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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de Pds-Graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil.

USO DE ADESIVO DE CIANOACRILATO PARA A FIXACAO DE B OTAO
CORNEAL AUTOGENO OU ALOGENO CONSERVADO EM GLICERINA A
98% NA CERATOPLASTIA PENETRANTE EM COELHOS.

AUTOR: FABRICIO DE VARGAS ARIGONY BRAGA
ORIENTADOR: NEY LUIS PIPPI
Local e Data da Defesa: Santa Maria, 02 de novembro de 2007.

A procura de alternativas para a fixagéo dos enxertos utilizados em defeitos corneais
€ realizada de forma incessante. Os cianoacrilatos sdo mondmeros liquidos que em
contato com a umidade polimerizam-se e solidificam-se rapidamente ocasionando a
adesdo nos tecidos. Séo utilizados em diversas situagdes clinicas na oftalmologia
humana e veterinaria. O presente trabalho teve como objetivo, avaliar o uso de um
adesivo a base de n-butil cianoacrilato na fixagdo e manutencdo de botdes corneais
autdgenos e aldgenos na ceratoplastia penetrante. Para tanto foram usados 16
coelhos divididos em dois grupos: O grupo | — adesivo (Gl — 8 animais) e grupo Il —
sutura (GIl — 8 animais). No Gl, foi realizada, no olho esquerdo, uma ceratoplastia
penetrante de 5 mm utilizando-se cérnea alégena conservada em glicerina de 6 mm
de diametro e fixando-a com 4 pontos isolados simples e adesivo de cianoacrilato
sobre as bordas. No olho direito também foi realizada uma ceratoplastia penetrante,
porém de 4 mm de diametro utilizando-se o botdo que foi removido da cdOrnea
esquerda (5 mm) com o mesmo método de fixacdo. No GIl procedimentos
semelhantes fora realizados, porém, a fixacdo dos botdes constou de 8 pontos
isolados simples. AvaliacBes oftalmicas pos-operatérias (PO) foram realizadas. Aos
0 (antes dos procedimentos) 60 e 90 dias PO foram realizadas a videoceratoscopia
computadorizada e a paquimetria ultra-sénica. Ao final do periodo de avaliagdo, as
corneas foram avaliadas & microscopia eletrdnica por varredura. Foi verificada a
integragdo de ambos os transplantes em ambos os grupos. Houve um maior grau de
astigmatismo visto nos transplantes autdogenos do Gl e, neste grupo a densidade
endotelial foi menor. A paquimetria, foi verificada a diminuicdo da espessura
conforme aumentavam os tempos. Em todos os animais houve a completa
progressdo do endotélio corneal sobre o aloimplante. Conclui-se que o adesivo de
cianoacrilato pode ser usado como método de fixacdo de autotransplantes bem
como alotransplantes de cérnea em coelhos.

Palavras-chaves: cola; implante; enxerto; transplante; medicina veterinaria
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THE USE OF CYANOACRYLATE ADHESIVE FOR FIXATION OF C ORNEAL
AUTO E ALOIMPLANTS PRESERVED IN 98% GLYCERIN IN THE PENETRATING
KERATOPLASTY IN RABBITS

AUTHOR: FABRICIO DE VARGAS ARIGONY BRAGA
ADVISER: NEY LUIS PIPPI
Date and place: Santa Maria, Brazil, november, 2", 2007.

The present research had the objective to evaluate the use of an n-butil
cyanoacrylate in the fixation and maintenance of corneal autografts and aloimplants
in the penetrating keratoplasty. There were used eight adult rabbits divided in two
groups: the group | — adhesive (Gl — 4 animals) and group Il — suture (Gll — 4
animals). In the GI, performed in the left eye, a penetrating keratoplasty with 5 mm in
diameter received a 6 mm in diameter alogenous corneal button preserved in
glycerin 98%, fixed with 4 simple interrupted stitches and with cyanoacrylate
adhesive. In the right eye, the same procedure were done, but with a 4 mm in
diameter defect with corneal left button that was removed (5 mm). In the Gll, a
similar procedure were done, but the corneal buttons were fixed with 8 simple
interrupted stitches with mononylon 10-0. The pos-operatory (PO) ophthalmic
evaluation were used the computer videoceratoscopy, ultrasound pachimetry and
scanning eletronic microscopy. It was verified the integration of both transplants in
both grafts. A bigger astigmatism grade were observed in the autotransplants from
Gl, and also with a lesser endothelial density. The pachimetry, were verified the
decrease of the corneal thickness as the time elapsed. In all animals it was noted a
complete endothelial progressive over the grafst and implants. It was concluded that
the cyanoacrylate adhesive can be used as a fixative method in corneal
autotransplants and also in corneal alografts in rabbits.

Keywords: glue; implant; graft; transplant; veterinary medicine



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Hm - micrometro

um? - micrémetro quadrado

ACI — astigmatismo cirurgicamente induzido
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Gl — grupo | — grupo em que o botao lamelar foi fixado com adesivo
GIl — grupo Il — grupo em que o botdo lamelar foi fixado somente com
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IV — intravenoso
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 Anatomia

A coérnea pode ser amplamente descrita como servindo a dois papéis
importantes: um mecanico e um optico. Sua funcdo mecéanica em conjunto com a
esclera € manter a integridade fisica do olho. Sua funcdo Optica & permitir a
passagem da luz até a retina e atuar na fungdo de foco. Os procedimentos cirdrgicos
sdo quase sempre no sentido de preservar ou restaurar uma destas funcdes
(HERRING, 2003).

Segundo SLATTER (2005), a cornea € composta por cinco camadas, sejam
elas: o filme lacrimal pré-corneal, o epitélio e sua membrana basal, o estroma, a
membrana de Descemet e o endotélio.

O epitélio corneal é estratificado, ndo-ceratinizado e com espessura variavel.
Possui pequenas projecdes vilosas que ancoram a camada mucdide profunda do
filme lacrimal. O estroma constitui aproximadamente 90% da espessura total e as
fibrilas colagenas tipo 1 desta camada, formam lamelas paralelas de organizagéo
precisa e regular (BANKS, 1991; FEATHERSTONE et al., 2001; SLATTER, 2005).

Em condi¢Bes de saude, a transparéncia caracteristica da cérnea € mantida
pela cobertura com o filme lacrimal, por seu epitélio ndo-ceratinizado, pela auséncia
de vascularizagéo e pigmentacao, pela forma com que séo organizadas as camadas
do estroma e por sua relativa desidratacdo, que é mantida tanto pelo endotélio
quanto pelo epitélio (BANKS, 1991; GELLAT, 2003; MORREALE, 2003).

Durante a cicatrizacdo estromal normal, coldgeno tipo 3 é depositado e
arranjado de uma forma menos regular, resultando em cicatriz e possivel prejuizo a
visdo (FEATHERSTONE et al., 2001).

Finalmente, o endotélio € uma camada Unica de células localizada na porcao
mais interna da cOrnea, em contato com o0 humor aquoso, separando este do
estroma corneal, que é extremamente hidrofilico. A membrana de Descemet € a
membrana basal do endotélio e é secretada por este (SLATTER, 2005;
RODRIGUES et al., 2006)
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1.2 Ceratoplastia ou transplante de cornea

A ceratoplastia € utilizada na substituicAo da cornea enferma. Existem
basicamente dois tipos de transplantes de cdérnea: os transplantes lamelares, nos
quais existe a substituicdo parcial de sua espessura, e os transplantes de espessura
total, também conhecidos como penetrantes nos quais o tecido afetado é removido
em toda a sua espessura e substituido por um “botdo” doador, com as mesmas
caracteristicas, porém sadio, revestido com endotélio viavel (ACEDO, 1992;
SLATTER; HAKANSON, 1996).

Segundo KING Jr. (1957) a ceratoplastia € freqientemente empregada em
condicdes que diminuam ou impecam a Vvisdo e seus resultados visuais s&o,
frequentemente, draméticos. Ainda segundo este autor, a técnica € precisa e
demanda experiéncia e precisdo por parte do cirurgido.

A ceratoplastia lamelar pode ser realizada principalmente com efeito 6ptico ou
tectdnico. O reparo de pequenas perfuracdes ou de Ulceras ndo perfuradas, sua
aplicacdo em degeneragdes corneais e a restauracdo da espessura corneal séo
algumas das indicagbes desta técnica (WILKIE; WHITTAKER, 1997). COOK e
PEIFFER Jr. (1985) ainda citam como uma indicagdo importante os casos onde a
ceratectomia profunda no eixo visual é necesséria, prevenindo-se assim uma
opacificacdo pés-operatoria significativa.

z

O transplante de cOrnea € 0 mais antigo, mais comum e, com certeza, o
procedimento de maior sucesso entre os transplantes de tecidos. Devido ao
privilégio imunoldgico da camara anterior, a taxa de reacdes relacionadas a rejeicao
€ notadamente menor que reacdes ao enxerto apos o transplante cardiaco e renal
(JONAS et al., 2002).

O primeiro oftalmologista a sugerir a possibilidade de substituir a cérnea
opaca por um material transparente (lamina de cristal), foi Pellier De Quensgsy, em
1789 na Franca. Ainda em 1796, Erasmus Darwin, sugeriu que a remogao da porgao
opaca da cérnea daria lugar a formagdo de uma cicatriz transparente. Entretanto, o
transplante de cérnea ndo aconteceu até o século 19, quando Himly, em 1813
concebeu a idéia da substituicdo da cornea enferma de um animal por uma

transparente e seu pupilo, Frans Reisinger, em 1818, realizou este procedimento.
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Reisinger também cunhou o termo ceratoplastia para os procedimentos de
transplante corneal e, em 1824, sugeriu que as corneas de animais talvez pudessem
ser usadas em humanos. Esta idéia, talvez muito avancada para a época, foi
considerada como “uma das mais audaciosas fantasias” (FORSTOT; KAUFMAN,
1977; ACEDO, 1992).

No ano de 1837, Bigger realizou o primeiro alotransplante animal utilizando
coelhos e, em 1844 Kissan relatou o primeiro transplante em humanos, utilizando
cérnea suina como doadora, porém, com resultados insatisfatérios. Devido as
dificuldades encontradas na época, von Hippel sugeriu que fossem utilizados apenas
os transplantes das camadas anteriores da coOrnea, a ceratoplastia lamelar. Este
pesquisador, em 1888 publicou o uso do trépano e algumas outras técnicas que sao
usadas até hoje nas ceratoplastias (FORSTOT; KAUFMAN, 1977; ACEDO, 1992).

Embora muitos procedimentos tenham sido relatados, apenas no século vinte,
em 1906, Zirm publicou um caso de ceratoplastia penetrante em que houve sucesso.
Apbs a enucleacédo de um olho de um garoto de 11 anos, ele realizou o transplante
em um homem cuja cOrnea apresentava uma cicatriz devido a uma queimadura
(FORSTOT; KAUFMAN, 1977; ACEDO, 1992).

Dentre as complicacfes deste procedimento, a reacdo imunoldgica ao enxerto
corneal continua sendo a complicagdo pds-operatoria mais importante (JONAS et
al., 2002), porém, as incompatibilidades biologicas ndo foram relacionadas aos
xenoenxertos até 1911, com um artigo publicado por Magitot. Este autor
recomendou o uso de aloenxertos nas ceratoplastias (FORSTOT; KAUFMAN, 1977).

ApoOs estas publicacdes, entre outras, foram introduzidos métodos de
preservagdo (Szymanowsky em 1913) e os olhos de cadaveres comecaram a ser
empregados amplamente. Em 1945, Filatov publicou uma série de 842
ceratoplastias utilizando olhos de cadaveres. Também convém destacar o trabalho
de Castroviejo que, desde 1931, empregava animais em seus experimentos. Este
autor utilizava, primeiramente, cérneas saudaveis, depois cérneas opacas e,
finalmente, passava para a espécie humana, acrescentando grande contribuigdo
para o desenvolvimento da ceratoplastia (FORSTOT; KAUFMAN, 1977; ACEDO,
1992).

No Brasil, o pioneiro na realizagao da ceratoplastia em pessoas foi o Dr. Hilton
Rocha, no ano de 1962 (ROCHA, 1962). Ja em Medicina Veterinaria, o primeiro

pesquisador a utilizar este procedimento em cées foi o Dr. Walter Bernis, em Belo
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Horizonte, ja n4 década de 1960 (BERNIS, 1960/1).

A utilizacdo da ceratoplastia na rotina cirdrgica ainda esté longe da realidade
da maioria das clinicas veterinarias no Brasil. Apesar dos avan¢os na pesquisa € no
treinamento de pessoal capacitado para sua realizagdo, o grande fator limitante
ainda sdo os custos do instrumental e, principalmente, dos aparelhos de
magnificagdo. O desenvolvimento de alternativas que minimizem o0s custos pode
acelerar a popularizagdo do uso destas técnicas, 0 que ird contribuir para a

recuperacdo de algumas centenas de olhos em todo o pais (GONCALVES, 2000).

1.2.1 Indicacdes

De forma geral, o transplante de cornea esta indicado para melhorar a visao,
aliviar a dor, manter a integridade estrutural do olho e ocasionalmente para deter ou
controlar processos infecciosos (LANGSTON, 1993).

Tanto para humanos quanto para animais, as indicagdes para a realizagéo de
uma ceratoplastia penetrante sdo semelhantes: Ulceras corneais profundas,
descemetoceles, abscessos estromais, perfuracdes corneais, distrofias endoteliais,
neoplasias e opacidades severas no eixo visual (ACEDO, 1991; HACKER, 1991;
WILKIE; WHITTAKER, 1997; van der WOERDT et al.,, 1998, ANDREW, 1999;
LASSALINE et al., 2002). Estas indicagdes podem ser agrupadas em cinco grandes
classificagbes: Opticas (devolvem a transparéncia e regularidade da cérnea),
tectbnicas (promovem a reconstituicdo do bulbo do olho), terapéuticas (realizadas
para a remocao de infec¢cdes ou em distrofias), estéticas (atuam no melhoramento
do aspecto visual, mas sem melhorias a visdo) e reparadoras (com a funcédo de
preparar o olho para futuros transplantes — mais utilizadas em medicina humana)
(ACEDO, 1991; WILKIE; WHITTAKER, 1997).

Dentro das indicagfes citadas, a ceratite ulcerativa ocupa grande destaque
sendo uma doenca ocular comum que € potencialmente séria, quando a visédo e o
bulbo do olho por si préprio sdo atingidos (FEATHERSTONE et al., 2001).

ApoOs a revisdo de 92 transplantes de coOrneas consecutivos por motivos
relacionados a ceratite infecciosa em grau severo, Tl et al. (2007) concluiram que,
embora o tratamento inicial desta afeccdo continue sendo a terapia antimicrobiana
agressiva, o papel da intervencdo cirargica oportuna na forma de ceratoplastia

terapéutica deve ser considerado. O momento da cirurgia é critico para que
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resultados terapéuticos satisfatérios sejam obtidos. Os autores acreditam que
quanto antes o procedimento for realizado, melhor, levando em consideracdo que
intervencdes mais tardias com a infecgéo tendo atingido a esclera ou lente podem

resultar em resultados insatisfatoérios.

1.2.2 Materiais alternativos

A literatura apresenta vasta quantidade de tratamentos disponiveis para as
ulceracdes corneais. As condutas terapéuticas fundamentam-se no alivio dos sinais
clinicos e, sobretudo, na profilaxia de descemetoceles e perfuragdes totais da
cérnea (LAUS et al., 2000). Para a escolha do tratamento, devem-se observar as
causas e 0 estagio das ulceracdes. Os tratamentos medicamentosos podem ser
implementados isoladamente (SLATTER; HAKANSON, 1998) ou concomitante a
alguns procedimentos cirtrgicos como tarsorrafias (NASSISE, 1985) e flapes de
terceira palpebra (HELPER; BLOGG, 1983) em ulceracdes superficiais. Podem
também ser auxiliares no tratamento de Ulceras profundas onde o objetivo é o
suporte mecéanico e o cessamento da destruicdo corneana (SEVERIN, 1976). Neste
caso, os procedimentos cirargicos sdo imperativos, onde se aplicam a sutura direta
de defeitos corneais (SEVERIN, 1976; GIONFRIDO; POWELL, 2006), enxertos livres
(MORALES et al.,, 1996) e pediculados de conjuntiva (HAKANSON; MERIDETH,
1987), uso de membranas sintéticas (PIPPI; SAMPAIO, 1990), enxertos corneais
autdogenos (BRIGHTMAN et al.,, 1989; LAUS et al., 1996) e conservados
(GONCALVES, 2000).

As técnicas que utilizam enxerto corneal com resultados tecténicos fornecem
pronto acesso aos materiais para enxertia, restauracdo da espessura corneal e
resultado visual aceitavel. A principal vantagem destas técnicas esta na fécil
disponibilidade de material para preencher e reforgar o defeito estromal. Se somente
os resultados terapéuticos sdo considerados, estas técnicas sdo seguras e resultam
em rapida cicatrizagdo. Ja se os resultados esperados sao tectbnicos e 6pticos,
pode ser que muitas delas ndo cumpram ambas as fungbes (HANSEN;
GUANDALINI, 1999).

GALERA et al. (2000) utilizaram a tunica vaginal autégena na ceratoplastia
lamelar em cées. Os autores relataram a ocorréncia de baixo grau de opacidade e

pigmentacado proximo a area de enxertia.
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O uso de uma preparacdo comercial da submucosa do intestino delgado de
suinos em gatos afetados com sequestros corneais, ulceragcdes, ou descemetoceles
foi demonstrado por FEATHERSTON et al. (2001) com resultados favoraveis em oito
de dez animais afetados. Em um caso, devido a continuagdo da destruigdo corneal
devido a ulceracdo complicada, houve a necessidade de enucleacdo do bulbo do
olho.

ANDRADE et al. (1999) pesquisaram o uso da capsula renal de equinos e
BARROS et al. (1995), o pericardio desta espécie. Estes autores realizaram Ulceras
experimentais e aplicaram estas membranas em ceratoplastias lamelares. A anélise
dos resultados demonstrou a possibilidade de aplicagdo clinica destes tecidos.
Outros materiais ja foram pesquisados com esta finalidade. Sdo eles a escama de
sardinha (LAUS et al., 2000), a cérnea homologa (HACKER, 1991; GONCALVES,
2000), a capsula esplénica de bovinos (PRIETO et al., 2002), a membrana amniética
(BARROS et al., 1998) entre outros.

A ceratoplastia penetrante, em Medicina Veterinéria, ja foi realizada em caes,
gatos (HACKER, 1991), cavalos (van der WOERDT et al., 1998; ANDREW, 1999),
corujas (ANDREW et al., 2002) e bufalos (PANCHBAI; KULKARNI, 1987).

BROOKS et al. (2004) afirmou que o transplante corneal a fresco é uma
técnica viavel no cavalo com um resultado em termos de acuidade visual de 83,2%,
porém afirma que o tratamento medicamentoso para minimizar a rejeicdo e
opacidade do enxerto € necessario.

Alguns aspectos devem ser considerados quando da realizacdo do
transplante de cornea. S@o eles: a espécie animal a qual se esti tratando, o
tamanho do defeito a ser substituido e sua profundidade, o tipo de tecido que ir4 ser
usado para a substituicdo e, finalmente, o tipo de resultado esperado apdés o

transplante.

1.3 Meios de conservacao

Em alguns casos, os materiais biologicos utilizados para implantes em
cirurgias reconstrutivas, necessitam de conservacdo a fim de preservar a sua
viabilidade. Esta preservagédo, nem sempre precisa manter a vitalidade celular, pois
a eficiéncia da cirurgia reparadora com material implantado geralmente independe

da sobrevida dos elementos celulares do implante e sim da reacdo biologica de
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reparacdo (MAZZANTI et al., 2001).

Para a conservacdo da vitalidade celular, solu¢cdes a base de antibidticos e
solugBes comerciais ja foram usadas (ANDREW et al., 1999). ARNDT et al. (2001)
utilizaram o Optisol GS, uma solugéo a base de sulfato de condroitina e dextrano
para a preservacao de cérneas felinas e caninas. Estes autores verificaram que esta
solucdo mantém uma vitalidade celular aceitavel somente até os 15 dias de
preservacdo. WILKIE e WHITTAKER (1997) afirmaram que os enxertos aldégenos
frescos, quando usados, devem ter como objetivo principal o restabelecimento 6ptico
e ndo somente reconstrutivo e terapéutico. Segundo HERRING (2003) em Medicina
Veterinaria, a manutencdo da transparéncia da cOrnea obviamente € importante,
porém, esta relegada a segundo plano, sendo o principal objetivo a manutengéo da
integridade fisica deste 6rgdo. Levando-se em consideracdo 0 exposto por estes
autores, € permitido concluir que para muitas clinicas veterinarias o curto espaco de
tempo que se consegue manter uma cOrnea com vitalidade pode ndo ser
economicamente viavel, recorrendo-se a solugbes de conservagdo que promovam
apenas a viabilidade tecidual e, muitas vezes, com a obtencédo de resultados apenas
tectonicos.

Existem, descritos na literatura, diversos meios, assim como técnicas
utilizadas na conservagéao de tecidos utilizados para a ceratoplastia.

MOHAN et al. (1980) avaliou o uso o mel na conservagdo de corneas de caes
concluindo que este meio era eficiente para este proposito e ABRAMOV e
MARKICHEVA (1983) realizaram ceratoplastia lamelar usando cornea conservada
em solugdo contendo 100% desta substancia. A intervencdo com propdsitos
curativos foi realizada em 43 humanos acometidos de queimaduras oculares,
Ulceras corneanas e ceratites. Os resultados obtidos foram satisfatérios, sendo que
na maioria dos casos a cérnea tornou-se transparente. Os autores recomendaram
esse material para 0 uso em pacientes clinicos.

Segundo PIGOSSI (1971), varios métodos de enxertias e implantes séo
realizados cirurgicamente, contanto, existem diversos procedimentos de
conservacdo destes materiais biolégicos. Dos métodos de conservacdo ja
preconizados, muitos sdo complexos, por procurarem manter a viabilidade dos
segmentos a serem transplantados, ou por exigirem trabalhosos processos de
preservagdo e conservagao, como os de congelamento em baixa temperatura e o da

liofilizagdo. Além disso, é preciso que o método de preservagdo seja viavel, de facil
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utilizac@o, baixo custo e que seja acessivel a clinicas e ambulatérios cirdrgicos
(GIOSO et al., 2002).

HOLLINGSWORTH (2003) relata que os implantes coletados e mantidos em
recipientes com solucdo de neomicina, polimixina B e gramicidina no interior do
congelador de um refrigerador podem ser mantidos quase que indefinidamente. No
momento de sua utilizacdo, os implantes sdo retirados e aquecidos a temperatura
ambiente.

O uso de glicerina a 98% para a conservacdo de materiais biologicos por
periodos acima de 30 dias é bem descrita e permite a disposicdo de material para
uso em procedimentos de ceratoplastias lamelares e penetrantes por longos
periodos de tempo sendo um material de facil acesso e baixo custo (ANDRADE et
al., 1999)

KING Jr. (1957) utilizou a glicerina para a conservagdo de cOrneas para a
utilizacdo tanto em animais quanto em pessoas. Este autor utilizou um método
complexo para este fim. Apds a coleta da cérnea de forma asséptica, as desidratava
em glicerina a 98% em um sistema de vacuo. Este processo levava vérias horas
para ser completado. Apds, as coOrneas eram mantidas em recipientes
hermeticamente selados. Os procedimentos realizados foram tanto a ceratoplastia
lamelar quanto a penetrante. No momento da utilizagéo, as corneas eram hidratadas
em solucdo salina com antibioticos. Os resultados observados variaram quanto ao
tipo de procedimento, porém foram semelhantes entre as espécies. Nos transplantes
lamelares, o autor relata sucesso em sua utilizacdo, porém, nos penetrantes,
verificou a presenca de opacidades e menor acuidade visual.

GONCALVES (2000) utilizou cornea aldégena conservada em duas solugbes
para a ceratoplastia lamelar em cées: a glicerina a 98% e o agucar a 300%. Apds a
avaliacdo de 90 dias, concluiu que os dois meios de conservagao sao eficientes em
manter a viabilidade do tecido sendo de aquisi¢cdo de baixo custo, facil manipulacdo
e pronta disponibilidade obtendo resultado visual e estético satisfatorio, com

pequeno grau de opacidade corneal no local do implante.

1.4 Adesivos teciduais

Os cianoacrilatos séo adesivos liquidos, transparentes, com alguma atividade
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antimicrobiana (AWE et al., 1963; EIFERMAN; SNYDER, 1983; QUINN et al., 1995)
que quando em contato com superficies Umidas polimerizam (endurecem) em
relativamente pouco tempo (4 a 15 segundos) estabelecendo o processo adesivo
(DELLEVIGNE et al., 1971; SILVER, 1976) e tornando alguns procedimentos que
por padrdo envolvem sutura, significativamente mais rapidos (TORIUMI et al., 1998).

Sao sintetizados pela reacdo de folmaldeido com alquilcianoacetato, obtendo-
se um pré-polimero. Este sofre despolimerizacdo por aquecimento resultando em
um monémero liquido, que contém um grupo alcoxicarbonil ou alquil (-COOR). A
alteracdo deste grupo resulta na formagdo de componentes de tamanhos e cadeias
diferentes (ISHIZAKI et al., 2005). O mondmero liquido solidifica por polimerizagédo
anibnica a temperatura ambiente apds o contato com bases fracas liberando minima
quantidade de calor. Durante a polimerizacdo, uma ligacdo é criada com os tecidos
(WATTE et al., 2004)

Sintetizados em 1949, ndo foram usados em ensaios clinicos até o final dos
anos 50 (OLLIVIER et al., 2001). Sdo denominados de acordo com o numero de
carbonos presentes na cadeia lateral da formula (radical alquila), e podem ser
encontrados como metil, etil, propil, butil e outros cianoacrilatos. LEONARD et al.
(1967) afirmaram que os adesivos de cadeia mais longa exibem menor toxicidade
tecidual. Isto se deve ao acumulo dos subprodutos toxicos liberados durante sua
degradacéo: formaldeido e cianoacetato.

Os primeiros compostos de cianoacrilato tinham poucos carbonos em seu
radical alquila (metil cianoacrilato). Estes adesivos foram rapidamente abandonados
para o uso bioldgico devido a sua tendéncia a elicitar uma intensa reagéo no tecido
corneal. A adicdo de radicais com maior numero de carbonos demonstrou menor
toxicidade tecidual com polimerizagdo mais rapida (WATTE et al., 2004)

Nestes radicais com menor numero de carbonos, a liberagdo destes
compostos € mais rapida, resultando em seu maior acumulo. Ja nos derivados de
cadeia longa, como o butil cianoacrilato, a taxa de degradacdo € mais lenta e o
tecido receptor tem maior habilidade para lidar com menores quantidades dos
subprodutos por vez (KULKARNI et al., 1967; TORIUMI et al., 1990). VOTE e
ELDER (2000) ainda acrescentaram que a toxicidade ¢é dependente da
vascularizacdo dos tecidos, sendo maior em tecidos moles mais bem
vascularizados.

O primeiro relato do uso do cianoacrilato em cirurgia oftdlmica foi em 1963,
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com o uso do metil-2-cianoacrilato por ELLIS e LEVINE (1963). Estes autores o
utilizaram em diversos procedimentos realizados tanto no bulbo do olho (cérnea,
esclera) quanto nos anexos oculares (palpebras). Verificaram graus variados de
reagcdes na dependéncia do tecido que foi avaliado. Este adesivo foi logo descartado
devido a sua histotoxicidade (LEONARD et al., 1967). Outros compostos de cadeia
mais longa, como o butil e o octil também foram usados, porém, com alto grau de
sucesso, principalmente em perfuracdes corneais (VOTE; ELDER, 2000;
TARAVELLA; CHANG, 2001).

A procura de alternativas para a fixacdo dos enxertos utilizados em defeitos
corneais € realizada de forma incessante. Diversos tipos de fios e técnicas de sutura
ja foram experimentados como sutura cruzada, de limbo a limbo (BERNIS, 1980),
isolado simples com seda (LAUS et al.,, 1996), polidioxanone, poliglactina 910 ou
nailon (BRIGHTMAN et al., 1989), ou de padréo continuo com 0s mesmos materiais
(HAKANSON; MERIDETH, 1987; BRIGHTMAN et al., 1989).

Os cianoacrilatos ja foram usados em oftalmologia humana para: a oclusdo de
perfuracdes corneais; o fechamento de pele em oculoplastias; a fixacao de lentes de
contato terapéuticas; a remocao de corpos estranhos ndo-magnéticos profundos e a
tarsorrafia temporaria em casos de exposicdo corneal (VOTE; ELDER, 2000;
FELBERG et al.,, 2003). A aplicagdo destes adesivos visa manter a integridade
ocular, principalmente isolando o contetdo intra-ocular do meio extra-ocular,
prevenindo desta forma o desenvolvimento de endoftalmite e outras complica¢des
como catarata, glaucoma, etc. Uma segunda intervencdo pode ser realizada
oportunamente com o objetivo de restabelecer a capacidade funcional, embora em
alguns casos apenas a aplicagdo do adesivo pode ser suficiente para atingir esta
finalidade, dispensando procedimentos adicionais (FELBERG et al., 2003).

Outros tipos de adesivos ja foram testados para o uso em oftalmologia como
adesivo de fibrina (VALERO et al., 2001), silicone (REFOJO et al., 1968) e uma
associagdo de plaquetas, fibrinogénio e trombina (ROSENTHAL et al., 1975). Esta
tltima associacdo foi usada por ROSENTHAL et al. (1975) para a fixacdo de
enxertos lamelares autégenos em coelhos. Apos a retirada de um botéo lamelar de 6
mm de didmetro, a mistura era colocada no leito e o botédo reposicionado sobre ele.
Como controle, no olho contra-lateral, estes autores apenas recolocavam o botéo
lamelar sem qualquer método de fixagdo. Até o término do periodo de avaliacdo de

21 dias, 50% dos enxertos fixados com o adesivo permaneceram aderidos.
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Entretanto, nos olhos controles n&o houve a permanéncia de nenhum botéo lamelar.
CARDARELLI e BASU (1969) descreveram uma série de 49 ceratoplastias
lamelares autdégenas e alégenas em coelhos com o botéo corneal fixado de diversas
maneiras com o0 uso do cianoacrilato. Apenas dez procedimentos foram
considerados como sucesso, porém resultaram em opacidade moderada do enxerto.
Em oftalmologia veterindria os cianoacrilatos ndo tém seu uso bem
estabelecido, tendo sido indicados para alguns procedimentos como tratamento de
ulceragbes corneais refratarias (BROMBERG, 2002), tratamento de pequenas
descemetoceles ou pequenas perfuragfes corneais (WILKIE & WHITTAKER, 1997).
BRAGA et al. (2004), utilizaram o adesivo de n-butil cianoacrilato para a
fixacdo de enxertos autdgenos lamelares em Ulceras experimentais em caes e
obtiveram 100% de fixagdo aos 30 dias de pés-operatério sem opacificacdo corneal
visivel.
ZAGERLBAUM et al. (1999) relataram a instilagcdo acidental de cianoacrilato
na camara anterior de um paciente ap0s a tentativa de corrigir uma perfuracao
corneal. O adesivo causou um bloqueio pupilar e teve que ser removido

cirurgicamente.

1.5 Videoceratoscopia computadorizada (VCC)

O astigmatismo cirurgicamente induzido (ACI) é a mais freqiiente complicacé@o
da cirurgia de catarata e é um importante fator na determinacdo da acuidade visual
pds-operatéria. Ele pode ser afetado por muitos fatores incluindo o tamanho,
localizagéo, forma e distancia da incisdo do limbo e também a técnica e o material
empregado na sutura (BELTRAME et al, 2001). Nos procedimentos de transplante
corneal, esta alteracdo também tem grande importancia e segundo
LANGENBUCHER et al. (2005) ndo somente durante a fase de poOs-operatério na
gual as suturas permanecem na cérnea, mas também em uma fase mais tardia na
qual a cornea tende a continuar seu procedimento de cicatrizacdo podendo resultar
em diferentes alteragbes nas funcdes Opticas. Estes autores também esclarecem
gue quando as suturas ainda estdo aplicadas, a topografia corneal € determinada
principalmente pela tensdo de sua aplicacdo e quando ocorre a sua remogao, a
configuracdo da ferida e a adaptacdo entre o botdo doador e a cornea receptora é

que determinam alteragcdes Opticas. Além disto, o grande espectro de padrdes
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topograficos vistos apos a ceratoplastia penetrante pode ser explicado por variages
na hidratacdo corneal e mudangas nas forcas que se desenvolvem na interface
enxerto-hospedeiro em virtude da cicatrizac@o do epitélio e estroma (KARABATSAS
et al., 1999).

Em 1880, o portugués A. Placido desenvolveu um sistema para analise
qualitativa da cérnea cujo principio € utilizado até os dias de hoje. O anteparo era
uma cartolina preta com discos brancos concéntricos pintados na superficie. Havia
um pequeno furo ao centro por onde o observador poderia analisar os reflexos da
cérnea do paciente. Quando o paciente fixava o olhar no centro dos discos o médico
observava a projecao destes na coOrnea, verificando os padrdes do reflexo. Se o
padrdo da imagem virtual formada fosse o de discos aproximadamente circulares e
concéntricos, a cérnea poderia ser interpretada como aproximadamente esférica; do
contrario, a topografia seria de uma superficie distorcida. O processo era conhecido
como ceratoscopia (MERLIN, 1996; CARVALHO; BRUNO, 2005). Em 1896,
Gullstrand, aplicou a fotografia junto a ceratoscopia. Isto permitiu ao clinico medir o
tamanho dos anéis devido a fixacdo das imagens. Mesmo assim, 0 processo era
lento (RABINOWITZ, 1998).

Com o barateamento e compactagédo de sistemas computacionais a partir da
década de 80, a possibilidade de andlises da topografia da cérnea com auxilio de
instrumentos computadorizados comecou a tornar-se uma realidade. Uma série de
beneficios foi implementada. As medidas sé@o realizadas com maior rapidez e
dependiam cada vez menos da habilidade do oftalmologista. As imagens eram
processadas computacionalmente em um tempo muito menor do que nos
fotoceratoscopios. A disposicdo da curvatura em milhares de pontos sobre a cérnea
podia ser feita na tela do computador, facilitando o diagndstico. Além da "exploséao"
computacional, outros fatores favoreciam o desenvolvimento de instrumentos dessa
natureza. O crescente desenvolvimento de técnicas de cirurgias refrativas
necessitava de sistemas que pudessem avaliar o sucesso das cirurgias, com
analises precisas pré e poés-cirirgicas. A estes novos instrumentos
computadorizados deu-se 0 nome de topografos de cérnea ou mais formalmente
videoceratégrafos (CARVALHO, 2005).

O sistema de projecdo de anéis € geralmente cénico. O cone é normalmente
feito em acrilico translicido com anéis circulares concéntricos pintados em preto por

onde ndo se deseja que a luz passe. A iluminacéo é feita por uma lampada acoplada
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na parte traseira do cone. Por tras do projetor, ao longo do eixo deste, existe um
sistema Optico de magnificagdo das imagens refletidas pela cérnea que sé&o
focalizadas em uma camara. O sinal obtido é enviado a uma placa de aquisicédo
instalada no micro-computador. Desta maneira imagens extremamente nitidas e com
alta magnificagdo podem ser digitalizadas e processadas para a deteccdo das
bordas internas e externas dos discos. Os valores obtidos nesta etapa sao inseridos
em algoritmos de reconstrucdo da topografia da cérnea, cujo resultado é geralmente
impresso na tela do computador em forma de mapas topograficos com cédigos de
cores. Cada cor da escala representa uma curvatura determinada, ou seja, certo
poder de refracdo (dioptria). Cores quentes (vermelho, laranja e amarelo)
representam altos graus de curvatura. Os tons em verde representam valores
médios enquanto cores frias (azul, azul escuro) estdo associadas a curvaturas
menores (KLYCE, 1996; RABINOWITZ, 1998; CARVALHO, 2005).

Atualmente, a videoceratoscopia computadorizada é o melhor método para
estudar o ACI e modificacbes na superficie da cornea porque permite a andlise de
mudancas locais discretas na forma deste 6rgdo (BELTRAME et al, 2001).

Em pacientes humanos, MACMAHON et al. (2001) afirma que irregularidades
na superficie corneal tém um efeito significante na performance éptica e, assim,
pode reduzir a performance visual e qualidade de vida dos pacientes. J& em
Medicina Veterindria, as aberragbes no raio da curvatura corneal ndo s&o
geralmente apreciadas por causar problemas de visdo significantes (HERRING,
2003).

1.6 Endotélio e a espessura corneal

O endotélio corneal de coelhos situa-se posterior e adjacentemente a
membrana de Descemet e caracteriza-se por uma monocamada de células
poligonais uniformes em tamanho e em forma com suas bordas apresentando
interdigitacbes e a superficie celular apresentando um numero variavel de
microvilosidades, sendo similar ao descrito em outras espécies (SLATTER, 2005;
PIGATTO et al.,, 2005). Deriva da crista neural e tem baixa capacidade de
regeneracdo. Havendo perda celular, em coelhos, o processo de proliferacdo de
células endoteliais € predominante. Ja& em humanos, cdes e gatos, a capacidade

mitética é baixa e, as células sobreviventes preenchem as lacunas resultantes,
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aumentando de tamanho e perdendo sua regularidade em tamanho e forma
(STUMPF; NOSE, 2006; WERNER et al., 2006).

Acredita-se que o aumento do tamanho das células endoteliais
(polimegatismo), e a variagdo de sua forma (pleomorfismo), reflitam a perda da
capacidade de reserva do endotélio corneal (SCHAEFER et al., 2002).

A transparéncia e espessura normal da cornea sdo mantidas pelas fungées de
barreira e de bomba de fluidos exercidas pelo endotélio corneal. Embora a
distribuicdo do tamanho celular seja normal em adultos jovens, o pleomorfismo
aumenta e a densidade celular diminui conforme a idade progride. Em humanos, a
densidade endotelial central diminui a uma média de 0,6% por ano em cdrneas
normais adultas (KUS et al., 1999).

As caracteristicas citoldégicas do endotélio demonstram, com a presenca de
um grande numero de mitocondrias, 0 mecanismo ativo de transporte de ions
através das células. Além disto, a evidéncia de um reticulo endoplasmatico
exuberante indica importante sintese protéica, necesséria a constante formacéo da
membrana de Descemet (YAGOUBI et al., 1994; REGIS-PACHECO, 1997)

Em coelhos, o formato celular endotelial predominante é o hexagonal (75%),
podendo ser encontradas células pentagonais (14%) e heptagonais (11%). A area
celular média é de 174 um? e a densidade endotelial é de 5747 células por mm?
(PIGATTO et al., 2005).

Com a idade avangada, diminui o nimero de células endoteliais. Esta camada
€ importante para o cirurgido, pois € extremamente suscetivel a lesdo osmdética e
traumética durante uma cirurgia. A perda do endotélio da cérnea, a nivel além da
capacidade de compensacédo ou replicacdo das células adjacentes, provoca edema
e opacidade corneais permanentes (RAO et al., 1982; SLATTER, 1998; DOUGHTY
et al.,, 2002), pois a manutencdo da transparéncia corneal é dependente de uma
suficiente populacéo de células endoteliais para afetar a deturgescéncia do estroma
corneal (BAHN et al., 1982). Consequentemente, 0 sucesso da ceratoplastia
penetrante com enxerto a fresco, depende do transplante de uma quantidade de
células endoteliais adequada (REGIS-PACHECO, 1997).

E possivel visualizar as células endoteliais in vivo utilizando-se a microscopia
especular. Esta técnica permite a avaliagdo objetiva e subjetiva do tamanho e
formato celular (DOUGHTY et al.,, 2002). Porém, o alto custo do microscopio

especular e a dificuldade em se obterem imagens em areas endoteliais que sofreram
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trauma levam muitas vezes a necessidade de utilizacdo de técnicas alternativas
(PIGATTO et al.,, 2005). Em coelhos, os métodos de estudo do endotélio mais
usados sdo a microscopia eletrbnica por varredura e preparacdes histoquimicas do
tecido fresco (DOUGHTY, 1998).

Em virtude do pobre funcionamento do endotélio corneal, ocorre o edema de
cornea e conseqiente aumento progressivo da espessura corneana. Dois métodos
principais sdo utilizados na medicdo da espessura da cérnea: a microscopia
especular e a paquimetria ultra-sonica.

Através da realizagdo do foco no endotélio, o microscopio especular de nao-
contato é capaz de fornecer imagens especulares e, através de medidas da
distancia focal, calcular a espessura corneal (MODIS et al., 2001). A grande
vantagem deste método é a possibilidade de realizar a avaliacdo do endotélio ao
mesmo tempo em que podem ser obtidas medidas da espessura corneal, além de
nao ter a necessidade de contato com a cérnea, diminuindo as possibilidades de
infeccdo ou danos ao epitélio. Por outro lado, € um aparelho de alto custo e, em
casos de cérneas semitransparentes ou opacas a captura da imagem é dificil ou
impossivel (MODIS et al., 2001; PIGATTO et al., 2005; BRANDAO et al. 2006)

A pagquimetria ultra-sénica da cornea € o método de medi¢cdo da espessura
corneal mais exato e confiavel in vivo atualmente disponivel tanto para humanos
quanto para animais. A técnica permite que a medida seja obtida sem a necessidade
de sedacdo do paciente. O instrumento mede o tempo necessario para que a
energia ultra-sbnica atravesse a cOrnea e, usando valores pré-estabelecidos para a
velocidade do som, converte a medida na espessura corneal (MONTIANI-
FERREIRA et al., 2003; MORREALE, 2003). Este exame avalia indiretamente o
funcionamento do endotélio corneal, entretanto, mais proximo a realidade que
somente a avaliagdo da anatomia celular, pois a espessura corneal esta diretamente
relacionada ao funcionamento das células endoteliais (PIGATTO et al., 2005;
STUMPF; NOSE, 2006).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Propor uma técnica de fixacdo de botdes corneais conservados ou

nao em ceratoplastias penetrantes.

2.2 Especificos

Avaliar a eficiéncia da glicerina a 98% como meio de conservagao de
cérneas para ceratoplastia com fins tectonicos;

Avaliar a progressao celular endotelial em relacdao a ceratoplastia
penetrante com implante alégeno ou autdégeno de cérnea;

Avaliar a utilizacdo do adesivo de cianoacrilato para a fixagcao de
botdo corneal autdégeno;

Avaliar a utilizacdao do adesivo de cianoacrilato para a fixacao de
botao corneal aldgeno conservado em glicerina a 98%;

Comparar o tempo de fixagao utilizando-se o adesivo de
cianoacrilato ou o método tradicional de sutura na fixacdo dos botdes

corneais.



3 ARTIGOS CIENTIFICOS

3.1 Uso de adesivo de n-butil cianoacrilato para a fwade botdo corneal autégeno ou
alégeno na ceratoplastia penetrante em coelhos
The use of n-butyl cyanoacrylate adhesive in fo@if corneal auto or allografts in the

penetrating keratoplasty in rabbits

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo, avaliarso de um adesivo a base de n-butil
cianoacrilato na fixacdo e manutencdo de botdesieam autbgenos e aldbgenos na
ceratoplastia penetrante. Foram usados 8 coelht®adivididos em dois grupos: O grupo |
— adesivo (Gl — 4 animais) e grupo Il — sutura (4l animais). No Gl, foi realizada, no olho
esquerdo, uma ceratoplastia penetrante de 5 mizauatillo-se cornea alégena conservada em
glicerina de 6 mm de diametro e fixando-a com 4t@®nsolados simples e adesivo de
cianoacrilato. No olho direito, o mesmo procedimenporéem de 4 mm de didmetro
utilizando-se o botdo que foi removido da cérneguesia (5 mm). Nos animais do GlI
procedimentos semelhantes fora realizados, pordixagio dos botdes constou de 8 pontos
isolados simples com mononailon 10-0. Foram reddigaavaliacdes oftdlmicas pos-
operatorias (PO), videoceratoscopia computadorjzaatguimetria ultra-sénica e microscopia
eletrdnica por varredura. Foi verificada a integmage ambos os transplantes em ambos os
grupos. Houve um maior grau de astigmatismo vietransplantes autdgenos do Gl e, neste
grupo a densidade endotelial foi menor. A paquiimetioi verificada a diminuicdo da
espessura conforme aumentavam os tempos. Em taglosnimais houve a completa
progressdo do endotélio corneal sobre o auto enplante. Conclui-se que o adesivo de
cianoacrilato pode ser usado como meétodo de fixadgiocautotransplantes bem como
alotransplantes de cérnea em coelhos.

Palavras-chave: cola; implante; enxerto; transplantdicina veterinaria

ABSTRACT

The present research had the aim to evaluate tkee ofisan adhesive with n-butyl

cyanoacrylate in the fixation and maintenance oheal auto and allografts in penetrating
keratoplasty. There were used eight adult rabhwisled in two groups. The group | — with

adhesive (Gl — 4 animals) and group Il — with set(@ll — 4 animals). In the GI, performed

in the left eye, a penetrating keratoplasty witm® in diameter was done, repaired with a
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corneal allotransplant with 6 mm in diameter, fix@dh 4 simple interrupted stitches plus
cyanoacrylate adhesive. In the right eye, the sproeedure was done, but using a 4 mm
diameter corneal autograft, removed from the Igét €& mm in diameter). In the animals of
Gll were used similar procedures, but using 8 simpterrupted stitches with a mononylon
10-0. There were done many pos-operatory evalugtiomcluding computer
videoceratoscopy, ultrasound pachymetry and scgneiiectronic microscopy. It were
verified the integration in all transplanted com@aboth groups. A bigger astigmatism grade
were observed in the autotransplants of the Gladsmla endothelial density was noted. In the
pachymetry, a decrease of thickness ocurred, asirttee of examination increased. In all
animals ocurred a complete corneal endothelial res=gon with the auto and allografts. It
was concluded that the cyanoacrylate adhesive eamsed as a fixation method in corneal
auto and allografts in rabbits.

Keywords: glue; implant; graft; transplant; veteriy medicine

INTRODUCAO

A cérnea pode ser amplamente descrita como serartiis papéis importantes: um
mecanico e um Optico. Sua fungdo mecanica em cmnjoom a esclera € manter a
integridade fisica do olho. Sua funcdo Optica éntéra passagem da luz até a retina e atuar
na funcao de foco. Os procedimentos cirlrgicosgs@se sempre no sentido de preservar ou
restaurar uma destas fungfes (HERRING, 2003).

Segundo FORSTOT e KAUFMAN (1977) o primeiro tramspé de cérnea em
humanos aconteceu em 1844. Desde entdo suas imesctgm sido definidas (KING Jr.,
1957). Tanto em humanos como em animais, as eafiterativas estdo entre os principais
tipos de afec¢gBes nas quais a ceratoplastia patettaecomendada (VOTE; ELDER, 2000;
LASSALINE, 2002; MICHAU et al., 2002; VANORE, 20Q7)

O primeiro relato do uso do cianoacrilato em cilurgftalmica foi em 1963, com o
uso do metil-2-cianoacrilato (ELLIS; LEVINE, 1963)esde entéo, seu uso foi disseminado
em diversos procedimentos oftalmicos como a ocldsdeerfuracdes corneais, oculoplastias,
fixacdo de lentes terapéuticas, tarsorrafias teém@s; entre outros (LEAHEY, 1993; VOTE;
ELDER, 2000; FELBERG et al., 2003; 2004; WATTE kf 2004).

Em oftalmologia Veterinaria seu uso estd describotmatamento de ulceracdes
corneais refratérias, ceratectomia superficialtatnento de pequenas descemetoceles ou
pequenas perfuragbes, laceracdes corneais e desip lamelares (WILKIE;
WHITTAKER, 1997; BROMBERG, 2002; BRAGA et al., 2Q04ATTE et al., 2004).
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Os cianoacrilatos sdo monémeros liquidos que entatmmncom a umidade
polimerizam-se e solidificam-se rapidamente ocasido a adesao nos tecidos (FELBERG et
al., 2003; ISHIZAKI et al., 2005). Sdo denominadi@sacordo com o numero de carbonos
presentes na cadeia lateral da férmula (radicalilajgcomo metil, etil, propil, butil e outros
cianoacrilatos, sendo os de cadeia mais longa esegibem menor toxicidade tecidual
(LEONARD et al., 1967). Isto se deve ao acumulo sidsprodutos téxicos liberados durante
sua degradacédo: formaldeido e cianoacetato. Emaiadiom menor nimero de carbonos, a
liberagdo destes compostos é mais rapida, resalemdseu maior acumulo. J& nos derivados
de cadeia longa, como o butil cianoacrilato, a td@adegradacéo é mais lenta e o tecido
receptor tem maior habilidade para lidar com mengentidades dos subprodutos por vez
(KULKARNI et al., 1967; TORIUMI et al., 1990).

O presente trabalho teve como objetivo, avalias@ do adesivo de cianoacrilato a
base de n-butil cianoacrilato na fixacdo e mandtenge botbes corneais autdgenos e
alégenos na ceratoplastia penetrante, descrewaliaraa técnica utilizada para a realizacao

destes procedimentos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 8 coelhofO(yctolagus cuniculys adultos que apd6s o exame
oftalmico constando de oftalmoscopia monocular tajreeste da fluoresceina, teste da
lagrima de Schirmer e tonometria por apland¢donopen) foram considerados higidos e
separados em grupo | — adesivo (GI) e grupo Il tarau(Gll), com quatro animais cada.
Foram mantidos em gaiolas individuais apropriadesgbendo 4gua e racdo comereidl
libitum, por um periodo de adaptacéo de 14 dias e duiadded transcurso do experimento.

Os animais foram pré-medicados com uma associag&toddrato de cetamina (25
mg.kg"), cloridrato de xilazina (3 mg.Ky e sulfato de atropina (0,9 mg-Rgadministrados
atravées da mesma seringa por via intramuscular .(IM)i procedida a intubacéo
endotraqueal, e a manutencgdo anestésica com aisilagiéio de isofluorano. A fluidoterapia
com solucdo fisiolégica 0,9% foi fornecida atradésveia marginal da orelha e a profilaxia
antibiotica foi realizada com o uso de enrofloxaaira dose de 10 mg:kdM. Foi realizada
tricotomia peri-orbitaria.

Duas horas antes da cirurgia, e com intervalos @enButos até seu inicio, foi
instilada uma gota de colirio a base de cloranférm ambos os olhos e, quando em plano
anestésico, foram instiladas duas gotas de calibase de cloridrato de tetracaina em cada

olho.
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Apés a anti-sepsia, a delimitagdo do campo opeoatarblefarostase, o bulbo do
olho foi fixado com fio mononailon 4-0 encastoad® fdbrica, através dos musculos reto
superior e reto inferior e reparados com pingasoséfticas de Halstead.

O implante alégeno foi obtido, conservado em giiee hidratado com Ringer com
Lactado imediatamente antes do procedimento cadrgiconforme descrito por
GONCALVES (2000). A coérnea foi colocada sobre uracbl de Teflon com a superficie
endotelial voltada para cima. Com o uso de um trépam botdo de espessura total e 6 mm
de diametro foi obtido e posteriormente mantido wema placa de Petri sobre um leito de
viscoelasticbaté o momento de sua utilizacao.

Com o objetivo de obter um botédo corneal de espesstal, um trépano de 5 mm foi
aplicado no centro da cérnea do olho esquerdo (@Ejprma penetrante. Apos a perfuracao
inicial da cdmara anterior, o botao foi removidonco auxilio de tesoura corneal e colocado
em uma placa de Petri, sobre um leito de viscoetast

No GI, antes da trepanacao, foi feita somente @agao com o trépano e o epitélio,
removido por 1 a 2 mm interna e externamente aneateacdo com auxilio de um motor para
corpo estranHo Apo6s a trepanacdo, o botdo corneal conservadajoopreviamente, foi
adaptado as margens da ferida corneal. Quatro paesttados simples (pontos cardinais)
com mononailon 10-0 encastoado de fabrica foramsagns nas posi¢ées 12, 6, 3 e 9 horas.
Utilizou-se uma esponja de celulose para a secatgsnbordas do implante e do leito
receptor.

Uma agulha %27 angulada em 45° em sua metade e sem sua posgdada foi
acoplada na extremidade de um tubo de n-butil eiailatd. Uma quantidade minima de
adesivo necessaria para a unido das bordas doéodeder as bordas do implante foi aplicada
sobre estas superficies em coaptagédo (BRAGA &€Gi4).

No olho direito (OD) dos animais do Gl, realizouuse procedimento semelhante ao
descrito anteriormente, diferenciando-se someritefpt de ser feita uma ferida de 4 mm e,
a esta, adaptado o enxerto autdgeno coletado d&iQa 1a).

Nos animais do Gll, os procedimentos foram semédisaaos ja descritos, porém,
nao foi feita a remog&o do epitélio e o método idaco em ambos os olhos constou da
realizacdo de oito pontos em padrédo interrompidaplgis utilizando-se mononailon 10-0
encastoado de fabrica.

Como medida analgésica, os animais foram mantidas @etoprofeno (1 mg.Kgy
IM) durante trés dias e sulfato de morfina (1 mg)kde 6 em 6 horas durante 24 horas.

Como medida profilatica a infeccao foi feita a eptido de colirio a base de cloranferficol
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trés vezes ao dia até o momento do teste da fleires resultar negativo. Apds, foram
mantidos com colirio a base de dexametdsatgaos 60 dias de pds-operatério, quando foi
suspenso.

A avaliacdo oftdlmica foi realizada com intervalde 24h até o 30° dia e,
posteriormente, de sete dias até o 90° dia. O gulmtale avaliagcdo consistiu na realizagdo do
teste de Seidel e do teste da fluoresceina obskrsma presenca do adesivo, pontos e a re-
epitelizacdo corneal. Com o auxilio de uma lupgpdia, o exame oftalmico também foi
realizado com vista a verificacdo das reacOes defolna, blefaroespasmo, hiperemia
conjuntival, edema, neovascularizacdo e secrec@itaro¢serosa, sero-mucosa, Mucosa,
purulenta), quantificando-as segundo um padréaauges onde: 0 = ausente, + = leve, ++ =
moderada e +++ = severa.

Em intervalos de sete dias, os animais eram awaiad microscopio cirlirgico em
aumentos de 16, 25 e 40 vezes e obtidas imagen&atde uma placa de captura e camera
adaptada ao microscopio. Aos 30 dias os pontomfoganovidos.

Aos 0 (TO - antes dos procedimentos cirargicos)(TaD) e 90 (T90) dias de pos-
operatorio, foi realizada a videoceratoscopia cdagmrizada (VCC). As imagens foram
obtidas de ambos os olhos e processadas pelo pradegeSys System 2000.4.0. Nestes
mesmos tempos também foram obtidas medidas dasespeentral da cornea com o uso de
um paquimetro ultra-sonite anestesia topica com cloridrato de tetracaina.

Terminada a avaliacdo dos pacientes aos 90 didss dgram sedados com
acepromazina IM (1 mg.Ky, procedida a eutanasia com uma sobredose dentibEsdico
por via intravenosa e os olhos foram processad@sganicroscopia eletronica de varredura
(MEV) conforme descrito por DOUGHTY et al. (1997@)itando-se o uso do tetroxido de
O0smio e substituindo-se o tampéo de cacodilato@oiso de solugéo de glutaraldeido a 2,5%
em tampao fosfato 0,1M e pH 7,4 e 7,6. As amostrasn secas em secador de ponto cfitico
utilizando-se diéxido de carbono liquido, fixadas porta-espécime, com fita condutiva de
cobre e metalizadas com uma camada de ouro e paldédB0nm de espessura. As imagens
foram obtidas com um microscépio eletrénico deedurd com 10 kV. O processamento e
andlise foram feitos no Centro de Microscopia Bldtra da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul.

RESULTADOS E DISCUSSAO
O uso do adesivo de cianoacrilato na oftalmologida éem documentado em vérias

situacdes clinicas e em varias espécies, inclasivemana (LEAHEY, 1993; BROMBERG,
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2001; FELBERG et al., 2003; BRAGA et al., 2004; WP et al., 2004).

O uso da ceratoplastia penetrante em Medicina Mérga tem, como principal
indicacdo, a presenca de Ulceras corneais graedsngas ou perfuradas, inclusive com a
presenca de abscesso estromal (VOTE; ELDER, 20@8SIALINE, 2002; MICHAU et al.,
2002; VANORE, 2007).

A procura de alternativas para a fixacdo dos eogertilizados em defeitos corneais
é realizada de forma incessante. Diversos tipodiate e técnicas de sutura j4 foram
experimentados como sutura cruzada, de limbo aoli@ERNIS, 1980), isolado simples
com seda (LAUS et al., 1996), polidioxanone, paligiha 910 ou nailon (BRIGHTMAN et
al., 1989), ou de padrao continuo com os mesmosriaiat (HAKANSON; MERIDETH,
1987; BRIGHTMAN et al.,, 1989). A ceratoplastia ldarecom fixacdo por adesivo de
cianoacrilato ja foi realizada por CARDARELLI e BAS1969) e BRAGA et al. (2004).
Somente estes ultimos tiveram resultados favoragerm 100% de incorporagdo dos botdes
lamelares ao leito receptor tendo, entéo, estinoudackalizacdo deste experimento.

No que se refere ao tipo e quantificacdo das sgesefoi observado grau moderado
de secre¢do mucosa até os 10 dias de pos-openabddgiapo |. Em concordancia com o que
foi afirmado por REFOJO et al. (1968) de que umaomguantidade de cianoacrilato
estimula uma maior reagdo, a diminuicdo da quastidke secre¢des com o desprendimento
do adesivo ocorreu de forma gradual. Nao houvedlif@a entre os alo e autotransplantes. No
que diz respeito a presenca de blefaroespasmael&asacdo conjuntival os graus avaliados
variaram de moderado a leve enquanto o adesiveeegtesente, seguindo também seu curso
de desprendimento (Figura 1b). FELBERG et al. (206&tam que o uso do cianoacrilato
causa desconforto devido ao atrito de sua superiigosa com a palpebra. OLLIVIER et al.
(2001) afirmaram que isto tende a ser resolvido48ma 72 horas devido ao aplainamento
desta superficie. Aos 30 dias de pos-operatoriojeioficado que, mesmo 0s animais com a
presenca de cianoacrilato, tinham pouco ou nenhuau gle blefaroespasmo e de
vascularizagcdo conjuntival. A reepitelizagdo dasdas dos alo e autotransplantes foi
verificada através do teste da fluoresceina, semprdorno de 24 horas apds a queda ou
remocao do adesivo.

No Gll, a ocorréncia de secrecdo mucosa foi someagequatro primeiros dias,
assim como o blefaroespasmo e a hiperemia conginhieste grupo foi verificado o teste da
fluoresceina negativo ja aos 15 dias nos alotransg.

OLLIVIER et al. (2001) afirmam que, conforme existeicatrizacdo do estroma e

epitélio abaixo do adesivo, este é naturalmentelielt. No Gl, foi observada, no momento
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de sua aplicagdo, a firme aderéncia tanto a coquemto ao fio de sutura aplicado

primeiramente. Isto favoreceu a permanéncia doiamlgsr mais tempo ocorrendo, em

alguns casos, o total desprendimento deste daagooeeém permanecendo unido ao ponto.
Nestas situagfes, 0s pontos eram removidos no mordarmvaliacdo ao microscopio.

FELBERG et al. (2003) recomendam a desepitelizdgamdrnea para a colocagéo do
adesivo. No uso de pediculos conjuntivais HAKANS®OMERIDETH (1987) afirmam que
esta manobra em 0,5 a 1 mm ao redor da Ulcera metha aderéncia. BRAGA et al. (2004)
optou pela néo realizagdo da desepitelizagdo emndeirde testar a capacidade adesiva dos
cianoacrilatos, verificando boa aderéncia nas cpladtias lamelares e deiscéncia dos
enxertos conjuntivais. Na situacdo de ceratoplagéaetrante, conta-se com a pressao
exercida pelo humor aquoso nas bordas do transplpattanto, optou-se pela remoc¢éo do
epitélio. Em nenhum caso houve a saida de humoosagatravés das bordas no pés-
operatorio, verificado através do teste de Selgel.virtude da aderéncia maior ao estroma
corneal e também aos pontos cardinais que foraicadps (MOSCHOS et al., 1997), aos 30
dias de poOs-operatério, em torno de 75% dos anip&@i®aneciam com alguma quantidade
de adesivo contrariando os achados de BRAGA €2@04) que néo verificou a presenca de
cianoacrilato em nenhum animal.

ZAGERLBAUM et al. (1999) e LANE et al. (2000) suger que, para a aplicacdo do
cianoacrilato em perfuracdes corneais, primeiraenéleivem ser usados ar ou viscoelastico
para a reconstituicdo da profundidade da camareriante WILKIE e WILLIS (1999)
acrescenta, a esta Ultima substancia, a funcaaelerpr o colapso repentino da camara
anterior, facilitar a sutura e proteger o endotéNeste experimento ndo foram utilizados
nenhum destes artificios. A utilizagdo de somentatrq pontos de sutura para a fixacao
inicial da cérnea permitia que uma bolha de arpgasse por entre as bordas da ferida. Além
disto, a colocagéo de viscoelastico na camaraiantecorre em risco de aumento da pressao
intraocular pds-operatéria, principalmente se @dalha na sua aspiracdo (LANE et al.,
2000; WILKIE; WILLIS, 1999; CHAHORY et al., 2003Com o intuito da padronizagéo,
optou-se pela ndo utilizacdo destas manobras etmumedos grupos. No Gll, poderia ser
usada uma canula para a aspiragdo entre as s@WiBKIE & WHITTAKER, 1997),
porém, no Gl, devido a completa coaptagéo entt@edas pelo cianoacrilato isto ndo seria
possivel.

Assim como na sua utilizacdo em cirlrgicas estgtica cianoacrilato ndo pode
penetrar entre as bordas da ferida. VASCONCELLO&. ¢2005) verificaram a auséncia de

reacdes inflamatdrias quando da utilizagdo em gfosie pele e a relacionaram a prevencao
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cuidadosa do contato do adesivo com os tecidosiguieos. A semelhanca de BRAGA et al.
(2004) que verificaram interposicdo do adesivo emimmo grau entre as bordas, mas o
suficiente para estimular o blefaroespasmo e aaseoNarizacdo, no presente trabalho isto
também ocorreu. Apesar de utilizar o botdo doadon ¢ mm a mais que o leito receptor
(GALERA et al., 2000; BUSSIERES et al., 2004) ealidado no momento da instilacéo
sobre as bordas (BRAGA et al., 2004), o cianodaorigauma substéncia de baixa viscosidade,
promovendo algum grau de infiltracdo entre elasHBIO et al., 1968). A remocdo do
adesivo foi feita durante os exames ao microscopiogico e ao longo de trés semanas a
partir do momento da retirada dos pontos como recdiado por MOSCHOS et al. (1997) e
FELBERG et al. (2003). Esta remoc¢éo gradativa devex possibilidade de avulsdo do
implante na presenca de adesivo muito aderido, consequente fistulizacdo da camara
anterior. No presente estudo, isto ocorreu em wsu (@D) e, como tratamento, foi instilada
uma gota de cianoacrilato apos a preparacao dgeaatieriormente (ZALTA; WIDER, 1991).
Sugere-se a remogéao do adesivo sempre do cenbrat@lo em direcéo a periferia.

Alguns autores utilizam-se de tarsorrafia temparau de enxerto conjuntival
pediculado para a protecdo do tecido implantadd?(8IS, 1980; BUSSIERES et al., 2004;
VANORE et al., 2007). Nao existem davidas quantdilidade destas técnicas no auxilio a
cicatrizacdo do implante, porém, em nosso cas@s eptocedimentos impediriam o
acompanhamento e avaliacdo oftalmica nos periodogis de pos-operatorio, perdendo-se
valiosa informacgédo (GONCALVES, 2000).

Os tempos despendidos nas etapas para a fixa¢@matmcorneal no Gl foram de 15
minutos e 11 segundos (OE) e 12 minutos e 31 segu(@D) contra 22 minutos e 28
segundos (OE) e 19 minutos e 12 segundos (OD) hoQdm isto, verificamos que a
utilizagdo do cianoacrilato incorre em tempo medor que a realizagdo das suturas,
resultando em 34% de diminuigdo nos tempos de dxagos botbes. Diversos autores
discorrem que o uso de adesivos teciduais favaetiminuicdo do tempo da sintese tecidual
(QUINN et al., 1997; TORIUMI et al., 1998; PELISREet al.,, 2001). Considerando o0s
tempos cirdrgicos desenvolvidos na utilizagdo destdesivos (desepitelizacdo, secagem e
aplicacéo), a secagem € a que, muitas vezes, omigbci para o aumento do tempo gasto,
devido a saida muitas vezes constante do humosaqeas bordas da ferida. A colocagéo
do adesivo, nestes casos, teve que ser justo temi@sem que era utilizada a esponja de
celulose. Do contrario, ocorria a polimerizagdonsanémero em contato com o humor e a
nao aderéncia a cornea (VOTE; ELDER, 2000).

Segundo PIGATTO et al. (2004) e DOUGHTY et al. 200a MEV permite a
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avaliacdo morfologica e morfométrica das céluladogeliais. A avaliacdo das corneas com
este exame demonstrou, nos OD, a manutencao didade celular em ambos os grupos e
nos OE, o recobrimento da superficie interna daeacom uma camada de células viaveis.
Nos autotransplantes do GI (Figura 1c), aos 90 fhiasiotada opacidade moderada em
relacdo ao Gll. A presenca de maior quantidade églas com 4, 5 e 7 lados notadas
subjetivamente naquele grupo pode refletir uma meapacidade de manter a desidratagéo
do estroma (BAHN et al., 1982).

Os valores obtidos na paquimetria ultra-sénica pat® do Gl foram 386+14 (T0),
490+14 (T60) e 426146 (T90) e OE 394+11 (T0). Sarmerm um animal foi possivel obter
os valores nos dois tempos de PO: 719 (T60) e ©0@)( Este olho demonstrou a menor
opacidade entre todos (Figura 1d). No GllI os valgara o OD foram de 389+18um (T0),
392+15 (T60) e 387+14 (T90). No OE deste grupofo@possivel obter nenhuma medida. A
avaliacdo destes dados permite-nos concluir qu&ln®D, houve aumento da espessura
provavelmente pela mé aposi¢éo de bordas interrtarpeis SLATTER (2001) e HERRING
(2003) afirmam que as suturas, quando realizadas@macdes ou incisdes corneais devem
penetrar na cérnea proximo e anterior a membran@edeemet devido a possibilidade de
pobre aposicdo do endotélio e de ocorréncias dmadmrneal. O uso do cianoacrilato
permitiu a aposi¢do apenas da superficie externand® se avaliou a superficie endotelial
pela MEV, foram verificadas, falhas na aposicdo loarslas internas nas corneas do grupo |
(Figura 1E). J& nas coérneas do grupo Il, houvecisuiie aposicdo da superficie interna da
cornea. Mesmo assim, nas areas de transicdo de tmdolhos verificou-se uma camada
endotelial continua (Figura 1f) denotando a capatedde progressdo do endotélio (OLSON
et al., 1978).

A VCC é utllizada para a verificagdo de irreguladds da superficie corneal.
Através de seus resultados sao possiveis que sEjlmmlados os graus de astigmatismo
principalmente apdés as ceratoplastias (MACMAHOMIet2001; LANGENBUCHER et al.,
2005). Sua realizacéo foi possivel com a contemg@cénica dos animais, ao contrario do
que foi realizado por GODOY et al. (2007) que mtili a sedacdo com xilazina para este
procedimento. No OE de ambos os grupos, ndo houtranaparéncia total em nenhum
momento do periodo de avaliacdo o que nao jusidica avaliagcdo de astigmatismo
cirurgicamente induzido (ACI). Além disto, a reffex das linhas do disco de Placido
(CARVALHO, 2005), devido a superficie opaca, naicctptada pelo videoceratoscopio, hao
permitindo a interpretacdo das informacdes topamsf Apesar de BUSIN et al. (1998)

recomendarem a VCC como método eficaz para a g@alido ACI apds as ceratoplastias,
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neste experimento, devido ao alto grau de astigmatiirregular observado em ambos o0s
grupos, nao foi possivel quantifica-lo, impedindabéencado de resultados objetivos. Em uma
analise fotogréafica subjetiva, foi avaliado que, adsos com alotransplante do Gl e GlI
demonstraram minima alteragdo da curvatura con&ahavendo diferenca entre eles.

Neste experimento julgou-se desnecesséarias asesaliluz da microscopia Optica
por existirem muitas pesquisas que avaliam as esacd cornea ao adesivo (ELLIS;
LEVINE, 1963; REFOJO et al.,, 1968; CARDARELLI; BASU969; ARONSON et al.,
1970; GASSET et al., 1970; OLLIVIER et al., 200JAMERO et al, 2001)

CONCLUSAO

De acordo com os resultados desta pesquisa poderstuir que: o adesivo de
cianoacrilato é eficiente na manutencao da aposigddordas de botdes corneais autégenos
e alégenos. A técnica realizada é efetiva e podegéeada nas condicdes descritas neste

trabalho.
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Figura 1- a) Autoenxerto de cérnea fixado com adesivo daaacrilado. Paciente do Gl, OD aos 2 dias de PO.
Notar a presen¢a do adesivo sobre as bordas diplaate. b) Aloimplante de cérnea conservado ecegtia a
98% fixado com adesivo de cianoacrilato. Pacieot&t OE aos 19 dias de PO. Notar a presenca dusgo
cardinais e de parte do adesivo sobreposto as oojaAutoenxerto de cérnea fixado com adesivo de
cianoacrilato. Mesmo paciente de “a” aos 90 POaNatpresenca de leve opacidade no enxerto, aaséaoci
adesivo e pontos. d) Aloimplante de cérnea conslerean glicerina a 98% fixado com adesivo de ciarnlaa.
Paciente do GI, OE aos 60 dias de PO. Notar awsé&wiadesivo e dos pontos, bem como auséncia de
vascularizacdo e opacidade moderada. e) Autoengertodrnea fixado com adesivo de cianoacrilatoaNot
falhas na aposicdo de bordas. Microscopia eletotécvarredura (35X). f) Aloimplante de cérnea dixa&om
adesivo de cianoacrilato. Detalhe da zona de gaosiemonstrando progressao de células endotphadso
implante. Microscopia eletrénica de varredura (600X



40

3.2 - Uso do auto e aloimplante de cérnea conseread glicerina a 98% na ceratoplastia
penetrante em coelhos
The use of corneal auto and aloimplant preserve®8% glycerin in penetrating

keratoplasty in rabbits

RESUMO

A procura de alternativas para a substituicdo daneed enferma € realizada de forma
constante. O presente trabalho teve como objetivaliar o uso do aloimplante de cérnea
conservado em solucdo de glicerina a 98% na céaat@ penetrante. Foram usados 8
coelhos os quais foram submetidos a ceratoplastietpante em ambos os olhos. No olho
esquerdo, uma janela de 5 mm, recebeu o aloimpltzoniservado em glicerina. No olho
direito a cornea removida do olho contralateralifigplantada em uma janela de 4 mm de
didmetro. Ambos os transplantes foram fixados conpo®tos isolados simples com
mononailon 10-0. Foram realizadas avaliacdes oitalsnpos-operatorias (PO), paquimetria
ultra-sénica e microscopia eletronica por varredba verificada a integracdo de ambos os
transplantes. O aloimplante incitou maior vasceéagydo e permaneceu opaco em todos 0s
animais até o final da avaliagdo aos 90 dias.véwniicada a cobertura endotelial em todos os
animais e, a paquimetria, foi verificada a dimidoigla espessura conforme aumentavam o0s
tempos de avaliacdo. Conclui-se que o aloimplaateddnea conservado em glicerina a 98%
pode ser utilizado em ceratoplastia penetrante @gthas permitindo a cobertura endotelial
em toda a sua area.

Palavras-chave: implante; enxerto; transplantejcmedveterinaria

ABSTRACT

The present research had the aim to evaluate thefusorneal alloimplant preserved in 98%
glycerin solution in penetrant keratoplasty. Werged: eight rabbits submitted to total
keratoplasty in both eyes. In the left eye, a defeth 5 mm received the aloimplant (6 mm
in diameter) preserved in 98% glycerin. In the tigtye the removed cornea of the
contralateral eye was implanted in a defect of 4 immiameter. Both transplants were fixed
with 8 simple interrupted stitches with 10-0 monlemy Pos-operatory ophthalmic evaluation
were done, and also ultrasound pachymetry and swarelectronic microscopy. It was

verified the integration of both transplants. Thieimplant developed bigger vascularization
and remained opaque in all animals till the enthefevaluation period, at the ®@ays PO.

In all animals an endothelial covering were noted & the pachymetry it was verified a
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decrease in the corneal thickness, as the obsemvattie increases. It was concluded that the
corneal aloimplant preserved in 98% glycerin canubed in penetrating keratoplasty in
rabbits, allowing endothelial growing in all area.

Keywords: implant, graft, cornea, rabbit

INTRODUCAO

A ulceracdo corneal € uma das doencas oculares eoaisins em cées, levando
frequentemente a perda da visédo (NASISSE, 198%rapia medicamentosa é recomendada
isolada ou concomitante a procedimentos cirirgaosulceracdes superficiais e profundas
onde o principal objetivo € o suporte mecanico e€essamento da destruicdo corneal
(LASSALINE, 2002; SLATTER; HAKANSON, 1998).

Os enxertos conjuntivais pediculados s&o citados pwitos autores como
procedimentos de eleicdo em ulceracdes profundasprogressivas (HAKANSON;
MERIDETH, 1987; HAKANSON et al., 1988; HABIN, 199%endo considerados de facil
realizacdo em relacdo a outros procedimentos (LALES., 1996; MARCHIONATTI, 1998).
Suas vantagens sao principalmente a possibilidasl@struturas ao redor do defeito poderem
ser inspecionadas e o aporte vascular de substarmia efeito anticolagenase (NASISSE,
1985; HABIN, 1995), entretanto, o uso desta técifieglientemente cursa com a perda da
visdo no local onde sao fixados (HAKANSON; MERIDETED87).

J& as ceratoplastias, com seu uso corriqueiro edicima humana (ACEDO, 1992), na
medicina veterinaria exibem algumas dificuldadesn@oa necessidade de material
especializado e, quando homdlogas, demandam o eispedicacdes imunossupressoras e
necessitam de outros animais doadores (SLATTER; AIBON, 1998). BRIGHTMAN
(1989) afirmou que o uso de cérnea autdgena sobregtés ultimos obstaculos. BERNIS, em
1980, recomendou esta técnica para o tratamentalgignas ceratopatias que impecam
parcial ou totalmente a visdo como nas ceratectoprafundas com tendéncia a opacificagéo
pés-operatoria . WILKIE e WHITTAKER (1997) acrestanam como indicacdes, o reparo de
Ulceras néo perfuradas ou pequenas perfuracfdegaseracdes corneais e a restauracao da
espessura estromal.

Quando inexiste a possibilidade de implantacdondéegido autégeno (GALERA et al.,
2000), os meios de conservagdo sdo aplicados paponiilizar tecidos coletados
previamente (KING Jr., 1957). Entre os meios w@dias, a glicerina tem boa disponibilidade,
baixo custo e facilidade de manipulacdo (PIGOS®I11GONCALVES, 2000; LAUS et al.,
2000).
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O uso da paquimetria ultra-sénica associada coritesaopia eletronica de varredura
permite que seja avaliada a funcéo endotelial.ltésaggbes da espessura corneal, bem como a
perda de transparéncia do enxerto e as alteragdesma e numero de células por unidade de
area sao indicativos da funcionalidade desta camadatua como uma bomba, mantendo o
relativo estado de desidratacdo da cérnea (BAHMI.et1982; DOUGHTY et al., 2002;
MONTIANI-FERREIRA et al., 2003; PIGATTO et al., 280STUMPF; NOSE, 2006)

O presente trabalho teve por objetivos avaliarieegha na conservagdo de botbes
corneais alégenos para a ceratoplastia penetrentelhos, bem como avaliar a utilizacdo
deste tipo de material. Também avaliar se exist@r@gressdo endotelial apds sua

transplantagéo.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 8 coelho®©(yctolagus cuniculys pesando entre 2,5 e 4Kg, com
idades entre 5 e 7 meses, provenientes do Bioféeiotral da UFSM. Apds o exame
oftalmico que constou de oftalmoscopia monoculaetd] teste da fluoresceina, teste da
lagrima de Schirmer e tonometria por aplanic#éo descartadas alteracdes que os
desqualificassem para o experimento foram separaBosam mantidos em gaiolas
individuais apropriadas, recebendo agua e racdcemmhad libitum por um periodo de
adaptacao de 14 dias e durante todo o transcursppgeimento.

Os animais foram pré-medicados com uma associgg@toddrato de cetamina (25
mg.kg?), cloridrato de xilazina (3 mg.Ky e sulfato de atropina (0,9 mg:Rgadministrados
através da mesma seringa por via intramuscular. (g procedida a intubacdo endotraqueal
e a manutencdo anestésica com a administracadmfti@iano vaporizado com oxigénio a
100%. A fluidoterapia com solugao fisiologica 0,88kfornecida através da veia marginal da
orelha e a profilaxia antibiética feita com o usoehrofloxacina na dose de 10mg-Ki.

Foi realizada tricotomia peri-orbitéria.

As corneas doadoras foram coletadas de coelhosngoetenham ido a Obito por
doencas infecciosas ou metabdlicas. A coleta &izada dentro de um periodo ndo superior
a 30 minutos apds o 6bito. Apds a remocgédo do bddbolho, a cérnea foi removida através
de incisdo peri-limbal compreendendo 1 a 2 miliogetdo tecido escleral. O material foi
lavado em solucao fisioldgica, acondicionado eradoa limpos contendo a glicerina a 98% e
mantido em temperatura ambiente por um periodani@aor a 30 dias antes de seu uso.

Duas horas antes da cirurgia, e com intervalos GenButos até seu inicio, foi

instilada uma gota de colirio a base de cloraném@m ambos os olhos e, quando em plano
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anestésico, foram instiladas duas gotas de calibase de cloridrato de tetracaina em cada
olho.

Apds a anti-sepsia, a delimitacdo do campo opeva&dr blefarostase, o bulbo do
olho foi fixado com fio mononailon 4-0 encastoad® fdbrica, através dos musculos reto
superior e reto inferior e reparados com pingcasosédticas de Halstead.

Imediatamente antes do procedimento cirdrgico, mante alégeno foi removido do
frasco (Figura 2a) e hidratado com Ringer com ltaaiarante 15 minutos (GONCALVES,
2000). A coérnea hidratada (Figura 2b) foi colocaddre um bloco de Teflon com a
superficie endotelial voltada para cima e, com @ des um trépano, um botdo de espessura
total de 6 mm de diametro foi obtido e posteriortaanantido em uma placa de Petri sobre
um leito de viscoelasti@@té o momento de sua utilizacao.

Com o objetivo de obter um botédo corneal de espesstal, um trépano de 5 mm foi
aplicado no centro da cornea do olho esquerdo,odeaf penetrante. Apés a perfuracao
inicial da camara anterior, o botao foi removidonco auxilio de tesoura corneal e colocado
em uma placa de petri, sobre um leito de viscaetast

Apés a trepanacgédo, o botdo corneal conservadaoopteviamente, foi adaptado as
margens da ferida corneal e sua fixag&o foi re@ddizaom oito pontos em padrdo interrompido
simples utilizando-se mononailon 10-0 encastoad@loiéca (Figura 1a).

No olho direito, realizou-se um procedimento sematié ao descrito anteriormente,
diferenciando-se somente pelo fato de ser feita farida de 4 mm e, a esta, adaptado o
enxerto autdégeno coletado do olho esquerdo (Fibjoyra

Em todos os casos, ap0s a abertura da camareoaeteiirante todo o procedimento
era instilada heparina com auxilio de uma seringa.

No pos-operatério, como protocolo analgésico, forapticados cetoprofeno (1
mg.kg" IM, trés dias) e sulfato de morfina (1 mg'kgle 6 em 6 horas durante 24 horas. Foi
feita a aplicacédo de colirio a base de cloranféhicés vezes ao dia até ser obtido resultado
negativo ao teste de fluoresceina. Apés, foramid@stom colirio a base de dexametaSona
até os 60 dias de pos-operatério, quando foi sespen

O protocolo de avaliacdo no pés-operatério considé realizacdo dos testes de
Seidel e da fluoresceihgpara a avaliacdo de saida de humor aquoso e izt
respectivamente. Sequecialmente eram utilizadas digppala e lanterna para a verificagéo
das reacOes de fotofobia, blefaroespasmo, hipereoniantival, edema, neovascularizagéo e
secrecdo ocular (serosa, sero-mucosa, mucosa,epta)l quantificando-as segundo um

padrdo de cruzes onde: 0 = ausente, + = leve, #moderada e +++ = severa. Estes
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procedimentos foram realizados diariamente até®od&0e semanalmente até o 90° dia de
pés-operatorio. Avaliagbes ao microscopio cirdrgamom aumentos de 16, 25 e 40 vezes
também foram realizadas semanalmente durante tadanscurso do experimento. Nestes
momentos eram obtidas imagens através de uma gl@aptura e camera adaptada ao
microscopio. Aos 30 dias os pontos foram removidos.

Aos 0 (TO - antes dos procedimentos cirargicos)(TaD) e 90 (T90) dias de pos-
operatoério, foram obtidas medidas da espessuraateiat cornea com 0 uso de paquimetria
ultra-sdnicd (PU) e anestesia tépica com cloridrato de tetracaf

Apés os 90 dias de observacgéao, os pacientes fardatdes com acepromazina IM (1
mg.kg"), procedida a eutanasia com uma sobredose dentidE®dico por via intravenosa e
os olhos foram processados para a microscopigdeiedr de varredura (MEV) conforme
descrito por DOUGHTY et al. (1997) evitando-se o ds tetroxido de ésmio e substituindo-
se o tampao de cacodilato com o uso de solucadutlrajdeido a 2,5% em tampéao fosfato
0,1M e pH 7,4 e 7,6. As amostras foram secas emdeedale ponto critidautilizando-se
diéxido de carbono liquido, fixadas em porta-espécicom fita condutiva de cobre e
metalizadas com uma camada de ouro e paladio da 8enespessura. As imagens foram
obtidas com um microscopio eletrénico de varretiapgerado com 10 kv. Este procedimento
também foi realizado com a cérnea conservada. ©epsamento e analise foram feitos no

Centro de Microscopia Eletronica da Universidadegfal do Rio Grande do Sul.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A assertiva de que existe uma busca constante poeriais que sirvam como
substitutos para a cérnea é verdadeira e, tambénei@s nos quais aqueles sdo conservados,
demandam grande pesquisa (MOHAN et al., 1980; GAERal., 2000; GONCALVES,
2000; LAUS et al., 2000; HOLLINGSWORTH, 2003; BUERES et al., 2004).

O uso da ceratoplastia penetrante em Medicina Mérga tem, como principal
indicacdo, a presenca de Ulceras corneais graeésndas ou perfuradas, inclusive com a
presenca de abscesso estromal (NASISSE, 1985; LAISEA 2002; MICHAU et al., 2002;
VANORE, 2007).

As coérneas provenientes de cadaveres podem séndaté adquiridas. O fato dos
meios conservantes manterem a viabilidade tecigdaellongo tempo, permite que sejam
montados bancos de tecidos para que, em casos assitades especificas, diversas
alternativas estejam prontamente disponiveis.

Nesta pesquisa, apesar de ndo poder ser feita amgacacéo direta dos resultados
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obtidos entre os olhos esquerdos (aloimplanteyestals (autoenxerto) devido aos tamanhos
dos botdes corneais utilizados de 6 e 5 mm respectinte, alguns dados podem ser
extrapolados na comparacdo. Isto € justificado dato da responsabilidade ética e
necessidade de minimizagé@o do uso de animais eetigntos.

A aplicacdo de anestesia dissociativa em coelhos fatema isolada, nos
procedimentos oftalmicos € de uso comum por mpéssjuisadores (MAMEDE et al., 2004;
TONELLI Jr. et al., 2004; SAMPAIO et al., 2006; WHER et al., 2006), porém, BROWN
(2007) comenta que o uso de anestesia inalatame to procedimento mais seguro com
maior facilidade de controle do plano anestésicoethor recuperacéo, relatando também a
dificuldade de intubacdo em coelhos. Com o usoédaita descrita por HARCOURT-
BROWN (2005), este procedimento foi realizado sesones complicagdes.

O protocolo anestésico utilizado mostrou-se segeirale facil execugdo. Em
humanos, a ceratoplastia penetrante pode seradaligomente com bloqueio retrobulbar
e/ou com anestesia topica (HARAGUCHI et al., 20@4#). animais, este procedimento, assim
como muitos outros procedimentos oftalmicos, ndesd®mendado somente com anestesia
local, ficando esta técnica como um adjuvante atopolo anestésico empregado. BRAGA
et al. (2004) recomendaram o uso de bloqueio taihoar por verificarem que além de
promover a centralizagdo do bulbo do olho, é ddé féalizacdo. Neste experimento, a
centralizacdo foi obtida através da fixacdo de rastiaos musculos retos. LANGSTON
(1993) ainda cita o bloqueio retrobulbar como send@ técnica que causa aumento da
pressdo no vitreo e do volume orbitario, tornarelogerigosa quando usada em
procedimentos que acessem o interior do bulbo Ho, @omo na ceratoplastia penetrante.
Alguns autores citam que este tipo de técnica jpadsionar alguns acidentes como injecao
subaracndidea, inje¢do intravascular e absorctnmssa do anestésico local (INTELIZANO
et al., 2002). A semelhanca de BROMBERG (2002)s®@ de colirio anestésico objetivou a
suplementagéo do protocolo anestésico, aumentaimdemsibilidade da cérnea e conjuntiva
aos procedimentos cirirgicos.

A remocdo dos pontos aos 30 dias seguiu a recom@ndde SLATTER e
HAKANSON, (1996). Neste instante ja era verificadmtegracdo do implante com a cornea
receptora. A permanéncia do fio de sutura em prowados corneais muitas vezes suscita a
vascularizacao e processo de fibrose ao redoralisp(VALERO, 2001).

A analise das avaliacdes oftadlmicas realizadasptquao tipo e quantificagdo das
secre¢fes, demonstrou que em alguns animais, nosaasplantes, houve secrecdo sero-

mucosa em grau leve enquanto 0s pontos estiverasenges. Isto pode ter ocorrido devido
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ao seu afrouxamento, resultando na irritagdo pedheldos alotransplantes, houve secregéo
sero-mucosa enquanto ndo aconteceu a reepitelizagdesando logo apos. No que diz
respeito a presenca de blefaroespasmo, este dgigtéb ao ato cirirgico em si que faz com

que exista a exposicao das terminacdes nervosasrdaa (KERN, 1990) sendo mantido,

normalmente, até ocorrer a reepitelizacdo desta. vEdficado padrdo semelhante ao

observado por BARROS et al. (1995) e ANDRADE et (4P99). Ap0s a remocgdo dos

pontos, houve blefaroespasmo leve nos olhos cootransplante por até 48 horas e, nos
olhos contra-laterais, foi observado até os 30 EfagFigura 1a) cessando com a verificagdo
da reepitelizagcdo. Ao teste da fluoresceina, nomtransplantes, 24 horas apés o
procedimento cirdrgico ja era verificada a ausém@aimpregnacdo. Nestes casos, como
existe a aposicdo das bordas e existe uma feridacafplicada, a epitelizacdo ocorre

rapidamente (SLATTER; HAKANSON, 1998).

Dos 30 aos 60 dias de avaliacdo, houve graus warige vascularizacdo do
aloimplante. Porém, os animais ndo apresentavaaisgile desconforto ocular (GALERA et
al., 2000).

A manutencdo da transparéncia do autoenxerto fualizada durante todo o
transcurso do experimento (Figura 1d). WILKIE e WHAKER (1997) afirmam que os
objetivos do enxerto alégeno fresco devem ser talvekecimento Optico e ndo somente
reconstrutivo e terapéutico. Ja nos aloimplantespacidade foi intensa em todos os casos
(Figura 1c). ANDREW (1999) utilizou cérnea a fresmm uma ceratoplastia de um cavalo
gue resultou em opacidade moderada e BARROS ef1988) utilizaram a membrana
amnidtica conservada e também obtiveram resultadaselhantes. O fato dos implantes
permanecerem com opacidade ndo afeta sua utiliglgidepodem ser perfeitamente usados
com finalidades terapéuticas e tectonicas (HERRIRGBR3).

O uso de um autotransplante de cdrnea s6 serificagb em casos onde existam
alteracbes nas vias neuroldgicas do sistema viset@ha, nervo Optico) resultando em um
olho doador cego, porém com a cérnea apresentandaeia e o olho receptor, contralateral
necessitando de uma ceratoplastia penetrante (ACEDIR).

A utilizacdo de heparina é justificada pela lib&mgnassiva de proteina que ocorre
apos a abertura da camara anterior em coelhos (BétHiN, 1982; WERNER et al., 2006). O
uso deste artificio também deve ter contribuida albaixa incidéncia de sinéquias anteriores
apesar de nao ter sido usada a atropina, comaaéalpor LAUS et al. (1999). BUSSIERES
et al. (2004) verificaram a presenca de sinéquiases de 9 cavalos e em 3 de 5 cdes nos

quais foi utilizada a submucosa intestinal de su#m ceratoplastias penetrantes. Em nosso
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estudo, dos 16 olhos operados, em apenas trée@arsinéquias (aloimplantes). Um olho
em posicao periférica (Figura 2e)dois nos quais a sinéquia ocorreu no centro gtamnte,
impedindo a progressao endotelial em toda a s@asxo.

Segundo PIGATTO et al. (2004), a MEV permite a iagdlo morfologica e
morfométrica das células endoteliais. Estas célsés responsaveis pela manutencao da
transparéncia da cérnea (BAHN et al., 1982; DOUGHTMI., 2002) e seu funcionamento
deficiente leva ao edema e consequente aumentoepsigp de sua espessura (STUMPF;
NOSE, 2006). A avaliacdo das cérneas a MEV demmnsim todos os olhos, a continuidade
da camada endotelial, com presenca de células com 8 e sete lados, inclusive nos
aloimplantes do OE demonstrando a capacidade oa@tdgstas células em coelhos (OLSON
et al., 1978) ja que em humanos e gatos esta cigolecé limitada (HUANG et al., 1989).
Nas coOrneas controle, a apresentacdo endoteliatlorevafastamento de bordas e
irregularidade no formato celular (Figura 2c).

A média dos valores da espessura corneal em T0,eT600 para o OD foi de
389+18um, 392+15 e 387114 respectivamente demarkirpouca variagdo na espessura
entre estes tempos. No OE, em TO a media foi de28g8n. A realizagcdo da paquimetria do
OE no PO, somente foi possivel em um animal (933|819 provavelmente ocorreu devido
ao desarranjo estrutural que ocorre com a cicglizdo implante, pois GOMES et al. (2006)
afirmaram que as medidas com o paquimetro ultrazg&ao obtidas através da passagem do
som do final do transdutor até a membrana de Descerseu retorno até ele novamente. O
uso apenas de contencao fisica e anestesia loc@rdea permitiu que fossem obtidos os
valores de espessura dos enxertos com precisaulestie acordo com as afirmacdes de
MONTIANI-FERREIRA et al. (2003) de que a grande tey@m desta técnica € evitar o uso
desnecessario de sedativos. Segundo STUMPF e NZI®E)(a PU avalia indiretamente o
funcionamento do endotélio corneal e esta avali@g@is proximo a realidade que somente
a avaliagdo da anatomia celular pois a espessureeaioestd diretamente relacionada ao
funcionamento das células endoteliais. Entretaap®sar da demonstracdo da progresséo
endotelial nos OE, no Unico caso possivel de serraezspessura no PO, verificou-se que o
valor era o dobro do verificado em TO. Além distouve opacidade em todos os implantes,
levando-nos ao questionamento sobre a funcionaidda endotélio, mesmo que esteja
presente.

A utilizac@o de botdo doador com 1 mm a mais qlesto receptor foi sugerida por
GALERA et al. (2000) e BUSSIERES et al. (2004).aEstanobra diminui as chances de

astigmatismo pos-operatorio e facilita a aposi@ohibrdas da ferida e aplicacéo dos pontos.
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A técnica de conservacdo e hidratacdo da corneaenmda foi de facil
exequibilidade. KING Jr. (1957) utilizou corneasiicas conservadas em glicerina, porém,
com processo extremamente moroso, complicado seqaentemente caro, desqualificando-
0 para o uso na clinica diaria.

Alguns autores utilizam-se de tarsorrafia temparédu de enxerto conjuntival
pediculado para a protecdo do tecido implantaddr(8IS, 1980; BUSSIERES et al., 2004;
VANORE et al., 2007). Nao existem davidas quantdiédade destas técnicas no auxilio a
cicatrizacdo do implante, porém, em nosso casas eptocedimentos impediriam o
acompanhamento e avaliagéo oftdlmica nos periodoisis de pds-operatério, perdendo-se
valiosa informagéo (GONCALVES, 2000).

CONCLUSAO

De acordo com os resultados desta pesquisa padEskiir que: a glicerina a 98%
pode ser usada na conservagdo de botbes corneaispdssura total para a ceratoplastia
penetrante com fins tectdénicos em coelhos nas ¢coesliapresentadas neste trabalho havendo

a progressao endotelial sobre o implante transgdant
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Figura 1- a) Aloimplante conservado em glicerina a 98%za#do em ceratoplastia penetrante em coelhos, OE.
Notar a presenca de pontos e pequena area desfiedma positiva no centro do implante aos 24 d@si
Autoenxerto de cérnea em ceratoplastia penetranteoelho, OD. 14 dias de PO. Notar a integracécodiaea

ao leito, auséncia de vascularizagdo e total temBgpia. c¢) Aloimplante conservado em glicerina8&09
utilizado em ceratoplastia penetrante em coelh&s,Ads 90 dias de PO o implante esta totalmen&giatio a
cornea. Notar a auséncia de vascularizagdo coenemijuntival e opacidade presente. d) Autoenxdgtodrnea

em ceratoplastia penetrante em coelho, OD. Mesnmoahide “b” aos 90 dias PO. A cérnea esta transpere

nao reativa.
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i’

Figura 2- a) Cérnea de coelho conservada em glicerina a@&%emperatura ambiente. Notar a transparéncia
ao ser retirada do meio de conservacéo. b) Céraeznelho conservada em glicerina a 98% em temparatu
ambiente. A transparéncia deu lugar ao aspectooaga@s 15 min. de hidratacdo. c) Microscopia ehitedde
varredura da superficie endotelial de cornea déhcospnservada em glicerina e posteriormente radeatA
separagdo de bordas entre as células é evided@X)(d) Microscopia eletrdnica de varredura da sfigie
endotelial de cérnea de coelho (OE). Notar a redécelularidade endotelial sobre o aloimplante 3H&O
(esquerda) e regido de sinéquia anterior perifédicaita). (700X)
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4 CONCLUSOES

De acordo com os resultados desta pesquisa pode-se concluir que:

- A glicerina a 98% pode ser usada na conservacdo de botdes corneais
alégenos de espessura total para a ceratoplastia penetrante em coelhos

- Os botdes corneais aldgenos conservados em glicerina podem ser
utilizados em ceratoplastias penetrante com fins tecténicos em coelhos, mantendo
sua opacidade até o final de 90 dias de avaliacao;

- Existe a progressdo endotelial sobre os implantes conservados e
implantados;

- O adesivo de cianoacrilato é eficiente na aposicdo das bordas de botbes
corneais autégenos e alégenos constituindo-se em mais uma alternativa na fixacdo
de transplantes corneais;

- A técnica desenvolvida e realizada para a aplicacdo do adesivo é eficiente
e pode ser aplicada nas condi¢gBes apresentadas neste trabalho sendo de execucgéo

mais rapida que a fixagao tradicional por pontos isolados.
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