Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto

Departamento de Oftalmologia

Leonardo Bruno de Oliveira

Dispase associada a vitrectomia mecanica na inducéo do

descolamento do vitreo posterior em suinos

Ribeirdo Preto — USP
2005



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



LEONARDO BRUNO DE OLIVEIRA

Dispase associada a vitrectomia mecanica na inducéo do

descolamento do vitreo posterior em suinos

Tese apresentada ao Curso de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo — Campus Ribeirdo
Preto, como requisito parcial a obtencdo do
titulo de Doutor.

Area de concentragdo: Oftalmologia.

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Jorge

Ribeirdo Preto — USP
2005



Autorizo a reproducéo e divulgacéo total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio
convencional ou eletronico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

Oliveira, Leonardo Bruno

Dispase associada a vitrectomia mecéanica na inducao do
descolamento do vitreo posterior em suinos.

Ribeirao Preto, 2005.

95p. :il. ; 30cm

Tese de Doutorado, apresentada a Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto/USP — Programa: Oftalmologia — Depto. de
Oftalmologia, Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeca e Pescoco.

Orientador: Jorge, Rodrigo

1. vitrectomia farmacoldgica, 2. descolamento posterior do vitreo,
3. dispase, 4. suino




Leonardo Bruno de Oliveira

FOLHA DE APROVACAO

Dispase associada a vitrectomia mecanica na inducéo do
descolamento do vitreo posterior em suinos

Arpovado em:

Tese apresentada a Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo — Campus Ribeirdo Preto
para obtencéo do titulo de Doutor.

Area de Concentragio: Oftalmologia

Banca Examinadora

Prof. Dr.
Instituig&o: Assinatura:
Prof. Dr.
Instituicdo: Assinatura:
Prof. Dr.
Instituigéo: Assinatura:
Prof. Dr.
Instituicdo: Assinatura:
Prof. Dr.
Instituig&o: Assinatura:




Agradecimentos

A Deus, por tudo.

Ao meu amigo e orientador Professor Rodrigo Jorge, e aos Profesores Augusto Velasco,

Brooks McCuen Il e Fulton Wong pelo continuo e imprescindivel apoio ao meu trabalho.

Aos meus pais, Natal e Simonetti pela oportunidade que concederam na realizacao de

minha tese.

A minha avé materna Lia por acreditar nos meus sonhos e ideais.

E especialmente a minha esposa Ana Cristina pela cumplicidade, apoio e amor,

sem os quais, a materializacao desses sonhos nao seria possivel.



Resumo

OLIVEIRA, L.B de. Dispase associada a vitrectomia mecanica na inducdo do
descolamento do vitreo posterior em suinos. 2005. 95 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de
Medicina, Universidade de Sdo Paulo, Campus Ribeiréo Preto, 2005.

Objetivo: Avaliar o papel da dispase intravitrea associada a vitrectomia via pars plana na
inducdo do descolamento de vitreo posterior em suinos.

Métodos: Vinte e quatro olhos de 24 animais foram randomizados para injecdo intravitrea de
dispase (50ug/0,05mL) ou solucdo salina balanceada (Grupo controle) imediatamente apds a
vitrectomia e antes da tentativa de inducdo do descolamento do vitreo cortical. Apos um
periodo de espera de 15 minutos, empregou-se a aspiracdo ativa subjacentemente ao nervo
Optico, na tentativa mecanica de separagéo do vitreo posterior. No pds-operatério de 12, 42 e 82
semanas, os animais foram avaliados clinicamente, e examinados com eletroretinograma (4% e
8% semanas), seguidos de enucleacdo para analise com microscopia de luz, eletronica de
transmissao e varredura.

Resultados: Baseado nos achados intra-operatdrios e anélise pos-operatoria com microscopia
eletronica de varredura, os olhos que receberam injecdo intravitrea de dispase apresentaram
maior incidéncia de descolamento do vitreo posterior comparados com os olhos que
receberam injecdo intravitrea de solucdo salina balanceada (p= 0,029). As respostas
eletroretinograficas obtidas na 42 e 82 semanas de p6s-operatério foram semelhantes entre os
grupos dispase e solucdo salina quando comparados com o0s olhos controles contralaterais de
ambos os grupos. Exames clinicos, incluindo oftalmoscopia indireta, foram semelhantes no
grupo controle, e em 11 de 12 animais do grupo dispase. A microscopia de luz, eletronica de
transmissdo e varredura ndo demonstraram diferencas significativas entre os olhos tratados
com dispase ou com solucéo salina balanceada.

Concluséo: Dispase mostrou-se Util como adjuvante a vitrectomia via pars plana facilitando a

inducdo cirargica do deslocamento do vitreo posterior em suinos.

Palavras-chaves: Vitrectomia farmacoldgica;, Descolamento posterior do vitreo; Dispase;

Suino



Abstract

OLIVEIRA, L.B. de. Dispase assisted vitrectomy to induce posterior vitreous detachment
in pigs. 2005. 95 f. Thesis (Doctoral) — Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo,
Campus Ribeirdo Preto, 2005.

Purpose: To evaluate the role of intravitreal dispase in conjunction with pars plana
vitrectomy to facilitate the creation of a posterior vitreous detachment in young pig eyes.
Methods: Twenty-four eyes of 24 animals were randomized to receive an intravitreal
injection of dispase (50ug/0.05ml) or phosphate bufferered saline (PBS) immediately after
core vitrectomy and prior to attempted creation of a posterior cortical vitreous detachment.
Following a 15-minute waiting period, surgical creation of a posterior vitreous separation was
attempted by aspiration of the posterior vitreous immediately adjacent to the optic disc. Eyes
were evaluated postoperatively by clinical examination (1, 4 and 8 weeks) and
electroretinography (4 and 8 weeks) following which they were enucleated for light, scanning
and transmission electron microscopy.

Results: Based on intraoperative findings and postoperative scanning electron microscopy,
eyes receiving intravitreal dispase exhibited a higher incidence of posterior vitreous
detachment compared to eyes receiving PBS (P=0.029). Electroretinographic responses
recorded at postoperative weeks 4 and 8 were similar in both dispase and PBS eyes compared
to the unoperated fellow eye. Clinical examinations, including indirect ophthalmoscopy, were
indistinguishable between the PBS eyes and 11 of 12 eyes in the dispase group. Light,
scanning and transmission electron microscopy demonstrated no differences in the retina
between the dispase eyes and the PBS operated controls.

Conclusion: Dispase is a useful adjunct in facilitating surgical creation of a posterior vitreous

detachment in young pig eyes.

Keywords: Pharmacological vitreolysis; Posterior vitreous detachment; Dispase; Swine.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Embriologia do vitreo

Para melhor compreensao da origem e fungdes da estrutura do corpo vitreo e seu papel
nos diferentes aspectos fisiopatolégicos, dividiremos a abordagem embriol6gica em:
= Embriogénese estrutural.

= Embriogénese molecular.

1.1.1 Embriogénese estrutural

1.1.1.1 Vitreo primario

Durante a terceira e quarta semana de gestacdo, quando o ectoderma neural separa-se
de seu folheto superficial, sdo evidenciados os processos mais precoces da formacéo do vitreo
(MANN, 1964). Uma estrutura fibrilar correspondente ao vitreo primario encontra-se em
contato com a lamina basal entre os dois tecidos ectodérmicos (presumivelmente trata-se de
tecido colageno), que, posteriormente, entra em contato com o tecido embrionério
correspondente as células de Muller. Além disso, estdo presentes estruturas interfibrilares, que
acredita-se tratar de glicoproteinas e glicosaminoglicanas (BALAZS, 1984; SPENCER,
1985).

Subsequentemente a vesicula éptica adquire a conformacgdo de uma concavidade, por
onde células mesodermais penetram a cavidade vitrea atraveés da fissura fetal. Essas células
sdo responsaveis pela formacdo da artéria hialdidea e da rede capilar conhecida como ‘vasa

hial6idea prdpria’, que permeiam toda a cavidade vitrea (JACK, 1972a; BALAZS, 1975).
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Por volta da quinta semana de gestacdo, a fissura oOptica inicia o seu fechamento, por
meio da fusdo de sua porcao anterior. Durante esse periodo, a estrutura ocular torna-se um
sistema fechado em que se forma a pressdo intraocular, e um aumento progressivo do vitreo,
que determina o crescimento e desenvolvimento do globo ocular.

A continuidade entre o folheto ectodérmico superficial e neural persiste até a sexta
semana, em que o proprio folheto superficial, terminando sua contribuicdo na formacéo do

vitreo, € responsavel pela formacéo do cristalino.

1.1.1.2 Vitreo secundéario

O desenvolvimento do vitreo secundario estende-se no periodo de 6 a 12 semanas
gestacionais, localizando-se entre a retina e a porg¢ao posterior da vasa hialdidea prépria.

O vitreo secundario consiste numa estrutura acelular essencialmente composta de
matriz extra-celular (MEC), principalmente, colageno do tipo Il (SMITH; LINSENMAYER;
NEWSOME, 1976; Von Der MARK et al., 1977). Na décima segunda semana de gestacdo, a
juncéo entre o vitreo primério e secundario foi evidenciada como uma linha de demarcacéao
em sua por¢do anterior, com extens@es laterais entre a face anterior da artéria hialdidea e a
face posterior do cristalino (BALAZS, 1975). O plano da linha de demarcacdo estende-se,
posteriormente, e justaposto as paredes da artéria hialdidea central, formando uma estrutura
em forma de funil. Portanto, esta juncdo central entre o vitreo primario e secundario torna-se o
chamado ‘canal de Cloquet’, onde as estruturas vasculares sofrem regressao, e a face anterior
origina o cértex do vitreo anterior justaposto ao cristalino. Concomitantemente, podem-se
evidenciar fibras colagenas, que se estendem da area correspondente ao disco Optico,
passando pelo equador e inserindo-se em porcdo posterior de tecido mesodermal (iris),
formando uma alga (loop) anterior, que, mais tarde, no desenvolvimento da estrutura ocular, é

identificado como parte da base vitrea adjacentes a ora serrata.
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Por volta da 162 a 20% semana de gestacdo, forma-se a zOnula, seguindo-se da
localizacdo de hial6citos maturados no cortex vitreo.

Acredita-se que os hialdcitos sao remanescentes do vitreo primario, e ao redor da 122 a
202 semana, originam e migram-se para o Vvitreo cortical. No entanto, com o crescimento do
olho ap6s o nascimento, a densidade das células diminui, pois elas ndo sofrem mitose
(BALAZS et al., 1964; BLOOM; BALAZS, 1965). Balazs e Ozanics (1982) mostraram que
os hialdcitos estdo localizados no vitreo cortical, geralmente a uma distancia de 50um da
superficie interna da retina, principalmente na regido de base vitrea e peripapilar.
Posteriormente, num estudo experimental em coelhos, Haddad e André (1998), constataram
maior concentracao de hialdcitos na cdmara posterior do que na prépria cavidade vitrea.

Quanto a funcdo celular alguns autores sugerem que os hialdcitos concistem-se em
células secretérias de acido hialurdnico (JACOBSON, 1978) e coldgeno (NEWSOME;
LINSENMAYER; TRELSTAD, 1976). Tais achados, no entanto, ndo puderam ser
reproduzidos. Bertazolli-Filho, Laicine e Haddad (1996) sugeriram que grande parte de
componentes macromoleculares do vitreo foram relacionados a acdo secretoria da camada
interna do epitélio ciliar.

O sistema hialdideo vascular atinge o seu pico de desenvolvimento na nona semana de
gestacdo. Logo apresenta atrofia dos vasos, seguindo-se pela formacdo da ‘tunica vasculosa
lentis’, e, finalmente, no sétimo més de gestacdo, ocorre a interrupcdo do fluxo sangliineo na
artéria hialdidea (JACK, 1972b). A regressdo dos vasos ocorre pela deposi¢do de glicogénio e
lipidios nas células endoteliais e pericitos (JACK, 1972b). Contudo, as células endoteliais,
masculo liso da parede vascular e camada adventicia, sofrem um processo de necrose em que
sdo fagocitados por mondcitos (BALAZS, 1975). Portanto, acredita-se que os fatores anti-

angiogénicos, envolvidos na involugdo da rede vascular hialdidea, sdo essenciais para
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minimizar a dispersdo dos raios luminosos e atingir a transparéncia de meio do corpo vitreo

maduro (Figura 1).

Figural. A. Hialécitos humanos. Microscopia de luz de cdrtex vitreo de uma crianca de 11
anos de idade. B. Microscopia eletronica de transmissdo da estrutura celular de
hialécito humano envolvido em fibras colagenas do cértex vitreo (C vermelho).
Apresenta estrutura nuclear lobulada (N). No citoplasma, apresenta mitocondria
(M), granulos densos (seta amarela), vacuolos (V) e microvilos (Mi) (Fonte: SEBAG;
HAGEMAN, 2000, p. 48)

O sistema hialdideo vascular atinge o seu pico de desenvolvimento na nona semana de
gestacdo. Logo apresenta atrofia dos vasos, seguindo-se pela formacgdo da ‘tunica vasculosa
lentis’, e, finalmente, no sétimo més de gestacdo, ocorre a interrupcéo do fluxo sangliineo na

artéria hialdidea (JACK, 1972b). A regressdo dos vasos ocorre pela deposi¢do de glicogénio e
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lipidios nas células endoteliais e pericitos (JACK, 1972b). Contudo, as células endoteliais,
masculo liso da parede vascular e camada adventicia, sofrem um processo de necrose em que
sdo fagocitados por mondcitos (BALAZS, 1975). Portanto, acredita-se que os fatores anti-
angiogénicos, envolvidos na involugdo da rede vascular hialdidea, sdo essenciais para
minimizar a dispersdo dos raios luminosos e atingir a transparéncia de meio do corpo vitreo
maduro.

Os remanescentes estruturais da transi¢do do vitreo priméario para o secundario foram
descritos por anatomistas do inicio do século, sendo que a maioria dessas estruturas leva seus
nomes. Por exemplo, o canal de Cloquet trata-se de um espaco virtual previamente ocupado
pela anastomose entre a artéria hialdidea e a tdnica vasculosa lentis. Bem como o0s
remanescentes da artéria hialdidea no disco Optico sdo conhecidos como papila de

Bergmeister, ou o espaco retrolental, também virtual, de Berger (Figura 2).

Espaco de Berger (espaco
retrolental de Erggelet)

Ora serratia

e .
nha de Egg
formando o lig. de
Wieger (lig. hialdide %

capsular) ==

Canalde  piaigide

Petit anterior

Figura2. Diagrama esquematico da anatomia do vitreo (Fonte: SEBAG; HAGEMAN, 2000, p.
41)
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1.1.1.3 Vitreo terciario (sistema zonular)

Historicamente conhecido como vitreo terciario, o sistema zonular, no entanto, ndo
apresenta semelhanca bioquimica ou estrutural com o vitreo.

Como mencionado anteriormente, a zonula cristaliniana desenvolve-se por volta da 162
semana gestacional, pelo ectoderma superficial, que se acredita ser responsavel pela sintese
do tecido eléstico zonular. O trajeto das fibras zonulares extendem-se do equador cristaliniano
a pars plana, que se dividem em fibras orbiculo-anterocapsular e orbiculo-posterocapsular,
formando entre elas o ‘canal de Hanover’. Outro espago formado pelas fibras
porterocapsulares e o cortex vitreo anterior, com importancia clinica durante injecGes
intravitreas de gases ou solucdes, denomina-se ‘Canal de Petit’ (SEBAG; BALAZS, 1989)

(ver Figura 2).

1.1.2 Embriogénese molecular

1.1.2.1 Colageno

Existem diferentes teorias sobre a origem de producdo do colageno. Mann (1964)
afirma que, potencialmente, os trés tecidos embrionarios sintetizam o colageno vitreo:
ectoderma superficial, neuroectoderma e mesoderma.

Balazs (1984) sugere que a maioria das fibrilas de colageno sédo sintetizadas durante o
desenvolvimento do vitreo neonatal na adventicia perivascular do sistema arterial hialoidal. O
mesmo autor afirma ndo existirem evidéncias de que a cadeia de colageno vitreo seja
sintetizada ativamente durante o periodo adulto, desde que, apds vitrectomia, ndo ha
regeneracdo de fibrilas coldgenas. Portanto, aparentemente, a sintese de fibrilas de coldgeno

durante o periodo gestacional pode ser parcial ou totalmente inibida na vida adulta.
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1.1.2.2 Glicosaminoglicanas, proteoglicanas e glicoproteinas

Apesar de existirem evidéncias de acido hialurénico (glicosaminoglicana) e sulfato de
condroitina (proteoglicana) por volta da nona semana de gestacdo (AKIYA; UEMURA,;
SAGA, 1984), de acordo com Balazs (1984), a sintese de acido hialurdnico parece nao se
iniciar de maneira importante em periodos embrionérios. Contudo, 0 mesmo autor afirma que
a sintese de &cido hialurénico pode ndo ocorrer antes do nascimento, e que o0 pico maximo de
sua concentracdo no vitreo ndo é atingido antes da idade adulta.

As proteinas ndo colagenas, glicoproteinas e proteoglicanas, sdo historicamente, 0s
componentes do vitreo menos estudados. Balazs (1984) evidenciou altas concentracdes, desde
estagios iniciais da embriogénese com subseqliente queda progressiva, até os estagios finais
antes do nascimento. Logo ap6s ao nascimento, sua concentracdo estabiliza-se, mantendo-se
até a fase adulta. No entanto, Haddad et al. (1990a), em estudo experimental em coelhos
albinos, detectaram provavel secrecdo de glicoproteinas pelos tecidos intraoculares, apds
injecdo intravitrea de [*H]fucose (substancia com alta afinidade por glicoproteinas). Esses
achados corroboraram com estudos de Maurice e Mishima (1984), que demonstraram através
da injecdo intravitrea de diferentes marcadores de glicoproteinas, existir um processo

dindmico de renovacdo dessas macromoléculas.

1.2 Bioquimica do vitreo

1.2.1 Colageno
Trata-se da principal proteina estrutural do corpo vitreo, composta de trés cadeias de

polipeptideos, conhecidos como cadeias alfa, que se organizam em configuragéo helicoidal.
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Segundo Bishop (1996) foram descritos 18 tipos diferentes de colagenos. Existem
entretanto, diferencas na composicao quimica entre o coldgeno presente no vitreo e em outras
estruturas extra-oculares do tecido conectivo (SWANN; SOTMAN, 1980). Sabe-se que 0
colageno vitreo contém uma quantidade maior de carboidratos (dissacarideos) agregados as
cadeias alfa, semelhante ao encontrado nas membranas basais.

Apesar de o colageno tipo Il tratar-se de, aproximadamente, 80% do colageno presente
no vitreo, foram evidenciados tipos hibridos dos tipos V/XI e do tipo IX (Von Der MARK,
1981; SEERY; DAVISON, 1990). Por se tratar de diferentes tipos de colagenos que
constituem a estrutura vitrea, apresentam ligacdes cruzadas covalentes (cross-links), que
interagem com a matriz extracelular circunjacente, essencial para a formacao tridimensional e

a adesividade do corpo vitreo (BISHOP, 1996).

1.2.2 Acido hialurénico

Trata-se da mais importante das glicosaminoclicanas presente no vitreo, constituido de
um polimero de cadeia longa em hélice dobrada sobre si mesma, composta por varias
unidades de dissacarideos (n-acetil glicosamina e &cido glicurénico) ligadas ao &cido uronico.
Alguns autores defendem que sua sintese é realizada pelos hial6citos (apesar da existéncia de
outras hipoteses de sua producdo, como as células de Muller e o corpo ciliar), cuja
concentracdo permanece estavel durante a vida adulta, provavelmente, devido ao equilibrio
entre sua producdo e a absorcdo pela camara anterior (SWEENEY; BALAZS, 1964,
LAURENT; FRASER, 1983).

Em decorréncia de sua alta afinidade pela molécula de agua é co-responsavel
(juntamente com a interacdo idnica adjacente) pelo volume do vitreo, sofrendo sua molécula
alteragdes conformacionais, implicando-se diretamente na fisiopatogénese de doengas como a

diabetes mellitus (SEBAG, 1996).
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1.2.3 Interacéo &cido hialurdnico-colageno

O arcabougo vitreo consiste na interpenetracdo entre as fibrilas colégenas,
responsaveis pela estrutura sélida do vitreo, e o &cido hialurdnico pelo volume hidrico
(propriedade osmotica). Ou seja, se removermos o coldgeno, o residual torna-se uma solucéo
viscosa, por outro lado, se removéssemos o acido hialurdnico, o corpo vitreo se encolheria
devido a sua desidratacdo (COMPER; LAURENT, 1978).

Estudos da fisiologia do vitreo sugerem uma intima relagdo entre as fibrilas colagenas
e as proteoglicanas (moléculas resultantes da ligacdo entre as glicosaminoglicanas e
proteinas), como por exemplo, o sulfato de condroitina e sulfato de keratan. Por meio de sitios
considerados ndo colagenos, presentes nos diferentes tipos de fibrilas coladgenas, forma-se a
interacdo estrutural da matriz extracelular do corpo vitreo (BISHOP, 1996). Jackson (1953)
foi o primeiro a propor que as proteoglicanas exercem um efeito estabilizador sobre o
colageno.

Acredita-se também, que a interacdo entre colageno e &cido hialurénico é mediada por
um terceiro componente, que exerce o papel de interconeccéo eletrostatica - as glicoproteinas
(MATHEWS, 1965; SWANN; CONSTABLE; CAULFIELD, 1975) (Figura 3). Em estudo
experimental em coelhos albinos, Haddad et al. (1990b) demonstraram que as glicoproteinas
intravitreas sofrem continua renovacdo, provavelmente durante toda a sua vida, sendo estas
secretadas continuamente na cavidade vitrea pela face interna do epitélio do corpo ciliar.

Sabe-se também que a albumina € a proteina de maior concentracdo no corpo vitreo,
sendo esta provavelmente originada do plasma sangliineo. No entanto, demonstrou-se que
parte da transferrina vitrea (um tipo de glicoproteina) é produzida dentro da cavidade vitrea

(HADDAD; LAICINE, 1993; LAICINE; HADDAD, 1994).
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Fibra conectiva

Liquido
intracelular

Fibra

Acido hialurdnico
Molécula colagena

Figura 3. Diagrama esquematico tridimensional de interacdo das fibras colagenas e &cido
hialurdnico (Fonte: SEBAG, 1989, p.45)

Apesar da fisiologia molecular que envolve a adesividade das glicoproteinas aos
diferentes componentes da matriz extracelular ndo ser completamente compreendida, sabe-se
que a fibronectina (glicoproteina presente na interface vitreoretiniana) apresenta alta afinidade
de ligacdo ao colageno tipo Il e ao acido hialurénico (dois dos maiores componentes do corpo
vitreo) (RUOSLAHTI; HAYMAN; ENGVALL, 1980). Posteriormente estudos postularam
que a ligacdo entre os componentes da MEC e da prépria MEC a receptores celulares
(integrinas), da-se por meio dos isétopos de ligacdo presentes nas diferentes macromoléculas
(como por exemplo, Arg-Gly-Asp — seqiiéncia RGD). Este fato reforca a importancia do papel
das glicoproteinas na estabilizacdo da arquitetura vitrea e sua adesividade a superficie

retiniana (RUOSLAHTI, 1991).
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1.2.4. Substancias de baixo peso molecular

O vitreo é composto, predominantemente, por dgua e varios ions e moléculas (por
exemplo, sddio, potassio, célcio, fosfatos e bicarbonato), que concedem a propriedade de
osmolaridade do gel e, consequentemente, sdo responsaveis pelo seu volume. Tais moléculas
de baixo peso molecular, teoricamente, ndo sofrem restricdo pela barreira vascular, no
entanto, devido a complexa interagdo molecular, a osmolaridade do vitreo é pouco mais alta

que a do sangue e o fluido cerebroespinhal (288 & 323 mOsm/Kg) (STURNER et al., 1972).

1.3 Estrutura do vitreo

1.3.1 Base vitrea

A estrutura tridimensional da base vitrea estende-se de 1,5mm a 2mm anterior a ora
serrata até Imm a 3mm posterior a ora serrata, incorporando-se internamente ao corpo vitreo,
sendo que, em sua porgdo temporal, estende-se mais posteriormente que em sua por¢do nasal
(HOGAN, 1963). A borda posterior da base vitrea insere-se em superficie retiniana equatorial
de maneira irregular (a insercdo ndo se apresenta em padrédo retilinio), o que corresponde
anatomicamente a localizacdo na formacdo de roturas retinianas periféricas. Por sua vez, as
fibrilas mais anteriores da base vitrea formam a “al¢a anterior (loop) que se relacionam com a
patogénese da proliferacdo vitrea anterior.

Hogan (1963) demonstrou que, em regido de corpo ciliar, pars plana e ora serrata o
vitreo esta firmemente aderido (insersdo radial das fibrilas coladgenas), e que a tentativa de
separa-lo produz descolamento do epitélio ciliar e descolamento entre retina e corodide (Figura
4). Na zona de 2mm a 3mm posteriormente a ora serrata, as fibrilas de colageno inserem-se

paralelamente, na membrana basal da retina neurosensorial adjacente (membrana limitante
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interna - ML), responsavel pela adesdo vitreo-retiniana a base vitrea, entretanto, em direcédo
posterior, tornam-se atenuadas, apresentando menor densidade de fibrilas no nivel do cértex

vitreo.
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Figura 4. Corpo vitreo obtido de autépsia de uma crianga de 9 meses de idade. A coroide (seta)
e esclera foram dissecadas, sendo que, em suas partes anteriores permaneceram
aderidas ao corpo vitreo (seta). A porcao anterior da retina (seta) se encontra aderida
ao gel vitreo devido a forte aderéncia da base vitrea. Devido a idade do doador,

observa-se a intregridade anatémica do vitreo (Fonte: SEBAG, 1989, p. 37)

1.3.2 Cortex vitreo

O cortex vitreo é definido como a porcdo externa do corpo vitreo que se estende
anteriormente a base vitrea, formando o ‘coOrtex vitreo anterior’ e, posteriormente,
conformando a superficie interna da retina neurosensorial, formando o ‘cortex vitreo

posterior’.
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O cértex vitreo anterior apresenta espessura média de 80um a 200um, apresentando
conexdes entre suas fibrilas corticais e as fibrilas colagenas vitreas anteriores. Por sua vez, o
cortex vitreo posterior apresenta espessura média de 100um a 110um , consistindo de fibrilas
colagenas justapostas em camadas impactadas e unidirecionais (BALAZS, 1984).

No nivel de papila do nervo Optico, ndo existe vitreo cortical, e, no nivel macular, o
cortex apresenta uma diminuicdo de espessura devido a rarefacdo de fibrilas colagenas. Com
isso, a regido peripapilar do vitreo cortical posterior apresenta contorno bem definido de sua
circunferéncia (Anel de Weiss) (Figura 5), podendo ser evidenciada clinicamente ao

descolamento do vitreo posterior (GREEN, 1989).

Figura 5. Andlise morfolégica em biomicroscopia de campo escuro de cértex vitreo humano
em pdlo posterior (Fonte: SEBAG, 1989, p. 48)

Quanto a interagdo vitreo macular, acredita-se estar relacionada aos aspectos referentes
a MLI, que se apresenta bem mais espessa no pélo posterior, com excecdo feita a regido
foveal (onde a MLI encontra-se com baixa espessura). Acredita-se que 0 aumento da
espessura da membrana limitante interna adjacente esteja diretamente relacionado com

diminuicdo da adesdo na interface vitreo-retiniana. Portanto, a presenca de placas de adesdo
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perifoveais e a pequena espessura da MLI foveal contribuem na forte adesividade do cértex
vitreo e sua participacdo na fisiopatologia de entidades de tracdo vitreomacular, como, por
exemplo, o buraco de mécula idiopatico.

O cortex vitreo abriga os hialdcitos, que se encontram dispostos esparsos em uma
Unica camada, aproximadamente 50um da membrana limitante interna no pélo posterior, e,
principalmente, adjacente a via pars plana em base vitrea (BALAZS; OZANICS, 1982).
Balazs (1954, 1959) afirmou que os hialécitos se localizam em porcdes de maior
concentracdo de acido hialurdnico, sugerindo que estas células sejam responsaveis pela sua
sintese. No entanto, outros autores afirmam que existem evidéncias de que os hial6citos ndo
participem da sintese de acido hialurdnico, mas, sim, da sintese de glicoproteinas (RHODES,
1982; JACOBSON, 1984), ou mesmo de fibrilas colagenas. Adicionalmente, funcbes
fagocitarias sdo atribuidas a essas células (BLOOM; BALAZS, 1965) e, possivelmente, o
acido hialurénico atue de forma reguladora dessa funcdo (FORRESTER; BALAZS, 1980;

SEBAG et al., 1981).

1.3.3 Membrana basal e interface vitreo-retiniana

A interface vitreo-retiniana, em quase toda a sua extensdo, forma-se pela membrana
basal, fortemente aderida as estruturas celulares e ao vitreo cortical que se insere em sua
superficie. O espaco anular pericristaliniano é a Unica regido ndo adjacente a membrana basal,
onde o vitreo cortical apresenta-se exposto diretamente aos processos zonulares e ao humor
aquoso, proveniente da camara posterior, possibilitando um fluxo bidirecional do humor
aquoso e outros elementos entre 0s segmentos anterior e posterior (BALAZS; DENLINGER,
1982).

A membrana basal é formada por colageno tipo IV e glicoproteinas (principalmente

fibronectina e laminina). Em sua porc¢do adjacente ao corpo ciliar e pars plicata, trata-se de
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uma malha reticular de aproximadamente 0,05um a lum de espessura, que preenche os
espacos entre as criptas do epitélio ciliar.

Enguanto posterior & ora serrata, trata-se da membrana basal das células de Muller,
conhecida como ‘membrana limitante interna’ da retina, que apresenta variacao de espessura,
dependendo de sua topografia. Por exemplo, no equador, apresenta aproximadamente, 0,3um
de espessura, sendo que no pélo posterior existe um aumento de, aproximadamente, seis vezes
(1,8um) (GREEN, 1989).

A MLI é formada por trés laminas: lIamina rara interna, lamina densa e lamina rara
externa. A lamina rara apresenta espessura de aproximadamente 0,03um a 0,06um e ndo
apresenta variacdo de espessura entre diferentes topografias, idade ou espécies. Ja a lamina
densa, mais espessa no polo posterior do que no equador e base vitrea, mostra-se mais fina na
févea (0,01um a 0,02um) e na papila (0,01um a 0,07um) (YAMADA, 1969; ANDERSON,
1970; FOQS, 1972b).

A superficie anterior da membrana limitante apresenta-se sempre regular, enquanto
sua face posterior apresenta-se bastante irregular conformando a superficie adjacente da retina
neurosensorial (FOOS, 1972b). Esta caracteristica torna-se marcante principalmente no polo
posterior, quando comparado a regido equatorial onde ambas faces apresentam-se lisas e
regulares.

A MLI interrompe sua progressdo na rima da papila do nervo Optico, onde esta
presente a membrana de Elshinig (50nm), que se trata de uma membrana basal da astroglia do
nervo optico e glicosaminoglicanas, que compde as irregularidades de superficie, as quais se
tornam substratos de eventos celulares proliferativos do nervo éptico (HEERGAARD;
JENSEN; PRAUSE, 1988). Os sitios de adesdo mais intensa da superficie vitreo-retiniana
estdo, sabidamente, na regido de base vitrea, peripapilar, sobre os vasos e regido foveal. Foos

(1972b) descreveu estruturas denominadas de ‘placas’ de adesdo entre as células de Muller e
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MLI predominantemente em base, equador vitreo e regido perifoveal. Contudo, nesses sitios,
as fibrilas colagenas parecem atravessar a |&mina rara, contribuindo para formagdo das
denominadas placas de adesdo. Entretanto, existem evidéncias de sitios atipicos de adesdo
vitrea em estruturas vasculares que podem ser responsaveis por eventos hemorragicos e
proliferativos associados a tracdo vitreo-retinianas (MUTLU; LEOPOLD, 1964).

Além de evidéncias quanto a espessura da MLI e sua relacdo com a adesividade
vitreo-retiniana, e a existéncia de pontos e placas de ancoramento das fibrilas de colageno em
sua superficie, sabe-se, no entanto, que a MEC presente na interface vitreo-retiniana é
diretamente responsavel pela adesdo celular (principalmente, as glicoproteinas, como a
fibronectina e a laminina). Os principais sitios de ligacdo entre a MEC e a célula sdo os
receptores da superficie celular, chamados integrinas (INGBER, 1991; ELNER; ELNER,
1996). Por meio de sequéncias de amino&cidos presentes na estrutura molecular das
glicoproteinas, interagem com as integrinas, altamente ligadas a fibronectina e & laminina, que
sdo exatamente os constituintes da MLI presente na interface vitreo-retiniana (RUOSLAHTI,

1991).

1.4 FuncGes do vitreo

O crescimento e o perfeito desempenho funcional do globo ocular envolvem a
participacdo de varios tecidos e a adequada relagdo geomeétrica entre eles. Acredita-se que a
retina seja responsavel na inducdo de fatores de crescimento que se tornam possiveis pela
influéncia e desenvolvimento do corpo vitreo (CURTIN, 1985). Por volta da quinta semana de
gestacao, apds o fechamento da fissura coroidal, o vitreo torna-se um sistema fechado, que

proporciona, com sua expansao, 0 desenvolvimento embrionario do globo ocular. Assim,
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pesquisadores concluiram que o crescimento do olho depende do crescimento do vitreo, de
diferentes fatores relacionados e forgas geradas por ele (BALAZS, 1984).

Proporcionar transparéncia de meio é uma das principais fungdes do vitreo. Devido a
estrutura molecular da cadeia de fibrilas de coldgeno de pequeno didmetro, dispostas de
maneira esparsa inter-relacionados com acido hialurénico em grande quantidade, o vitreo
minimiza a dispersdo de luz e preserva a manutencdo da transparéncia de meio.
Adicionalmente, para que a transparéncia seja preservada, acredita-se que o &cido hialurénico
tenha um papel importante - peneira molecular - na inibi¢do do influxo de macromoléculas e
células. Gragas a sua propriedade viscoelastica e, conseqlientemente, de uma capacidade de
absorcdo das ondas de choque, o vitreo promove a protecdo das estruturas oculares internas
durante a movimentacao ocular e atividade fisica (BALAZS, 1984).

Outra propriedade do vitreo que merece destaque é a capacidade mecanica do cortex
vitreo de tamponar algumas roturas retinianas, impedindo a passagem de liquido para o
espaco subretiniano e prevenindo o descolamento de retina. Ainda em relacdo ao
descolamento de retina, 0 vitreo apresenta a propriedade de inibicdo da migracdo e
proliferacdo celular, por meio do equilibrio de fatores intrinsecos responsaveis pelo adequado
processo cicatricial do vitreo.

A capacidade de difusdo transvitrea consiste num fluxo continuo de fluido do vitreo
pelo parénquima retiniano, e auxilia na aposic¢do retiniana ao complexo epitélio pigmentar

retiniano (EPR)/coriocapilar (FOULDS, 1985).
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1.5 Evolugéo e maturacéo do vitreo

Acredita-se na existéncia de uma constante sintese de colageno e acido hialurdnico. A
producdo de &cido hialurdnico contribui ndo somente para o crescimento da estrutura ocular,
como também para aumentar a transparéncia do vitreo, ampliando o espaco entre as fibrilas
coldgenas da cavidade vitrea. Quanto ao colageno, sua concentragdo nao aumenta
apreciavelmente durante o crescimento do vitreo, com isso, observa-se uma ligeira queda em
sua densidade, o que poderia desestabilizar o arcabouco, ndo fosse 0 aumento de acido
hialurénico, que consegue, até certo ponto, estabilizar a fina estrutura fibrilar de colageno
(BALAZS, 1984). Sabe-se, entretanto, que, durante o envelhecimento, a sintese do colageno
sofre alteragcOes em sua configuracdo molecular (SNOWDEN; EYRE; SWANN, 1982).

Essas alteragdes moleculares proporcionam um solido substrato as alteracdes
morfoldgicas da maturacdo do corpo vitreo. Na fase adulta, o vitreo apresenta importantes
modificacGes morfoldgicas, como a presenca de bandas macroscépicas de fibras colagenas em
curso antero-posterior e com insercdo em base vitrea, que, teoricamente, se trata de possivel
reorganizacdo de cadeias colagenas, ja que elas ndo apresentam sintese significante em fase
adulta. Outra teoria é a dissociacdo entre colageno e acido hialurdnico, resultando em
agregacdo das fibrilas em bandas e formacdo de areas adjacentes (bolsdes) de acimulo de
acido hialurénico (SEBAG; BALAZS, 1985, 1989). Consequentemente, evidencia-se a
formacdo do ‘liquido vitreo’ durante o processo de maturagdo, evento essencial na patogénese

do descolamento do vitreo posterior.
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1.6 Reologia do vitreo

Trata-se do termo que se refere a dinamica de fluxo e ao estado do corpo vitreo -
liquido ou gelatinoso.

Estudos baseados na biomicroscopia e, mais tarde, confirmados qualitativa e
quantitativamente evidenciaram importantes modifica¢des que influenciam na dindmica e no
papel do vitreo e sua potencial relacdo com as estruturas oculares, como a diminui¢do do
volume do gel vitreo e 0 aumento do volume liquido vitreo apds quatro ou cinco décadas de
vida (BUSSACA, 1958; GOLDMANN, 1962; EISNER; BACHMANN, 1974; O’MALLEY,
1976).

A liquefacdo vitrea inicia-se relativamente precoce, podendo ser evidenciada ao exame
clinico e ultrasonografico. Autores demonstraram a presenca de vitreo liquido apds o quarto
ano de vida, sendo que, aos 18 anos, 20% do vitreo apresenta-se liquefeito (BALAZS;
FLOOD, 1978; BALAZS; DENLINGER, 1982). Contudo, é na oitava e nona década de vida,
que mais da metade do vitreo apresenta-se no seu estado liquido (Figura 6).

Por outro lado, estudos cientificos sobre alteragdes bioquimicas do vitreo relacionadas
a idade, evidenciaram que a quantidade total, tanto de colageno quanto do &cido hialurénico,
ndo sofre alteracdo absoluta, mas, sim, apresenta uma redistribuicdo em suas concentracoes
entre os vitreos liquido e gelatinoso. Por exemplo, o coléageno sofre agregacdo em bandas,
aumentando sua concentragdo no gel vitreo, enquanto o &cido hialurénico, devido a
desagregacdo da cadeia, concentra-se em maior quantidade no vitreo liquido

(CHAKRABARTI; HULTSCH, 1976).
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Figura6. Liquefacdo do vitreo humano. O vitreo humano de diferentes idades, em estado gel e
liquido, foi coletado e o volume aferido apds o Obito em diferentes idades. A
presenca do vitreo liquido é evidenciada, aproximadamente, aos 5 anos de idade,
atingindo mais de 50% do volume total por volta da sétima década. O volume de
vitreo gel aumenta durante a primeira década devido ao crescimento ocular,
iniciando sua regressdo na quarta década paralelamente ao aumento do vitreo
liquido (Fonte: SEBAG, 1989, p. 81)

De acordo com Balazs (1984) e Sebag e Balazs (1985), o vitreo central sofre
primariamente o processo de liquefacdo, consistente com o conceito de dissolucdo da cadeia
colageno-acido hialurénico, culminando na formacdo do vitreo liquefeito e na agregacdo das
fibras do colageno em bandas paralelas e em direcdo antero-posterior, com insercdo na base
vitrea (SEBAG, 1987, 1989; SEBAG; BALAZS, 1989).

O mecanismo de liquefacdo e remodelacéo vitrea ndo é inteiramente compreendido, no

entanto, sabe-se que a transicdo do estado de gel para liquido vitreo estéa relacionada com a
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desestruturacdo da cadeia colageno-acido hialurénico, resultando em diminuicdo da
viscosidade e aumento da liquefacdo. Kamei e Totani (1982), entretanto, demonstraram que a
liguefacdo é relacionada com alteracbes moleculares dos glicosaminoglicanas (sulfato de
condroitina e heparan sulfato). Andley e Champman (1984) atribuiram a liquefagdo vitrea
relacionada a idade a mudanca na conformacdo terciaria da molécula de acido hialurénico,
induzida pela presenca de radicais livres (oxigénio singlet). Portanto, os efeitos cumulativos
de fotossensibilidade e processos metabolicos produziriam radicais livres, que influenciariam
a estrutura da cadeia molecular vitrea, participando da patogénese de diversos eventos intra-
oculares.

Além dos fatores mencionados anteriormente, uma cadeia enzimatica relacionada a
modelacdo da MEC participa dos processos fisiologicos e patoldgicos do vitreo. As
metaloproteinases (MMPS) consistem em um grupo de enzimas (endopeptidases) envolvidas
no processo de degradacdo da matriz extracelular, sendo que suas atividades sdo reguladas
naturalmente por um grupo de inibidores teciduais enddgenos naturais das metaloproteinases
(TIMPs - tissue inhibitors of metalloproteinases), que tém por objetivo manter o equilibrio
bioquimico/estrutural das matrizes extracelulares. As MMPs sdo secretadas na forma de
proenzimas (forma inativa), que se transformam apos a exclusdao de seu terminal amino, na
forma madura e ativa da enzima. De forma dindmica, os TIMPs, por sua vez, atuam
restringindo a conversdo da proenzima para sua forma ativa, mantendo o equilibrio da
estrutura molecular da matriz extracelular. Apesar do limitado conhencimento no mecanismo
de acdo das MMPs e das TIMPs na cavidade vitrea normal e em processos patoldgicos
diversos, existem evidéncias de mutacdes de TIMPs em condicdes genéticas que podem ser

responsaveis por manifestacfes fenotipicas da cavidade vitrea (De La PAZ et al., 1998).
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1.7 AlteracGes morfoldgicas relacionadas a idade

1.7.1. Membrana limitante interna (MLI)

De maneira geral, com a idade, ocorre um espessamento de todas as membranas basais
do corpo humano. A MLI, a membrana basal da interface vitreo-retiniana, comporta-se de
maneira semelhante. Hogan, Alvarado e Weddell (1971) sugeriram que a MLI seja produzida
pelas células de Muller, apesar de ainda ndo estar clara a causa do espessamento relacionado a
idade. Talvez, com o passar dos anos, devido a aderéncia e as forgas aplicadas do vitreo
cortical sobre a superficie retiniana, possa se desencadear o aumento em sua sintese,
resultando no espessamento dessa estrutura. Entretanto, é sabido que tal espessamento é
responsavel pelo enfraquecimento da jungdo vitreo-retiniana, com isso, exercendo papel

determinante na fisiopatologia do descolamento do vitreo posterior.

1.7.2 Base vitrea

Como abordado anteriormente, a base vitrea sofre alteragdes relacionadas a
aglomeracdo de bandas proeminentes de fibrilas colagenas, havendo um alargamento de sua
insercdo (de 1mm para 3mm), posteriorizando-a (mais préxima ao equador), sendo que se
evidencia clinicamente o diagndstico de roturas periféricas e o descolamento de retina em

areas correspondentes (TENG; CHI, 1957).

1.7.3 Corpo vitreo

Também abordado anteriormente, a mais importante modificacdo na cadeia estrutural
do corpo vitreo trata-se da redistribuicdo do colageno e do acido hialurénico. A morfologia
altera-se de maneira importante, com a formacdo de cavidades de vitreo liquido, permeadas

por fibras colagenas tortuosas e espessadas (SEBAG, 1987) (Figura 7). Contudo, segue-se 0
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colapso do vitreo gel secundario a migracdo do vitreo liquido, que penetra no espaco
retrohialideo através do anel de Weiss, provocando, gradualmente, a clivagem da juncéo

vitreo-retiniana, e, subseqlientemente, caracterizando o descolamento do vitreo posterior.

Figura7. Biomicroscopia em campo escuro do corpo vitreo na terceira idade. As fibras
colagenas centrais espessam-se, tornando-se tortuosas, enquanto a periferia do
vitreo apresenta regides que contém vitreo liquido correspondente a lacunas (setas)
(Fonte: SEBAG; HAGEMAN, 2000, p. 44)

1.8 Descolamento do vitreo posterior (DVP)

Trata-se de um dos eventos do vitreo mais comuns relacionados & sua maturagéo, que
pode ser definido pela separacdo entre o cortex vitreo e a MLI (HOGAN, 1963; FOOS,
1972b).

O processo fisiopatoldgico do descolamento do vitreo posterior (referente a senilidade)
encontra-se intimamente relacionado com o processo de liquefagéo vitrea e, simultaneamente,

com o enfraquecimento da interface vitreo-retiniana. Contudo, como discutido anteriormente,
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0 vitreo sofre uma desestruturacdo de sua cadeia molecular, o que leva, invariavelmente, ao
colapso do corpo vitreo, e este, por sua vez, exerce uma forca em direcdo anterior, 0 que
contribui para clivagem da interface vitreo-retiniana (a qual se encontra espessada e
enfraquecida em razdo do processo de maturacdo). Concomitantemente a esse processo,
ocorre a migracdo de vitreo liquido para o espaco retrocortical através dos orificios cortical
peripapilar, induzindo a disseccdo hidrica da interface vitreo-retiniana, e, por consequiiéncia, a
extensdo do descolamento do vitreo (FOOS, 1972a; FOOS; GLOOR, 1975; SEBAG, 1991).

Em estudo epidemioldgico, evidenciou-se a incidéncia de descolamento do vitreo em
53% dos pacientes acima de 50 anos e em 65% dos pacientes acima de 65 anos (LINDNER,
1966). Sabe-se, também, que o descolamento do vitreo apresenta-se mais frequente em
pacientes miopes, submetidos a cirurgia intra-ocular e sujeitos aos processos uveiticos
(HYAMS; NEUMANN; FRIEDMAN, 1975).

Contudo, apesar da liquefacdo e do descolamento do vitreo posterior tratarem-se de
um fendmeno fisioldgico e irreversivel para a maioria da populacdo, podem acompanhar-se de
dois sintomas frequentemente implicados em processos patolégicos - floaters e flashes. Os
floaters, aglomeracdo de fibrilas vitreas e tecido glial, trata-se do sintoma mais
freqlientemente associado a esse processo, caracterizado durante a movimentacgdo ocular e a
incidéncia de luz, que provocam a percepcdo de sombreamento de diferentes formas
projetadas na retina (GREEN, 1989). Por sua vez, os flashes, freqliientemente relacionados ao
processo de descolamento do vitreo, traduzem-se na tracdo mecanica do folheto retiniano,
sendo este transformado em percepcdo visual que se relaciona intimamente na formacao de
rasgaduras retinianas (MOORE, 1935).

No entanto, o cortex vitreo apresenta adesdes mais fortes na regido peripapilar e
foveal, o que relaciona o descolamento do vitreo posterior a fisiopatologia de doencas

maculares, como buraco de mécula idiopatico, retinopatia diabética, sindrome da tracéo
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vitreomacular e outras. Como, por exemplo, na membrana epiretiniana, onde o descolamento
do vitreo e sua adesdao segmentar na superficie macular (remanescéncia cortical de superficie)
apresentam-se como fator diretamente implicado em sua patogénese (SEBAG, 2003).
Adicionalmente, em pacientes pediatricos, existe uma forte adesdo da interface vitreo-
retiniana, 0 que torna a separacdo do vitreo posterior extremamente dificil, mesmo com o
emprego de forca mecénica durante a cirurgia de vitrectomia, sendo responsavel por
complicacgdes trans e pds-operatorias, que podem levar a perda irreversivel de visdo (como

rasgaduras, hemorragias e proliferacdo vitreo-retiniana) (MARGHERIO et al., 1998).

1.9 Descolamento anémalo do vitreo posterior

Em virtude da semelhanga clinica com o descolamento do vitreo posterior e de
implicacGes intimamente ligadas ao processo de vitre6lise farmacolodgica, existem especiais
circunstancias que merecem consideracdes. Tais situagcdes podem ser divididas em duas

categorias: ruptura do tecido retiniano e ruptura longitudinal do cértex vitreo (vitreosquise).

1.9.1 Ruptura do tecido retiniano

Ao contrario da separacdo fisioldgica da juncdo vitreo-retiniana, a tracdo vitrea pode
trazer dano a retina neurosensorial. Lindner (1966) evidenciou discreta hemorragia vitrea em
13% a 19% dos descolamentos de vitreo posterior, que sdo considerados um fator de risco na
génese da rotura retiniana. Em algumas patologias que apresentam processo degenerativo em
interface e aumento importante da liquefacdo vitrea, como, por exemplo, nas doencas
relacionadas a displasia do tecido conectivo (sindrome de Marfan, Ehlers-Danlos e sindrome

de Stickler), a formacdo de roturas retinianas é bastante frequente e de dificil tratamento
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(MAUMENEE, 1979). Portanto, a auséncia de deiscéncia fisiologica da juncdo vitreo-
retiniana predispde a alto risco na formacdo de rasgaduras e descolamentos polimorfos de

retina.

1.9.2 Ruptura longitudinal do cértex vitreo (Vitreosquise)

Muito comumente ndo diagnosticada ou confundida com descolamento do vitreo, a
vitreosquise trata-se da separa¢do laminar entre a porcdo anterior e posterior do cértex vitreo,
sendo que a porcdo anterior desloca-se anteriormente, permanecendo a porgao posterior

aderida no parénquima retiniano (Figura 8).

Figura 8. Vitreosquise (separacéo intrinseca do cortex vitreo que mimetiza descolamento do
vitreo posterior), evidenciada ao ultrassom B-scan (A e B) e A-scan (C). Parede
externa do cértex (P) e parede interna do cortex (1) (Fonte: SEBAG; HAGEMAN,
2000, p. 54)
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Recentemente, foi estudada sua implicacdo na fisiopatologia da retinopatia diabética,
sendo que em alguns casos, também responsavel pela formacdo de membrana epiretinianas e
buracos maculares, em que se apresenta diretamente responsavel pelo fator tracional
persistente devido a permanéncia da lamina posterior do cortex vitreo, enquanto sua porcao
anterior descola-se em direcdo a cavidade, simulando o descolamento do vitreo posterior

classico (SEBAG, 1996, 2003).

1.10 Vitrectomia farmacoldgica

Ha aproximadamente uma década, varios estudos cientificos concentram-se na efetiva
incorporacdo de agentes farmacoldgicos no tratamento de patologias vitreo-retinianas
(VERSTRAETEN et al., 1993; HAGEMAN; RUSSELL, 1994; TEZEL; Del PRIORE;
KAPLAN, 1998).

Contudo, dois sdo 0s objetivos principais na abordagem farmacologica:

1) Liquefacdo vitrea; e

2) Clivagem da interface vitreo-retiniana.

De maneira suscinta, como abordado anteriormente em nossa revisao literaria, o vitreo
trata-se de um tecido transltcido e viscoelastico formado por MEC, que preenche o segmento
posterior, com a funcdo de manter o meio transllcido e proteger mecanicamente as estruturas
intra-oculares. O gel vitreo é composto de 98% de &gua, diferentes tipos de colagenos, acido
hialurdnico, proteoglicanas e glicoproteinas, organizados em um arcabouco estrutural

hidrofilico tridimensional (BISHOP, 1996, 2000).
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A interpenetracdo das fibrilares colagenas, € a responsavel pelo aspecto solido, e as
moléculas hidrofilicas de acido hialurénico, responsaveis pelo volume viscoso, constitui o
arcabouco do gel vitreo. No entanto, como discutido anteriormente, esta interacdo
colageno/acido hialurénico é mediada por um terceiro componente - as glicoproteinas (ex.
fibronectina, laminina) e proteoglicanas (ex. sulfato de condroitina, sulfato de ceratan). Estas
moléculas exercem a funcdo de interconexdo, ocupando os espacos interfibrilares e
concedendo a adesdo intrinseca da MEC, e, ao mesmo tempo, preservando a translucidez do
meio (SCOTT, 1992).

O vitreo cortical consiste em uma densa camada de colageno do tipo 2 e outros
componentes da MEC, localizado em sua porcdo externa, que se estende desde a base vitrea
anterior (vitreo cortical anterior) até ao polo posterior (vitreo cortical posterior). Apesar de
ndo haver conexao direta entre o vitreo posterior e 0 parénquima retiniano, o vitreo cortical,
em condic¢Bes normais, é bastante aderido & MLI da retina. A exata natureza da adesdo vitreo-
retiniana ndo é totalmente conhecida. No entanto, acredita-se que seja secundaria as
propriedades de diferentes MEC encontradas na interface (FOOS, 1972b; BISHOP, 1996).

No aspecto clinico, o vitreo exerce um papel crucial na patogénese e evolucdo de
varias desordens vitreo-retinianas. Gragcas a abordagem cirlrgica da cavidade vitrea,
inicialmente desenvolvida por Machemer no comeco da década de 70, o que seria impossivel
ha uma geracdo, a preservacdo da visdo de milhares de pacientes tornou-se realidade
(MACHEMER et al., 1971). Apesar dos grandes avancos trazidos pela abordagem cirdrgica
convencional, existe uma enorme necessidade socioecondmica, associada aos menores efeitos
colaterais secundarios e a uma abordagem potencialmente menos invasiva - a “vitrectomia
farmacoldgica”.

Vérios agentes tém sido estudados durante a ultima década, porém nenhum deles

atingiu suficiente sucesso para aplicabilidade clinica. A seguir, iremos abordar os diferentes
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agentes, em sua maioria, enzimas, e suas acdes em diversos sitios da MEC, utilizadas no

processo de vitreolise.

1.10.1. Hialuronidase

Desde 1949, esta enzima tem sido usada em trabalhos experimentais na liquefacdo do
gel vitreo (PIRIE, 1949). Trata-se de um agente que atua na degradacdo do &cido hialurénico,
importante elemento que compde o arcabouco vitreo. A forma purificada da enzima utilizada
no passado, Vitrase®, tem sido empregada na Fase 111 do estudo da FDA (Food and Drug
Administration) para determinar sua eficicia no clareamento vitreo de pacientes diabéticos
com hemorragia vitrea sem a intervencdo cirtrgica (THOMAS et al., 2000). Tal abordagem
desperta muito interesse clinico, pois pacientes com retinopatia diabética (ndo-proliferativa ou
proliferativa incipiente) podem beneficiar-se de uma liquefagéo precoce e indugéo indireta do
descolamento do vitreo posterior (DVP). Portanto, melhorando o prognéstico evolutivo da
retinopatia, secundario a auséncia do substrato para proliferacdo de neovasos retinianos
(corpo vitreo descolado).

Inicialmente, foi proposta a sua utilizagdo na inducdo do DVP, apesar da existéncia de
pequena base tedrica para confirmacdo dessa hipdtese. A hialuronidase ndo manifesta
influéncia direta em estruturas moleculares presentes na interface vitreo-retiniana. No entanto,
em algumas séries, foi evidenciado o aumento no indice de DVP, mas, possivelmente,
secundario a inflamagdo intra-ocular provocada pela injecdo intravitrea da enzima. Por meio
da indugdo de um processo de sinerése farmacoldgica, pode se traduzir no aumento da roturas
retinianas iatrogénicas. Portanto, existem fortes evidéncias de que a hialuronidase promove a

liquefag&o vitrea, apresentando limitada acéo na interface vitreo-retiniana.
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No contexto atual, percebe-se uma potencial utilizacdo dessa enzima como adjuvante
em procedimentos vitreos de pequena incisdo, facilitando a liquefacéo vitrea pré-operatdria, e,

consequentemente, encurtando o tempo e aumentando a eficacia do procedimento.

1.10.2 Plasmina

Atualmente, é uma das enzimas mais estudas em vitrectomia farmacoldgica e com
grande potencial na sua utilizacdo em estudos clinicos (VERSTRAETEN et al., 1993;
MARGHERIO et al., 1998; MEN et al., 2004). Trata-se de uma enzima nao especifica, que
tem acdo sobre a laminina e a fibronectina, dois componentes da MEC presentes na MLI,
sabidamente estrutura implicada na adesdo da interface vitreo-retiniana.

Verstraeten et al., em 1993, em estudo experimental pioneiro (em olhos de coelhos),
evidenciaram que a utilizacdo de plasmina intravitrea mostrou-se Util adjuvante a cirurgia de
vitrectomia na inducdo de DVP. Subsequientemente, Margherio et al. (1998) apresentaram
uma serie de casos (buracos de macula traumaticos em pacientes pediaticos), em que a
plasmina facilitou a inducdo cirargica do DVP. No entanto, a plasmina utilizada nos primeiros
estudos foi de origem bovina, o que causou dificuldade na aprovacdo de protocolos e
instalagdo de estudos multicéntricos. Com isso, Dr. Trese e colaboradores, preconizadores de
sua utilizacdo, desenvolveram um Kit para obtencdo da plasmina autéloga e subsequente
utilizacdo durante o procedimento cirdrgico (comunicacao pessoal).

Atualmente, existe em andamento um estudo clinico, realizado por dois centros
americanos (Royal Oak, MI e Durham, NC), na avaliagdo de plasmina durante a cirurgia de
vitrectomia para buraco de macula graus 2 e 3.

Em estudos experimentais preliminares, realizados por nés em 2001 (dados nao
publicados), utilizando o kit para obtencdo de plasmina aut6loga, foram observados sinais de

liquefacdo vitrea ap6s 30 minutos da injecdo enzimatica. Além da hidrolizagdo de
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glicoproteinas da interface vitreo-retiniana, existem hipoOteses baseadas em evidéncias
cientificas de que a plasmina é responsavel também pela liquefacdo vitrea mediante a ativacao
de metaloproteinase (enzima intrinseca da cavidade vitrea responsavel pelo processo
fisioldgico de sinérese vitrea).

Outro estudo experimental (HIKICHI et al., 1999), associando plasmina com injecao
de gas (SF6), demonstrou resultados interessantes quanto a eficacia na inducdo do DVP
comparado com injecdo isolada de gés intravitreo.

Recentemente, foi publicado um estudo experimental onde se utilizou tecnologia
recombinante, tendo como vantagem a praticidade em sua obtencdo e esterelidade, na
produgdo de plasmina dentro da cavidade vitrea (através da injecdo intravenosa de
plasminogénico e uroquinase) associada com injecdo de SF6, reproduzindo resultados

similares a estudos anteriores (MEN et al., 2004).

1.10.3 Dispase

Trata-se de uma enzima com atividade proteolitica da fibronectina e colageno do tipo
4, componentes que constituem, juntamente com a laminina, a estrutura molecular da
membrana limitante interna (STENN et al., 1989).

Estudos preliminares demonstraram que sua atuacgdo, de relativa especificidade pelos
componentes da juncdo vitreo-retiniana, traduziu-se na ruptura de fibrilas colégenas
adjacentes e perda da lamina rara externa e alteragdo na regularidade de superficie na lamina
densa da MLI, com preservacdo de estruturas retinianas subjacentes. Portanto, 0s
investigadores concluiram que a dispase ndo induziria efeitos colaterais na retina, pois as
extensdes das células de Muller permaneceram intactas (TEZEL; Del PRIORE; KAPLAN,

1998).
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Em 2000, por meio de um estudo preliminar experimental ndo controlado em olhos de
suinos jovens (onde existe forte adesdo vitreo-retiniana), nosso grupo confirmou evidéncias
preliminares, de que a dispase facilitou a separacdo do vitreo posterior durante a sua inducao
mecénica na vitrectomia via pars plana (OLIVEIRA et al., 2000). Nesse mesmo estudo, foi
possivel evidenciar a importancia do estabelecimento da concentracdo e tempo de atuacao
intravitrea da enzima, para que se viabilizasse a utilizacdo deste agente, pois, em estudos
anteriores, a mesma enzima foi utilizada em altas doses para a producgéo de ruptura tecidual e,
secundariamente, a proliferagdo vitreo-retiniana (FRENZEL et al., 1998).

E importante destacar que, com o uso da dispase, ndo foram evidenciados sinais de
liquefacdo vitrea, confirmando, teoricamente, a especificidade proteolitica pela juncéo vitreo-

retiniana.

1.10.4 Condroitinase

No inicio da decada de 90, estudos de imunofluorescéncia detectaram intensa
reatividade de anticorpos contra sulfato de condroitinase na interface vitreo-retiniana de olhos
de macacos e humanos, principalmente em regido peripapilar e base vitrea (HAGEMAN et
al., 1989). Tais evidéncias levaram a estudos pilotos (in vivo em olhos de macacos e olhos de
doadores humanos), em que foi documentada a eficicia da condroitinase no descolamento de
base vitrea como adjuvante a vitrectomia (HAGEMAN; RUSSELL, 1994).

Baseados nos estudos preliminares, no final da década de 90, foi completado a fase |

do estudo clinico, mas os resultados ndo foram publicados, e a fase Il ainda néo foi iniciada.

1.10.5 RGD peptide
Diferentemente dos demais agentes estudados, 0 RGD peptide trata-se de um peptideo

sintético de cadeia curta (Gly-Arg-Gly-Glu-Ser-Thr-Pro), que, em associacdo a cirurgia
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vitreo-retiniana em olhos de coelhos, foi descrito por nosso grupo, em 2002, com 0 proposito
de utilizagdo no campo da vitrectomia farmacoldgica (OLIVEIRA et al., 2002).

Como abordado anteriormente, apesar da evolugdo dos conhecimentos sobre adesdo
vitreo-retiniana, a compreenséo de sua fisiologia ainda néo é totalmente esclarecida. Baseados
em estudos histolégicos, as fibras coldgenas corticais ancoram-se na MLI adjacente aos
pediculos da célula de Muller na superficie interna da retina (FOOS, 1972b).

Sabemos, também, que a MEC é um componente critico na mediacdo a adesao celular,
inclusive da interface vitreo-retiniana (RUSSELL; SHEPHERD; HAGEMAN, 1991).
Entretanto, o principal sitio de ligacdo entre a MEC e a célula sdo os receptores da superficie
celular, chamados integrinas (INGBER, 1991; ELNER; ELNER, 1996). Contudo, as
seqliéncias de ligacdo Arg-Gly-Asp (seqiiéncia RGD), incorporadas as diferentes moléculas
da MEC, séo as responsaveis pela interacdo com as integrinas. Ja do lado celular, as integrinas
sdo altamente ligadas a fibronectina e a laminina por meio das seqliéncias de ligacéo, que sdo
exatamente os constituintes da MLI presentes na interface vitreo-retiniana (RUOSLAHTI,
1991).

Portanto, a injecdo do RGD peptide funciona como um anélogo sintético, competindo
com as seqliéncias de ligacao especifica da MEC, provocando um relaxamento da interacdo
entre as integrinas-MEC e, conseqlientemente, enfraquecendo a adesdo da interface vitreo-
retiniana (PIERSCHBACHER; RUOSLAHTI, 1987; WILLIAMS, 1992).

Apesar desse estudo controlado ndo abordar aspectos de toxicidade e possivel
antigenicidade relacionados com o peptideo utilizado, potencialmente, abre uma nova

perspectiva na abordagem e conceito da vitrectomia farmacoldgica.
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2 INTRODUCAO

O descolamento do vitreo posterior tem sido tema de varios estudos devido ao seu
impacto na evolucdo natural de inimeras patologias vitreo-retinianas (SEBAG, 1992), tais
como retinopatia diabética proliferativa (WONG; SEHMI; McLEOD, 1989; SEBAG, 1996),
trauma ocular (GREGOR; RYAN, 1982), membrana epiretiniana e buraco macular
(MARGHERIO et al., 1998).

No entanto, o mecanismo fisioldégico de adesdo da interface entre vitreo e retina
permanece indeterminado. E sabido que, adjacente a superficie interna retiniana, se encontra a
MLI, um tipo de membrana basal responsavel pela jungdo entre os pediculos da célula de
Muller (retina) e o cortex vitreo. Em 1972, Foos (1972a) demonstrou que a juncdo vitreo-
retiniana é composta pelo ancoramento de fibras colagenas do vitreo cortical na membrana
limitante interna subjacente a superficie interna retiniana.

Kohno et al. (1987) e Russell, Shepherd e Hageman (1991), mediante
imunohistoquimica, demonstraram, na membrana limitante interna, a presenca e distribuicdo
de fibronectina e laminina, glicoproteinas conhecidas por suas propriedades de adeséo célula-
célula e célula-MEC. Adicionalmente, estudos complementares demonstraram a presenca de
colageno tipo | e IV (JERDAN; KAO; GLASER, 1986). Portanto, atribui-se a MLI suma
importancia na estabilizacdo da juncdo entre o colageno vitreo e a superficie retiniana
(KOHNO et al., 1987; RUSSELL; SHEPHERD; HAGEMAN, 1991).

Apesar da evolucdo de técnicas em cirurgia de vitreo, o descolamento da hialdide
posterior € causa de complicacOes intra-operatdrias. Em criancas e pacientes diabéticos, nos
quais o vitreo se encontra extremamente aderido a superficie retiniana, a indugdo cirdrgica do

descolamento da hialdide posterior €, frequentemente, impossivel ou associado a rasgaduras
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latrogénicas e hemorragia retiniana durante a vitrectomia mecanica (MARGHERIO et al.,
1998).

Recentemente, em estudo experimental realizado em macacos cynomolgus adultos
jovens, Russell e Hageman (2001) demonstraram, por meio de imunohistoquimica e
microscopia eletronica, que a separacdo mecanica do vitreo cortical causa perda do tecido
retiniano, incluindo avulsao de células ganglionares, das camadas plexiforme interna e nuclear
interna. Esses achados corroboram as evidéncias de danos induzidos cirurgicamente em nivel
de interface vitreo-retiniana, podendo ser responsaveis por defeitos do campo visual
evidenciados em pds-operatdrios de cirurgias no tratamento de buracos maculares. Portanto,
esses dados também suportam a tese da necessidade de adjuntos farmacolégicos associados ao
procedimento mecéanico na inducdo da separacdo atraumatica do descolamento induzido do

vitreo posterior (Figura 9).

Figura9. Microscopia eletronica de varredura da superficie interna de retina de suino
submetido a vitrectomia (estudo preliminar). Em regido peripapilar inferior, nota-se
rasgadura de retina (seta vermelha) provocada por tracéo vitreo-retiniana durante
inducdo mecanica do descolamento do vitreo posterior. Subjacente a rotura, nota-se

persisténcia de coladgeno do vitreo cortical (seta azul) (25x)
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Nesse cenario, a busca de tratamentos menos invasivos e métodos auxiliares no
procedimento cirdrgico para descolamento do vitreo, o conceito “vitrectomia farmacoldgica”
tem se mostrado em tendéncia crescente na literatura (SEBAG, 1998; TANAKA; QUI, 2000).
Este conceito é baseado, em parte, no uso de agentes que alteram a organizagdo molecular do
corpo vitreo, com o objetivo de reduzir e/ou eliminar indesejaveis consequéncias diretamente
relacionadas a tracdo vitreo-retiniana. Adicionalmente, com o avanco de técnicas de cirurgia
vitrea e reducdo do didmetro dos instrumentos (25 gauge), com intuito de diminuir a
manipulacdo e o tempo cirdrgico dos procedimentos, agentes farmacoldgicos que induzam a
liquefacdo vitrea potencialmente aumentariam a eficiéncia na remocéo do gel vitreo.

Contudo, como abordado em nossa revisao literaria, diferentes agentes enzimaticos ou
ndo-enzimaticos tém sido pesquisados nos ultimos anos (SEBAG, 1998; THOMAS et al.,
2000; OLIVEIRA et al., 2001; MEN et al., 2004).

Entre eles, Tezel, Del Priore e Kaplan, em 1998, demonstraram, em olhos enucleados,
que a injecdo intravitrea de dispase produziu a separacao da hialdide posterior da membrana
limitante interna com minimas alteragcdes na porc¢do interna da retina. Embora esse estudo
tenha se revelado metodologicamente limitado (fatores pés-morten e método de avaliagdo do
descolamento do vitreo), a dispase demonstrou caracteristicas de relativa especificidade a
juncdo vitreo-retiniana.

A dispase é uma protease obtida do Bacillus polymixia, usada na digestdo da
membrana basal em diferentes estruturas anatémicas (SPURR; GIPSON, 1985). Ela atua em
coladgeno tipo IV e fibronectina (STENN et al., 1989), que sdo dois dos principais
componentes da MLI e responsaveis pela adesividade da interface vitreo-retiniana.

Contudo, acredita-se que a injecdo intravitrea de dispase associada a vitrectomia

facilite a separagdo do vitreo posterior, e, conseqlientemente, reduza a incidéncia de



51

complicacdes intra-operatorias durante a disseccdo da hialdide posterior, diminuindo o0s
efeitos colaterais relacionados a inespecificidade de acdo apresentada por outros agentes na
vitrectomia farmacolégica.

Em nossa pesquisa, 0s suinos vivos foram o modelo experimental utilizado, devido a
similaridade com a anatomia ocular humana e a forte aderéncia do vitreo a retina (OLIVEIRA

et al., 2000) (Figura 10).

2cm

Figura 10. Corte coronal de globo ocular enucleado fixado em glutaraldeido 2%, de suino Sus

scrofa. Estrutura ocular de dimensdes semelhantes ao olho humano

O proposito deste estudo visa a avaliacdo da eficécia e toxicidade da injecéo intravitrea
de dispase no auxilio a vitrectomia na separacdo do cortex vitreo em suinos vivos. Portanto,
esperamos que as informagdes obtidas em nossa pesquisa auxiliem no desenvolvimento de
protocolos experimentais de vitrectomia farmacoldgica, e contribuam para possivel
aplicabilidade em futuros estudos clinicos que visem diminuir o indice de complicacGes

relacionados com a disseccao vitrea.
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3 OBJETIVOS

O estudo baseia-se na avaliacdo dos seguintes aspectos:

1. Determinar a eficacia na inducdo de descolamento do vitreo posterior entre 0s
grupos de suinos submetidos a vitrectomia via pars plana associadas a injecéo

intravitrea de 50ug de dispase €, no grupo controle, injecdo de solucdo salina.

2. Estabelecer a toxicidade da injecédo intravitrea de 50ug de dispase, em conjunto a
vitrectomia via pars plana, na inducdo mecanica do descolamento do vitreo

posterior em suinos.
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4 MATERIAL E METODO

Estudo experimental, duplo-cego e randomizado, preenchendo o0s critérios e
exigéncias estabelecidos pela resolugcdo de tratamento animal da Associaton for Research in

Vision and Ophthalmology.

4.1 Preparacgéao da dispase

A dispase (Gibco, Grand Island, New York) foi preparada em condigdes estéreis no
dia anterior ao procedimento cirargico, pela diluicdo em solucdo salina tamponada com
fosfato — phosphate buffered saline (PBS) — na concentracdo de 50ug/0,05mL (pH= 7,4). Foi

filtrada e estocada em -5°C (1mg = 0,77 Ul).

4.2 Animais

Vinte e quatro suinos da espécie Sus scrofa, com idades variando de 3 a 7 semanas,
foram randomizados em dois grupos (Figura 11).
Grupo 1: Vitrectomia associada com injec¢do intravitrea de dispase; e

Grupo 2: Vitrectomia associada com injec¢do intravitrea de PBS (controle).

Cada um dos grupos foi constituido de 12 animais, que receberam injecdo intravitrea

de 50ug (0,05mL) de dispase ou 0,05mL de PBS em um olho, logo apés core vitrectomia via
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pars plana, seguida por um periodo de espera de 15 minutos, e, consecutivamente, aplicada a

aspiracdo ativa com o vitre6fago sobre o vitreo cortical adjacente a papila do nervo éptico.

Figura 11. Suinos da espécie Sus scrofa de 7 semanas

4.3 Procedimento

A anestesia geral em suinos foi induzida pela injegdo intramuscular (IM) de 2mL a
3mL da combinacéo de xilazina (TranquiVed, Vedco, Inc, MO, USA — 100mg/mL) e cetamina
(KetaVed, Phoenix Scientific, Inc., MO, USA — 100mg/mL). A injecdo IM de 1mL de
cetamina foi utilizada na necessidade de complementagdo anestésica durante o procedimento.

Para dilatagdo pupilar, foram empregados ciclopentolato 1% (AK - Pentolate 1%, Akron, Inc.,
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LA, USA) e fenilefrina 10% (Ak-dilate, Akron, Inc., LA, USA). Anteriormente a preparacdo do
campo cirurgico estéril, o saco conjuntival foi irrigado com polvidine 5%.

Todos os animais foram inicialmente examinados com oftalmoscopio indireto para
exclusdo de eventual presenca de anormalidades vitreo-retinianas (Figura 12). A membrana
nictante foi removida para facilitar o acesso dos intrumentos cirdrgicos a esclerotomia. Trés
esclerotomias foram criadas a 2mm do limbo cirdrgico, e o sistema de canulas esclerais para
vitrectomia via pars plana (Grieshaber /19 gauge) foi implantado para melhor acesso, controle
de fluxo e protecdo da base vitrea. Core vitrectomia com lente de contato de 30 graus foi

realizada utilizando-se unidade de vitrectomia, Daisy (Storz), para remover o gel vitreo axial.

Figura 12. llustracdo da realizacéo da oftalmoscopia indireta
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As esclerotomias foram temporariamente ocluidas, a infusdo intravitrea de ringer
lactato interrompida e os olhos randomizados para injecdo intravitrea via pars plana de
0,05mL de dispase (50ug) ou PBS. Os cirurgides desconheciam a solucéo a ser injetada. Apds
a injecdo intravitrea, a oftalmoscopia indireta foi efetuada para identificacdo de eventual
hemorragia ou trauma relacionado ao contato da agulha. Ap6s 15 minutos de espera, a
aspiracdo ativa (fixada em 100mmHg) com a ponta do vitre6fago foi aplicada na borda da
papila do nervo éptico com o objetivo de indugdo mecanica do descolamento da hialdide

posterior (Figura 13).

Figura 13. llustracdo do campo cirurgico durante a realizacao da vitrectomia via pars plana
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4.4 Classificagdo do descolamento do vitreo posterior (DVP)

Baseado em observacdo intra-operatdria e principalmente durante a aspiragdo ativa do
cortex vitreo, o descolamento do vitreo posterior (DVP) foi classificado em:

DVP total: Identificagdo de uma linha continua e de forma crescente na surperficie
retiniana que se move anteriormente a partir da papila do nervo 6ptico nos
quatro quadrantes, e/ou quando obtida a separacdo do anel de Weiss (Figura
14).

DVP parcial: Identificacdo de uma linha continua e de forma crescente em menos
de quatro quadrantes, observando-se uma persistente tragdo vitrea durante a
aspiracdo ativa sobre as correspondentes areas da superficie retiniana onde nao

se evidenciou a citada linha.

DVP ausente: Nenhuma linha foi identificada na superficie retiniana em nenhum
dos quadrantes, e a persistente tracdo vitrea durante a aspiracdo foi observada
em toda a extensdo da superficie retiniana.

DVP indeterminado: Identificagdo impossivel de sinais sugestivos de
descolamento vitreo ou qualquer evidéncia de tracdo vitrea durante a aspiracao

ativa.

Nos olhos onde os achados clinicos, durante a tentativa de separacdo do vitreo
posterior, foram de dificil interpretacdo (DVP indeterminado), a microscopia eletrdnica de
varredura foi realizada nos 4 quadrantes da calota ocular, para determinar a extensdo do
descolamento do vitreo, sendo, subseqlientemente, reclassificados em um dos outros trés
grupos definidos — DVP total, parcial ou ausente. A microscopia eletronica de varredura
também foi aplicada em seletos olhos para confirmacdo dos achados clinicos evidenciados

durante o procedimento cirdrgico.
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Figura 14. Descolamento total do vitreo posterior apds injecdo de dispase e vitrectomia em
suino. A e B. Identificacdo de linha continua e de forma crescente na surperficie
retiniana que se move anteriormente a partir da papila do nervo éptico em direcéo a
periferia, correspondente a separagdo da hialdide posterior (seta vermelha).
Retinografia (C) evidenciando o descolamento da hialdide posterior mediante a
presenca do anel de Weiss (seta verde) em por¢do média da cavidade vitrea, sendo

este confirmado com ultrassonografia (D) pés-operatoria (seta amarela)

4.5 Avaliacéo pds-operatoria

No grupo 1 (dispase), os animais foram acompanhados no pds-operatdrio por 1, 4 e 8
semanas (12 por 1 semana, 9 por 4 semanas e 5 por 8 semanas). No grupo 2 (controle), 4 dos
12 animais foram avaliados durante os mesmos periodos do grupo 1 (4 por 1 semana, 2 por 4

semanas e 1 por 8 semanas), e 0s outros animais foram avaliados apenas para o estudo de
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eficacia, tendo sido efetuada a eutanasia imediatamente apds a cirurgia. A avaliacdo clinica
consistiu em biomicroscopia e oftalmoscopia indireta (em 1, 4 e 8 semanas), eletroretinografia
(em 4 e 8 semanas) e exame histopatolégico da retina por microscopia de luz e eletrdnica de
varredura e/ou transmissao da retina e interface vitreo-retiniana foram realizados em olhos

selecionados (Tabela 1 e 2).

Tabelal- Grupo dispase, seguimento pos-operatorio

Suinos PO imediato ; Pos-ogeratorloa MV | MT | ML
1l%sem 4%sem 8%sem
1 | - + +
2 I | - + +
3 Todos os animais [ Il | + - +
4 . [ N | + - -
5 foram mantidos ECE + + +
6 vivos para mOE |+ - -
7 | + - +
8 acompanhamento ErE + - R
190 po6s-operatorio - u + +
11 [ | + + +
12 | - - -
PO= pds-operatério; sem= semana; M = Eletroretinografia; |- = Exame clinico; @ = Eutanasia;

MV= Microscopia eletrénica de varredura; MT= Microscopia de transmissdo; ML= Microscopia
de luz; (+) =realizado; (-) = ndo realizado

Tabela 2 - Grupo controle, seguimento p6s-operatdrio

Suinos | PO imediato Pos-operatorio MV | MT | ML
1%sem 4%sem 8%sem
1 [ | + - +
2 [ I | - + +
3 [ I | - + -
4 [ | + - +
5 | - - -
6 [ | - + -
7 | + - +
8 [ | - - +
9 | - - -
10 | + - +
11 | - - -
12 | - - -
PO= p6s-operatdrio; sem= semana; M = Eletroretinografia; '~ = Exame clinico; W = Eutanasia;

MV= Microscopia eletrénica de varredura; MT= Microscopia de transmissdo; ML= Microscopia
de luz; (+) = realizado; (-) = ndo realizado
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4.6 Eletrofisiologia

Antes da realizagdo da eletroretinografia, os animais foram adaptados ao escuro por
uma hora. Sob anestesia geral, o exame foi realizado usando o UTAS-2000 (LKC
Technologies, Gaithersburg, MD). Full-field eletroretinograma foi realizado nos dois olhos de
cada animal, usando-se um sistema computadorizado com eletrodos de lentes de contato Jet.
Duas respostas eletroretinograficas foram analisadas: resposta escotopica dim-blue (média de
40 estimulos) e resposta fotopica ‘1Hz single flash” (média de 20 estimulos) (PETTERS et al.,

1997) (Figura 15).

Figura 15. llustracdo da realizacéo do eletroretinograma ap6s o tratamento cirdrgico
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No grupo dispase, 4 animais foram avaliados na 4% semana pds-operatoria e outros 4
animais na 8 semana pos-operatoria. Ja no grupo controle, 1 animal foi avaliado na 42

semana, enquanto outros 2 foram avaliados na 82 semana pds-operatoria (ver Tabela 1 e 2).

4.7 Avaliacéo clinica

Ap6s o eletroretinograma, cada animal foi clinicamente examinado por
biomicroscopia e oftalmoscopia indireta. Camera Genesis (Kowa) foi usada para fotos do
seguimento anterior e posterior de cada olho.

Baseada na classificacdo usada no Endophthalmitis Vitrectomy Study (1995), a
opacidade de meio foi classificada como a seguir:

Grau 0= opacidade de meio ausente;
Grau 1= opacidade de meio presentes, mas com vasos de segunda ordem visiveis;

Grau 2= impossibilidade na visualizacdo dos vasos de segunda ordem, mas com

alguns vasos retinianos visiveis;

Grau 3= impossibilidade na visualizacdo dos vasos retinianos, mas com reflexo

vermelho presente;

Grau 4= reflexo vermelho ausente.

4.8 Exame histoldgico

A eutanasia foi realizada com injecdo intracardiaca de sodium pentobarbital. Apds
enucleacdo, os olhos foram submetidos a imediata penetracdo por lamina no polo superior

subjacente na regido da via pars plana, para assegurar a penetracdo da solucédo de fixacdo. Os



62

olhos permaneceram imersos em solucao de paraformaldeido 2% e glutaraldeido 2,5% (0,1M
phosphate buffer e pH 7,4) por, no minimo, 24 horas a 4°C.

Para microscopia de luz, o globo foi embebido em parafina, realizadas seccdes
horizontais de 5um de espessura, e, consecutivamente, processados para hematoxilina-eosina.

Para microscopia eletronica de varredura, os olhos foram divididos em 4 quadrantes
onde, através de um trépano os segmentos retinianos foram obtidos extendendo-se entre as
porcdes do pblo posterior até a regido equatorial. Os segmentos foram desidratados em etanol,
submetidos ao processo de secagem em didxido de carbono liquido até o ponto critico,
cobertos em ouro e fotografados, usando microscopio de varredura JSM 6400. Para
microscopia eletronica de transmissdo, o tecido foi desidratado em séries de etanol, seguido
por 6xido de propileno, infiltrado, e embebido no meio de Spurr. As sec¢des (70nm) foram
processadas usando-se ldmina de diamante DDK no micr6tomo Reichert Ultracut S, montado
em compartimento de rede (Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA). As seccdes

foram constratadas por 15 minutos em KMnQO, e por 5 minutos em solucéo de Sato.

4.9 Analise estatistica

A incidéncia de descolamento do vitreo posterior foi analizada usando o Exact 2—sided

Wilcoxon e teste Mann-Whitney usando Statxact-4 for Windows (CYTEL Software Corp.,

Cambridge, MA). O valor de p< 0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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5 RESULTADOS

Baseado nos achados clinico-cirargicos durante o ato operatorio, o descolamento de
vitreo foi classificado como a seguir:
No grupo em que se utilizou dispase (h=12):
= 7 olhos apresentaram descolamento total do vitreo posterior;
= Nenhum dos olhos apresentou descolamento parcial do vitreo posterior;
= Nenhum dos olhos apresentou auséncia de descolamento de vitreo posterior;

= Em 5 olhos néo foi possivel a graduacao do descolamento de vitreo posterior.

No grupo em que se utilizou solucgéo salina (n=12):
= Nenhum dos olhos apresentou descolamento total do vitreo posterior;
= 5 olhos apresentaram descolamento parcial do vitreo posterior;
= 3 olhos apresentaram auséncia de qualquer grau de descolamento do vitreo;
= Em 4 olhos ndo foi possivel a graduacdo do descolamento do vitreo durante o

procedimento cirdrgico.

Portanto, durante o procedimento cirdrgico, em um total de 9 olhos (5 olhos do grupo
da dispase e 4 olhos do grupo da solucéo salina), ndo foi possivel determinar a extensdo do
descolamento do vitreo, os quais foram submetidos ao processamento para analise com
microscopia eletronica de varredura com o objetivo de determinar o estado de diferentes
quadrantes da superficie retiniana.

Apobs a andlise com microscopia eletronica de varredura, os resultados foram os

seguintes (Tabela 3).
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Tabela 3 - Classificacdo do descolamento do vitreo posterior (DVP) dos grupos dispase

(OD) e controle (OE) com e sem o auxilio da microscopia eletrénica de

varredura (MV)
Classificacdo cirargica Classificacdo cirargica + MV
OD (n=12) OE (n=12) OD (n=12) OE (n=12)
DVP total 7 0 7 2
DVP parcial 0 5 5 7
DVP ausente 0 3 0 3
Indeterminado 5 4 - -

Grupo dispase:

= 7 de 12 (58,3%) olhos apresentaram descolamento total de vitreo posterior;

» 5de 12 (41,7%) olhos apresentaram descolamento parcial de vitreo posterior;

Grupo solucéo salina:

= 2de 12 (16,7%) olhos apresentaram descolamento total de vitreo posterior;

= 7 de 12 (58,3%) olhos apresentaram descolamento parcial de vitreo posterior;

= Em 3 de 12 (25,0%) olhos ndo foi possivel induzir qualquer grau de descolamento
do vitreo posterior.

A analise estatistica mostrou significancia no aumento da incidéncia de descolamento
de vitreo posterior no grupo dispase comparado com o grupo solucéo salina (p= 0,029).
Né&o foram evidenciadas complicacGes intra-operatorias, como hemorragias ou roturas,
durante a tentativa de descolamento da hialdide posterior.
Durante o exame clinico pds-operatorio, o ‘grupo dispase’ apresentou 0s seguintes
achados (Figura 16 e Tabela 4):
12 semana de pés-operatorio

= 7 de 12 olhos sem qualquer opacidade de meio (G0O) sem alteracdes retinianas, 2
de 12 olhos apresentaram opacidade vitrea leve (G1), 1 de 12 olhos apresentou
opacidade moderada (G2), e 2 olhos com reflexo vermelho presente (G3).
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= 2 dos 5 olhos com algum grau de opacidade vitrea com 1 semana de pds-
operatério; foi realizada eutanasia dos animais (G1 e G2), e ambos apresentaram

histologia retininana normal.

= Qutros 2 olhos com opacidade vitrea, na 1* semana de poOs-operatorio,
apresentaram total reabsorcao de opacidade na 4% semana de pos-operatorio.

= No seguimento de 4 semanas apOs cirurgia, 1 olho apresentou residual

hemorragico em cavidade vitrea e evidéncia de embainhamento de segmento

vascular em um quadrante.

Figura 16. Retinografia de suino na quarta semana pds-operatdria (grupo dispase). Apresenta
estruturas oculares preservadas, meio totalmente transparente e sem evidéncia de

efeitos colaterais intra-oculares
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Tabela 4 - Resultado da analise segundo o grau de opacidade feita nos animais durante a 12, 42

e 82 semana de pds-operatorio no grupo dispase

Suinos Hemorragia Pos-operatdrio
(Esclerotomias) 12 semana 42 semana 82 semana
1 + GO GO GOm
2 - G3 GO G0, DOCm
3 - GO GO G0, DOCm
4 - GO GOm
5 - GO GOm
6 - GO GO GOm
7 Gl,Cat SCPm
8 - GO GO0m
9 - GO GO GO0m
10 + G2m
11 + G3, Cat SCP G1, alt.vascularm
12 - Gl G0m

(+)= com indicios; (-)= sem indicios; @ = eutanasia. Grau de opacidade de meio no pés-operatério: Grau 0 =
ausente; Grau 1 = presente, mas com vasos de segunda ordem visiveis; Grau 2 = impossibilidade na visualizagdo
dos vasos de segunda ordem, mas com alguns vasos retinianos visiveis; Grau 3 = impossibilidade na
visualizag8o dos vasos retinianos, mas com reflexo vermelho presente; Grau 4 = reflexo vermelho ausente. Cat
SCP = catarata subcapsular posterior; alt.= alteracdo; DOC = discreta opacidade corneana (haze leve)

Por sua vez, o exame clinico pos-operatério do ‘grupo solucdo salina’” apresentou 0s

seguintes achados (Tabela 5):

12 semana de pds-operatorio

= 4 olhos foram examinados; 2 deles apresentaram auséncia de opacidade vitrea

(G0), e outros 2 apresentaram opacidade vitrea leve (G1).

» Houve eutanasia de 1 suino, que apresentou opacidade vitrea leve (G1) na 12

semana pos-operatdria, e, apds eutanasia, verificou-se histologia retiniana normal.

» Na 42 semana pos-operatoria, 3 dos 4 animais foram examinados clinicamente e

apresentaram auséncia de opacidade vitrea. Concomitantemente, houve eutanasia

dos 3 suinos, e verificou-se histologia retiniana preservada.
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Tabela5- Resultado da analise segundo o grau de opacidade feita nos animais durante a 12, 42

e 82 semana de p6s-operatorio no grupo controle

Suinos Hemorragia Pés-operatorio
(Esclerotomias) 12 semana 42 semana 8% semana
! ” GO GO GO, Cat SCPH
2 ] GO GO eli] |
3 - Gl Gom
4 (W POI)
5 (mPOI)
6 + Gim
7 (m POI)
8 (m POI)
9 (mPOI)
10 (mPOI)
11 (mPOI)
12 (m POI)

(+)= com indicios; (-)= sem indicios; @l = eutanasia; ( l POI)= eutanasia no pos-operatdrio imediato. Grau de
opacidade de meio no po6s-operatério: Grau 0 = ausente; Grau 1 = presente, mas com vasos de segunda ordem
visiveis; Grau 2 = impossibilidade na visualizagcdo dos vasos de segunda ordem, mas com alguns vasos
retinianos visiveis; Grau 3 = impossibilidade na visualizagdo dos vasos retinianos, mas com reflexo vermelho
presente; Grau 4 = reflexo vermelho ausente. Cat SCP = catarata subcapsular posterior

No ‘grupo dispase’, o desenvolvimento de catarata ocorreu em 2 dos 12 animais, que
foram diagnosticados na 12 semana de pds-operatorio; e no “‘grupo solucdo salina’, em 1 dos 4
animais, foi diagnosticado na 8 semana de pds-operatorio. Quanto a opacidade do cristalino,
apresentaram padrdo subcapsular posterior, o0 que ndo impediu a observacdo de detalhes no
segmento posterior.

No ‘grupo dispase’, 2 olhos apresentaram opacidade subepitelial corneana leve e
difusa, enquanto, no ‘grupo solucéo salina’, ndo foi encontrado achado clinico semelhante. No
entanto, tais achados foram atribuidos a remocdo da membrana nictante (membrana ocular
externa responsavel pela lubrificacdo, oclusdo e umidificacdo da superficie ocular), o que,
possivelmente, ocasionou 0 quadro de ceratopatia. Tais achados foram anteriormente
evidenciados em outro estudo realizado pelo nosso grupo (observacgéo pessoal).

A andlise eletroretinografica ndo apresentou diferenca entre os padrbes dos grupos

‘dispase’ e ‘solucdo salina’ ou entre os grupos de olhos operados ou contralaterais (ndo-
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operados). As amplitudes dos estimulos escotdpicos ou fotopicos da onda B, tanto do grupo

‘dispase’ quanto ‘solucdo salina’, mostraram-se simétricas aos seus correspondentes olhos

contralaterais (ndo-operados) (Figura 17; Tabela 6 e Figura 18; Tabela 7 e Figura 19; Tabela 8

e Figura 20; Tabela 9 e Figura 21).

Resposta Escotdpica

Dispase + vitrectomia

Resposta Fotopica 100 uV
50ms

f\
I

[ Dispase + vitrectomia ) Olho contralateral

| ,,

PBS + vitrectomia

4\/ "I, j{\ e _:\Jlf N ——r

PBS= Phosphate buffered saline

Figura 17. Exemplificacdo de resposta eletroretinografica de suino. Respostas escotdpicas

(acima) em dois diferentes animais (grupo dispase e controle) e respostas fotopicas

(abaixo) entre os olhos operado e controle do mesmo animal, comparativamente

simétricos na 82 semana pds-operatéria
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Tabela 6 - Resultados individuais de 8 animais, média e desvio-padrdao (dp) da analise

eletroretinografica, segundo o tempo implicito para resposta escotopica, e fotdpica

de 1Hz e 29Hz no grupo dispase olho operado (OD) e olho contralateral (OE)

Fotopica
n Escotopica Resposta com 20 Resposta com 40 estimulos
estimulos (fotépica 1Hz) (fotdpica 29Hz)
oD OE oD OE oD OE
1 70,5 68,5 24,0 23,5 23,2 22,4
2 80,5 77,5 25,0 24,0 23,2 22,4
3 76,0 76,5 23,5 23,0 22,8 21,8
4 73,5 66,0 25,0 25,0 21,5 22,5
5 73,5 80,5 23,5 23,5 23,8 22,3
6 74,0 75,0 24,5 24,0 23,8 22,5
7 86,0 88,5 24,0 23,5 23,7 22,7
8 63,0 63,0 24,0 23,5 21,9 20,9
média 74,63 74,44 24,19 23,75 22,99 22,19
dp 6,6 8,0 0,6 0,6 0,9 0,6
100 Grupo Dispase
[10D- olho operado

D 80 R [ OE - olho contralateral

S

S

:‘é 60

=

= 40

o

e 20 =

At

0 ‘

Resp. Escotopica

Figura 18. Comparacdo da média e

1Hz

29 Hz

Resp. Fotdpica

desvio-padréo

do grupo dispase da analise

eletroretinografica para a resposta escotdpica e resposta fotopica de 1Hz e 29Hz,

segundo o tempo implicito, no grupo de olho operado (OD) e olho contralateral (OE)
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Tabela7 - Resultados individuais de 8 animais, média e desvio-padrdao (dp) da analise
eletroretinografica segundo a amplitude da onda B, para resposta escotopica e

fotopica de 1Hz e 29Hz no grupo dispase olho operado (OD) e olho contralateral

(CE)
Fotopica
n Escotdpica Resposta com 20 Resposta com 40 estimulos
estimulos (fotépica 1Hz) (fotdpica 29Hz)
oD OE oD OE oD OE
1 377,0 224,0 707,0 567,0 661,9 543,8
2 293,0 199,0 322,0 374,0 264,0 199,0
3 100,0 103,0 278,0 285,0 343,1 336,0
4 127,0 62,0 259,0 219,0 261,0 277,0
5 165,0 161,0 428,0 396,0 465,3 4450
6 331,0 298,0 589,0 526,0 564,5 546,8
7 284,0 179,0 676,0 443,0 513,8 308,2
8 165,0 170,0 288,0 308,0 318,2 393,2
média 230,25 174,50 443,38 389,75 423,98 381,13
dp 103,3 72,0 187,2 1195 149,3 125,1
800 Grupo Dispase
1 OD- olho operado

- 600 [@ OE - olho contralateral

: |

T 400 [ |

: T

=

T |
E 200 i
0
Resp. Escotdpica 1Hz 29Hz

Resp. Fotdpica

Figura 19. Comparagdo da média e desvio-padrdo do grupo dispase da anélise
eletroretinogréafica para a resposta escotopica e resposta fotopica, segundo a
amplitude da onda B, de 1Hz e 29Hz no olho operado (OD) e olho

contralateral (OE)
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Tabela 8 - Resultados individuais de 3 animais, média e desvio-padrdao (dp) da analise
eletroretinografica segundo o tempo implicito, para resposta escotdpica e fotopica de
1Hz e 29Hz no grupo controle, olho operado (OD) e olho contralateral (OE)

Fotopica
n Escotopica Resposta com 20 Resposta com 40 estimulos
estimulos (fotépica 1Hz) (fotdpica 29Hz)
oD OE oD OE oD OE
1 81,5 79,0 24,5 24,5 23,9 23,2
2 65,0 69,5 25,0 25,0 22,1 22,1
3 76,0 83,5 25,0 24,0 23,7 22,3
média 74,17 77,33 24,83 24,50 23,23 22,53
dp 8,4 7,1 0,29 0,50 0,99 0,59
100 Grupo Controle
7 80 - T [10D- olho operado
£ | = OE - olho contralateral
]
& 60
=
= 40
a
c 20
()
|_
Resp. Escotépica 1Hz 29 Hz

Resp. Fot6pica

Figura20. Comparacdo da média e desvio-padrdo do grupo controle da andlise

eletroretinografica para a resposta escotopica e resposta fotopica de 1Hz e 29Hz,

segundo o tempo implicito no olho operado (OD) e olho contralateral (OE)
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Tabela9- Resultados individuais de 3 animais, média e desvio-padrdao (dp) da analise
eletroretinografica segundo a amplitude da onda B, para resposta escotopica e
fotopica de 1Hz e 29Hz no grupo controle, olho operado (OD) e olho contralateral
(CE)

Fotopica
n Escotdpica Resposta com 20 Resposta com 40 estimulos
estimulos (fotépica 1Hz) (fotdpica 29Hz)
oD OE oD OE oD OE
1 460,0 453,0 683,0 569,0 679,0 624,0
2 398,0 328,0 563,0 506,0 461,0 402,0
3 134,0 96,0 136,0 158,0 236,0 102,0
média 330,67 292,33 460,67 411,00 458,67 376,00
dp 173,1 181,2 2875 2214 2215 262,0
800 Grupo Controle [ 10D- olho operado
7 OE - olho contralateral

— 600 E T

N

>

2 400 - ( (

2

B 200 -

<

0 ‘
Resp. Escotdpica 1Hz 29Hz
Resp. Fot6pica
Figura2l. Comparacdo da média e desvio-padrdo do grupo controle da andlise

eletroretinografica para a resposta escotopica e resposta fotopica de 1Hz e 29Hz,

segundo a amplitude da onda B, no olho operado (OD) e olho contralateral (OE)

As laminas de microscopia de luz apresentaram-se normais entre 0s grupos. Um dos

olhos do ‘grupo dispase’, que apresentou persisténcia de opacidade vitrea, evidenciou

aglutinacdo de ceélulas inflamatorias sobre a papila do nervo Optico, correspondente ao

processo hemorragico/inflamatério encontrado durante o exame clinico. Nao se evidenciaram

alteracdes perivasculares ou da parede vascular, desorganizacdo ou necrose do tecido

retiniano (Figura 22 e Tabela 10).
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Figura 22. Microscopia de luz (hematoxilina-eosina) de retina de suino mostrando a morfologia

de retina neurosensorial e interface vitreo-retiniana. Pds-operatorio de vitrectomia
(grupo controle), na qual se pode observar a presenca de fina camada de colageno
correspondente a presenca de hialdide posterior aderida a superficie retiniana (seta
preta). Notam-se encolhimento de células ganglionares (seta amarela)
correspondentes a artefatos de técnica inerentes a fixacéo tecidual (40x)

Tabela 10 - Achados clinicos para determinacdo do descolamento do vitreo posterior, bem como

resultados complementares para analise dos resultados do grupo dispase

. MVICIR Pés-operatério (semanal)

Suinos CIR (DVP) (DVP) T2 sem 7 sem & serm ERG | MV MT ML
1 Total Total GO GO GOm + - +
2 Total Total G3 GO GOm + - +
3 Indeterminado Parcial GO GO GOm + + - +
4 Total Total GO GOm + + - -
5 Indeterminado Parcial GO GOm + + + +
6 Total Total GO GO GOm + + . -
7 Indeterminado Parcial GClm - + - +
8 Indeterminado Parcial GO GOm + + - )
9 Total Total GO GO GOm . . + .
10 Indeterminado Parcial G2l - + - -
11 Total Total G3 Glm - + + +
12 Total Total Gl GOm + - - -

CIR (DVP) = Anaélise intra-operatoria associada & microscopia eletronica de varredura (descolamento do vitreo
posterior); ERG = Eletroretinograma; MV = Microscopia eletronica de varredura; MT = Microscopia eletronica
de transmissdo; ML = Microscopia de luz. (+) = realizado; (-) = néo realizado. Grau de opacidade de meio no
pos-operatério: Grau 0= ausente; Grau 1= presente, mas com vasos de segunda ordem visiveis; Grau 2=
impossibilidade na visualizacdo dos vasos de segunda ordem, mas com alguns vasos retinianos visiveis; Grau 3=
impossibilidade na visualizagdo dos vasos retinianos, mas com reflexo vermelho presente; Grau 4= reflexo
vermelho ausente;l = eutandsia
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Em ambos os grupos, em areas onde foi constatado o descolamento do vitreo intra-
operatorio, a microscopia eletrénica de varredura evidenciou o contorno das terminacdes das
células de Muller sob a MLI. Portanto, nas areas correspondentes ao descolamento do vitreo,
a superficie interna da retina apresentou-se lisa e ondulada sem evidéncia de fibrilas colagenas
subjacentes. No entanto, em &reas onde o vitreo posterior permaneceu aderido durante o
procedimento cirdrgico, houve a persisténcia de fibrilas coldgenas compativeis com a
aderéncia do vitreo cortical. Os resultados da microscopia eletrénica de varredura também
foram utilizados de maneira semelhante para determinar a persisténcia ou ndo da aderéncia do
cortex vitreo em quadrantes em que nao foi possivel a identificacdo clinica do descolamento
do vitreo (Figura 23).

A microscopia eletronica de transmissdo demonstrou raras fibras coldgenas adjacentes
a membrana limitante interna em areas de descolamento do vitreo posterior. Em contraste, em
areas onde o vitreo ndo foi separado da superficie retiniana, foi evidenciada densa malha
colagena inserida na membrana limitante adjacente. Adicionalmente, a microscopia de
transmissdo proporciona a avaliacdo morfoldgica da MLI que se apresentou preservada em
ambos 0s grupos. Entretanto, tanto em olhos operados como nos controles contralaterais,
foram identificados artefatos (vacuolos) principalmente na camada de fibras nervosas, células
ganglionares, segmento interno e externo dos fotorreceptores, atribuidos ao processo de

fixacdo (Figura 24 e Tabela 11).
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4 Cor;ex vitreo

b

Figura 23. A (350x): Microscopia eletrénica de varredura de superficie interna de retina de
suino, evidenciando completo descolamento do vitreo posterior durante a
vitrectomia associada com injecdo de dispase. B (3.500x): A superficie da retina
apresenta-se completamente desprovida de colageno sobrejacente, podendo
evidenciar superficie lisa e ondulada correspondente a membrana limitante interna
(ML) sobre os pediculos da célula de Muller. C (350x): Microscopia eletrénica de
varredura também de superficie interna retiniana evidenciando descolameno
parcial do vitreo posterior (seta) em olho submetido a vitrectomia (grupo controle).
Nota-se a presenca de estrutura hialdide do vitreo posterior aderida a superficie
retiniana e superficie adjacente correspondente a exposicdo da MLI. D (3.500x):
regido onde o cortex vitreo permaneceu totalmente colado a superficie interna da

retina apos vitrectomia associado a dispase
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Tabela 11 - Achados clinicos para determinacéo do descolamento do vitreo posterior, bem como

resultados complementares para analise dos resultados do grupo controle

. MV/CIR Pos-operatério (semanal)

suinos | CIR (DVP) | M | P e aem | ERG | MV | MT | ML
1 Indeterminado Parcial GO GO Gom + + - +
2 Ausente Ausente GO GO Gom + -
3 Parcial Parcial Gl Gom + - + -
4 Indeterminado Parcial (. PO') - + - +
5 Parcial Parcial (m POI) - - - -
6 Ausente Ausente Clm - - + -
7 Indeterminado Total (. PO') - + -
8 Parcial Parcial (m POI) - - - +
9 Ausente Ausente (m POI) - - - -
10 Indeterminado Total (m POI) - + - +
11 Parcial Parcial (m POI) - - - -
12 Parcial Parcial (m POI) - - - -

CIR (DVP) = Andlise intra-operatoria associada a microscopia de varredura (descolamento do vitreo posterior);
ERG = Eletroretinograma; MV = Microscopia eletrbnica de varredura; MT = Microscopia eletrnica de
transmissdo; ML = Microscopia de luz. (+) = realizado; (-) =ndo realizado. Grau de opacidade de meio no pés-
operatorio: Grau 0= ausente; Grau 1= presente, mas com vasos de segunda ordem visiveis; Grau 2=
impossibilidade na visualizagdo dos vasos de segunda ordem, mas com alguns vasos retinianos visiveis; Grau 3=
impossibilidade na visualizago dos vasos retinianos, mas com reflexo vermelho presente; Grau 4= reflexo
vermelho ausente; Ml = eutanasia; (ll POI) = eutanasia no pds-operatdrio imediato

- )
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IR
s M

i B i o ulg &
Figura 24. A (12.000x): Microscopia ele
suino apo6s inducdo de descolamento do vitreo posterior durante vitrectomia

trénica de transmissdo de superficie vitreo-retiniana de

associado a dispase. Nota-se membrana limitante interna com anatomia preservada
e aplicada a superficie retiniana (cabecas de setas). Ndo h& remanescente de fibras
coladgenas aderidas a retina. B (12.000x): Microscopia eletrénica de transmissdo de
superficie vitreo-retiniana de suino ap6s vitrectomia associado com injecdo salina
(grupo controle em que se obteve descolamento parcial de retina). Observa-se
segmento onde fibrilas colagenas permanecem aderidas a membrana limitante
interna da retina
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6 DISCUSSAO

A hialbide posterior de suinos jovens € fortemente aderida a superficie retiniana,
reproduzindo, experimentalmente, manobras para disseccdo e descolamento do vitreo
posterior, principalmente em pacientes pediatricos, nos quais a tracdo mecanica, atraves da
aspiracdo ativa com o vitredfago, pode causar hemorragias retinianas, bloqueio do fluxo
axoplasmatico (esbranquicamento retiniano durante a tracdo), e rasgaduras de retina (ver
Figura 9).

Em estudo experimental em primatas jovens, em que foi induzido o descolamento
mecanico do vitreo posterior durante a vitrectomia via pars plana (RUSSELL; HAGEMAN,
2001), evidenciaram-se, histologicamente, rupturas segmentares ou separacdo de membrana
limitante interna da superficie sensorial da retina. Além disso, alguns animais apresentaram
perda de tecido retiniano, acompanhada por avulsdo de células ganglionares, camadas
plexiformes e nucleares internas, bem como roturas foveais parciais e totais e avulsdo de
bandas axonais em papila do nervo 6ptico.

Portanto, tais dados suportam a teoria de que manobras intra-operatorias durante a
separacdo do cértex vitreo podem explicar a perda de campo visual em poés-operatorio de
cirurgias no tratamento de buracos de mécula. Contudo, durante manobras mecénicas, torna-
se necessaria a utilizacdo de agentes farmacoldgicos que exercam um fator de clivagem e
enfraquecimento da juncdo vitreo-retiniana.

Em contraposto, a maior limitacdo na incorporacdo de agentes farmacoldgicos na
cirurgia de vitrectomia sdo os efeitos colaterais induzidos ao contato com a superficie
neurosensorial retiniana. Particularmente a utilizacdo intravitrea da dispase, sabe-se que

existem importantes efeitos colaterais previamente descritos (FRENZEL et al., 1998; JORGE
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et al., 2003; WANG et al., 2004). Baseados em nossos estudos preliminares, observamos que

os efeitos adversos relacionados a dispase intravitrea mostraram-se dependentes de dose e

tempo de exposicao (detalhados adiante) (Figura 25).

Figura 25. A, B e C: Microscopia de luz (hematoxilina-eosina), retina de suino ap6s 24 horas,
500ug de dispase intravitreo (sem vitrectomia em estudo preliminar). Notam-se
focos hemorragicos (seta amarela) em diversas camadas de retina neurosensorial,
descontinuidade de membrana limitante interna (seta azul) e contracdo tecidual

envolvendo toda a espessura de retina (seta vermelha) (40x)

Em ambos os grupos do nosso estudo, apos a realizagdo de core vitrectomia, seguido
de oclusdo de esclerotomias e fechamento de irrigacdo via pars plana, 50ug/0,05mL de
dispase foram injetados em cavidade vitrea, seguindo-se 15 minutos de espera com sistema
totalmente fechado. Seguiu-se abertura do sistema de irrigacdo e lavagem por aspiracdo ativa
de cavidade vitrea e, subsequientemente, aspiracdo ativa, em regido epipapilar, de membrana
hialdide, com objetivo de induzir o descolamento do vitreo posterior.

Essa sequiéncia durante o procedimento foi idealizada com objetivo de obter a maior
exposicdo possivel da enzima com a superficie posterior da retina (core vitrectomia),
utilizando-se baixa concentragdo (50ug) e durante um curto periodo de exposi¢do (15
minutos), com isso, obtendo um efeito enzimatico satisfatério na interface vitreo-retiniana e,

ao mesmo tempo, limitando os potenciais efeitos colaterais.
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No ‘grupo dispase’, o descolamento total do vitreo posterior foi obtido em 7 dos 12
olhos operados, enquanto no ‘grupo controle salino’ apenas 2 dos 12 olhos obtiveram
resultado semelhante. Além disso, no ‘grupo dispase’, ndo ocorreu auséncia de descolamento
do vitreo posterior em nenhum dos olhos, enquanto, no ‘grupo controle’, 3 dos 12 olhos
apresentaram 0 vitreo posterior totalmente aplicados (isto €, houve auséncia de
descolamento), sendo que os outros 9 olhos apresentaram apenas descolamento parcial do
vitreo posterior.

Apos a revelagdo do estudo (procedimento mascarado), a analise de anotagdes técnicas
intra-operatérias mostrou que nos olhos onde a dispase foi utilizada, a obtencdo do
descolamento do vitreo se deu de maneira mais facil e rapida, pois ndo foi observado sinal de
empalidecimento da superficie retiniana durante a aspiracdo ativa (comumente encontrado
quando existe forte aderéncia vitreo-retiniana). Uma das dificuldades durante o procedimento
foi a avaliagdo per-operatdria do descolamento do vitreo posterior, pois ndo foram utilizados
corantes para identificacdo da estrutura vitrea para evitar influéncia no resultado do estudo.
Em contrapartida, acreditamos que a utilizagdo de corantes vitreos poderia influenciar
positivamente na eficacia do procedimento, bem como na anélise de resultados.

Na dose e no tempo de exposicao utilizados, o ‘grupo dispase’ ndo apresentou sinais
de toxicidade retiniana em 11 dos 12 olhos. Em ambos os grupos, ndao foi observada
opacidade vitrea logo ap6s o tempo de exposicdo. No entanto, também em ambos os grupos,
foi evidenciada inflamacdo pds-operatdria transitéria intra-ocular. No ‘grupo dispase’, o Unico
olho que apresentou reagdo inflamatoria/hemorragica vitrea persistente, durante o seguimento
clinico, foi 0 mesmo que apresentou hemorragia relacionada com o processo de sutura da
esclerotomia. Esse olho apresentou opacidade vitrea importante, com uma semana de pos-
operatério, e subseqiiente involugdo de opacidade vitrea na 4% semana, com persisténcia de

residuos fibrino-hemorragicos adjacentes a embainhamento segmentar de vaso retiniano
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equatorial. No entanto, apesar dos achados clinicos, a avaliacdo eletroretinografica
apresentou-se preservada quando comparada ao olho contralateral (ndo-operado), e auséncia
de infiltracdo inflamatéria ou desorganizacdo morfoldgica de parénquima retiniano
correspondente.

Como mencionado anteriormente, em nossos estudos experimentais preliminares
(dados ndo publicados), foram testadas doses mais altas, tempos de exposi¢cdo mais longos e
diferentes modelos experimentais e procedimentos com objetivo de induzir o descolamento
total do vitreo posterior. Entretanto, observamos evidéncias reprodutiveis de toxicidade, como
hemorragias intra e pré-retinianas e subluxagdo de cristalino. Porém, tais efeitos colaterais
foram evidenciados quando a injecdo intravitrea de dispase ndo era seguida pela aspiracdo e
‘lavagem’ da cavidade vitrea e tedrica remocao do efeito enzimatico remanescente. Em estudo
recentemente publicado, Wang et al. (2004) confirmaram nossos achados, quando, a partir de
2 horas ap06s injecdo de dispase (em concentracdo semelhante ao utilizado nesse estudo), se
evidenciaram sinais de toxicidade semelhantes.

Contudo, acreditamos que a realizacdo de core vitrectomia prévia a injegdo intravitrea
de dispase, teoricamente, propiciaria maior exposi¢do da interface, pois a exérese do gel
vitreo possibilitaria a difusdo enzimética. Adicionalmente, outro passo cirdrgico importante,
na prevencdo de potenciais efeitos colaterais, seria a extensa e cuidadosa aspiragdo do
remanescente vitreo, apds a indu¢do mecanica do descolamento. Assim, existe a possibilidade
de persisténcia de pequena quantidade de remanescente enzimatico, e esta pode ter sido a
causa de tais achados clinicos (opacidade persistente e embainhamento vascular segmentar)
em um Unico olho no ‘grupo dispase’, apesar de ndo se apresentarem tipicos sinais toxicos,
anteriormente descritos pela injecéo desta enzima.

A andlise eletroretinogréfica, dentre todos os animais estudados, em ambos 0s grupos,

apresentou-se simétrica. Os parametros analisados foram amplitude e duracdo da onda B nas
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respostas escotopicas, fotdpicas 1Hz e fotdpicas 29Hz, em que a amplitude, em todas as
respostas, apresentou discretamente aumentada nos olhos que se submeteram ao procedimento
cirdrgico, tanto no ‘grupo dispase’ quanto no ‘grupo controle’. Existe a hipétese de que a
vitrectomia aumente a oxigenacdo do tecido retiniano desses suinos (em fase de
desenvolvimento), aumentando, consistentemente, a amplitude, quando comparada com o
olho contralateral. Essa hipétese poderia ser confirmada com a analise eletrofisiolégica pré-
operatoria.

A microscopia eletronica de varredura (MV) foi considerada o “padrdo ouro” para
analise da superficie retiniana e seu estado, quanto a presenca de colageno vitreo,
confirmando as impressdes clinicas tanto em olhos onde foi possivel evidenciar a dissec¢do da
hialéide ou descolamento do anel de Weiss (DVP total), quanto em olhos onde esses achados
ndo foram encontrados e a graduacdo do DVP se mostrou indeterminada. No “grupo dispase’,
os 5 olhos, primariamente considerados indeterminados, classificaram-se, apés MV, como
DVP parcial, confirmando a alta sensibilidade dos achados clinicos trans-operatdrios na
deteccdo do DVP total. No ‘grupo controle’ dos 4 olhos considerados inicialmente
indeterminados, 2 confirmaram-se como DVP parcial e 2 como DVP total.

A incidéncia de descolamento do vitreo posterior entre os grupos foi analisada usando
0 Exact 2—-sided Wilcoxon e o teste Mann-Whitney, em que a maior incidéncia de DVP no
‘grupo dispase’, quando comparado com 0 ‘grupo controle’, mostrou-se estatisticamente
significante (p= 0,029). A analise estatistica em questdo aplica um ranqueamento (designando
valores diferenciados) entre os resultados finais entre os grupos do DVP total, parcial e
ausente.

Ainda se baseando na analise com MV, em &reas correspondentes ao descolamento do
vitreo, a superficie interna da retina apresentou-se lisa e ondulada sem evidéncia de fibrilas

coldgenas subjacentes, assumindo superficie de padrdo ondulado com ténues e multiplas
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protuberancias correspondentes aos pediculos das células de Muller cobertos por MLI intacta
(Figura 26). No entanto, em areas onde o vitreo posterior permaneceu aderido durante o
procedimento cirdrgico, evidenciou-se a persisténcia de fibrilas coldgenas compativel com a
persisténcia do vitreo cortical subjacente. N&o foram observadas descontinuidades ou

desestruturacdo das camadas da MLI e exposicdo dos pediculos das células de Muller.

Figura 26. Microcopia eletrénica de varredura de superficie interna de retina de suino
submetido a vitrectomia associando dispase na inducéo do vitreo posterior. Notam-
se areas correspondentes ao descolamento do vitreo, superficie interna da retina
ondulada sem evidéncia de fibrilas colagenas subjacentes, assumindo superficie de
padrdo ondulado com ténues e mdltiplas protuberéncias correspondentes aos
pediculos das células de Muller cobertos por membrana limitante interna intacta
(3.500x)
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Na microscopia de transmissdao, a membrana limitante interna apresentou-se presente e
com anatomia preservada em ambos o0s grupos, sendo que &reas correspondentes ao
descolamento do vitreo ndo apresentaram fibrilas coldgenas do vitreo com direcdo paralela e
insercdo subjacente, e, sim, fibrilas coldgenas residuais. Em nossa série, ndo foram
evidenciadas alteracGes estruturais proprias da membrana limitante interna, descritas por
Tezel, Del Priore e Kaplan (1998) como auséncia da lamina rara externa e irregularidades de
superficie que sdo compativeis com exposicdo de pediculos das células de Muller. Foi
detectada, nos cortes histoldégicos de ambos os grupos, tanto em olhos submetidos ao
procedimento cirdrgico ou ndo, a presenca de vaclUolos em parénquima retiniano. Tais
achados foram previamente descritos como artefatos de fixagdo em retina de coelho, o que
possivelmente se reproduziu em alguns cortes histoldgicos (DOI; REFOJO, 1994; DOI et al.,

2000) (ver Figura 22; Figura 27).

Figura 27. Microscopia eletronica de transmissdo de superficie vitreo-retiniana de suino apdés
inducédo de descolamento do vitreo posterior durante vitrectomia associado a dispase
(A; 1000x) e grupo controle (B; 5.000x). Nota-se em porcdo interna de retina a
presenca de formagdes vacuolares, nos dois grupos, secundarios ao processo de

fixagdo tecidual
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Em nossa concepgdo, a evidéncia histologica de integridade estrutural da MLI tornou-
se um achado de extrema relevancia, ndo somente do ponto de vista de eficacia na inducdo do
DVP quanto na seguranca do procedimento, pois trata-se de uma evidéncia da preservacdo
estrutural da superficie retiniana, uma vez que, apds o descolamento do vitreo posterior, ndo
foram evidenciadas avulsfes de pediculos de células de Muller (SEBAG, 1991), digestdo
enziméatica da MLI e subjacente exposicdo de pediculos (SEBAG; HAGEMAN, 2000), e
perda de tecido retiniano, acompanhado por avulsdo de células ganglionares, de bandas
axonais em papila do nervo Optico, camadas plexiformes e nucleares internas, bem como

roturas foveais parciais e totais (RUSSELL; HAGEMAN, 2001) (Figura 28 e Figura 29).

!- o : e 25 em

Figura 28. Microscopia eletronica de varredura de superficie interna de retina de suino
submetido & injecdo intravitrea dispase na tentativa de inducéo do vitreo posterior
(estudo preliminar). A (350x) e B (3.500x). Notam-se multiplas estruturas
arredondadas e protuberantes correspondentes a exposicdo de pediculos das células
de Muller sem evidéncia de fibrilas colagenas vitreas subjacentes, no entanto,
evidenciando aspecto de importante desestruturacdo de membrana limitante interna

subjacente, secundario & prolongada exposicdo enzimatica (24 horas)
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Figura 29. Microscopia eletrdnica de varredura de interface vitreo-retiniana (superficie interna
da retina) de um jovem de 14 anos. Durante a preparacdo do tecido, complexo
esclera-cordide e retina foram dissecados do corpo vitreo. A (1.600x) e B (8.000x).
Notam-se mualtiplas estruturas arredondadas e protuberantes correspondentes aos
pediculos das células de Muller que se encontravam fortemente aderidas ao vitreo,
evidenciando sua exposicdo devido a desestruturagdo de membrana limitante
interna subjacente (nota-se a semelhanca morfoldgica a retina de suino apoés a
injecao enzimatica de dispase — Figura 28) (Fonte: SEBAG, 1991, p. 970)

Em editorial publicado recentemente, Sebag (2003) faz uma analise critica sobre a
importancia da MLI e a sua dissecgdo em diferentes patologias maculares. Segundo o autor,
principalmente em criancgas, devido a forte aderéncia, a tentativa de remocdo da membrana
limitante interna pode provocar a ruptura de processos pediculares das células de Muller e
camadas de fibras nervosas (MIURA et al., 2003). Estudos com eletroretinograma focal
evidenciaram alteracOes irreversiveis ap6s o peeling da membrana limitante em buracos de
macula idiopaticos (TERASAKI et al., 2001). Em nossa série de suinos jovens, baseados na
analise de microscopia eletronica, ndo evidenciamos ruptura de membrana limitante ou

desestruturacdo em superficie retiniana apos a separacgdo do cortex vitreo (Figura 30).
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Figura 30. Microscopia eletrénica de varredura de superficie interna de retina de suino
submetido a vitrectomia associado a dispase na inducéo do vitreo posterior. Notam-
se areas correspondentes ao descolamento do vitreo, superficie interna da retina
ondulada, sem evidéncia de fibrilas colagenas subjacentes, assumindo superficie de
padrao ondulado com ténues e multiplas protuberancias correspondentes aos
pediculos das células de Muller cobertos por membrana limitante interna intacta (A:
350x; B: 1.500x)

Portanto, podemos concluir que a dispase associada a vitrectomia facilita o
descolamento de vitreo posterior e fornece evidéncias de baixa toxicidade na dose e forma em
que foi utilizada em suinos jovens.

Somente o0 melhor entendimento da morfologia molecular, da fisiologia vitrea e da
dindmica de fatores e agentes intrinsecos que influenciam a fisiologia vitreo-retiniana
propiciard a incorporacdo da abordagem farmacoldgica na cavidade vitrea a rotina clinica.
Esperamos que as informacdes obtidas em nossa pesquisa auxiliem no desenvolvimento de
protocolos experimentais de vitrectomia farmacoldgica e contribuam para possivel
aplicabilidade em futuros estudos clinicos que visem diminuir o indice de complicacdes

relacionadas com a disseccao vitrea.



87

7 CONCLUSOES

Baseado neste estudo experimental podemos concluir que:

1. A associacdo de dispase na dose de 50ug a vitrectomia via pars plana facilitou a

inducdo e aumentou a incidéncia de descolamento do vitreo posterior em suinos.

2. A utilizacdo de dispase na dose de 50ug, em conjunto com a cirurgia de vitrectomia,
mostrou ser um procedimento reprodutivel de baixa toxicidade, ndo implicando
reducdo das respostas eletrofisiologicas e ou desorganizacdo histoldgica da retina

neurosensorial em suinos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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