnea, comparativamente a oclusio com
adesivo de fibrina e fio de sutura, nos periodos de 7 e 15 dias do pds-

operatorio.
Selamento  Grupos Quantidade Média DP P-valor
Coelhos
Adesivo de Gl 9 2,120 0,611 0.084
fibrina G2 7 1,566 0,563 ’
. Gl 9 1,695 0,534
Fio 0,05
G2 7 1,187 0,369

G1 - Grupo 1, Periodo de 7 dias de pds-operatdrio

G2 — Grupo 2, Periodo de 15 dias de pds-operatorio



98

o 2,5
o 2,12
v
T~
T E
2
o E
S
g 8
T o
% ° M adesivo
o2
% o M fio
viown
T <
E
c 'y
5
@
= 7 15
Tempo de avaliacdo (dias)
Figura 31 - Representagdo grafica dos valores médios das areas

perincisionais desprovidas de células endoteliais de coelhos,
2 . N . o~ 2z

expressos em mm~, submetidos a incisdo de cOrnea,

comparativamente a oclusdo com adesivo de fibrina e fio de

sutura, nos periodos de 7 e 15 dias do pds-operatério.

Tabela 11 - Valores médios, desvio padrdao (DP) e nivel de significancia da 4rea

C . . L, .. 2
perincisional desprovida de células endoteliais, expressos em mm~, das
corneas de coelhos, submetidas a incisdo e ocluidas com adesivo de
fibrina ou com fio de sutura.

Quantidade de

Selamento Média DP P-valor
coelhos
Adesivode ) ¢ g 16 0.638
fibrina
0,002
Fio 1,473 16 0,524
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Figura 32 - Representacdo grafica dos valores médios da drea

perincisional desprovida de células endoteliais,
expressos em mmz, das cérneas de coelhos, submetidas
a incisdo e ocluidas com adesivo de fibrina ou com fio
de sutura.
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6 DISCUSSAO

As técnicas de remocdo da catarata sofreram alteragdes importantes utilizando
incisdes cada vez menores, buscando recuperacdo mais rdpida e melhores resultados
visuais.

No entanto, apesar dos avangos conseguidos, a busca por novas alternativas na
oclusdo da incisdo de cérnea continua. Nesse sentido, a importincia do tema, aliada a
escassez de estudos sobre a regeneracdo endotelial apds técnicas de oclusdo da incisdao
de cérnea para procedimento cirdrgico de remog¢do de catarata motivaram a realizagao
deste estudo.

O modelo animal selecionado neste estudo foi o coelho, da ordem Lagomorpha,
género Oryctolagus, espécie Oryctolagus cuniculus, raca Nova Zelandia, variedade de
coloragao branca. O fato de serem de uma mesma cabanha, permitiu que todos fossem
da mesma linhagem, preconizando-se assim, a mesma idade e peso corporal, seguindo o
mesmo padrdo em todo o estudo. Corroborando com Cardoso et al. (2007) que
afirmaram esta espécie apresenta as caracteristicas de sele¢do ideais para serem modelo
experimental.

A opg¢do pela espécie leporina como animal de experimentacdo deveu-se nao
apenas aos indmeros relatos de experimentos focalizando a oftalmologia de humanos
em diferentes dreas da medicina, mas decorreu principalmente da ampla aplicabilidade
desta espécie em pesquisa oftdlmica. Além disso, se deveu as facilidades de obtengao,
manejo e similitude anatomica entre a cornea desse animal e a do homem e aquelas das
principais espécies domésticas atendidas na clinica oftalmoldgica veterinaria (PRINCE;
DIESEN; EGLITIS, 1960; PRINCE, 1964; YEE et al., 1985; MARINHO, 2002; ALIO
et al., 2004; EFEOGLU; AKCAY; ERTURK, 2004; MOTA, et al., 2004; REYES et al.,
2005; GIMENO et al., 2006; CARDOSO et al., 2007; LAI, CHEN; HSIUE, 2007,
JOHAR et al., 2008). Com a excecdo da membrana de Bowman, pois existem
controvérsias quanto a sua presenga na cornea de coelhos, e a caracteristica de mitose
das células endoteliais, as demais estruturas sio semelhantes as da cornea humana
(PRINCE, 1964; SILVERSTEIN; KHODADOUST; PRENDERGAST, 1982;
MATSUDA et al., 1985; YEE et al., 1985). Na maioria dos trabalhos de estudos das

lesdes epiteliais e endoteliais, da sutura corneal, das repercussdes dos adesivos
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bioldgicos e sintéticos no epitélio da cérnea, bem como de facoemulsificacdo, os
coelhos foram utilizados como modelo experimental (SILVERSTEIN;
KHODADOUST; PRENDERGAST, 1982; MATSUDA et al., 1985; YEE et al., 1985;
MOTA et al., 2004; ALIO et al.,, 2004; REYE et al., 2005; GIMENO et al., 2006;
MANDELL et al., 2006; JOHAR et al., 2008; TAKAOKA et al., 2008). Conforme os
estudos experimentais anteriormente citados, o coelho demonstrou ser um modelo
animal eficaz neste estudo. Entretanto, os cuidados pés-operatérios demandaram
atencao e apresentaram custo elevado com matérias de consumo.

Os animais selecionados apresentavam a idade média de 90 dias, ou seja, nem
muito jovens, nem senis, pois na espécie leporina, bem como em outras espécies
animais, estudos revelam o decréscimo da densidade endotelial e modificacdes da
morfologia celular com o avancar da idade (PRINCE, 1964; WARING et al., 1982;
TUFT; COSTER, 1990; RODRIGUES 1999; PIGATTO et al., 2005a).

Valendo-se do exame oftdlmico prévio de todos os animais, foram selecionadas
somente corneas higidas, mas o ideal teria sido incluir o exame da microscopia
especular na avaliacdo ocular dos animais. Esta técnica permite avaliar os pardmetros
morfoldgicos e morfométricos das células endoteliais, bem como, a espessura corneana
(LAING; SANDSTROM; LEIBOWITZ, 1979; ABIB, 2000; MODIS;
LANGENBUCHER; SEITZ, 2002; STUMPF; NOSE, 2006). E a modalidade
semiolégica mais objetiva para avaliagdo endotelial na clinica oftalmolégica em
humanos (ABIB; GUIMARAES, 2000) e tem sido amplamente utilizada nas avaliacdes
in vivo e in vitro do endotélio corneano em diversas espécies, incluindo humanos,
caninos, felinos, ratos, nos coelhos, entre outros (GWIN et al., 1982; MATSUDA et al.,
1985; YEE et al., 1985; TUFT; WILLIAMS; COSTER, 1986; LING; VANNAS;
HOLDEN, 1988; HUANG; NELSON; BOURNE, 1989; COLLIN; COLLIN, 1998;
ABIB, 2000; ABIB; BARRETO JR, 2001; ANDREW et al., 2001; PIGATTO et al.,
2004; PIGATTO et al., 2006; PIGATTO et al., 2008). No entanto, devido ao alto custo
e a indisponibilidade do equipamento, tal exame nio foi realizado.

O protocolo concebido, em que se realizou a incisdo de cornea bilateral, permitiu
que se comparassem com confiabilidade ambas a técnicas de oclusdo da incisdo de
cornea de coelhos. Com isso, minimizaram-se intercorréncias, se a mesma comparagao
fosse conduzida em individuos diferentes. Corroborando com a assertiva de Ali6 et al.
(2004), que avaliaram a eficidcia e a tolerancia clinica do bioadesivo Copolimer,

comparativamente a hidratacdo dos bordos da incisdo corneana e a oclusdao com fio de
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sutura tradicional. Para tanto, utilizaram ambos os olhos de coelhos Nova Zelandia,
permitindo assim a comparag¢ao do tempo cicatricial dos diferentes métodos atualmente
disponiveis para o fechamento corneano. Nao obstante, Mota et al. (2004) estudaram
comparativamente o selamento de perfuracdes lineares corneanas bilaterais, reparadas
com adesivo sintético de N-butil cianoacrilato e sutura com fio poliglactina 910,
concluindo que a cicatrizacdo corneal de coelhos ocorreu mais rapidamente nas
perfuracdes lineares seladas com o adesivo sintético, quando comparada a oclusdo
permitida pela sutura.

No entanto, discordam de Lai; Chen; Hsiue (2007), que para investigar a
utilizacdo de transplante de um folheto de células do endotélio em cérneas desnudas de
células endoteliais, avaliaram a capacidade de restaurar a fun¢do e a transparéncia
corneana. Utilizaram como modelo animal coelhos brancos, Nova Zelandia, sendo que
em um olho foi realizado o procedimento cirtrgico e o olho contralateral foi mantido
como controle, sem a ocorréncia de procedimentos cirtrgico. Johar et al. (2008), através
da histomorfologia e do exame de imunofluorescéncia do coldgeno tipo I, avaliaram a
incisdo de cérnea para realizacdo da facoemulsificacio bimanual comparativamente a
coaxial em coelhos Nova Zelandia. Para tanto, preconizaram dois grupos, 0s quais no
olho esquerdo foram confeccionadas as técnicas cirurgicas propostas € no olho
contralateral o propésito foi manté-lo como olho controle onde era realizada apenas uma
incisdo corneal.

Estudos prévios valendo-se da microscopia especular demonstraram que em
bulbos oculares higidos nao existe diferenca entre a morfologia e morfometria
endotelial entre um olho e seu contralateral, apenas diferencas quanto a idade dos
animais (GWIN et al., 1982; CHENG et al., 1985; MATSUDA et al., 1985; YEE;
EDELHAUSER; STERN, 1987; ABIB, 2000; ANDREW, 2001; ABIB; BARRETO,
2001; ANDREW; WILLIS; ANDERSON; 2002; BRANDAO et al., 2006; PIGATTO
2006; RODRIGUES et al., 2006; FRANZEN, 2007).

Como protocolo pré-operatério, optou-se pelo uso do colirio de tropicamida a
1% alternado com colirio de cloridrato de fenilefrina a 10%, empregados a cada 10
minutos respectivamente. Com isso, foi possivel obter uma boa midriase intra-
operatdria, minimizado os riscos quanto a traumas cirdrgicos, principalmente os uveais
anteriores. E de fundamental importancia a dilatacio pupilar, pois facilita as manobras
cirtrgicas (DZIEZYC, 1990; WHITLEY et al., 1993). No entanto, inimeros protocolos

clinicos pré-operatorios tém sido propostos visando o preparo cirtrgico de animais. Em
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sua maioria, objetivam uma ampla dilatacdo pupilar para a prevencdo da inflamacdo
intra-ocular e de endoftalmite pds-operatérias. Os farmacos que compdem este
protocolo terapéutico sdo os midridticos, antiinflamatérios e antibidticos (MILLER et
al., 1987; WHITLEY et al., 1993; ALIO et al.,2004).

Diversos protocolos anestésicos tém sido propostos para realizacdo de
procedimentos oftdlmicos em coelhos (MARINHO, 2002; ALIO et al., 2004; MOTA et
al., 2004; GIMENO et al., 2006; JOHAR et al., 2008). Devido ao curto tempo cirdrgico,
optou-se pela realizacdo de anestesia geral dissociativa por via intravenosa. Instituiu-se
a pré-anestesia com acepromazina adicionada a cloridrato de petidina e a indugdo e
manutencao anestésica com cetamina associada a midazolam, conforme o sugerido por
Mota et al. (2004), Gimeno et al. (2006) e Johar et al. (2008). O protocolo anestésico
adotado mostrou-se seguro e intercorréncias ndo foram notificadas.

No presente estudo ndo foram utilizados neurobloqueadores com o intuito de
promover a centralizacdo do globo ocular (WHITLEY et al., 1993), como realizado por
Felchle; Sigler (2002), ao executar o procedimento de facoemulsificacio em coelho
Nova Zelandia portador de catarata induzida por uveite facocléstica. J4 Teixeira (2003),
valendo-se dos neurobloqueadores juntamente do blefarostato, realizou a centraliza¢do
do bulbo do olho permitindo o acesso corneano adequado no procedimento de
facoemulsificacdo com e sem implante de lente intra-ocular em caes. Outros autores
optaram pela confeccdo de cantotomia, blefarostase mecanica e posterior fixagdo do
bulbo ocular com auxilio de pontos de suturas de reparo na conjuntiva bulbar e
episcleral nas posi¢oes de 3, 6 e 9 horas para alcangar satisfatéria exposi¢ao da cérnea e
realizagdo da técnica cirdrgica preconizada (BOLDY, 1988; SOUZA, 2003; PIGATTO,
2004; HONSHO et al., 2007). No entanto, no presente estudo optou-se pela blefarostase
mecanica com auxilio de blefarostato aramado e pinca de conjuntiva fixando o bulbo
ocular. A exposic¢do do bulbo ocular foi satisfatéria, pois o tempo cirdrgico era minimo
e a manobra cirurgica realizada na regiao superior do bulbo ocular ndo necessitava de
centralizacdo ocular completa.

O acesso cirdrgico eleito neste estudo para a regido superior do bulbo ocular
valeu-se do decubito lateral, permitindo adequado acesso a regido cirdrgica, conforme
Souza (2003) que, para realizar o procedimento cirdrgico oftdlmico de ceratoplastia
lamelar em caes utilizando membrana fetal e Hardman; Mcilnay; Dugan (2001) que,
para realizarem facoemulsificagdo em um eqiiino, posicionaram os animais em dectbito

lateral. Divergindo de Boldy, (1988); Teixeira, (2003) e Pigatto, (2004), que para
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realizarem o acesso cirdrgico para facoemulsificacdo em caes, utilizaram o decubito
dorsal com ventroflexdo do pescoco.

Objetivando-se minimizar os riscos de endoftalmite pds-operatdria, preconizou-
se a tricotomia dos cilios, juntamente com a colocacdo de panos de campos estéreis
descartdveis e anti-sepsia do saco conjuntival com iodopovidona 1% diluida em solugdo
fisiolégica, como o preconizado nos procedimentos de rotina cirdrgica oftdlmica
(SOUZA, 2003; PIGATTO, 2004; HONSHO et al., 2007). Esta manobra deveu-se ao
fato de que a utilizacdo de preparados de iodopovidona tdpico, com finalidade de
assepsia ocular no pré-operatério oftdlmico, vem sendo preconizada no decorrer dos
anos. O iodopovidona apresenta niveis baixos de toxicidade ocular e por isso € relatada
a sua utilizacdo na concentragdo de 5% nos procedimentos cirdrgicos oftdlmicos em
humanos (ALP et al., 2000). Contudo, Alp et al. (2000) avaliaram com auxilio da
microscopia especular e microscopia eletronica de varredura as repercussdes endoteliais
ap6s utilizacdo do iodopovidona tépico no interior da camara anterior de coelhos.
Afirmaram que a utilizac@o da concentracdo de 5% e 10% geraram toxidade endotelial,
levando a alteracdes morfoldgicas e morfométricas das células estudadas. Mesmo assim,
conduziu-se criteriosa anti-sepsia da drea operatdria, bem como do saco conjuntival com
Polivinilpirrolidona Iodo diluido em solugdo salina (1:100). Objetivando a profilaxia em
relacdo a endoftalmites, infecches e uveites pds-operatérias, estabeleceu-se
antibioticoterapia com tobramicina associada a dexametasona (SOUZA, 2003;
HOFFMAN et al., 2005; LEONARDI et al., 2006).

Para realizar os procedimentos cirtrgicos oftdlmicos propostos neste estudo,
valeu-se de um microscépio cirtrgico adequado para cirurgia oftdlmica, bem como,
instrumental para microcirurgia ocular e de um mesmo cirurgido. Em decorréncia do
fato da incisdo cirtrgica ser uma das etapas mais importantes e decisivas na evolucdo da
cirurgia de catarata, é necessario uma fonte de magnificacdo e instrumentais cirirgicos
adequados (MOREIRA; BELFORT JR, 1997; OLIVEIRA; REZENDE, 2000).
Portanto, a técnica cirturgica preconizada ndo seria passivel de realizacdo se estes
principios bdsicos da cirurgia ndo fossem obedecidos, pois as manobras cirdrgicas
oftdlmicas devem ser precisas, meticulosas e delicadas, devido a minuciosidade das
estruturas oculares.

No presente estudo padronizou-se a realizagdo de incisdo de cornea tunelizada
auto-selante em dois planos. Tal técnica foi proposta em virtude da facilidade e rapidez

de confeccdo da incisdo, auséncia de hemorragias e da maior aplicabilidade em
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procedimentos cirtrgicos de facoemulsificacdo para remocao da catarata, na atualidade,
tanto na espécie humana, quanto em espécies animais (GLOVER;
CONSTANTINESCU, 1997; OLIVEIRA; REZENDE, 2000; COSAR et al., 2001;
TEIXEIRA, 2003; TABAN et al, 2004; PIGATTO, 2004; WARREN, 2004;
GONCALVES; RODRIGUES, 2007; PIGATTO et al., 2007; MAY et al., 2008).

Dentre as principais vantagens relacionadas a op¢do pela incisdo de cérnea
observadas ao fim deste estudo, encontram-se uma menor cicatriz corneal, recuperagao
da percepg¢do visual com maior rapidez e auséncia de endoftalmites. Concordando com
Glover; Constantinescu, (1997) e Mcdonnell et al. (2003), que além destas vantagens,
descreveram também a possibilidade de implantagao de lentes intra-oculares e de um
adequado selamento da camara anterior com essa técnica. Taban et al. (2004) afirmam
que a morfologia da incis@o cirurgica € diretamente relacionada ao angulo na qual a
lamina do bisturi serd introduzida na cérnea no momento da confeccdo da lesdo,
influenciando no adequado aposicionamento das bordas corneanas e fechamento da
incisdo cirdrgica.

A incisdo de cornea foi realizada com auxilio de bisturi descartdvel, com lamina
metélica angular de 3,2 mm de largura, especifica para confec¢do da incisd@o corneana
no procedimento de remoc¢do da catarata (GLOVER; CONSTANTINESCU, 1997;
ALMODIN, 2000; WAISWOL, 2004; BERDAHL; DESTAFENO; KIM, 2007). Para
tanto, no presente estudo, optou-se por realizar incisao de cérnea biplanar auto-selante,
com este bisturi. Em virtude do conhecimento da largura da lamina do bisturi, bem
como do angulo e do tipo de incisdo, foi possivel obter uma padroniza¢ao do tamanho
da lesao endotelial. De acordo com Taban et al. (2004), o tamanho e o angulo no qual o
bisturi serd ser inserido na cérnea e a flutuagdo da pressao intra-ocular repercutem de
modo favordvel ou ndo no selamento do tinel corneano, principalmente na regido
epitelial. No entanto, especulam que os mesmos fatores podem repercutir no selamento
e atividade endotelial, sugerindo assim novos estudos enfocando estes efeitos.

Devido ao tamanho de 3,2 mm da incisao cirdrgica, foi possivel obter controle e
respaldo positivo em relagdo a endoftalmites, frente ao tratamento pds-operatdrio
adotado. Corroborando com a assertiva de Crema (2000) e Souza; Rodrigues; Souza
(2006), que afirmaram que esta nova técnica de confec¢do da incisdo corneana
proporciona uma lesdo menor, mais eficiente e que melhor protege o bulbo ocular,
elevando a taxa de sucesso cirtrgico e reduzindo drasticamente a incidéncia de

endoftalmite per e pds- operatéria. No entanto, Taban et al. (2004) referem que a
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variagdo do aposicionamento das bordas da ferida corneana, juntamente com a
habilidade do filme lacrimal pré-corneano em atravessar a incisdo corneana no poés-
operatodrio, sugerem um mecanismo de acesso do microorganismo através da superficie
ocular, para o interior da cimara anterior no periodo pds-operatdrio, resultam em
endoftalmite. Contudo, no presente estudo ndo foi observado nenhum quadro de
endoftalmite pés-operatoria.

Para realizacdo da incisdo corneana preconizou-se a regido dorsal e lateral ao
limbo corneano, confeccionando-a na posicdio de 11 a 1 hora (HARDMAN;
MCILNAY; DUGAN, 2001; TEIXEIRA, 2003; PIGATTO, 2004; OZGENCIL, 2005).
Optou-se por esse posicionamento em decorréncia do facil acesso cirirgico, menor
atrito palpebral, menor chance de infec¢do intra-ocular e minima ocorréncia de
deiscéncia cicatricial com extravasamento do conteddo intra-ocular pds-operatoria.
Contudo, em trés animais foram observados prolapso da {iris através da incisdo
corneana. Entretanto, em nenhum dos casos foi observado extravasamento do humor
aquoso.

Outra vantagem descrita em virtude do tamanho e do posicionamento da incisao
encontra-se o astigmatismo adquirido ao término do procedimento cirurgico
(WHITLEY et al., 1993; GLOVER; CONSTANTINESCU, 1997; CREMA, 2000;
FADEL, 2004; BERDAHL; DESTAFENO; KIM, 2007). No cdo, o grau significativo
de astigmatismo resultante da incisdo de cdérnea estd relacionado ao tamanho da incisao
corneana (GLOVER; CONSTANTINESCU, 1997). Nao obstante, Gongalves;
Rodrigues (2007) referem que a incisdo de cdérnea, realizada no meridiano mais curvo
em humanos, reduz o astigmatismo ceratométrico pré-existente. Neste estudo, nao foi
mensurado o grau de astigmatismo gerado em decorréncia da incisao corneana, devido a
indisponibilidade do ceratoscépio, responsdvel por fornecer a andlise do contorno da
superficie corneana (NEVES; BELFORT JR, 1997).

Ao realizar a incisdo, foi observada em quatro casos hemorragia perincisional.
Isto ocorreu em decorréncia da proximidade da regido escleral caracterizada pela alta
vascularizacdo limbar. Porém, nio foi observada alteracdo cicatricial ao término do
periodo de observacdo pds-operatéria. Crema (2000) justifica este acontecimento ao
afirmar que a ocorréncia de pequenas hemorragias dos vasos limbares promoveria a
coagulacdo e formag¢ao de uma malha de fibrina nas incisdes mais préximas ao limbo,

levando, teoricamente, a uma cicatrizagdo mais rapida e mais segura.
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Diversos tipos de oclusdo corneana vém sendo propostos e utilizados nas
cirurgias oftdlmicas, tanto na espécie humana, quanto na espécie animal. Dentre eles
encontram-se as suturas corneanas (GLOVER; CONSTANTINESCU, 1997; FADEL,
2004; OZGENCIL, 2005; PIGATTO, 2004), os adesivos sintéticos e bioldgicos, a
hidratacdo das bordas da incisdo corneana e até mesmo a auséncia de reparos
(WAISWOL et al.,, 2004; KONGSAP, 2007; BELLINI; BRUM, 2008). Devido a
indicacdo cirurgica para fechamento de lesdes corneanas, os indmeros estudos
experimentais existentes e o respaldo positivo por parte dos cirurgides na utilizacdo do
fio de sutura como técnica de selamento corneano, optou-se neste trabalho por utilizar o
fio de sutura como objeto do estudo (GLOVER; CONSTANTINESCU, 1997; GARG et
al., 2003; TEIXEIRA, 2003; TERRY; OUSLEY, 2003; BASAK, 2004; UY et al., 2005;
PIGATTO, 2004; BAHAR et al., 2006; OZDOMAR et al., 2008). Com relacdo ao
material utilizado na sutura de cérnea optou-se pelo mononaylon 10-0 encastoado de
fabrica, com padrdao de ponto simples separado (GLOVER; CONSTANTINESCU,
1997; LI et al., 2002; UY et al., 2005; SEDLAKOVA; FILIPEC, 2007; MOREIRA;
BELFORT JR, 1997). O fio de sutura escolhido mostrou-se compativel com a espessura
da cérnea do coelho, apresentando facilidade de manuseio e minimo desconforto ocular.

Preconizou-se que a sutura corneana fosse efetivada no menor tempo possivel,
para evitar extravasamento significativo do humor aquoso e inflamacdo ocular grave
(MOREIRA; BELFORT JR, 1997). Porém, o tempo cirurgico demandado para
confeccdo do ponto corneano, comparativamente ao periodo de aplicagdo do adesivo
sobre a lesdo, foi significativamente maior. WAISWOL (2004), afirma que
normalmente as incisdes de cornea auto-selantes ndo necessitam de sutura. No entanto,
Kharod; Kim (2007), afirmam que na oftalmologia humana, muitos oftalmologistas
pesquisam métodos de fechamento da incisdo corneal para catarata, como medida
profildtica. J4 Bellini; Brum (2008) sugerem a realizagdo da hidratacdo estromal das
bordas corneanas. Afirmam que esta técnica, além de apresentar baixo custo, € de rapida
confeccdo e promove coaptacdo ideal das bordas corneanas. Porém, no caso dos
animais, ndo é recomenddvel esta técnica, pois ndo € possivel ter um controle pds-
operatdrio satisfatério sobre as acdes dos mesmos, aumentando assim os riscos de
atalamia, fazendo-se necessario a oclusdo da incisdo corneana como medida profildtica
(GLOVER; CONSTANTINESCU, 1997; FADEL, 2004; KHAROD; KIM, 2007). Isto
justifica o fato de que nenhum dos animais cuja incisdo foi ocluida com fio de sutura

apresentaram prolapso de {ris.
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Foi observado que os animais onde o fio de sutura foi usado na reparagcdo da
lesio corneana na ferida corneana apresentavam maior grau de desconforto,
demonstrado através de blefarospasmo, fotofobia e prurido, classificados em leve a
moderado. No primeiro dia de pds-operatério, foi observado em todos os animais
presenca de hiperemia conjuntival de leve a severa. Estes sinais clinicos supdem ser
resultado, ndo s6 da dor decorrente da lesdo da inervagdo corneana local (PRINCE,
1964; GELATT, 1991; NASSARALLA, 2000), mas também do desconforto
proporcionado pela ponta do fio, que ficou em contato tanto com a cdrnea, bem como
com a conjuntiva palpebral superior (MOTA et al., 2004). Corroborando com
Sedlakova; Filipec (2007), que ao estudarem o efeito do fio de sutura na rejeicdo de
transplantes xendgenos em cérnea de ratos, constataram que a utilizacdo do fio de
sutura, com as pontas aparadas, provoca menor desconforto e limita o grau de irritacdo
inespecifica, provocando assim menor indice de rejeicdo e inducdo de
neovascularizacdo. Em um animal, observou-se as pontas do fio de sutura
indevidamente aparadas, levando a uma produgdo de secre¢dao ocular comparativamente
maior que a produgdo dos outros animais avaliados.

Outra indicag@o importante na cirurgia oftdlmica € o sepultamento dos nds dos
pontos corneanos, para minimizar o desconforto pds-operatério, formacdo de
neovascularizagao corneana e contaminag¢ao microbiana, pois o ponto exposto € uma via
direta de contaminag¢do ao estroma corneal (SANTOS et al., 1999; SEDLAKOVA;
FILIPEC, 2007). Porém, neste estudo o mesmo ndo foi realizado com o intuito de
minimizar a manipulacdo corneana, ndo levar a alteracOes endoteliais significativas e
evitar a ocorréncia de abscesso estromal. Por sua vez, Fong et al. (1988) e Santos et al.
(1999) referem a ocorréncia de deposi¢do de secre¢do mucosa sobre os pontos, devido
ao estimulo por eles causado, nas células caliciformes da conjuntiva, sugerindo assim o
sepultamento correto dos nés. Nos animais deste estudo, em que as lesdes corneanas
foram ocluidas com fio de sutura, foi observado depdsito leve de secre¢cdo mucoide
sobre os pontos. No entanto, nenhum caso de ceratite microbiana foi notificado,
provavelmente porque durante todo o periodo de pds-operatdrio foi prescrito tratamento
rigido de antibioticoterapia topica, a base de colirio de tobramicina.

Outro fator relevante quanto a contaminacao estromal € a remog¢do dos pontos
corneanos. Santos et al. (1999) apontaram, dentre os fatores de risco para formagdo de
ceratites ou mesmo endoftalmites, a remocao de pontos corneanos, ruptura precoce de

pontos € a presenca de pontos frouxos. Portanto, nenhum ponto corneano foi removido
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durante todo estudo, ndo s6 para evitar predisposicdo a contaminacdo por
microorganismos, mas também para que houvesse realizacdo de tal procedimento os
animais teriam que ser anestesiados novamente, o que poderia resultar em mortalidade,
decorrente do risco anestésico existente em toda execucdo de procedimentos
anestésicos.

Os animais que tiveram a cérnea reparada com o fio de sutura apresentaram
melhor coaptagdo das bordas da ferida, promovendo ndo apenas melhor cicatrizagao
epitelial, mas reduc@o nas dreas cicatriciais das lesdes endoteliais decorrentes da incisdo
em cornea, mensuradas nas imagens de microscopia eletronica de varredura.

De acordo com Kharod; Kim (2007), tradicionalmente, o nailon tem sido
amplamente empregado como método fechamento de incisdo corneana em cirurgia de
catarata. Contudo, os adesivos bioldgicos tém ganhado rapidamente popularidade como
substitutos dos fios de suturas para estes fins. Em vista disso, o outro objeto de estudo
deste experimento abrange os adesivos bioldgicos, mais especificamente a Beriplast®.
Em decorréncia de sua alta aplicabilidade em diversos procedimentos cirirgicos
oftdlmicos, a ficil disponibilidade, manuseio, quando comparado aos outros adesivos
bioldgicos e menor desconforto pds-operatério (UY et al., 2002 apud UY et al., 2005),
optou-se por analisar suas repercussdes em relagdo a cicatrizacdo endotelial. Dentre os
diferentes tipos de adesivos que vém sendo utilizados nas cirurgias oculares, dois
grupos se destacam: os materiais 0s bioldgicos advindos do adesivo de fibrina
(KAUFMAN et al., 2003; SZURMAN et al., 2006; HOVANESIAN; KARAGEOZIAN,
2007; KHEIRKHAH et al.,, 2008; OZDAMAR et al., 2008). As apresentacdes
comerciais sdo inumeras, dentre elas encontram-se o Tissel® (HOVANESIAN;
KARAGEOZIAN, 2007; KHEIRKHAH et al., 2008; OZDAMAR et al., 2008),
Tissucol® (MARTICORENA et al., 2006), Quixil® (BAHAR et al., 2006), Beriplast®
(UY et al., 2005) e os materiais sintéticos derivados do cianoacrilato (MOTA et al.,
2004; ALIO et al., 2004; RITTERBAND et al., 2005; CHEN et al., 2007; LAI;, CHEN;
HSIUE, 2007).

Na preparacdo do adesivo de fibrina, atentou-se por seguir corretamente as
instrugdes do fabricante (AVENTIS BEHRING, 2003). Toda a preparagdo ocorreu de
modo asséptico. Foi feita pelo auxiliar, enquanto o cirurgido realizava o procedimento
cirirgico. Consistia em diluir o fibrinogénio na aprotinina e a trombina na solucdo de
cloreto de célcio. Entre um procedimento e outro o adesivo de fibrina era mantido

refrigerado, permitindo-se que os mesmos se dissolvessem durante alguns minutos
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(AVENTIS BEHRING, 2003). E um método de preparo ripido e simples do adesivo,
diferente  principalmente do preparo do Tissucol® (INFARMED, 2005;
MARTICORENA et al., 2006).

Como o recomendado, o adesivo bioldgico foi mantido armazenado em
geladeira a 2,8 'C, até o inicio dos procedimentos cirdrgicos oftdlmicos, para evitar
invalida¢do do produto. Todos os passos do preparo do adesivo foram realizados de
maneira asséptica de forma a evitar contamina¢ao. Conforme mencionado por Uy et al.
(2005), o adesivo de fibrina possui potencial para transmissdo de doengas.

Para aplicacdo do adesivo na ferida corneana, secou-se com swab estéril a
superficie corneana e utilizou-se o duploejetor, conforme sugerido pelo fabricante
(INFARMED, 2005). Conforme preconizado e disponibilizado pelo fabricante, utilizou-
se as canulas incluidas no kit, que permitem precisio e aplicacdo da quantidade ideal de
adesivo sobre a incisdo corneana.

O tempo cirdrgico demandado para a aplicacdo do adesivo foi significantemente
baixo, quando comparado com a realizacdo da sutura corneana. Porém, para a total
secagem do adesivo sobre a cornea foi necessdrio aguardar 5 minutos apds aplicacdo do
mesmo, 0 que torna todo o processo de selamento corneano pouco um mais delongado
quando comparado ao tempo de realiza¢do do ponto na cérnea.

Dentre os sinais clinicos, foi observado edema de cérnea na regido perincisional,
presente tanto nas oclusdes com sutura quanto nas com adesivo. Os maiores indices de
edema de cdrnea observados foram nas cérneas seladas com adesivo bioldgico. Esse
advento pode ser decorrente dos defeitos endoteliais, coaptacdo de dgua e desarranjo
dos padrdes normais das lamelas de coldgeno estromais, que podem causar edema
estromal, levando a perda parcial ou completa da transparéncia (LANDSHMAN et al.,
1988; DZIEZYC, 1990; GLOVER; CONSTANTINESCU, 1997; NASSARALLA,
2000; RENWICK, 2003; MOTA et al., 2004; PIGATTO et al., 2006). Outra
complicacdo observada em trés animais foi a udlcera de cérnea, levando a perda da
transparéncia corneana mais acentuada.

Quanto a variacdo na pressao intra-ocular, Chen et al. (2007) afirmaram que a
PIO méxima suportada por uma incisdo de 2,5 mm em cdrnea de coelhos selados com
adesivo de fibrina foi semelhante a das cérneas ocluidas com fio de sutura. Enquanto
que, as corneas seladas com N-butil cianoacrilato ou metoxipropilo cianoacrilato,
demonstraram uma maior resisténcia ao triplo da PIO que as c6rneas ocluidas com

adesivo de fibrina. Seguindo a sugestdo de Chen et al. (2007), no presente estudo foi
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realizada uma cuidadosa monitorizagdo e controle da pressdo intra-ocular, sendo este
um importante fator a ser considerado quando se utiliza adesivo de fibrina e sutura no
tratamento de perfuragdes ou outras feridas corneais. Houve decréscimo da pressdo
intra-ocular nos primeiros dias de pds-operatério em ambos os grupos, porém, ocorriam
flutuagdes da PIO. Referimos esses episddios a uveite pos-operatoria. Nos olhos cujas
as corneas foram reparadas com o adesivo de fibrina, a média da pressdo intra-ocular
encontrada foi inferior aquelas onde a reparacdo se deu com fio de sutura, nos trés
primeiros dias de pds operatério. Apds cinco dias de acompanhamento da PIO, foi
observado aumento crescente da mesma e ao décimo dia sua estabilizagdo.

A secrecdo e hiperemia ocular estiveram presentes com menor intensidade nos
animais submetidos ao selamento corneano com adesivo de fibrina. Ocorreu com maior
intensidade no pods-operatério imediato, até aproximadamente ao quarto dia de
acompanhamento. No entanto, alguns coelhos submetidos a oclusdo corneal com fio de
sutura apresentaram secre¢do mucosa ocular leve durante todo o periodo de
acompanhamento do experimento. Corroborando com a assertiva de Uy et al. (2005)
que afirmaram que o adesivo de fibrina, por ndo provocar o surgimento de uma
superficie irregular, gera menos sinais e desconforto oculares, o que justifica a presenca
de prurido, blefarospasmo e fotofobia encontrados no curso da primeira semana de
acompanhamento.

Uy et al. (2005) referiam que dentre as principais consideracdes a serem feitas
em relacdo aos adesivos de fibrina, encontram-se o potencial para reacdes anafildticas e
para transmissdo de doengas. Apesar dos minimos efeitos bactericidas e bacteriostdtico
dos adesivos, eles sdo clinicamente importantes, pois algumas perfuracdes e meltings
corneanos advém de ceratites infecciosas. Sendo assim, requerem tratamento com
adesivo apropriado. Em respaldo a esta afirmativa, foi relatado o tratamento de
complicagcdes oculares infecciosas com aplicacdo de adesivos teciduais (CHEN et al.,
2007). Porém, nenhum dos animais apresentou reacdes anafilaticas ou quaisquer sinais
de contaminagdo corneana ou endoftalmites.

Diversas técnicas tém sido empregadas na andlise do endotélio corneano,
incluindo métodos de investigacdo clinica in vivo e os estudos in vitro, como a
microscopia especular, que permite a avaliacdo endotelial das células in vivo sem que
sejam lesadas (GWIN et al., 1982; MATSUDA et al., 1985; YEE et al., 1985; TUFT;
WILLIAMS; COSTER, 1986; ABIB, 2000; ABIB; BARRETO JR, 2001; PIGATTO et
al., 2006), a microscopia confocal (HARA et al., 2003; ECKARD; STAVE;
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GUTHOFF, 2006) e tomografia de coeréncia Optica (TABAN et al. 2004; TORRES et
al., 2006). Dentre os métodos de avaliacdo endotelial in vitro, destacam-se a coloragao
vital que, com auxilio da microscopia 6ptica, a coloracdo intercelular obtida pela técnica
de vermelho de alizarina € um efetivo método para visibilizagdao das bordas celulares
(TAYLOR; HUNT, 1981; GEROSKI; EDELHAUSER, 1989; RUIZ; MEDRANO;
ALIO, 1991). Como outra técnica de avaliacdo endotelial in vitro, destaca-se a
microscopia eletronica de varredura, preconizada para a andlise endotelial neste estudo.
(RODRIGUES, 1999; COLLIN; COLLIN, 2000b; ANDREW et al., 2001; OJEDA et
al., 2001; PIGATTO, 2004; PIGATTO et al., 2004; PIGATTO et al., 2005a; PIGATTO
et al., 2005b; PIGATTO et al., 2009). A microscopia eletronica de varredura mostrou-
se adequada para a realizacdo do estudo proposto, pois permitiu visibilizar a ultra-
estrutura das lesoes endoteliais.

A técnica de preparo de cdrneas para a microscopia eletronica de varredura
(MEV) envolve uma série de etapas que devem ser seguidas com rigor, atencido e
minudcia. Nao foram observadas, no presente estudo, alteracdes decorrentes do preparo
das amostras para estudo a microscopia eletronica de varredura, com exce¢do de uma
amostra, que em decorréncia da manipulagdo no momento do preparo, evidenciaram-se
areas de perdas celulares em sua eletromicrografia. Além disso, a coleta e o preparo das
amostras foram realizadas por uma mesma equipe treinada no processamento das
corneas para estudo a MEV. A técnica utilizada neste estudo foi embasada em estudos
prévios de avaliacdo endotelial in vitro em diferentes espécies, com resultados
satisfatorios (DOUGHTY; DILTS, 1994; DOUGHTY; BERGMANSON; BLOCKER,
1997; RODRIGUES, 1999; COLLIN; COLLIN, 2000a; COLLIN; COLLIN, 2000b;
ARNDT; REESE; KOSTLIN, 2001; OJEDA et al., 2001; PIGATTO, 2004; PIGATTO
et al., 2004; PIGATTO et al., 2005a; PIGATTO et al., 2005b; RODRIGUES et al.,
2006; PIGATTO et al., 2009; TAMAYO-ARANGO et al., 2009). Com esta técnica de
avaliacdo in vitro em aumentos entre 35 e 50 vezes foi possivel visibilizar a 4rea
perincisional e aferir a regido desprovida de células endoteliais. A obtencdo de
eletromicrografia com aumentos maiores possibilitou observar as células endoteliais e
estabelecer com seguranca os limites das dreas desprovidas de células. E posteriormente
realizar a morfometria das dreas perincisionais do endotélio de coelhos.

Objetivou-se neste estudo avaliar o comportamento endotelial em dois tempos
diferentes de cicatrizacdo, frente a um trauma corneano. Encontrou-se diminui¢do da

area lesionada de todas as amostras, comparativamente aos dois periodos de pds-



113

operatorio. Corroborando com a assertiva de Hoffer e Phillipi (1978) que verificaram
que o estimulo a partir do qual se inicia a reparagdo endotelial decorre da perda do
contato entre as células.

Durante a fase inicial do processo de reparagdo, ocorre hipertrofia de células
adjacentes, resultando em aumento do seu tamanho e diminuicdo da densidade
endotelial (MISHIMA, 1982; PIGATTO, 2004; STUMPF; NOSE, 2006). Corroborando
com os estudos que avaliaram a capacidade regenerativa das células endoteliais de
individuos adultos nas espécies humana e felina, demonstrando que a reparagcdao do
endotélio corneano ocorre por hipertrofia e migracdo de células remanescentes
(HOFFER, 1979; TREFFERS, 1982; LAING et al., 1983; LANDSHMAN et al., 1988;
HUANG; NELSON; BOURNE, 1989; BOURNE et al., 1994; PIGATTO, 2004).

No experimento de Matsuda et al. (1985), valendo-se da microscopia especular,
avaliaram a cicatrizacdo endotelial apds trauma mecanico no endotélio de coelhos.
Concluiram que ap6s as primeiras 3 horas da ocorréncia da lesdo, as células endoteliais
migram sobre a ferida, caracterizadas por leves alteracdes em sua aparéncia
morfolégica. Apos o recobrimento da drea lesada, ha a reorganizacdo da camada celular
que reassume o seu aspecto usual de mosaico endotelial (YEE et al., 1985; PIGATTO,
2004), justificando as alteracOes encontradas nas eletromicrografias das dareas
perincisionais deste estudo, que sugerem a ocorréncia de processo cicatricial nas
amostras deste estudo, ap6s sete dias de observacdo dos animais.

Mishima et al. (1982) afirmaram que o endotélio de coelhos, ao sofrer algum
tipo de lesdo pode sofrer dois tipos de reparagdes. A primeira € por migracao celular e a
segunda por mitose celular. Logo ap6s a injuria, as junc¢des intercelulares desaparecem,
sao visibilizadas células com formatos irregulares e com processos citoplasmaticos
extensos. Quando a 4rea desnuda € coberta por células e as mesmas entram em contato
entre si, os complexos juncionais sdo restaurados. Afirmam ainda, que o processo de
proliferacdao mitética inicia-se apos 24 a 48 horas da lesdo endotelial. Concordando com
Matsuda et al. (1985) e Yee et al. (1985) afirmaram ainda, que ap6s 24 a 48 horas
evidenciaram-se células grandes e irregulares, caracterizando figuras de mitose.
Portanto, a lesdo endotelial encontrava-se completamente cicatrizada. Neste estudo, as
eletromicrografias revelaram que apds 15 dias, houve diminui¢do estatisticamente
significante das médias das dreas perincicionais do endotélio em ambos os tipos de

reparos estudados. Porém as médias da 4drea da amostras ocluidas com o fio de sutura
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foram consideravelmente menores que a média da darea das cérneas seladas com o
adesivo biologico.

Mishima et al. (1982) relataram ainda que o endotélio de coelhos, depois de
sofrer lesdes mecanicas decorrentes de procedimento de facoemulsificacdo, apds trés
meses a drea lesionada encontra-se completamente restaurada, confirmando os
resultados obtidos por este estudo que indicam diminuicdo da drea lesionada apds 15
dias de observacao, tanto no reparo com fio de sutura quanto pelo adesivo de fibrina.
Portanto, baseado nessa afirmativa supde-se que em 90 dias a cicatrizacdo endotelial da
lesdo incisional da coérnea se apresentard completamente reparada. Em todas as
eletromicrografias analisadas foram observadas dreas com auséncia de células
endoteliais adjacentes a incisdo de cdrnea. Nesse sentido, futuras investigacoes
cientificas deverdo ser realizadas para definir o tempo necessério, para regeneracao
completa das lesdes perincisionais do endotélio de coelhos.

Neste estudo, padronizou-se o tamanho da incisdo, sendo utilizado um bisturi
préprio para incisdes de cérnea para a cirurgia de catarata. Isso proporcionou também
uma melhor avaliacdo corneana com respeito a representacdo endotelial. Alguns autores
afirmaram que, além das caracteristicas especificas, relacionadas a cada espécie, a
cicatrizacdo endotelial é dependente, principalmente, da extensdo da causa (PRINCE,
1964; YEE et al., 1985; MATSUDA et al., 1985; PIGATTO, 2004). Corroborando com
a assertiva de autores que afirmam que a mitose endotelial em coelhos adultos é
encontrada apenas apds lesdes endoteliais (MISHIMA, 1982; PRINCE, 1964; YEE et
al.,, 1985; TUFT; WILLIAMS; COSTER, 1986). Entretanto, existe um periodo no
processo de regeneragdo onde a densidade endotelial apresenta-se diminuida mesmo
com o total reestabelecimento do tecido corneal (MATSUDA et al., 1985; BAHN et al.,
1986; LANDSHMAN et al., 1988; LANDSHMAN; SOLOMON; BELKIN, 1989).

A quantificacdo das formas nas ciéncias biomédicas tem como metas promover
as medidas e a objetividade para estabelecer o diagndstico (TEIXEIRA et al., 2005). Na
literatura nao hé descri¢do de andlise morfométrica avaliando as dreas perincisionais do
endotélio da coérnea. Para tanto, a morfometria, que € o processo de estabelecer
dimensdes, foi a técnica utilizada no presente trabalho.

A morfometria computadorizada pode ser classificada como interativa ou
automatica, onde na morfometria interativa as medidas sao mensuradas manualmente e
a automdtica é mais rdpida e com menor interagdo do pesquisador (UTHSCSA, 2002;

TEIXEIRA et al., 2005). Neste estudo, foi realizada a morfometria computadorizada
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interativa, permitindo assim maior interatividade do pesquisador com sua amostra, pois
a mensuragdo das dreas perincisionais foram aferidas manualmente, com auxilio do
computador, onde se encontrava instalado o software Image Tool 3.0.

A anélise dos dados morfométricos foi realizada com auxilio do software Image
Tool 3.0. Este possibilitou mensurar toda a drea da lesdo em pm” para posterior
conversdo em mm” A quantificacio morfométrica obtida foi precisa, permitindo a
andlise, coleta e comparacdo dos dados de maneira objetiva e precisa, pois este Software
dispde calibracdo fornecendo os dados das lesdes endoteliais com fidedignidade
(UTHSCSA, 2009).

A andlise de microscopia eletronica de varredura concomitante com a
mensuragdo morfométrica da area da lesdo endotelial permitida pelo software Image
Tool, 3.0 revelaram areas médias perincisionais diferentes em todos os grupos. No
grupo 1, a menor média da 4rea pertenceu as amostras ocluidas com fio de sutura,
comparativamente aos selados com adesivos de fibrina. A mesma alteragdo foi
encontrada nas amostras do grupo 2, que apresentaram uma area média de 1,187 mm” e
1,566 mm?’ respectivamente, sugerindo melhor vedagdo e estabilidade da incisdo
corneana, o que resultou em cicatrizacao endotelial, e apresentou dados estatisticamente
significantes. Complementando a assertiva de Taban et al. (2004), que afirmaram que a
coaptagdo e conseqiientemente o adequado fechamento da incisdo cirdrgica sao
influenciadas pela morfologia de confeccao da mesma, que € diretamente relacionada ao
angulo com que a lamina do bisturi € introduzida na cérnea, no momento da confec¢do
da lesdo. Portanto, ndo apenas o adequado posicionamento da 1amina pode influenciar
no selamento da ferida, mas o fato do fio proporcionar forca ténsil nas bordas corneanas
mantendo-as vedadas e estabilizadas, conforme o observado por Mota et al. (2004). No
entanto, o experimento por eles realizado abrangia a comparacdo da rafia com fio de
sutura e com adesivo sintético N-butil cianoacrilato.

Valendo-se do teste t de Student, apés comparacdo das areas médias dos dois
tipos de fechamento corneano aos 7 e aos 15 dias de pds-operatério, mostrou ndo haver
diferenca significativa entre os valores médios dos grupos analisados, pois o P-valor
encontrado foi de 0,84 (adesivo de fibrina) e 0,05 (Fio de sutura), devido a grande
variabilidade dos valores aferidos. No entanto, como o P-valor foi préximo do limite,
sugere-se que com uma amostra maior talvez pudesse ser encontrada uma diferenca

significativa entre os grupos.
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Comparando a drea perincisional desprovida de células endoteliais seladas com
adesivo de fibrina e as ocluidas com o de sutura, sem considerar o tempo de
acompanhamento, pelo teste t de Student para amostras pareadas, a area média do
adesivo de fibrina foi consideravelmente maior (média de 1,878 e desvio padrdo de
0,638) que a do fio de sutura (média de 1,473 e desvio padrao de 0,524). Este fato pode
ter ocorrido pela maior aproximacao das bordas corneanas pelo fio de sutura.

No presente estudo, ndo foi visibilizada reparacdo total da drea perincisional
lesada em decorréncia da incisdo de cérnea, em nenhuma eletromicrografia analisada.
Tais resultados podem ser explicados pelo curto periodo de avaliacdo. Infelizmente, na
literatura consultada, ndo foram encontrados estudos com relagdo ao tempo necessario
para regeneracdo da drea perincisional da cérnea de coelhos utilizando a microscopia
eletronica de varredura. Esta assertiva reforca a necessidade de que novos estudos com

periodo de observagdo mais longo sejam realizados.
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7 CONCLUSOES

De acordo com as condi¢des experimentais propostas para este estudo, conclui-se

que:

Tanto o fio de sutura quanto o adesivo de fibrina podem ser utilizados para o
fechamento das incisdes de cérnea em coelhos. Porém, quanto aos eventos
clinicos, o fio de sutura promoveu melhores resultados.

A microscopia eletronica de varredura e a morfometria possibilitaram a
avaliagcdo da area perincisional desprovida de células endoteliais.

Perdas celulares decorrentes da incisdo de cérnea foram observadas em
ambos 0s grupos.

A oclusdo com fio de sutura suscitou menor drea perincisional desprovida de
células endoteliais, comparativamente ao adesivo de fibrina.

O adesivo de fibrina ndo se mostrou tdo eficaz quanto o fio de sutura no

selamento da incisdo de cornea de coelhos.
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