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RESUMO



Resumo

LUCENA, M.S.A. Estudo comparativo de substancias viscoelasticas
para promocao da estabilizacao do equilibrio oculomotor sem
impedir rotacoes oculares. 87f. Tese (Doutorado) - Faculdade de
Medicina de Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo - Ribeirao Preto,
2010.

Objetivo: Estudar o efeito da injecao intraorbitaria de substancias
viscoelasticas na dinamica dos movimentos de rotacao ocular de
coelhos. Métodos: Trinta coelhos da raca Nova Zelandia foram divididos
em trés grupos experimentais de acordo com a substancia introduzida
na orbita por injecao peribulbar: gel Carboxivinilico (Grupo CARB;
n=12), gel Polivinilico (Grupo POLI; n=13) e soro fisiologico (SF) 0,9%
(CTRL; n=5) servindo como grupo controle. Foram avaliados: sinais
oftalmologicos externos, medida da pressao intra-ocular (PIO) e medidas
da forca extrinseca necessaria para promover deslocamentos
tangenciais de aducao ocular antes, imediatamente apos a injecao das
substancias, e nos 7°, 30° e 60° dias apos a injecao. Aos 60 dias, os
animais foram mortos e o olho com os tecidos perioculares foram
removidos para analise histologica. Resultados: Logo apos a injecao das
substancias, o trabalho da forca necessaria para promover o
deslocamento em aducdo aumentou de 2.77 * 0.58 gf.mm para 5.43 *
1.19 gf.mm (p<0.05) no Grupo CARB e de 2.04 £ 0.29 gf.mm para 3.79
*+ 0.83 gf.mm (p<0.05) no grupo POLI. No grupo controle, essa alteracao
nao foi observada. Observou-se tendéncia de diminuicdo dos efeitos
apos 60 dias com as duas substancias; no entanto, no Grupo CARB, o
trabalho da forca necessaria para promover os deslocamentos, medido
apo6s 60 dias, permaneceu significativamente maior que os valores
encontrados antes da injecao (p<0.05). A analise histologica revelou
processo inflamatério com formacao de fibrose apenas em alguns
animais do Grupo CARB, bem como a permanéncia do gel nos tecidos
perioculares. Conclusao: Foi demonstrado que a injecao peribulbar do
Gel CARB atua como contentor do sistema oculomotor de coelhos. Esse
efeito persistiu, pelo menos por 60 dias, e nao foi relacionado com
alteracoes inflamatorias orbitarias. Assim, esse método pode ser
considerado uma alternativa futura para tratamentos de alteracoes na
estabilidade do sistema oculomotor, como o nistagmo.

Palavras-chave: Desequilibrio oculomotor, Viscosidade, Substancias
viscoelasticas, Nistagmo.



ABSTRACT



Abstract

LUCENA, M.S.A. Comparative viscoelastic substances study to
promote stabilization of the oculomotor balance without hindering
ocular rotations 87f. Thesis (Doctoral) - Faculdade de Medicina de
Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2010.

Objective: To investigate the effect of peribulbar injections of
viscoelastic substances on ocular movement dynamics. Methods: 30
New Zealand breed rabbits were divided into three experimental groups
according to the substance introduced into the orbit by peribulbar
injection: Carboxyvinyl gel (CARB; n=12), Polyvinyl gel (POLI; n=13) and
saline solution 0,9 % (CTRL; n=5) serving as control group.
Ophthalmologic evaluation was performed including intraocular
pressure measurement, and the ocular dynamics was assessed by
measuring the necessary force to promote tangential displacements of
adduction at baseline, immediately after the injection of substances and
in 7°, 30° and 60° days after the procedure. Animals were sacrificed 60
days after the injection - eyes and periocular tissues were removed for
histological analysis. Results: Just after injection of substances, the
necessary strength's work to promote the displacement in adduction
increased from 2.77 = 0.58 gf.mm to 5.43 = 1.19 gf.mm (p< 0.05) in
CARB and 2.04 £ 0.29 gf.mm to * 3.79 + 0.83 gf.mm (p< 0.05) in POLY.
In the control group no significant changes were observed. There was a
trend of decrease in the total work after 60 days in CARB and POLI,
however, in CARB it remained significantly higher than at baseline (p<
0.05). The histological analysis revealed inflammatory process with
fibrosis only in some animals of CARB group, as well as the permanence
of the gel in periocular tissues. Conclusions: Our data show that CARB
peribulbar injection increase the power needed to promote eye
rotations. This effect was not related to orbital inflammation and
persisted for, at least, 60 days. Therefore this method should be
considered an alternative for oculomotor stabilization in eye movement
diseases, such as nystagmus.

Key-words: Oculomotor  unbalance, Viscosity, Viscoelastics
Substances, Nistagmus
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O tratamento de doencas do sistema oculomotor, como o
estrabismo e o nistagmo, continua baseado, em sua maior parte, nas
modificacoes das forcas musculares (efeitos), e nao nas causas, que sao
inervacionais. Dessa forma, nao se consegue a restauracao de perdas de
acao muscular (paralisias oculomotoras), nem o bloqueio dos
nistagmos, nem sequer se tem a garantia de controle da estabilizacao de
um resultado operatorio (recidivas do estrabismo) (BICAS, 2003).

Estudos sobre eventuais intervencoes diretas nas causas
inervacionais desses desequilibrios ndo oferecem perspectivas a curto e
médio prazo, uma vez que ainda pouco se conhece sobre os
mecanismos envolvidos. Nesse sentido, justifica-se a idealizacao de
estudos sobre os efeitos de forcas externas no sistema oculomotor,

como alternativa para estabilizacdo e controle dos movimentos oculares.

1.1. O olho, a orbita e suas estruturas

Os pontos criticos de cada eventual manipulacao cirurgica do
olho devem sempre ser observados. Nao cabe aqui uma descricao
detalhada da anatomia do olho e suas adjacéncias; no entanto, €
importante avaliar os espacos e estruturas biologicas onde se vai atuar
e € preciso lembrar que os espacos disponiveis sdo bem exiguos.

O olho nao é perfeitamente esférico (mesmo considerando apenas
sua parte escleral) e sua massa (cerca de 7 gramas) nao é
uniformemente distribuida (seu centro de massa nao coincide com seu
centro geométrico). Contudo, é da tradicdo nos estudos da mecanica
ocular pressupor e aceitar algumas idealizacdes que proporcionem
simplificacoes de analises. Deste modo, o olho é considerado como uma
esfera homogénea, sendo aceita a coincidéncia dos centros de massa,
geomeétrico e de rotacao (BICAS, 1996b). Seu raio de curvatura pode ser
considerado como tendo 12,170 mm, o que equivale a uma

circunferéncia de 76,466 mm, ou seja, 0,212 mm/° ou 4,708°/mm (a
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linearidade dessas transformacodes é valida para arcos de circulos, nao
para distancias retas entre dois pontos da superficie) (BICAS, 1981).

A orbita humana apresenta forma coénica e seu volume
aproximado € de 30 ml, contendo o globo ocular, o nervo optico, os
musculos oculares externos, a artéria oftalmica e seus ramos, as veias e
nervos orbitarios e a glandula lacrimal. O espaco restante € preenchido
pelo tecido adiposo, que funciona como um coxim protetor e contém os
septos fibrosos, dispostos em varios planos entre os musculos oculares
e o periosteo. Na orbita podemos distinguir o assoalho, o teto e as
paredes medial e lateral. O assoalho é formado, em sua parte anterior,
pelo processo maxilar do zigomatico, no centro pela placa orbital do
maxilar e atras por uma pequena porcao do osso palatino. A parede
medial é constituida pelo processo frontal da maxila, osso lacrimal
(abrigando ao meio a fossa lacrimal), osso etmoide e corpo do esfenodide.
A parede lateral é formada pelo osso zigomatico e pela asa maior do
osso esfendide, enquanto que o osso frontal e parte da asa menor do

esfenoide formam o teto. (Figura 1) (DUKE-ELDER; WYBAR, 1961).
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Figura 1: Ossos da orbita.

Em relacao as estruturas cuja proximidade deve ser evitada, além
das obvias do polo anterior (cornea, ocupando uma zona de 57°,
equivalendo a uma corda de 11,6 mm, artérias e veias ciliares
anteriores) e posterior (nervo optico e regiao perimacular, com os nervos
ciliares curtos e longos), convém lembrar a presenca dos musculos
oculares externos e suas insercoes, além de vasos e nervos. (Figura 2).
Junto as paredes da orbita sao importantes: do lado medial, a artéria
oftalmica (entre o obliquo superior e o reto medial); na parede lateral, a
artéria e o nervo lacrimal (junto a margem superior do reto lateral, ao
longo da parede); do lado superior, a artéria e o nervo supraorbitario
(entre o musculo elevador da palpebra e o teto da orbita); e do lado
inferior, a artéria e o nervo infraorbitario (dentro do sulco
infraorbitario). Para o retorno venoso, o destaque deve ser dado as

quatro veias vorticosas: as superiores, temporal e nasal, que se juntam
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a veia orbital superior; e as inferiores, temporal e nasal, formando a
orbital inferior, com saidas situadas, respectivamente, a cerca de 8, 7, 6
e a 5,5 mm atras do equador, praticamente 90° distantes uma da outra.
O equador fica a uns 12,5 mm em linha reta (corda) do limbo (ou 13,14

mm em termos de arco, sobre a superficie escleral) (BICAS, 1996b).
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Figura 2:

Fissura orbital superior.

1.2. Movimentos oculares

Mudancas na posicdo do olho sdo definidas em relacao a um

sistema de eixos ortogonais (eixos oculares, moveis): horizontal

longitudinal ou antero-posterior, horizontal transversal ou latero-medial
e vertical ou supero-inferior. A origem do sistema de coordenadas seria

o ponto de cruzamento dos trés eixos, que nao coincide,
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necessariamente, com o centro geométrico do olho (Bicas, 1996a). Esse
ponto espacial representa o centro de rotacao do olho, que estaria cerca
de 1,29 mm atras do centro geomeétrico (alguns admitem a distancia
entre os dois pontos como entre 1,7 e 2,2 mm). Os movimentos oculares
em torno desses eixos sao chamados rotacdes, enquanto os que
ocorrem ao longo deles sao definidos como translacoes.

No entanto, para a definicao de rotacoes e translacoes precisamos
de outro sistema de ordenadas, os eixos orbitarios (fixos). Nas rotacoes,
as coordenadas do centro de rotacao sao constantes em relacao a eixos
fixos. Nas translacoes, essas coordenadas variam em relacdo aos eixos
fixos, ocorrendo mudanca de posicao do olho como um todo em relacao
a orbita, como na proptose e no enoftalmo (translacdo no eixo antero-
posterior) (BICAS, 1981).

O proprio centro de rotacdo nao é fixo, sofrendo pequenos
deslocamentos (translacoes) sob acdo das contragcéoes musculares,
mesmo quando “puramente” rotacionais (BICAS, 1996b). Portanto, as
translacoes e rotacoes podem se manifestar simultaneamente, mas
como as translacdoes que acompanham as rotacdées sdo de pequena
magnitude na presenca de arcos de contato musculares, podem ser
desconsideradas, admitindo-se rotacdoes puras (PARK; PARK, 1933;
BICAS, 1981).

Os movimentos oculares de um ponto a outro sao do tipo
persecutorios (de seguimento a um objeto deslocando-se pelo campo
visual, com velocidade de cerca de 100°/s) e sacadicos (ou de sacudida),
em que ha a mudanca voluntaria de um ponto do espaco a outro, em
resposta a estimulos visuais ou auditivos, e a velocidade depende da
extensdo do movimento, com valores maximos de 350 a 700°/s e
velocidade média de 300°/s (BICAS, 1996b). Ha também os tremores
(ou microssacudidas) e os movimentos de manutencao: os “flicks”
(rapidos) e os “drifts” (lentos), que sao movimentos de amplitude

reduzida (3 a 4° de arco), que coordenariam todos os demais sistemas,
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determinando a posicao precisa dos olhos em relacao ao objeto, da

cabeca e do proprio corpo (GINSBORG, 1953).

1.3. Forcas atuantes no sistema oculomotor

As forcas que atuam sobre o olho podem ser classificadas como
ativas ou passivas. As forcas ativas sao geradas pela contracao
muscular, em resposta a estimulos inervacionais, supondo-se para isso
a integridade e funcionalidade de um sistema de comando. Essas forcas
podem gerar movimento no mesmo sentido (agonistas) e no sentido
oposto (antagonistas). As forcas ativas de um musculo atuando como
agonista de um movimento sacadico sdao da ordem de 75 gf (rotacao
centripeta) a 100 gf (rotacao centrifuga) para rotacoes de 30° e de SO gf
(rotacao centripeta) a 65 gf (rotacado centrifuga) para rotacoes de 15°
(BICAS, 1984). Esse € o classico teste de forcas geradas descrito por
Scott, Collins e O’Meara (1972). Ja as forcas ativas para movimentos
persecutorios sao da ordem de 1gf/grau de deslocamento.

As forcas passivas sao aquelas nao subordinadas ao controle
inervacional. Elas dependem, pelo menos indiretamente, do sistema
ativo, pois se manifestam em resposta ou como consequéncia dele
(BICAS, 1996a). Sao geradas por tecidos adjacentes aos olhos,
geralmente nao musculares, e também sao subdivididas em agonistas
ou antagonistas, pois oferecem resisténcia a um deslocamento ocular
(atrito) ou acumulam energia durante um deslocamento, que sera
liberada posteriormente gerando um novo deslocamento (energia
cinética).

A influéncia das estruturas nao musculares sobre o movimento
ocular (musculos desinseridos) € de aproximadamente 0,5 gf/°. Ja a
forca necessaria para distender um musculo completamente relaxado é
da ordem de 0,25 gf/°. Logo, a forca necessaria para mover

passivamente o olho (com os musculos inseridos, mas relaxados) seria a
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soma das anteriores, ou seja, aproximadamente 0,8 gf/°. Estando o
individuo em vigilia, esse valor passa a ser de 1,3 gf/° a 1,8 gf/°, devido
a tonicidade muscular (BICAS, 1984).

Pode-se ainda aplicar forcas externas ao olho. Essas podem gerar
movimentos (puxando-se o olho com wuma pinca) ou conté-los
(segurando-se o olho com uma pincga).

O equilibrio oculomotor decorre da interacao das forcas
intrinsecas, ativas e passivas. Ja as forcas extrinsecas sao utilizadas
para o estudo das forcas ativas, quando antepostas as mesmas (teste
das duccgoes ativas - prova de Scott) e das forcas passivas (BICAS;

NOBREGA, 1979).

1.4. Desequilibrios do sistema oculomotor

O equilibrio do sistema oculomotor depende de mecanismos de
resposta adequados e da inervacao dos agentes efetores (musculatura
ocular extrinseca) e da boa capacidade de captacao e integracao dos
estimulos visuais. Quando esse equilibrio € rompido, surgem falhas,
como os estrabismos e nistagmos (BICAS, 2003).

O estrabismo € considerado um desequilibrio estatico, onde ha
um desajuste no direcionamento dos eixos visuais a cada posicao do
objeto de fixacao. Ja nos desequilibrios dinamicos ha movimentos
oculares nao coordenados, ou coordenados, mas indesejados, com
instabilidade na fixacdo ocular, apesar do bom alinhamento dos eixos
visuais, como nos nistagmos. Nessas situacoes sempre ha diminuicao
importante da acuidade visual e, devido a instabilidade da fixacdo, ha
também constrangimentos sociais. O nistagmo também pode ser
secundario a perdas visuais geradas por alteracdes na retina ou nas
vias oOpticas sendo, nesses casos, consequéncia e ndo causa da baixa

visdo (BICAS, 1998).
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Varias teorias foram propostas para explicar a origem dos
desequilibrios oculomotores. Sabe-se que a causa dessa inadequacao é
de origem central, mas ainda nao € possivel conhecer a localizacao
cerebral exata da lesao causal do estrabismo nao-paralitico (CIANCIA,
1993). Os tratamentos (clinico e cirurgico) atuam em seus efeitos e nao
na causa, dai surgem os insucessos em porcentagem significativa de
casos. Um bom exemplo disso € o caso dos nistagmos, nos quais o
tratamento cirurgico apresenta resultados limitados ou até mesmo néao

pode ser indicado.

1.5. Nistagmos

Nistagmos sao movimentos oculares conjugados, ritmicos,
repetitivos, quase sempre involuntarios. Com relacdao a velocidade das
fases, classifica-se em pendular e sacadico. O pendular mostra
velocidade igual em ambas as fases e o sacadico caracteriza-se por
apresentar duas fases com velocidades distintas, uma lenta e outra
rapida. Eles podem também ser classificados de acordo com a forma de
aparecimento (espontaneo, latente, optocinético, provocado e
voluntario); com a frequéncia, ou segundo a direcao e sentido dos
movimentos (horizontal, vertical, torcional, rotatorio e misto).

O tratamento dos nistagmos tem objetivos sensoriais (melhora da
funcao visual) e estéticos. O Unico tratamento eficaz € o cirurgico, mas
sdo poucos os tipos passiveis de intervencao. Os casos mais favoraveis
sdo aqueles em que ha posicao de bloqueio total ou parcial (SOUZA-
DIAS, 1999). A cirurgia objetiva a eliminacdo da posicao viciosa da
cabeca e os resultados cirurgicos sao relativamente bons. No entanto,
ha sempre tendéncia a recidivas e algumas limitacdes, como grande
prejuizo das rotacdes oculares em um sentido e a assimetria dos
resultados (JORGE, 2003a). Isso acontece porque, como o objetivo € a

eliminacao do torcicolo, levando a posicao de bloqueio para a posicao
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primaria do olhar, e os angulos dessas posicoes viciosas sao geralmente
de grande magnitude (60 a 80 dioptrias prismaticas), nao se consegue
atingir tal grau de correcao sem causar incomitancias nas rotacoes.

O tratamento optico conhecido € o uso de prismas, nos casos em
que a posicao de bloqueio do nistagmo ocorre fora da posicao primaria
(CARVALHO, 1998). Todavia, esse tratamento torna-se inviabilizado
pela grande magnitude desses desvios. Outras opcoes de tratamento
sao o enfraquecimento generalizado dos musculos e, em casos
extremos, as suturas de contencao que fixam os olhos nas orbitas,
impossibilitando qualquer movimentacao ocular, o que é indesejavel
(BICAS, 1998).

Idealmente, o tratamento de qualquer desequilibrio oculomotor
devera ser estavel e duradouro. Em se tratando do nistagmo, uma
correcao nao sera considerada satisfatoria, ainda que o elimine de
forma definitiva, se for obtida com sacrificio dos movimentos de rotacao.
E necessario, portanto, que se obtenha a neutralizacdo dos movimentos
oculares indesejados conservando-se os necessarios, ou se€ja, a
estabilizacdo da posicdo com manutencdo das rotacdes oculares

(BICAS, 1998).

1.6. Métodos alternativos para tratamento dos desequilibrios

oculomotores

A grande variedade de afeccoes do sistema oculomotor nao possui
solucoes unificadas e seus propositos baseiam-se na concepcao
genérica de parar os olhos quando eles nao podem parar e mové-los
quando eles nao podem se mover, correlacionando-os. Isso implica na
modificacao de forcas, ou por meio da introducao de novas forcas no
sistema, no intuito de restaurar o equilibrio sem prejudicar os
movimentos conjugados, ou por meio da potenciacdo ou amortecimento,
indiretos, dos estimulos inervacionais (cirurgias convencionais) e

aumento ou reducao, diretos, das tensoOes elasticas das estruturas
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perioculares (BICAS, 2003). Varios estudos tém sido realizados na
tentativa de introduzir novas forcas no sistema periférico de resposta
(forcas de movimentacdao ou contencao) no intuito de modula-lo e
controla-lo:

- proteses: a utilizacdo de proteses para substituir a acdo de um
musculo paralisado € um antigo sonho dos estrabologistas
(CIANCIA, 1993). No entanto, o contato material direto, como
elasticos presos a esclera, apresenta algumas desvantagens: o
tamanho do artefato e a reacao dos tecidos a presenca do agente
elastico, com o subsequente processo de fibrose, limitando a
acao da protese (BICAS, 1985).

- forcas de campo magnético: Bicas propods, entao, o emprego de
forcas aplicadas a distancia, através de campo magnético (sem
contato material direto entre o elemento gerador de forca e sua
aplicacao sobre o olho) (BICAS, 1985). O uso dessas forcas de
campo magnético (imas), seja para a restauracao de movimentos
oculares perdidos ou para estabilizar os inadequados, tem uma
série de vantagens, mas também varias restricoes. A principal
desvantagem € a distancia entre os elementos do campo
magneético, ou seja, com pequenos aumentos nas distancias ha
grande diminuicdo da forca transmitida. Ha também a
dificuldade de obtencado de imas reduzidos, compativeis com a
orbita, mas que tenham forcas magnéticas suficientes para
gerar movimento (BICAS, 1996c¢). Além disso, o mecanismo de
contencao de movimentos indesejaveis requer delicado equilibrio
entre a quantidade de forcas geradas entre os elementos do
circuito (que dependem da proximidade entre eles) e a forca
necessaria para romper esse vinculo e promover uma rotacao
ocular (BICAS, 2003).

- forcas de viscosidade: dentro dessa linha de pesquisa, com

estimulantes perspectivas de aplicacao (neutralizacao de
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nistagmos, obtencdo de uma posicdo ocular normal pos-
cirargica e sua estabilizacao ao longo do tempo), Jorge sugeriu o
emprego de forcas viscoelasticas, as quais, na dependéncia de
fatores como volume e viscosidade, poderiam ser suficientes
para promover a estabilizacao do equilibrio oculomotor sem
impedir rotacoes (JORGE, 2003a). Considerando que os
nistagmos apresentam fases lentas com velocidades
semelhantes a movimentos persecutérios e amplitudes entre 5°
e 10° e supondo-se que as forcas relacionadas a esses
movimentos nao sejam maiores do que 10 gf, & provavel que
forcas dessa intensidade, ou até menores, sejam suficientes
para bloquea-los (BICAS, 1998). Ou seja, com forcas
viscoelasticas entre 5 e 10 gf seria possivel, pelo menos em
teoria, o bloqueio da maioria dos nistagmos, com manutencao
das rotacoes oculares (JORGE, 2003b). Outra aplicacao possivel
seria nos casos de estabilizacdo pds-operatoria, evitando-se ou
atenuando-se as recidivas ou hipercorrecoes que ocorrem ao

longo do tempo.

1.7. Viscosidade

Viscosidade € a propriedade fisica relacionada a friccao (ou atrito)
de um fluido contra as paredes de um recipiente que o contém e entre
as camadas do proprio fluido. Ou seja, a viscosidade de um fluido
corresponde a quantidade de movimento necessario para a transladacao
de suas particulas. O deslizamento de wuma superficie soélida
relativamente a outra, quando ha entre elas uma camada fluida,
depende da viscosidade desse material interposto, ou seja, esse
deslocamento pode ser dificultado pelo maior coeficiente de viscosidade

do fluido interposto (BICAS, 2003).
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E possivel interpretar fisicamente a viscosidade como sendo a
resisténcia ao escoamento de um sistema submetido a certa tensao
mecanica. A viscosidade € uma expressao da resisténcia de um fluido ao
escoamento, sendo assim, quanto maior a viscosidade maior a
resisténcia e mais energia sera requerida para desloca-lo de sua posicao
original. A viscosidade ¢é diretamente proporcional ao peso e
comprimento da cadeia molecular do agente, além de diminuir com o
aumento da temperatura ambiente (BOTELHO, 1998).

Os fluidos sao classificados em Newtonianos, quando a
viscosidade nao depende da velocidade de cisalhamento, ou nao-
Newtonianos, quando a viscosidade varia com a velocidade de
deslocamento tangencial. Um exemplo classico de fluido Newtoniano € a
agua. Os fluidos nao-Newtonianos podem ser pseudoplasticos (a
maioria), cuja viscosidade diminui com a velocidade de cisalhamento,
tendo como exemplo os coldides e os polimeros; dilatantes, em que se
observa aumento na viscosidade com o aumento da tensao de
cisalhamento (entre eles estdo as suspensdes de amido); e os plasticos
de Bingham, que se comportam como fluido Newtoniano a partir de
uma tensao limite e reagem como um soélido em valores de tensao
inferiores. Exemplo de plasticos de Bingham sao os cremes dentais
(BOTELHO, 1998).

A variacao da viscosidade em funcdo do tempo e da tensao de
cisalhamento pode ser monitorada com o auxilio de um redmetro ou de
um viscosimetro, dependendo do tipo de analise a ser realizada. A
unidade de viscosidade no sistema C.G.S. € denominada Poise (P). A
centésima parte desta unidade € mais wutilizada na pratica
(cP=centipoise), e equivale a milésima parte da unidade pascal vezes
segundo (1 cP=1mPa.s), no Sistema Internacional de Unidades
(BOTELHO, 1998).

Do ponto de vista académico, os materiais apresentam dois

comportamentos extremos: o de um fluido viscoso Newtoniano e o de
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um soélido elastico Hookeano. Os fluidos viscosos nao possuem forma
geométrica definida e escoam irreversivelmente quando submetidos a
forcas externas. Ja os sélidos elasticos apresentam forma bem definida
e, se deformados por forcas externas, assumem outra forma geomeétrica
de equilibrio, mas recuperam exatamente sua forma original apos a
remocao do esforco. Entretanto, muitos materiais, principalmente os de
natureza polimérica, apresentam comportamento mecanico
intermediario entre estes dois extremos, evidenciando tanto
caracteristicas viscosas como elasticas e, por este motivo, sao
conhecidos como viscoelasticos. Ou seja, um fluido viscoelastico
recupera parcialmente sua forma original com a retirada da tensao

imposta, exibindo também dependéncia do tempo (BOTELHO, 1998).

1.8. Substancias viscoelasticas em Oftalmologia

As substancias viscoelasticas sao largamente utilizadas em
oftalmologia por apresentarem biocompatibilidade com os tecidos
oculares. Hialuronato de so6dio (MILLER; STEGMANN, 1981),
metilcelulose a 2% (FECHNER; FECHNER, 1983) e um grande numero
de outras substancias tornaram-se parte integral da cirurgia intra-
ocular. Seu uso tem como objetivo prevenir o dano mecanico as
estruturas oculares, manter os espacos naturais do olho para a
manipulacdo cirargica, evitar adesdoes no poés-operatorio e como
lubrificante ocular (LIESEGANG, 1990).

Varios autores demonstraram o uso de substancias viscoelasticas
nas cirurgias de estrabismo, com o objetivo de lubrificar os musculos
facilitando seu deslizamento nas cirurgias ajustaveis (CLORFEINE;
PARKER, 1987; SEARL; METZ; LINDAHL, 1987; FERREIRA et al.,
1995), bem como para diminuir adesdes pos-operatorias entre os

musculos oculares e os tecidos perimusculares, no intuito de reduzir a
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incidéncia de hiper ou hipocorrecées (YACOBI et al., 1992; OZKAN et
al., 2004).

A utilizacdo de substancias viscoelasticas como forcas de
contencao sobre o sistema oculomotor deve supor que este material
possa estar contido em uma bolsa, com superficies presas a esclera e
orbita, ou entao livremente dispersa em torno do olho. Assim, a
viscosidade do mesmo impede o livre deslizamento do olho
relativamente a orbita, oferecendo-lhe uma contencao (BICAS, 2003).

A hipotese de trabalho de contencao dos movimentos indesejaveis
utilizando substancias viscoelasticas foi avaliada em estudos
experimentais que determinaram relacoes: entre os tipos e
concentracoes de fluidos viscosos, a area em que eles fiquem em
contato com uma esfera (do tamanho do olho padrao) e a reducao, ou
abolicao de sua rotacdo, quando forcas tangenciais a sua superficie
forem aplicadas (BICAS, 2003). A substancia ideal para este proposito
devera apresentar, como resultado, valores superiores aos das forcas
promotoras de instabilidade e inferiores aos das forcas envolvidas em
rotacoes oculares (JORGE, 2003a).

Jorge concluiu em seus estudos (JORGE, 2003a) que das
substancias viscoelasticas avaliadas, apenas as solucoes de
carboximetilcelulose a 5,5 e 6% atingiram valores teoricamente
suficientes (> S gf) para conter alguns tipos de nistagmos.

Em estudo posterior (SIMAO, 2008), a carboximetilcelulose a 6%
foi utilizada como modificadora do sistema oculomotor de coelhos, com
sua introducdo mna oOrbita (injecao peribulbar). Os resultados
demonstraram dois efeitos opostos da substancia em o6rbitas de coelhos:
o de facilitar e o de dificultar os movimentos oculares e, esse efeito foi
dependente da interacao de fatores como volume injetado, intensidade
da resposta inflamatéria e, possivelmente, de um atrito viscoso

provocado pela presenca da substancia.
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1.9. Justificativa do trabalho

Os varios procedimentos existentes para a correcao dos disturbios
do sistema oculomotor apresentam limitacoes e, em se tratando dos
nistagmos, os tratamentos propostos nao sao satisfatorios.

Varios estudos sugeriram a introducao de novas forcas no
sistema oculomotor com o intuito de promover a estabilizacao do
equilibrio oculomotor, controlando os nistagmos e reduzindo a
incidéncia de hipo ou hipercorrecoes no poés-operatorio dos estrabismos
(BICAS, 1985; BICAS, 1996c¢; BICAS, 1998; BICAS, 2003; JORGE,
2003a; SIMAO, 2008).

Neste trabalho propoe-se a utilizacdo de novas substancias
viscoelasticas de viscosidade maior que a da carboximetilcelulose no

sistema oculomotor de coelhos.
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O presente estudo objetiva:

1. Avaliar o aumento da forca necessaria para rotacao ocular
em coelhos tratados com injecao peribulbar de substancias
com viscosidade maior do que a da carboximetilcelulose a

6%.

2. Avaliar as complicacoes da injecao dessas substancias em

orbitas de coelhos (inflamacao, fibrose, necrose).
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Para avaliar os objetivos propostos foram analisadas as forcas
necessarias para promover deslocamentos de aducao em coelhos antes
e apos a injecao peribulbar de duas substancias viscoelasticas (gel
carboxivinilico e gel polivinilico estéreis).

Foi realizado estudo experimental, analitico, prospectivo e
aleatorio. Foram selecionados 30 coelhos albinos da linhagem Nova
Zelandia, saudaveis, fémeas, com peso médio inicial de 3025 = 300 g,
variando de 2450 a 3605 gramas, provenientes do Biotério Central da
Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo
(FMRP-USP). Os animais permaneceram durante todo o estudo no
Biotério do Laboratério de Bioengenharia da Faculdade de Medicina de

Ribeirao Preto -USP, em gaiolas individuais numeradas.

3.1. Substancias viscoelasticas

A primeira parte do estudo consistiu em determinar as
substancias viscoelasticas que seriam utilizadas no modelo animal
(coelhos). Foram avaliados os polimeros utilizados na industria
alimenticia (goma guar, goma do chicha e goma do cajueiro), o carbopol,
que € um polimero sintético de acido poliacrilico, e um polissacarideo
(polimero natural) extraido de sementes das plantas Fava Danta e Guar.
Realizaram-se medidas de viscosidade de todos esses polimeros, bem
como a avaliacdo de seu comportamento quando submetidos a altas
velocidades de cisalhamento. Carbopol (Rita Corporation - EUA) e Alcool
Polivinilico (Sigma - Aldrich) foram dissolvidos em agua deionizada
estéril, adicionados a uma solucdo de goma do cajueiro (GC),
reticulados separadamente e autoclavados. A partir do Carbopol e do
Alcool Polivinilico foram obtidos dois polimeros de alta viscosidade,
respectivamente, gel carboxivinilico e gel polivinilico, ambos reticulados
com glutaraldeido para evitar dissolucao. Esses géis foram, a seguir,

esterilizados com radiacao ultravioleta (UV) durante uma hora e
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acondicionados em seringas estéreis. Todas essas substancias foram
manipuladas e modificadas no Laboratorio de Quimica e Biopolimeros
do Departamento de Quimica Analitica e Fisico-Quimica da
Universidade Federal do Ceara (UFC). Esses géis de polissacarideos ja
foram testados para o tratamento de osteoartrite na UFC, nao tendo
apresentado toxicidade, e todos esses testes foram aprovados pelo
Comité de Etica da UFC.

As analises foram realizadas utilizando-se um redometro rotacional
Brookfield modelo DV-III cone e plano (cone-plate) (Brookfield
Engineering Laboratories - Stoughton, MA, USA), acoplado a um
modulo de aquecimento de até 300°C e a um computador com um
programa especifico (software Rheocalc® 32 - versao 2.5). Na reometria
de cone e plano, a amostra € colocada sobre a placa inferior e
submetida a sucessivas velocidades de cisalhamento pela acdo do
movimento de rotacdo do cone superior. A tensdo de cisalhamento é
determinada pelo programa do computador. O cone move-se com
frequéncia e tensdo desejadas e a deformacdo do material varia
conforme maior ou menor dificuldade imposta pela amostra. Um
transdutor encontra-se acoplado ao prato fixo e analisa o sinal
resultante dessa deformacao. Depois de coletados os dados, o programa
calcula as correlacoes entre os diferentes parametros registrados e da a
medida da viscosidade.

Para todas as analises foi utilizado um volume de 0,6 ml, cone n°
52 e as medidas do comportamento reologico dos géis foram realizadas
a temperatura de 36°C. De maneira geral, os dados revelaram que
ambos os géis possuem comportamento pseudoplastico, sendo que o
Gel CARB apresenta modulo de estocagem G~ maior que o modulo de
perda G~ em toda a faixa de frequéncia investigada, o que caracteriza
um comportamento elastico, tipico de um gel forte. A viscosidade
diminui com a frequéncia. Por outro lado, o Gel POLI possui valores de

G>G" apenas para frequéncias >3 Hz, caracterizando-se como um gel
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fraco, semelhante aos de polissacarideos. O decréscimo da viscosidade
com a frequéncia € menos acentuado do que aquele do Gel CARB.

Calculos preliminares, a partir dos valores de forca medidos, do
volume da orbita como sendo de 5 ml, determinando o raio (r) ocular e
calculando a area superficial (A) tangencial a forca aplicada, forneceram
uma estimativa da tensao de cisalhamento (F’) “in situ” e, a partir do
reograma obtido a temperatura de 36°C, foi determinada a velocidade
de cisalhamento (S); a viscosidade foi dada pela relacao entre as duas
grandezas: foi encontrado 114.795 cP para POLI e 147.539 cP para
CARB, “in situ”.

As analises foram realizadas no Laboratério de Quimica e
Biopolimeros do Departamento de Quimica Analitica e Fisico-Quimica
da UFC, que gentilmente prepararam e forneceram as substancias

utilizadas neste estudo.

3.2. Aspectos éticos

O projeto de pesquisa intitulado “Estudo comparativo de
substancias viscoelasticas que promovam estabilizacdo do equilibrio
oculomotor sem impedir rotacoes” foi analisado e aprovado pela
Comissao de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da FMRP-USP,
em 15/12/2008, protocolo n® 155/2008 (Anexo 1).

Os animais foram previamente examinados pela médica
veterinaria responsavel e seu manuseio seguiu as normas e orientacoes
do Comité Brasileiro de Estudos em Animais de Experimentacao
(COBEA) e da Association for Research in Vision and Ophthalmology
(ARVO).
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3.3. Grupos experimentais

Apos identificacao aleatoria dos animais, numerados na face
interna da orelha com caneta hidrografica, os coelhos foram separados
em trés grupos experimentais:

- CARB (Gel Carboxivinilico)- composto por 12 animais;

- POLI (Gel Polivinilico)- composto por 13 animais;

- Controle (Soro Fisiologico)- composto por 5 animais.

3.4. Técnica de injecao

As injecoOes peribulbares das substancias viscoelasticas e de soro
fisiologico 0,9% foram realizadas com agulha 25 x 7 mm, 22 gauge, em
uma uUnica orbita por animal (direita). Em todas as aplicacoes foi
utilizado um volume constante de solucado (1,5 ml). A escolha desse
volume foi baseada na analise de um estudo anterior (SIMAO, 2008),
que demonstrou que volumes maiores poderiam causar maior
incidéncia de complicagcoes como proptose, quemose e hemorragias.
Todas as injecoes foram realizadas através da palpebra inferior, metade
do volume total injetada no terco lateral e metade no terco medial,
proporcionando melhor distribuicao da substancia. O olho esquerdo foi
preservado para garantir a sobrevivéncia dos animais durante o

experimento.

3.5. Aparelho de medidas

Para produzir deslocamentos tangenciais em aducao, assim como
medir as forcas necessarias para que tais deslocamentos ocorressem, o
Laboratorio de Bioengenharia da FMRP-USP desenvolveu e

confeccionou um aparelho de medidas composto por dois sistemas: um
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para medidas de deslocamento e outro para medidas de forcas,
conforme ilustram as Figuras 3 e 4.

O sistema para medidas de deslocamento consiste em um
micrometro Mitutoyo® (5), com precisdao de 0,01 mm e deslocamento
total de 50 mm. O ajuste fino do deslocamento era realizado por
manipulo (6) acoplado na sua parte superior. Cada volta de 360°
realizada pelo ponteiro do medidor corresponde a 1,0 mm de
deslocamento.

Na extremidade inferior do medidor foi acoplado o sistema para
medidas de forcas, composto por uma célula de carga (4) com
capacidade nominal de 200 unidades. Para aumentar a sensibilidade da
célula de carga, foi utilizada uma haste de aluminio formando um braco
de alavanca de 100 mm. Em sua extremidade havia um gancho onde
uma alca do fio de polipropileno 6.0 era colocada de forma a conectar o
sistema de medidas ao globo ocular do coelho (7). Utilizou-se uma ponte
de extensiometria Kratos® para realizar as leituras das forcas aplicadas
no globo ocular dos coelhos pela célula de carga.

O aparelho de medidas foi fixado em suporte metalico composto
por uma haste vertical de latao (2) de 250 mm de comprimento com
12,7 mm de didametro. Uma haste de 210 mm de comprimento com 9,52
mm de didmetro com acoplamento moével e limitador foi conectada
transversalmente. A haste vertical (2) realiza movimentos giratorios,
ajusta a altura do aparelho e fixa na posicao desejada. O suporte foi
fixado em uma base de madeira (1) medindo 450 mm de largura por
800 mm de comprimento.

Para o presente estudo, foi fixada uma altura de 160 mm da base
de madeira até o limite inferior do limitador. A haste com acoplamento
movel permite posicionar o aparelho de medidas de forma a se obter
movimentos tangenciais de aducao. Essa posicao foi fixada em 27° em
relacdo a uma linha imaginaria passando no centro da base de madeira

no sentido do comprimento.
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O medidor foi acoplado por uma junta giratoéria (3) a haste movel.
Esta junta permitiu a rotacdo do aparelho de medidas em torno do eixo
da haste movel. Dessa forma foi possivel ajustar a angulacdo do
aparelho de medidas (e, consequentemente, do fio de polipropileno) em
relacao ao globo ocular dos animais. Para que o fio ndo tocasse a cornea
durante a tracao do globo ocular, foi fixada a angulacao entre o fio de
polipropileno 6.0 e a base de madeira em 45°. Esse angulo e a posicao
do aparelho de medidas foram mantidos sempre constantes durante
todo o experimento. A angulacado de 45° entre o fio e a base de madeira
garantiu que os movimentos gerados fossem sempre tangenciais em
aducao.
As forcas necessarias para promover os deslocamentos
tangenciais foram obtidas da seguinte maneira:
1- Posicionamento do animal sobre a base de madeira;
2- Ajuste das alturas e alinhamento da cabeca do animal;
3- Ajuste fino com o manipulo (6);
4- Fixacao interligando a célula de carga e o globo ocular pelo fio
de polipropileno. O manipulo (6) era utilizado para tracionar a
célula de carga e, consequentemente, realizar tracdo do globo
ocular;
5- As medidas das forcas foram realizadas a cada 0,5 mm de
deslocamento até um maximo de 4,0 mm. Para cada

deslocamento foram realizadas quatro medidas de forca.

Obs: O aparelho foi calibrado com pesos de 5 g até 50 g. A curva
de calibracdo da célula de carga apresentou um coeficiente de
correlacao (r2) igual a 0,9982. A calibracao foi refeita em cada momento
experimental. O valor lido na ponte de extensiometria foi convertido em
gramas-forca (gf) pela sua divisdo por 15 (Anexo 2).

As Figuras 3 e 4 apresentam desenho esquematico em perspectiva

e das principais partes do aparelho desenvolvido para realizacdao das
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medidas de deslocamento e das forcas aplicadas no globo ocular do

coelho.

Figura 3. Desenho em perspectiva do aparelho de medidas.

Figura 4. Desenho esquematico do aparelho de medidas. 1. Base de madeira;
2. Haste vertical; 3. Junta giratéria; 4. Célula de Carga; 5. Relégio
comparador (medidor); 6. Manipulo; 7. Fio (Paralene 6.0) que
conecta o globo ocular ao aparelho.
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3.6. Técnica cirurgica

Os animais foram anestesiados com injecao intramuscular de 2,0
ml de cloridrato de cetamina 10% (Ketamina®, Agener) e 1,0 ml de
Xilasina 20 mg/ml (Dopaser®, Calier), e injecao endovenosa de tiopental
sodico 0,5 g (Thionembutal®, Abbott), utilizando-se a veia auricular
para a manutencao da anestesia. Doses adicionais de anestésico foram
ministradas, durante o procedimento cirurgico, com tiopental soédico
0,5g, via endovenosa, quando necessarias, para manter uma analgesia
adequada.

Apobs a inducao anestésica foi instilada uma gota de colirio de
fluoresceina sodica nos dois olhos dos coelhos para a medida da
pressao intra-ocular (PIO) com o tonémetro de Perkins. Os olhos foram
lavados com SF 0,9% logo apos a medida da PIO. Os animais foram,
entdo, colocados em decubito lateral esquerdo sobre a base de madeira
que continha o sistema de medidas (Figuras 5 e 6). Os animais foram
colocados sobre um desenho feito na base com o objetivo de manter seu
posicionamento constante em todos os experimentos. Em seguida foi
realizada assepsia com Polivinil Pirrolidona Iodo (PVPI) tépico 1% no
olho direito de cada animal e colocados os campos estéreis. O
procedimento cirurgico foi realizado da seguinte maneira:

1. Colocacao do blefarostato no olho direito;

2. Peritomia conjuntival perilimbica temporal e disseccao do

musculo reto lateral direito;

3. Ponto perilimbico com fio de polipropileno azul 6.0
inabsorvivel com agulha cilindrica 1.3 (Paralene® 6.0) na
direcao da extremidade inferior do musculo reto lateral;

4. Outro ponto perilimbico na direcdo da extremidade superior
do musculo reto lateral, formando uma alca de

aproximadamente 3.0mm;
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5.

10.

11.

Conexao do olho direito ao aparelho de medidas por meio da
alca que foi colocada no gancho da extremidade do braco de
alavanca do aparelho de medidas;

Realizacao das medidas das forcas necessarias para produzir
deslocamentos tangenciais do globo ocular de 0,5 mm a 4 mm
de aducao. As medidas foram realizadas a cada 0,5mm de
deslocamento;

Injecao peribulbar da substancia viscoelastica ou do SF 0,9%
(que foi realizada uma unica vez durante todo o experimento).
Realizacao de novas medidas de forcas, seguindo-se o mesmo
procedimento do item 6;

Retirada do fio de sutura, deixando apenas o ponto inferior
como reparo para as proximas medidas;

Sutura da capsula de Tenon e da conjuntiva em sua posicao
anatomica inicial com fio absorvivel (Vicryl® 7.0, Ethicon);
Medida da PIO nos dois olhos do animal com tonoémetro de

Perkins.
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Figura 5: Aparelho de medidas ligado a ponte de estensiometria.

Figura 6: Coelho durante procedimento cirargico.
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3.7. Momentos experimentais

Os animais foram avaliados clinicamente no 1°, 7°, 30° e 60° dias
de pobs-operatorio, quando foram submetidos a avaliacdo clinica por
meio de inspecdao com lanterna, medida da PIO em ambos os olhos e
novas medidas das forcas necessarias para promover os deslocamentos
em aducao do olho direito, seguindo o procedimento cirurgico ja
descrito.

Na avaliacao clinica foram consideradas a presenca ou auséncia
de hiperemia conjuntival, quemose, secrecdao, proptose ou
desepitelizacdo da cornea. Quando presentes, esses sinais foram
classificados segundo sua intensidade da seguinte forma:

- hiperemia conjuntival, quemose ou secrecdao: ausente (-),

discreta (+), moderada (++) e intensa (+++);

- proptose: ausente, discreta (ndao comprometia o fechamento

palpepral), moderada (comprometia o fechamento da fenda

palpebral) e grave (presenca de desepitelizacao da cornea).

Para melhor compreensdao de todos os passos, o estudo foi

subdividido em seis tempos experimentais:

- Momento basal: avaliacao clinica, medida da PIO e das forcas
necessarias para promover deslocamentos tangenciais em
aducao antes da injecao das substancias;

- Momento apds: avaliacao clinica, medida da PIO e das forcas
acima citadas logo apos a injecao das substancias;

- Momento 1: avaliacao clinica e medida da PIO no 1° dia apos a
injecao das substancias;

- Momento 7: avaliacao clinica, medida da PIO e das forcas
necessarias para promover deslocamentos tangencias em

aducao sete dias apos a injecao das substancias;
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- Momento 30: avaliacdo clinica, medida da PIO e das forcas
acima citadas 30 dias apos a injecao das substancias;

- Momento 60: avaliacao clinica, medida da PIO, medida das
forcas necessarias para promover deslocamentos tangenciais em
aducao 60 dias apds a injecao das substancias e morte dos

animais.

Apos o ultimo exame (60° PO), conforme ja foi descrito, os animais
foram mortos com uma dose excessiva de tiopental soédico 0,5 g,
administrado pela veia auricular, e o olho direito foi enucleado para

analise histopatologica.

3.8. Preparo do material para analise histologica

Apo6s o sacrificio do animal, o olho direito com parte do nervo
oOptico e os tecidos periorbitarios foram removidos para exame
histopatologico no Laboratério de Patologia Ocular pelo Prof. Dr.
Fernando Chahud, do Departamento de Patologia e Medicina Legal da
FMRP-USP.

Apos retirado, o material foi mergulhado em formol neutro
(tamponado a 10%), onde permaneceu por 48 horas para fixacao. Apos
esse periodo, foi realizada a clivagem do mesmo com cortes
parassagitais, dividindo-o em trés fragmentos (medial, meédio e
temporal). Esses fragmentos foram colocados em uma escala crescente
de alcodis (80° a 100°), por varias passagens em tempos variados: 80° -
40 min, 95° - 30 min, 95° - 45 min e 100° - 40 min a 1h30min.
Posteriormente, os fragmentos foram submetidos a clarificacdo, com
dois banhos de xilol em tempos variados, seguido de dois banhos de
parafina e inclusao em parafina.

A microtomia foi realizada com cortes de 5 um e o material

submetido a coloracao de rotina com hematoxilina de Harris, floxina e
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eosina. Depois da varredura, foi realizada também a coloracao com T.
de Masson para avaliar a presenca de fibrose.

As laminas foram avaliadas com relacdo ao tipo, localizacao e
intensidade da reacao inflamatéria, presenca de fibrose, alteracoes
histologicas no nervo optico, além da presenca ou nao da substancia
injetada nos tecidos periorbitarios.

A resposta inflamatéria foi classificada em ausente, leve,
moderada ou intensa, dependendo da presenca ou auséncia de reacao
granulomatosa, necrose tecidual e/ou fibrose e tipo de infiltrado
inflamatorio local. Para a analise quantitativa dos dados, a inflamacao e
fibrose foram classificadas apenas em ausente ou presente.

A analise histologica foi realizada pelo mesmo examinador, com
microscopio Olympus modelo BX 51, sem o conhecimento prévio de a
que grupo pertenciam os animais, dos resultados do estudo das forcas,
bem como da magnitude da resposta inflamatoria observada na
avaliacao clinica. As fotografias digitais foram obtidas com uma camera
fotografica acoplada ao microscopio Olympus Soft Imaging Solutions
GmbH (SC20). O programa para captura de imagens usado foi o

Olympus Soft Imaging DT 5.

3.9. Medida da pressao intra-ocular

A PIO de cada animal foi medida em ambos os olhos com
tonometro de aplanacao de Perkins, imediatamente apds a anestesia em
cada tempo experimental e logo apos a injecao das substancias. No
entanto, devido a presenca do fio que conectava o olho ao aparelho de
medidas e dificultava a medida da PIO logo apdés a injecao das
substancias, a mesma foi realizada ao final do procedimento cirurgico.

Os aparelhos de medida da PIO sdo calibrados para humanos e
geralmente subestimam a PIO em coelhos. Dessa forma, as medidas

obtidas foram corrigidas para a maior aproximacao possivel com a PIO
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real por meio da seguinte equacdo derivada de regressao linear de

segundo trabalho realizado por LIM et al. (2005):

PIO (mmHg) = 1,04 . (medida obtida) + 5,42.

3.10. Analise estatistica

A analise de variacoes intraindividuais foi obtida calculando-se a
diferenca entre os resultados encontrados apods a cirurgia e na avaliacao
basal, e comparando essa diferenca com O (zero) com o intervalo de
confianca de 95%.

Fizeram-se comparacoes entre os grupos com analise de variancia
seguida por teste post hoc para comparacoes multiplas Tukey-Kramer
com nivel de confianca de 5%.

Calculos foram realizados com o programa JMP versao 7.0.2 (SAS

Institute - Sao Francisco - California).



4. RESULTADOS
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4.1. Aspectos gerais

A injecao das substancias viscoelasticas foi realizada sem
intercorréncias em todos os animais, havendo apenas pequena
resisténcia a introducao da segunda metade do volume da substancia
(na metade medial da palpebra inferior). Nao houve refluxo das
substancias injetadas nos animais de ambos os grupos.

Os animais nao apresentaram sinais de sofrimento durante os 60
dias do estudo, alimentando-se normalmente durante esse periodo,
como se pode confirmar pelo ganho de peso estatisticamente similar
apresentado pelos trés grupos: o grupo controle apresentou ganho de
146 £ 131 g (média + EP); o grupo do Gel CARB aumentou 384 + 85 ge
o grupo Gel POLI apresentou aumento ponderal de 302 + 81 g (p>0,05).

4.2. Avaliacao clinica

- Grupo CARB: Dois animais apresentaram hemorragia
subconjuntival logo apdés a injecdao, no terco medial da
conjuntiva inferior, que persistiu no 1° dia de pos-operatorio.
Todos os animais apresentaram hiperemia conjuntival discreta
(+) e dois animais apresentaram quemose discreta 360° no 1°
PO. Nenhum animal apresentou proptose. Nao foram
observadas restricoes na motilidade ocular extrinseca. No 7°
PO, todas essas alteracoes clinicas descritas ja haviam
desaparecido.

- Grupo POLI: Todos os animais apresentaram hiperemia
conjuntival discreta (+), dois animais apresentaram
hemorragia subconjuntival inferior no local da injecdo e um
animal, quemose discreta 360° no 1° PO. Nenhum animal

apresentou proptose ou restricaio da motilidade ocular
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extrinseca. No 7° dia de poés-operatorio nenhuma alteracao
clinica foi observada nos animais desse grupo.

- Grupo Controle: Nao foi observada nenhuma resisténcia a
injecao de SF 0,9%. No 1° PO, todos os animais apresentaram
hiperemia conjuntival discreta (+), mas nao ocorreu quemose

ou proptose nesse grupo.

No 7° dia apdés o procedimento todas as alteracdes clinicas
observadas nos grupos estudados ja haviam desaparecido

completamente. Nenhum animal morreu ou contraiu infeccao.

4.3. Pressao intra-ocular

Nao ocorreram alteracoes relevantes nos valores da PIO medidos
apos a injecao das substancias viscoelasticas ou do SF. Nao houve
diferenca na PIO medida antes da injecao entre os grupos. A PIO média
(+ EP) no grupo controle foi de 8,7 £ 0,4 mmHg; 9,1 + 0,2 mmHg no
grupo CARB e 9,0 £ 0,2 mmHg no grupo POLI. (ANOVA, F=0.41;
P=0.6670). Em todos os grupos observou-se discreto aumento da PIO
logo apods a injecao, na maioria dos casos. Todavia, nao houve diferenca
estatisticamente significativa desse aumento entre os grupos. O
aumento médio da PIO observada no grupo controle foi de 0,6 £ 0,3
mmHg; 0,7 £ 0,2 mmHg no grupo CARB e 0,7 £ 0,1 mmHg no grupo
POLI. (ANOVA, F=0.05; P=0.9531).

As medidas obtidas a partir do 1° dia de pdés-operatorio nao foram
diferentes das encontradas antes da injecao, apresentando-se dentro
dos valores normais durante todo o estudo em todos os grupos
experimentais.

O Grafico 1 mostra o comportamento da PIO nos diferentes

tempos experimentais, em cada grupo.
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Grafico 1: Pressao intra-ocular média (circulos) e erro padrao da média
(barras de erro) de todos os grupos em todos os periodos
experimentais. la. Controle 1b. CARB 1c. POLI



Resultados 57

4.4. Dinamica do movimento ocular

Observou-se que a forca necessaria para provocar deslocamento
em aducao do olho €& proporcional a extensdao do deslocamento
realizado.

Por definicao, o trabalho realizado por uma forca (normalmente
representado pela letra grega t - “tau”) € uma medida da energia
transferida pela aplicacao de uma forca ao longo de um deslocamento.
O trabalho de uma forca F aplicada ao longo de um caminho r é
calculado através da integral abaixo:

T=J F.dr

Em que 7 € o trabalho, F € a forca e r o deslocamento.

Assim, calculando-se a area embaixo da curva forca x
deslocamento total imposto (4 mm), tem-se o valor do trabalho total de
cada experimento.

Em tempo, resolvendo-se a integral da equacao acima, tem-se:

1=1/2(F.r2)

Mostrando que o trabalho durante o deslocamento aumenta com
o quadrado do deslocamento (Grafico 2).

Esse padrao foi observado, tanto no grupo controle como nos
grupos tratados com os géis em todos os periodos de avaliagcado. Tanto o
Gel CARB como o POLI aumentaram a resisténcia ao movimento sem
alterar o padrao de aumento (manteve-se linear) da forca em toda a

extensao do movimento.
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Grafico 2: Forca x deslocamento e representacdo do calculo do trabalho total
realizado durante o deslocamento.

As regressoes lineares entre a forca de tracdao aplicada
tangencialmente ao olho (T) e o deslocamento (d) mostram coeficiente de
determinacao (R? - medida de como a variavel independente em uma
analise de regressao linear simples pode explicar variagcoes na variavel
dependente) entre 0.9636 e 0.9996 para todos os momentos
experimentais, mostrando que o modelo linear descreve, na pior
situacao, mais de 96% da variacao da forca em funcao do deslocamento
para os trés grupos, em todos os momentos experimentais. (Grafico 3 e

Tabela 1).
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Grafico 3: Forca x deslocamento nos trés grupos, nos cinco periodos
experimentais: os pontos representam as medidas realizadas e as
linhas representam a regressao linear de cada experimento em
um coelho de cada grupo. 3a. Controle 3b. CARB 3c. POLI
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Tabela 1: Regressoes lineares - trabalho da forca de todos os coelhos em todos

0os momentos experimentais.

GRUPO COELHO BASAL LOGO APOS 7 30 60
CTRL Cl 1,95 2,07 2,11 2,17 2,03
CTRL C2 2,21 2,41 2,49 2,38 2,41
CTRL C3 2,39 2,60 2,20 2,49 2,23
CTRL c4 2,22 2,40 2,16 2,51 2,23
CTRL C5 2,29 2,31 2,43 2,23 2,29
Gel CARB  GCl 1,91 6,73 7,88 3,54 3,44
Gel CARB  GC2 2,47 4,57 4,13 3,70 3,65
Gel CARB  GC3 2,15 4,68 4,63 3,65 3,77
Gel CARB  GC4 2,77 5,26 7,25 4,60 4,63
Gel CARB  GC5 3,66 6,36 7,50 7,41 7,57
Gel CARB  GC6 3,64 4,69 4,55 3,60 3,37
Gel CARB  GC7 3,58 6,25 4,51 4,28 5,35
Gel CARB  GCS8 2,48 5,17 3,68 4,17 3,73
Gel CARB  GC9 2,79 4,61 6,13 6,30 4,87
Gel CARB  GC10 2,49 3,97 3,97 4,25 3,23
Gel CARB  GCl11 2,42 4,76 4,30 3,75 3,50
Gel CARB  GC12 2,86 8,10 5,33 6,25 3,65
Gel POLI  GP1 2,26 3,54 3,32 3,10 2,97
Gel POLI  GP2 1,98 3,85 3,12 3,02 2,85
Gel POLI  GP3 2,42 5,07 3,59 3,35 2,80
Gel POLI  GP4 2,15 3,47 3,87 3,39 2,61
Gel POLI  GP5 1,94 3,71 3,79 3,40 2,88
Gel POLI  GP6 1,85 3,41 3,51 3,53 2,39
Gel POLI  GP7 1,91 5,81 3,57 3,84 3,02
Gel POLI  GPS8 1,61 2,96 3,11 3,52 2,85
Gel POLI  GP9 2,08 3,58 4,04 4,14 2,62
Gel POLI  GP10 1,91 3,52 3,61 3,86 3,14
Gel POLI  GP11 2,30 3,04 3,53 3,69 2,5
Gel POLI  GP12 1,59 3,02 3,19 2,91 2,39
Gel POLI  GP13 2,53 4,26 3,59 3,04 2,83

A introducao das substancias viscoelasticas alterou a relacao

entre a forca necessaria para provocar o deslocamento de aducao do

olho e a extensao desse deslocamento nos dois grupos estudados,

quando comparados ao grupo controle.
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Logo apods a injecao do Gel CARB o trabalho da forca necessaria
para promover o deslocamento em aducdao aumentou de 2,77 £ 0,58
gf.mm para 5,43 + 1,19 gf.mm (p<0,05) (Tabela 2).

No Grupo Gel POLI, apés o procedimento, o trabalho realizado
pela forca para promover a rotacao ocular aumentou com o
deslocamento tangencial total de 2,04 + 0,29 gf.mm para 3,79 £ 0,83
gf.mm (p< 0,05) (Tabela 2).

Tabela 2: Trabalho realizado pela forca de tracao (gf.mm) em toda a extensao
do movimento, ao longo do tempo, por grupo (Média + EP).

Grupo/ Basal Logo apos 7 dias 30 dias 60 dias
Tempo

CTRL 2,21+ 2,35 + 2,28 + 2,36 * 2,24 +
0,16 0,19 0,17 0,15 0,14
Gel 2,77 + 5,43 + 5,32 + 4,62 + 4,23 +
CARB 0,58 1,19 1,49 1,30 1,24
Gel 2,04 + 3,79 + 3,53 + 3,44 + 2,76 +
POLI 0,29 0,83 0,28 0,37 0,24

Observou-se tendéncia de diminuicdo do trabalho total apés 60
dias em ambos os grupos. O grafico abaixo mostra o comportamento do
trabalho realizado para promover deslocamentos tangenciais ao longo

do tempo em cada grupo analisado (Grafico 4).
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Na analise longitudinal, em que as forcas foram comparadas ao
longo do tempo com a medida inicial intraindividualmente no grupo
controle, nao foi observada variacao significativa do trabalho total nos

tempos logo apos, 7, 30 e 60 dias (p>0,05) (Grafico 5).
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Grafico 5: Comparacao intraindividual por tempo (Grupo controle).

Ja no Grupo Gel CARB, o trabalho total nos tempos logo apés 7,
30 e 60 dias nao foram diferentes entre si, mas foram significativamente
diferentes do trabalho no pré-operatorio (p<0,05) (Grafico 6). No Grupo
Gel POLI nao houve diferenca significativa entre o trabalho nos tempos
logo apos 7 e 30 dias, mas o mesmo se mostrou significativamente
diferente do trabalho nos tempos basal e 60 dias (p<0,05), que nao

foram diferentes entre si (p>0,05) (Grafico 7).
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Grafico 7: Comparacao intraindividual por tempo (Gel POLI).
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4.5. Analise histopatologica

A avaliacao histopatologica da o6rbita dos coelhos revelou presenca
de processo inflamatorio apenas em alguns animais do grupo Gel
CARB. Assim sendo, como nao foram feitas comparacdoes entre os
grupos, € como o infiltrado inflamatério encontrado nao variou em
intensidade, a reacao inflamatoria foi classificada apenas em ausente
ou presente.

A analise histopatologica do nervo oOptico nos trés grupos nao
mostrou sinais inflamatérios ou de lesao tecidual, e em nenhuma
lamina foram encontrados sinais de necrose tecidual.

No grupo controle, o processo inflamatério foi considerado
ausente, sem formacao de fibrose nas cinco laminas analisadas.

No grupo Gel CARB, a analise histolégica das laminas revelou que
a maior parte dos animais desenvolveu reacao inflamatoria que
envolveu e isolou o material injetado (que apareceu eosinofilico na
histologia), com formacao de uma capsula fibrosa na qual foram
observados varios tipos celulares inflamatoérios (neutréfilos, linfécitos,
plasmocitos e histiocitos), caracterizando um infiltrado inflamatorio
misto. A formacdo do mnédulo inflamatorio encapsulado ocorreu
adjacente a musculatura extraocular, notando-se também fibrose, que
se estendeu focalmente entre as fibras musculares (Figuras 7, 8, 9, 10 e
11). Esse material amorfo, bem como a capsula fibrosa e o noédulo
inflamatorio estavam presentes em seis laminas (de um total de 12). Em
alguns coelhos nao foi possivel demonstrar a formacdo do noédulo
inflamatoério encapsulado ou de infiltrado inflamatoério proximo ao tecido
muscular, apesar da realizacao de multiplos cortes histologicos (Tabela
3).

No grupo tratado com o Gel Polivinilico nao foi observada
formacao de reacao inflamatoria nas areas de injecao da substancia em

nenhuma das laminas. O tecido observado nesses locais (tecido
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adiposo, musculo estriado esquelético ou tecido conjuntivo) tinha
aspecto habitual. Nessas areas também nao foi observado material

amorfo em meio aos tecidos.

Tabela 3: Avaliacao histopatologica da 6rbita de coelhos (Grupo Gel CARB).

Formacao de Formacao de Presenca de Infiltrado
nédulo capsula material amorfo inflamatorio

inflamatorio fibrosa eosinofilico misto capsular
Coelho 1 4 1 F +
Coelho 2 A + + +
Coelho 3 + + + +
Coelho 4 - - - =
Coelho 5 + + + +
Coelho 6 - = = =
Coelho 7 - - - +
Coelho 8 - - - +
Coelho 9 % + + +
Coelho 10 + + + +
Coelho 11 - - - -
Coelho 12 - - = +

Nao houve relacao entre a gravidade das alteracoes encontradas
na analise histologica (avaliadas pelo numero de alteracoes
encontradas) e o aumento do trabalho total para a realizacdo do
movimento nesse grupo. Haja vista que nos seis animais (50% do grupo;
aumento do trabalho = 1,8 + 0,4) que apresentaram todas as alteracoes
investigadas, o aumento do trabalho nao foi maior do que o ocorrido
nos animais em que somente uma alteracao foi detectada (3 animais;
aumento do trabalho = 1,3 £ 0,6) ou naqueles sem nenhuma alteracao

(3 animais; aumento do trabalho = 0,9 + 0,6) (P >0,05).
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Figura 7: Fotomicrografia de um musculo normal do grupo controle (40X).

Figura 8: Fotomicrografia mostrando infiltrado inflamatoério misto em lamina
do grupo CARB. (A) 40X e (B)100X.
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Figura 9: Fotomicrografia mostrando noédulo inflamatério adjacente ao
musculo em lamina do Grupo CARB (25X).

Figura 10: Fotomicrografia mostrando a capsula fibrosa com material
eosinofilico (gel), com debris celulares (100X).
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Figura 11: Fotomicrografia de lamina do Grupo CARB mostrando fibrose do
musculo adjacente ao nédulo inflamatério (100X).



5. DISCUSSAO
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Neste trabalho foram estudadas as alteracdoes na dinamica do
movimento ocular de coelhos causadas pela introducao de substancias
viscoelasticas na regiao periorbitaria.

A metodologia utilizada permitiu estimar o trabalho (energia)
realizado por uma forca de tracao tangencial ao movimento rotacional
do olho durante sua aducao.

Até o presente, ndo ha dados cientificos sobre o uso dessas
substancias no espaco orbitario. Esperava-se que, pela boa
biocompatibilidade apresentada pelo seu wuso em articulacoes
(tratamento de osteoartrite), os animais tratados apresentassem pouca
ou nenhuma reacado téxica as duas substancias utilizadas. Nesse
sentido, a analise dos resultados concernente as alteracoes oculares e
orbitarias mostrou que ambas as substancias viscoelasticas causaram
somente leve reacdo inflamatoria representada por discreta hiperemia,
alguns casos de hemorragia e quemose conjuntivais. Salvo a hiperemia
conjuntival, essas alteracoes devem ser atribuidas as substancias, pois
nos animais que sofreram o mesmo procedimento cirurgico, porém com
injecao de SF (grupo controle), tais alteracoes nao foram encontradas.

A hiperemia conjuntival encontrada no 1° dia de pods-operatorio
em todos os animais deveu-se, provavelmente, ao procedimento
cirurgico realizado, em que houve manipulacdo da conjuntiva, e a
presenca dos fios de sutura. Além disso, nao foram utilizados colirios
anti-inflamatérios no pés-operatorio.

A quemose observada em alguns animais tratados com os géis
pode ser explicada pelo carater hidrofilico das substancias, que atrai
agua para a regido, aumentando o volume orbitario, além do proprio
espaco ja ocupado pelo viscoelastico, que ndo se difunde facilmente
devido a sua alta viscosidade. Enquanto a hemorragia subconjuntival
foi, provavelmente, causada pela maior resisténcia ao volume
introduzido durante a injecao peribulbar, o que explica a auséncia

dessa complicacao no grupo controle.
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A auséncia de proptose apoés a introducao das substancias pode
ser justificada pelo pequeno volume utilizado em todos os experimentos.
Baseado em estudo prévio (SIMAO, 2008), em que a proptose aparece a
partir de 2,0 ml, volume maior do que o utilizado neste trabalho. Dentre
todos os efeitos colaterais possiveis, a proptose € o menos desejado, ja
que pode causar lesao do nervo 6ptico, com consequente perda visual,
dependendo de sua gravidade.

Com volume de aproximadamente 5 ml, a orbita dos coelhos é
mais rasa do que a orbita humana (SMITH; WILLIAMS; GRUSS, 1998).
No entanto, a porcao ventral ndo € inteiramente formada por ossos,
uma vez que o espaco medial ao arco zigomatico é preenchido pelos
musculos da mastigacao (masseter e pterigoide) (DIESEM, 1964), e com
isso, a oOrbita do coelho permite maior acomodacao dos volumes
introduzidos na cavidade orbitaria, por herniacao dos tecidos moles,
reduzindo o risco de proptose. Dessa forma, considerando a anatomia
da orbita humana, que seria mais propensa a proptose que a dos
coelhos, e diante da perspectiva do uso dessas substancias no
tratamento dos nistagmos, decidiu-se pelo volume de 1,5 ml para todos
os experimentos.

O ganho ponderal apresentado pelos animais, sob quaisquer
circunstancias até o 60° dia de pos-operatorio, associado ao bom estado
geral dos mesmos, pode ser considerado evidéncia de que nao houve
sofrimento causado pela injecdo da substancia ou pelos procedimentos
cirargicos a que foram submetidos posteriormente.

O experimento causou apenas fugaz e discreto aumento da PIO
(aproximadamente 0,7 mmHg) logo apos a injecao. Acredita-se que essa
elevacao da PIO foi devida ao aumento do contetildo orbitario, pois foi
semelhante nos trés grupos.

Sabe-se que a PIO é dependente da relacdo entre a taxa de
producao do humor aquoso e sua drenagem, a qual pode ser alterada

pela pressao venosa episcleral. Aumento da pressdao venosa episcleral
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pode ocorrer, entre outros fatores, em situacdées onde ha aumento do
volume orbitario (ALLINGHAM et al., 2005). No entanto, nesse
experimento, os valores da PIO se mantiveram semelhantes aos valores
basais nos trés grupos a partir do 1° dia de poés-operatorio até o fim do
estudo, mostrando que a injecao dos géis nao causou aumento na
pressao venosa episcleral.

O modelo utilizado neste estudo consiste da aplicacao de uma
forca tangencial a superficie do olho para produzir movimento
rotacional do mesmo, sem o uso dos musculos oculares.

Observou-se aumento linear da forca necessaria para girar o olho
em funcao do deslocamento tangencial imposto. Esse padrao foi
observado, tanto no grupo controle como nos grupos tratados com os
géis, em todos os periodos de avaliacao.

Apoés a injecao das substancias, tanto o Gel CARB como o POLI,
aumentaram a resisténcia ao movimento, representado pelo maior
trabalho da forca realizado sob tais condicdes, sem alterar o padrao
(manteve-se linear) de aumento da forca em toda a extensao do
movimento. Isso mostra que a forca necessaria para provocar um
deslocamento em aducao do olho € proporcional a extensao do
deslocamento realizado.

Com relacao ao grupo controle, o trabalho total da forca
necessaria para promover o deslocamento em aducdo nao sofreu
aumento significativo logo ap6s a injecao do SF 0,9%, e em nenhum dos
outros momentos experimentais. Isso se deveu, provavelmente, ao fato
de o SF nao ter propriedades viscoelasticas importantes, ndo oferecendo
resisténcia ao movimento, bem como a auséncia de inflamacao, como
foi observado na analise histopatologica. Pode-se especular que tenha
ocorrido reacao inflamatoéria aguda, pela injecdo e presenca de SF na
cavidade orbitaria, que nao foi suficiente para influenciar a resisténcia
da orbita ao movimento ocular. Possivelmente, tratou-se de uma

inflamacao leve, considerando o pequeno volume injetado e as
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caracteristicas do SF. Em contra partida, observou-se aumento
significativo do trabalho total realizado pela forca de tracado para rotacao
ocular logo apods a injecao do Gel POLI, com queda gradual do trabalho
total ao longo do tempo, mas continuando significativamente maior que
o trabalho medido no momento basal até 30 dias apdés o procedimento.
No entanto, apos 60 dias de pos-operatorio, o trabalho total da forca
aplicada para promover a rotacao nao se mostrou significativamente
diferente dos valores basais. Acredita-se que esse padrao possa ser
explicado por absorcao da substancia e/ou diminuicao gradual do
processo inflamatorio no espaco intraorbitario durante o periodo
estudado. Corroborando com essa hipotese, a analise histologica dos
tecidos orbitario e ocular revelou auséncia de reacao inflamatoria
cronica, fibrose ou presenca da substancia.

De forma semelhante, a introducao do Gel CARB causou aumento
significativo do trabalho total da forca aplicada tangencialmente ao olho
logo apods a injecao do gel, com tendéncia de queda nos momentos
experimentais seguintes. Todavia, para esse gel, o trabalho total
realizado para rotacao ocular manteve-se significativamente maior do
que o basal apos 60 dias, portanto com menor tendéncia de diminuicao
da resisténcia ao movimento provocada durante o periodo. Na mesma
linha de raciocinio usada para o Gel POLI, esses resultados deveriam
ser explicados pela provavel menor taxa de reabsorcdo da substancia
e/ou pela resolucao mais lenta do processo inflamatério agudo com
esse gel.

Conclusdes mais precisas sobre esse processo podem ser
aventadas pelo fato de que os nodulos inflamatérios e a formacao de
fibrose foram demonstrados em apenas metade dos animais deste
grupo, e nao houve correlacdo entre a gravidade das alteracoes
encontradas na analise histologica e o aumento do trabalho total para a
realizacao do movimento neste grupo. Com isso, acredita-se que a

restricao ao movimento causada pela presenca do Gel CARB no espaco
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intraorbitario esteja relacionado a viscosidade da substancia, que
produziria forca de vetor contrario ao sentido dos movimentos oculares.

Em tempo, a manutencao da linearidade entre a forca aplicada e
o deslocamento tangencial imposto sugere que a presenca do Gel CARB
causou aumento puro da resisténcia (atrito) ao movimento, sem mudar
as propriedades elasticas dos tecidos (musculos e conjuntiva) que
seriam, provavelmente, manifestados por aumento da dependéncia da
forca e deslocamento aplicados. Como por exemplo, no caso de bloqueio
do movimento pela presenca de fibrose completa da musculatura.

Estudos anteriores sobre o uso de substancias viscoelasticas,
nesse contexto, tiveram objetivo contrario ao proposto neste trabalho.
Nesses estudos, o objetivo era facilitar as rotacdes oculares. Foi
demonstrado em modelo animal (SEARL, METZ, LINDSTROM, 1985;
MANJONEY; MATHIAS; MORRIS, 1985) e, posteriormente em humanos
(CLORFEINE; PARKER, 1987; SEARL; METZ; LINDAHL, 1987), que o
hialuronato de s6dio em cirurgias de estrabismo com suturas ajustaveis
é capaz de reduzir as aderéncias musculares pos-operatorias e facilitar
o ajuste, por retardar a cicatrizacao entre os tecidos e reduzir a fibrose.
Os estudos de Ferreira et al. (1995) confirmaram esses resultados
demonstrando a eficacia da hidroxipropilmetilcelulose 2% e do
hialuronato de so6dio em reduzir a forca necessaria para ajustar o
musculo apos uma cirurgia de estrabismo reajustavel em coelhos.

Os resultados apresentados nos trabalhos citados nao sao
comparaveis com os do presente estudo, pois aqui, as substancias
utilizadas apresentam elevada viscosidade, sao reticuladas - o que as
torna mais estaveis e menos suscetiveis a perda da viscosidade com o
atrito provocado pela rotacdo - e, mais importante, no presente trabalho
os géis foram introduzidos no espaco orbitario, enquanto nos outros
estudos as substancias foram injetadas entre o musculo e a esclera e

entre o musculo e a capsula de Tenon.
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Considerando-se as caracteristicas do nistagmo, que apresenta
fases lentas com velocidades semelhantes a de movimentos
persecutorios e amplitudes em torno de 5° a 10°, pode-se supor que as
forcas relacionadas a esses movimentos nao sejam maiores que 10 gf,
sendo bem provavel que forcas dessa grandeza, ou até menores, sejam
suficientes para bloquea-las (BICAS, 1998). Por outro lado, sabe-se que
as forcas ativas (de acdao muscular) de um musculo, atuando como
agonista de um movimento sacadico, sao da ordem de 75 a 100 gf para
rotacoes de 30° e de 50 a 65 gf para rotacoes de 15° (BICAS, 1984).
Dessa forma, com forcas de viscosidade entre 5 e 10 gf seria possivel,
pelo menos teoricamente, o bloqueio da maioria dos nistagmos, sem
impedir as rotacoes oculares, que sao relacionadas com forcas de maior
magnitude (JORGE, 2003b). Os resultados aqui apresentados mostram
que o Gel CARB poderia atender a esse proposito por ter gerado forcas
de viscosidade que seriam suficientes para bloquear as forcas
promotoras de instabilidade sem, no entanto, impedir que forcas
maiores promovam as rotacoes oculares.

As caracteristicas histologicas do infiltrado inflamatorio
observadas nas laminas do grupo Gel CARB foram compativeis com
reacdo inflamatoéria cronica leve, devido a presenca de infiltrado misto
(histiocitos, linfocitos e plasmocitos) e pela formacao de capsula fibrosa.
Foi demonstrada também a presenca de material amorfo eosinofilico
envolvido pela capsula fibrosa em metade dos animais desse grupo,
sugestivo da presenca do gel, conforme foi descrito por Fulga et al.
(1996), que demonstraram a presenca de hialuronato de sodio em
coelhos apos cirurgia de estrabismo utilizando o método de coloracao
pelo PAS. E possivel que o nédulo inflamatério tenha exercido efeito
contensor no sistema oculomotor dos coelhos, como se o material
estivesse contido em uma bolsa, impedindo o livre deslizamento do olho
relativamente a orbita. No entanto, esse processo inflamatoério crénico,

com formacdo da capsula fibrosa, ndao foi demonstrado em todas as
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laminas, apesar de o trabalho da forca aplicada ao olho ter se mostrado
significativamente aumentado em todos os coelhos desse grupo apos 60
dias. Isso leva a crer que esse aumento possa ser resultante de um
possivel atrito viscoso causado pelo Gel CARB, atuando como contensor
sobre o sistema oculomotor.

Essa € uma linha de pesquisa com pouquissimos resultados até o
momento. Trata-se de um dos primeiros estudos com a utilizacao da
metodologia proposta. Nesse contexto, a realizacao de novos estudos é
imprescindivel para o aperfeicoamento da metodologia e provavel
idealizacao de técnica que possa ser proposta para o uso em humanos.

Alguns aspectos podem ser propostos como objetos de estudo
para futuros trabalhos cientificos com base nos resultados aqui
apresentados como, por exemplo, a utilizacao de anti-inflamatorios apos
a injecao das substancias viscoelasticas para isolar os efeitos da
inflamacado na restricao do movimento; periodo de estudo de maior
duracao; o efeito de reinjecao apos diminuicao dos efeitos; uso das
substancias em modelo animal de nistagmo (macacos), ou apos testes
de biocompatibilidade, at¢é mesmo em humanos, visto que ha poucas

alternativas terapéuticas para esses pacientes.
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Diante dos resultados obtidos concluiu-se que:

- A forca necessaria para promover rotacao ocular € proporcional

ao deslocamento tangencial realizado;

- Injecoes peribulbares de gel CARB ou gel POLI sao muito bem
toleradas, causando minima reacado inflamatéria em orbitas de

coelhos;

- Injecoes peribulbares de gel CARB ou gel POLI causam aumento
na forca necessaria para promover a rotacdo ocular, sem alterar
o padrao linear de aumento da forca com o deslocamento. Esse

efeito persiste por, pelo menos, 60 dias;

- O aumento do atrito a rotacao ocular causado pela injecao dos
géis nao foi atribuido a reacao inflamatoria causada, mas sim a

presenca da substancia na regido orbitaria.
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ANEXO 1
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Certificamos que o Protocolo para Uso de Animais em
Experimentagéo n® 155/2008, sobre o projeto intitulado “Estudo comparativo
de substdncias viscoeldsticas para promogdo da estabilizagdo do equilibrio
oculomotor sem impedir rotagdes oculares”, sob a responsabilidade do
Professor Doutor Harley Edison Amaral Bicas estd de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro
de Experimenta¢do Animal (COBEA) ¢ foi APROVADO pela COMISSAO
DE ETICA EM EXPERIMENTAGCAO ANIMAL (CETEA) em reunido de 15
de dezembro de 2008.

(We certify that the protocol n® 155/2008. about “Comparative study of viscoelastic substances to promote
balance without hindering ocular rotations”, agrees with the ETHICAL PRINCIPLES IN ANIMAL
RESEARCH adopled by Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and was approved by the
COLLEGE OF MEDICINE OF RIBEIRAQ PRETO OF THE UNIVERSITY OF SAO PAULO — ETHICAL
COMMISSION OF ETHICS IN ANIMAL RESEARCH (CETEA) in 12/15/2008 meeting).

Ribeirfo Preto, 15 de dezembro de 2008.
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Prof. Dr. Eduardo Melani Rocha

Presidente da Comissdo de Etica em
Ixperimentagdo Animal
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ANEXO 2

Calibragdo da Célula de Carga

a & =
o o
o o

400

300 -~ Seqiiéncia1

200
100

Indicador digital (mV/v)

Forga (gf)




ANEXO DE PUBLICACAO



Estudo comparativo de substancias viscoelasticas para promocao da estabilizacdo

do equilibrio oculomotor sem impedir rotacdes oculares

Comparative viscoelastic substances study to promote stabilization of the

oculomotor balance without hindering ocular rotations

Maria do Socorro Aguiar Lucenat; Harley Edison Amara Bicas?

1P6s-graduanda, nivel Doutorado, do Departamento de  Oftalmologia,
Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabega e Pescogo da Faculdade de Medicina de
Ribeir&o Preto - USP- Ribeir&o Preto - SP - Brasil.

2professor Titular do Departamento de Oftalmologia, Otorrinolaringologia e Cirurgia de
Cabeca e Pescocgo da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP - Ribeirédo Preto -
SP - Brasil.

Endereco para correspondéncia:
Maria do Socorro Aguiar Lucena - R. Marcos Macedo 44, apto 1100. CEP: 60150-190 -
Fortaleza - Ceara - Brasil. E-mail: mas ucena@yahoo.com.br




Anexo de Publicagao 1

RESUMO

Objetivo: Estudar o efeito da injecdo intraorbitaria de substancias viscoelasticas na
dindmica dos movimentos de rotacdo ocular de coelhos. Métodos: Trinta coelhos da
raca Nova Zelandia foram divididos em trés grupos experimentais de acordo com a
substancia introduzida na orbita por injecdo peribulbar: gel Carboxivinilico (Grupo
CARB; n=12), ge Polivinilico (Grupo POLI; n=13) e soro fisiologico (SF) 0,9%
(CTRL; n=5) servindo como grupo controle. Foram avaliados: sinais oftalmoldgicos
externos, medida da pressdo intra-ocular e medidas da forca extrinseca necessaria para
promover deslocamentos tangenciais de aducdo ocular antes, imediatamente apos a
injecdo das substancias, e nos 7°, 30° e 60° dias apds a injegdo. Aos 60 dias, os animais
foram mortos e o olho com os tecidos perioculares foram removidos para andlise
histolégica. Resultados. Logo ap6s a injecdo das substéncias, o trabalho da forca
necesséria para promover o deslocamento em aducdo aumentou de 2.77 £ 0.58 gf.mm
para 5.43 £ 1.19 gf.mm (p<0.05) no Grupo CARB e de 2.04 £ 0.29 gf.mm para 3.79
0.83 gf.mm (p<0.05) no grupo POLI. No grupo controle, essa alteracdo ndo foi
observada. Observou-se tendéncia de diminuicéo dos efeitos apds 60 dias com as duas
substancias, no entanto, no Grupo CARB o trabalho da for¢ca necesséria para promover
os deslocamentos, medido apds 60 dias, permaneceu significativamente maior que os
valores encontrados antes da injecdo (p<0.05). A andlise histologica revelou processo
inflamatério com formac&o de fibrose apenas em alguns animais do Grupo CARB, bem
como a permanéncia do gel nos tecidos perioculares. Conclusdes: Foi demonstrado que
a injecdo peribulbar do Gel CARB atua como contentor do sistema oculomotor de
coelhos. Esse efeito persistiu, pelo menos por 60 dias, e ndo foi relacionado com
ateragOes inflamatorias orbitarias. Assim, esse método pode ser considerado uma
alternativa futura para tratamentos de alteragdes na estabilidade do sistema oculomotor,

COmo 0 nistagmo.

Palavras-chave: Desequilibrio oculomotor, Viscosidade, Substancias viscoelasticas,

Nistagmo.



Anexo de Publicagao 2

ABSTRACT

Objective: To investigate the effect of peribulbar injections of viscoelastic substances
on ocular movement dynamics. Methods: 30 New Zealand breed rabbits were divided
into three experimental groups according to the substance introduced into the orbit by
peribulbar injection: Carboxyvinyl gel (CARB; n=12), Polyvinyl gel (POLI; n=13) and
saline solution 0,9 % (CTRL; n=5) serving as control group. Ophthalmologic evaluation
was performed including intraocular pressure measurement, and the ocular dynamics
was assessed by measuring the necessary force to promote tangential displacements of
adduction at baseline, immediately after the injection of substances and in 7°, 30° and
60° days after the procedure. Animals were dead 60 days after the injection - eyes and
periocular tissues were removed for histological analysis. Results: Just after injection of
substances, the necessary strength's work to promote the displacement in adduction
increased from 2.77 + 0.58 gf.mm to 5.43 + 1.19 gf.mm (p< 0.05) in CARB and 2.04
0.29 gf.mm to = 3.79 + 0.83 gf.mm (p< 0.05) in POLY. In the control group no
significant changes were observed. There was a trend of decrease in the total work after
60 daysin CARB and POLI, however, in CARB it remained significantly higher than at
baseline (p< 0.05). The histological analysis revealed inflammatory process with
fibrosis only in some animals of CARB group, as well as the permanence of the gel in
periocular tissues. Conclusions. Our data show that CARB peribulbar injection increase
the power needed to promote eye rotations. This effect was not related to orbital
inflammation and persisted for, at least, 60 days. Therefore this method should be
considered an alternative for oculomotor stabilization in eye movement diseases, such

as nystagmus.

Key-words: Oculomotor unbalance, Viscosity, Viscoel astics Substances, Nistagmus

INTRODUCAO



Anexo de Publicagao 3

O tratamento de doengas do sistema oculomotor, como 0 estrabismo e o
nistagmo, continua baseado, em sua maior parte, nas modificagdes das forgas
musculares (efeitos), e ndo nas causas, que sdo inervacionais. Dessa forma, ndo se
consegue a restauracéo de perdas de agdo muscular (paralisias oculomotoras), nem o
bloqueio dos nistagmos, nem sequer se tem a garantia de controle da estabilizagéo de
um resultado operatoério (recidivas do estrabismo)?.

Estudos sobre eventuais intervencdes diretas nas causas inervacionas desses
desequilibrios ndo oferecem perspectivas a curto e médio prazo, uma vez que, ainda
pouco se conhece sobre os mecanismos envolvidos. Nesse sentido, justifica-se a
idealizacé@o de estudos sobre os efeitos de forgas externas no sistema oculomotor como
alternativa para estabilizac&o e controle dos movimentos oculares.

Nistagmos sd0 movimentos conjugados de vai-e-vem dos olhos, ritmicos,
repetitivos, quase sempre involuntarios. O Unico tratamento eficaz € o cirargico, mas
s80 poucos os tipos passiveis de intervencdo. Os casos mais favoraveis sdo aqueles em
que ha posicdo de bloqueio total ou parcial2z. A cirurgia objetiva a eliminacdo do
torcicolo e os resultados cirurgicos sdo relativamente bons. No entanto, ha sempre
tendéncia a recidivas e algumas limitagcBes, como um grande prejuizo das rotacOes
oculares em um sentido e a assimetria dos resultados®.

Véarios trabalhos tém sido redlizados na tentativa de substituir as forcas
musculares, utilizando-se métodos de contato material direto ou indireto®. O contato
material direto, como elasticos presos a esclera, apresenta algumas desvantagens. 0
tamanho do artefato e a reacdo dos tecidos a presenca do agente eléstico, com o
subsequente processo de fibrose, limitando a acéo da prétese. Bicas propds o0 emprego

de forcas aplicadas & distancia, por meio de campo magnético’. O uso dessas forcas de
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campo magnético (imas), seja para a restauracdo de movimentos oculares perdidos ou
para estabilizar os inadequados, tem uma série de vantagens, mas também vérias
restricbes. A principa desvantagem é a distancia entre os elementos do campo
magnético, ou sgja, com peguenos aumentos nas distancias ha grande diminuicdo da
forca transmitida. Além disso, 0 mecanismo de contencdo de movimentos indesgjéveis
requer delicado equilibrio entre a quantidade de forgas geradas entre os elementos do
circuito (que dependem da proximidade entre eles) e aforca necessaria para romper esse
vinculo e promover uma rotagcdo ocular?.

Dentro dessa linha de pesquisa, com estimulantes perspectivas de aplicagéo
(neutralizac&o de nistagmos, obtencdo de uma posi¢do ocular normal pds-cirdrgica e sua
estabilizagdo ao longo do tempo), Jorge sugeriu o emprego de forgas viscoel asticas, que,
na dependéncia de fatores como volume e viscosidade, poderiam ser suficientes para
promover a estabilizacdo do equilibrio oculomotor sem impedir rotactes®.

Viscosidade é a propriedade fisica relacionada a fricgéo (ou atrito) de um fluido
contra as paredes de um recipiente que o contém e entre as camadas do proprio fluido.
Ou sgja, viscosidade corresponde a fricgdo interna de um fluido. O deslizamento de uma
superficie solida relativamente a outra, quando ha entre elas uma camada fluida depende
da viscosidade desse material interposto, ou sega, esse deslocamento pode ser
dificultado pelo maior coeficiente de viscosidade do fluido interpostot. E possivel
interpretar fisicamente a viscosidade como sendo a resisténcia a0 escoamento de um
sistema (fluido) submetido a certa tensdo mecanica, sendo assim, gquanto maior a
viscosidade, maior a resisténcia e mais energia sera requerida para deslocé-lo de sua

posicdo original. A viscosidade é diretamente proporcional ao peso e ao comprimento
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da cadeia molecular do agente, além de diminuir com o aumento da temperatura
ambiente®.

Os fluidos viscosos ndo possuem forma geométrica definida e escoam
irreversivelmente quando submetidos a forgcas externas. JA os sdlidos elasticos
apresentam forma bem definida e, se deformados por forgas externas, assumem outra
forma geométrica de equilibrio, mas recuperam exatamente sua forma original apdés a
remogdo do esforgo. Entretanto, muitos materiais, principalmente os de natureza
polimérica, apresentam comportamento mecanico intermediario entre estes dois
extremos, evidenciando, tanto caracteristicas viscosas como elésticas e, por esse motivo,
sd0 conhecidos como viscoelasticos. Ou sgja, um fluido viscoelastico recupera
parcialmente sua forma origina com a retirada da tensdo imposta, exibindo também
dependéncia do tempo®.

A variagdo da viscosidade em funcdo do tempo e da tensdo de cisalhamento
pode ser monitorada com o auxilio de um redbmetro ou de um viscosimetro, dependendo
do tipo de andlise a ser realizada. A unidade de viscosidade no sistema C.G.S. é
denominada Poise (P). A centésima parte desta unidade é mais utilizada na pratica
(cP=centipoise), e equivale a milésima parte da unidade pascal vezes segundo (1 cP=1
mPa.s), no Sistema Internacional de Unidades’.

A utilizacdo de substancias viscoelasticas como forgas contensoras sobre o
sistema oculomotor deve supor que este material possa estar contido em uma bolsa, com
superficies presas a esclera e 6rbita, ou entdo livremente disperso em torno do olho.
Assim, a viscosidade do mesmo impede o livre deslizamento do olho relativamente a

Orbita, oferecendo-Ihe uma contencéo.
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No caso do nistagmo, que apresenta fases lentas com vel ocidades semelhantes a
movimentos persecutérios e amplitudes entre 5° a 10° pode-se supor que as forcas
relacionadas a esses movimentos ndo sgjam maiores do que 10 gf, de modo que forgas
dessa magnitude sejam suficientes para bloqueé-las’. Por outro lado, as forcas ativas de
um musculo atuando como agonista de um movimento sacadico sdo da ordem de 75 gf
(rotacdo centripeta) a 100 gf (rotagdo centrifuga) para rotagcBes de 30° e de 50 ¢f
(rotacdo centripeta) a 65 gf (rotagdo centrifuga) para rotagdes de 15°. Esse € o cléssico
teste de forcas geradas descrito por Scott et al®. Ou seja, com forcas viscoel sticas entre
5 e 10 gf seria possivel, pelo menos em teoria, o bloqueio da maioria dos nistagmos,
com manutencao das rotagdes ocul ares’.

A substéanciaideal paraeste propdsito devera apresentar, como resultado, valores
superiores aos das forgas promotoras de instabilidade e inferiores aos das forcas
envolvidas em rotagOes oculares’. Jorge concluiu em seus estudos que das substancias
viscoel&sticas avaliadas, apenas as solugdes de carboximetilcelulose a 55 e 6%
atingiram valores teoricamente suficientes (>5 ¢f) para conter alguns tipos de
nistagmos®.

Em um estudo posterior’, a carboximetilcelulose a 6% foi utilizada como
modificadora do sistema oculomotor de coelhos, por meio de sua introdugdo na orbita
(injecéo peribulbar). Os resultados demonstraram dois efeitos opostos da substéncia em
oOrbitas de coelhos: o0 de facilitar e o de dificultar os movimentos oculares e, esse efeito
foi dependente da interacdo de fatores como volume injetado, intensidade da resposta
inflamatéria e, possivelmente, de um atrito viscoso provocado pela presenca da

substancia.
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OBJETIVOS

Avdiar o aumento da forga necessaria para rotagdo ocular em coelhos tratados
com injecdo peribulbar de substancias com viscosidade maior do que a da
carboximetil celulose a 6%.

Avdliar as complicacBes da injecdo dessas substancias em Orbitas de coelhos

(inflamac&o, fibrose, necrose).

MATERIAL E METODOS

Para avaliar os objetivos propostos, por meio de um modelo animal, foram
analisadas as forcas necessérias para promover deslocamentos de aducdo em coelhos
antes e apos a injecao peribulbar de duas substancias viscoel asticas (gel carboxivinilico
e gel polivinilico estéreis).

Foi realizado estudo experimental, analitico, prospectivo e aeatério. Foram
selecionados 30 coelhos albinos da linhagem Nova Zelandia, saudaveis, fémeas, com
peso médio inicial de 3025 + 300 g. O estudo foi analisado e aprovado pela Comissao
de Etica em Experimentacio Animal (CETEA) da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto - Universidade de Séo Paulo (FMRP-USP) e os procedimentos seguiram as
normas e orientagdes do Comité Brasileiro de Estudos em Animais de Experimentacdo
(COBEA) e daAssociation for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO).

A primeira parte do estudo consistiu em determinar as substéancias viscoel ésticas
gue seriam utilizadas no modelo animal (coehos). Carbopol (Rita Corporation - EUA) e
Alcool Polivinilico (Sigma - Aldrich) foram dissolvidos em &gua deionizada estéril,
adicionados a uma solucéo de goma do cajueiro (GC), reticulados separadamente com

glutaraldeido para evitar dissolucéo e autoclavados. Os géis obtidos foram, a seguir,
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esterilizados com radiagdo ultravioleta (UV) durante uma hora e acondicionados em
seringas estéreis. A viscosidade dos géis utilizados é 114.795 cP para o Gel POLI e
147539 cP para o Gel CARB. Todas essas substancias foram manipuladas e
modificadas no Laboratério de Quimica e Biopolimeros do Departamento de Quimica
Analitica e Fisico-Quimica da Universidade Federal do Ceara (UFC).

Apos identificagdo aeatdria dos animais, numerados na face interna da orelha
com caneta hidrografica, os coelhos foram separados em trés grupos experimentais:

- CARB (Gel Carboxivinilico) - composto por 12 animais,

- POLI (Gel Polivinilico) - composto por 13 animais;

- Controle (Soro Fisiol6gico) - composto por cinco animais.

As injecdes peribulbares das substancias viscoel &sticas e de soro fisiolégico (SF)
a 0,9% foram realizadas com agulha 25 x 7 mm, 22 gauge, em um unico olho (direito).
Em todas as aplicagbes foi utilizado volume constante de solucéo (1,5 ml). A escolha
desse volume foi baseada na andlise de um material previamente publicado®, que
demonstrou que volumes maiores poderiam causar maior incidéncia de complicagoes
como proptose, quemose e hemorragias. Todas as injegdes foram realizadas através da
palpebra inferior, metade do volume total injetada no terco lateral e metade no tergo
medial, proporcionando melhor distribuicdo da substancia. O olho esquerdo foi
preservado para garantir a sobrevivéncia dos animais durante o experimento.

Para produzir deslocamentos tangenciais em adugdo, assim como medir as forgas
necessarias para que tais deslocamentos ocorressem, o Laboratério de Bioengenharia da
FMRP-USP desenvolveu e confeccionou um aparelho de medidas composto por dois
sistemas: um para medidas de deslocamento e outro para medidas de forcas, conforme

ilustram as Figuras 1 e 2. As medidas de for¢as foram realizadas a cada 0,5 mm de
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deslocamento até um maximo de 4,0 mm. Para cada deslocamento foram realizadas

quatro medidas de forca.

Técnicacirurgica

Apos aindugdo anestésica (2,0 ml de cloridrato de cetamina 10% - Ketamina®,
Agener, e 1,0 ml de Xilasina 20 mg/ml - Dopaser®, Calier, e injecdo endovenosa de
tiopental sodico 0,59 - Thionembuta®, Abbott, foi medida a PIO em ambos os olhos
com o tondémetro de Perkins. Os animais foram, entdo, colocados em decubito lateral
esguerdo sobre a base de madeira que continha o sistema de medidas (Figura 3), sendo
realizado o procedimento cirdrgico. Apés a dissecgdo do musculo reto lateral direito foi
passado um ponto perilimbico com fio de polipropileno azul 6.0 inabsorvivel com
agulha cilindrica 1.3 (Paralene® 6.0) na direcdo da extremidade inferior e da
extremidade superior do musculo reto lateral, formando uma al¢a de aproximadamente
3.0 mm. Esta a¢a foi colocada no gancho da extremidade do brago de alavanca do
aparelho de medidas, conectando o0 olho de cada animal ao aparelho. Foram realizadas
as medidas de forgas necessdrias para produzir deslocamentos tangenciais do globo
ocular em aducdo, antes e apos ainjecdo das substéncias. As medidas foram realizadas a
cada 0,5 mm de deslocamento. Novas medidas da PIO foram realizadas em ambos os
olhos.

Os aparelhos de medida da PIO séo calibrados para humanos e geralmente
subestimam a PIO em coelhos. Dessa forma, as medidas obtidas foram corrigidas para
maior aproximagdo possivel com a PIO rea através da seguinte equacdo derivada de
regress3o linear de segundo trabalho realizado por Limt a™®:

PIO (mmHg) = 1,04 (medida obtida) + 5,42.
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Momentos Experimentais
Os animais foram avaliados clinicamente no 1°, 7°, 30° e 60° dias de pds-
operatério, quando foram submetidos a avaliagdo clinica por meio de inspe¢éo com
lanterna, medida da PIO em ambos os olhos e novas medidas das forgas necessérias
para promover os deslocamentos em aducdo do olho direito, seguindo o procedimento
cirtrgico ja descrito. Na avaliagdo clinica foram consideradas a presenca ou auséncia de
hiperemia conjuntival, quemose, secrecdo, proptose ou desepitelizacdo da coOrnea.
Quando presentes, esses sinais foram classificados segundo sua intensidade da seguinte
forma:
- hiperemia conjuntival, quemose ou secrecdo: ausente (-), discreta (+),
moderada (++) eintensa (+++);
- proptose: ausente, discreta (ndo comprometia o fechamento palpepral),
moderada (comprometia o fechamento da fenda palpebral) e grave (presenca

de desepitelizacdo da corneq).

Apos o Ultimo exame (60° PO), os animais foram mortos com dose excessiva de
tiopental sodico 0,5 g, administrado pela veia auricular, e o olho direito com parte do
nervo Optico e os tecidos periorbitérios foram removidos para andlise histopatol 6gica.

Depois de retirado, apds o processo de fixagdo e clarificacdo, o materia foi
submetido a coloracdo de rotina com hematoxilina de Harris, floxina e eosina. Depois
da varredura, foi realizada também a coloragdo com T. de Masson para avdiar a
presenca de fibrose. As laminas foram avaliadas com relacdo ao tipo, localizagdo e
intensidade da reacdo inflamatoria, presenca de fibrose, alteragtes histoldgicas no nervo

Optico, aém da presenca ou ndo da substancia injetada nos tecidos periorbitarios.
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A resposta inflamatoria foi classificada em ausente, discreta, moderada ou
intensa, dependendo da presenca ou auséncia de reacéo granulomatosa, necrose tecidual
e/ou fibrose e tipo de infiltrado inflamatorio local. Para a andlise quantitativa dos dados,

ainflamagao e fibrose foram classificadas apenas em ausente ou presente.

Andlise Estatistica

Comparagdes entre os grupos foram realizadas com andlise de variancia seguida
por teste post hoc para comparagdes multiplas Tukey-Kramer com nivel de confianca de
5%. Andlise de variagdes intraindividuais foi realizada calculando-se a diferenca entre
os resultados encontrados apOs a cirurgia e na avaliagcdo basal, e comparando essa
diferenca com O (zero) com o intervalo de confianca de 95%.

Calculos foram realizados com o programa JMP versao 7.0.2 (SAS Ingtitut - Sdo

Francisco - Califérnia).

RESULTADOS
Aspectos gerais

A injecdo das substancias viscoelésticas foi realizada sem intercorréncias em
todos os animais, havendo apenas pequena resisténcia a introducéo da segunda metade
do volume da substancia. N&o houve refluxo das substancias injetadas nos animais de
ambos 0S grupos.

Os animais ndo apresentaram sinais de sofrimento durante os 60 dias do estudo,
se aimentando normalmente durante esse periodo, como se pode confirmar pelo ganho

de peso similar apresentado pelos trés grupos: 0 grupo controle apresentou um ganho de
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146 + 131g (média + EP); o Grupo do Gel CARB aumentou 384 + 85¢g e o Grupo Gel
POLI apresentou aumento ponderal de 302 + 81g.

N&o ocorreram ateracfes relevantes nos valores da PIO medidos apos a injecéo
das substéncias viscodasticas ou do SF. Em todos os grupos observou-se discreto
aumento da PIO logo apds a injegdo, na maioria dos casos. Todavia, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa desse aumento entre os grupos. O aumento
médio da PIO observada no grupo controle foi de 0,6 + 0,3 mmHg; 0,7 £ 0,2 mmHg em
CARB e0,7 + 0,1 mmHg em POLI. (ANOVA, F=0.05; P=0.9531) (Gréfico 1).

As alteragdes clinicas observadas nos trés grupos no 1° dia de pOs-operatorio
estdo descritas na Tabela 1. No 7° dia, ap06s o procedimento, todas as alteragdes clinicas
observadas nos grupos estudados ja haviam desaparecido completamente. Nenhum

animal morreu ou contraiu infecgao.

Dinamica do movimento ocular

As regressoes lineares entre a forga de tragéo aplicada tangencialmente ao olho
(T) e o deslocamento (d) mostraram coeficiente de determinacéo (R? - medida de como
avaridvel independente em andlise de regresséo linear simples pode explicar variacfes
na variavel dependente) entre 0.9636 e 0.9996 para todos 0s momentos experimentais,
mostrando que o modelo linear descreve, na pior situagdo, mais de 96% da variagéo da
forca em funcdo do deslocamento para os trés grupos, em todos 0s momentos
experimentais. (Gréfico 2 e Tabela 2).

A introducdo das substéncias viscoelésticas alterou a relacdo entre a forca

necessaria para provocar o deslocamento de aducdo do olho e a extensdo desse
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deslocamento, nos dois grupos estudados, quando comparados ao grupo controle.
(Gréfico 3, Tabela 2).

A Tabela 3 mostra o trabalho realizado pela forca de tragdo (gf.mm) em toda a
extensdo do movimento ao longo do tempo por grupo (média £ EP). Logo apds a
injecdo dos géis, o trabalho da for¢a necesséria para promover o deslocamento em
aducdo aumentou de maneira significativa (p< 0.05).

Observou-se tendéncia de diminuicdo do trabalho total apds 60 dias em ambos
os grupos (Gréfico 3).

Na andlise longitudinal, em que as forcas foram comparadas ao longo do tempo
com a medida inicia intraindividualmente, no grupo controle ndo houve variagdo
significativa do trabalho total nos tempos logo apds 7, 30 e 60 dias (p>0.05). Ja no
Grupo Gel CARB, o trabalho total nos tempos logo apds 7, 30 e 60 dias ndo foram
diferentes entre si, mas foram significativamente diferentes do trabalho no pré-
operatério (p<0,05). No Grupo Gel POLI ndo houve diferenca significativa entre o
trabalho nos tempos logo apds 7 e 30 dias, mas 0 mesmo se mostrou significativamente
diferente do trabalho nos tempos basal e 60 dias (p<0,05), que ndo foram diferentes

entre s (p>0,05). (Graficos 4, 5, 6).

Analise histopatoldgica

A avaliagdo histopatol6gica da Orbita dos coelhos revelou presenca de processo
inflamat6rio apenas em alguns animais do grupo Gel CARB. Assim sendo, como ndo
foram feitas comparagdes entre os grupos, e como o infiltrado inflamatério encontrado
ndo variou em intensidade, a reacdo inflamatoria foi classificada apenas em ausente ou

presente.
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A andlise histopatoldgica do nervo éptico nos trés grupos ndo mostrou sinais
inflamatérios e em nenhuma [&mina foram encontrados sinais de necrose tecidual .

Nos grupos controle e Gel POLI, o processo inflamatério foi considerado
ausente, sem formacao de fibrose nas cinco |aminas analisadas.

No grupo Gel CARB, a andlise histolégica das |aminas revelou que metade dos
animais desenvolveu reacdo inflamatéria que envolveu e isolou 0 materia injetado (que
apareceu eosinofilico na histologia), com formagdo de uma capsula fibrosa na qual
foram observados vérios tipos celulares inflamatérios (neutréfilos, linfocitos,
plasmaocitos e histiécitos), caracterizando um infiltrado inflamatério misto. A formagdo
do ndodulo inflamatério encapsulado ocorreu adjacente a musculatura extraocular,
notando-se também fibrose que se estendeu focalmente entre as fibras musculares
(Figura 4). Esse material amorfo, bem como a cépsula fibrosa e o nédulo inflamatorio
estavam presentes em seis |aminas (de um total de 12) (Tabela4).

N&o houve relacdo entre a gravidade das alteracBes encontradas na analise
histol égica (avaliadas pelo numero de alteragdes encontradas) e o aumento do trabaho
total para arealizagdo do movimento nesse grupo. Haja vista que nos seis animais (50%
do grupo; aumento do trabalho = 1,8 £ 0,4) que apresentaram todas as alteracOes
investigadas, 0 aumento do trabalho n&o foi maior do que o ocorrido nos animais onde
somente uma alteracdo foi detectada (3 animais; aumento do trabalho = 1,3 + 0,6) ou

nagueles sem nenhuma alteragéo (3 animais; aumento do trabalho = 0,9 £ 0,6) (P>0.05).

DISCUSSAO
Neste trabalho estudaram-se ateracBes na dinamica do movimento ocular de

coelhos causadas pela introducéo de substéncias viscoel asticas na regido periorbitaria e
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ametodol ogia utilizada permitiu estimar o trabalho (energia) realizado por umaforcade
trac&o tangencial a0 movimento rotacional do olho durante sua adugéo.

A andlise dos resultados concernente as alteragdes oculares e orbitérias mostrou
que ambas as substancias viscoelésticas causaram somente leve reacdo inflamatéria
representada por discreta hiperemia, alguns casos de hemorragia e quemose
conjuntivais. Salvo a hiperemia conjuntival, essas ateracfes devem ser atribuidas as
substancias, pois nos animais que sofreram 0 mesmo procedimento cirdrgico, porém
com injecao de SF (Grupo controle), tais alteragcdes ndo foram encontradas.

O expeimento causou apenas fugaz e discreto aumento da PIO
(aproximadamente 0.7 mmHQ) logo apds a injecdo. Acredita-se que essa elevacdo da
PIO foi devida ao aumento do contetido orbitéario, pois foi semelhante nos trés grupos,
inclusive no Grupo controle.

O modelo utilizado neste estudo consistiu da aplicagcdo de uma forga tangencia a
superficie do olho para produzir movimento rotacional do mesmo, sem o uso dos
musculos oculares. Observou-se aumento linear da forga necessaria para rotacionar o
olho em funcdo do deslocamento tangencial imposto. Esse padréo foi observado, tanto
no Grupo controle como nos grupos tratados com os géis em todos os periodos de
avaliaco.

Apos a injecdo das substancias, tanto o Gel CARB como o POLI| aumentaram a
resisténcia ao movimento, representado pelo maior trabalho da forca realizado sob tais
condigles, sem alterar o padrdo (manteve-se linear) de aumento da forca em toda a
extensdo do movimento. Isso mostra que a for¢a necessaria para provocar um

deslocamento em aducédo do olho € proporciona a extensdo do deslocamento realizado.
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Com relacdo a0 Grupo controle, o trabalho total da for¢a necessaria para
promover o deslocamento em aducdo ndo sofreu aumento significativo logo apos a
injecéo do SF 0,9%, e em nenhum dos outros momentos experimentais. 1sso se deveu,
provavelmente, ao fato de o SF ndo ter propriedades viscoelasticas importantes, ndo
oferecendo resisténcia a0 movimento, bem como a auséncia de inflamagdo, como foi
observado na andlise histopatologica. Pode-se especular que tenha ocorrido reacéo
inflamatéria aguda, pela injecdo e presenca de SF na cavidade orbitéria, que nédo foi
suficiente para influenciar a resisténcia da érbita @ movimento ocular. Possivelmente
tratou-se de uma inflamagdo leve, considerando o pequeno volume injetado e as
caracteristicas do SF. Em contra partida, observou-se aumento significativo do trabalho
total realizado pela forca de tragéo para rotagdo ocular logo apos ainjecdo do Gel POLI,
com queda gradual do trabalho total ao longo do tempo, mas continuando
significativamente maior que o trabalho medido no momento basal até 30 dias apos o
procedimento. No entanto, apds 60 dias de pds-operatério, o trabalho total da forca
aplicada para promover a rotagdo ndo se mostrou significativamente diferente dos
valores basais. Acredita-se que esse padrdo possa ser explicado por absor¢cdo da
substancia e/ou diminui¢do gradual do processo inflamat6rio no espaco intraorbitario
durante o periodo estudado. Corroborando com essa hip6tese, a analise histoldgica do
tecido orbitério e ocular revelou auséncia de reagdo inflamatoria crénica, fibrose ou
presenca da substancia.

De forma semelhante, a introducdo do Gel CARB causou aumento significativo
do trabalho total da forca aplicada tangencialmente ao olho logo apds a injecdo do gel,
com tendéncia de queda nos momentos experimentais seguintes. Todavia, para esse gel,

o trabalho total realizado para rotacdo ocular manteve-se significativamente maior do
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que o basal apds 60 dias, portanto com menor tendéncia de diminuicdo da resisténcia ao
movimento provocada durante o periodo. Na mesma linha de raciocinio usada para o
Gel POLI, esses resultados podem ser explicados pela provavel menor taxa de
reabsor¢do da substancia e/ou pela resolugdo mais lenta do processo inflamatério agudo
com esse gel.

Conclusfes mais precisas sobre esse processo podem ser aventadas pelo fato de
que os nbdulos inflamatérios e formacdo de fibrose foram demonstrados em apenas
metade dos animais deste grupo, e ndo houve correlacdo entre a gravidade das
ateracOes encontradas na andlise histologica e o aumento do trabalho total para a
realizacdo do movimento nesse grupo. Com isso, acredita-se que a restricdo ao
movimento causada pela presenca do Gel CARB no espago intraorbitério esteja
relacionado & viscosidade da substéncia, que produziria forca de vetor contréria ao
sentido dos movimentos oculares.

Em tempo, a manutencdo da linearidade entre a forga aplicada e o deslocamento
tangencial imposto, sugere que a presenca do Gel CARB causou um aumento puro da
resisténcia (atrito) ao movimento, sem mudar as propriedades elésticas dos tecidos
(musculos e conjuntiva) que seriam, provavelmente, manifestados por aumento da
dependéncia da forca e deslocamento aplicados. Como por exemplo, no caso de
bloqueio do movimento pela presencga de fibrose completa da musculatura.

Estudos anteriores sobre o uso de substéncias viscoelasticas nesse contexto
tiveram objetivo contrério ao proposto nesse trabalho. Nesses estudos, o objetivo era
facilitar as rotagBes oculares. Foi demonstrado em modelo animal™*? e, posteriormente,
em humanos™**, que o hialuronato de sddio em cirurgias de estrabismo com suturas

ajustéveis € capaz de reduzir as aderéncias musculares pos-operatérias e facilitar o
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gjuste, por retardar a cicatrizagdo entre os tecidos e reduzir a fibrose. Os estudos de
Ferreira et a.®® confirmaram esses resultados demonstrando a eficdcia da
hidroxipropilmetilcelulose 2% e do hialuronato de sodio em reduzir a forga necessaria
para gjustar o musculo apas cirurgia de estrabismo regjustavel em coelhos.

Os resultados apresentados nos trabal hos citados ndo séo comparaveis com os do
presente estudo, pois aqui, as substancias utilizadas apresentam elevada viscosidade, séo
reticuladas - 0 que as torna mais estdvels e menos suscetivels a perda da viscosidade
com o atrito provocado pela rotagdo — e, 0 mais importante, no presente trabalho, os
géis foram introduzidos no espago orbitario, enquanto nos outros estudos, as substancias
foram injetadas entre 0 muscul o e a esclera e entre 0 musculo e a cpsula de Tenon.

Considerando-se as caracteristicas do nistagmo, o qual apresenta fases lentas
com velocidades semelhantes a de movimentos persecutérios e amplitudes em torno de
5° a 10°, pode-se supor que as forcas relacionadas a esses movimentos ndo sejam
maiores que 10 gf, sendo bem provével que forgcas dessa grandeza, ou até menores,
sejam suficientes para bloqueé-las’. Os resultados aqui apresentados mostram que o Gel
CARB poderia atender a esse propésito por ter gerado forgas de viscosidade que seriam
suficientes para bloquear as forgas promotoras de instabilidade sem, no entanto, impedir
que forcas maiores promovam as rotagdes oculares. E possivel que o nddulo
inflamatério tenha exercido efeito contensor no sistema oculomotor dos coelhos, como
se 0 material estivesse contido em uma bolsa, impedindo o livre deslizamento do olho
relativamente a Orbita.

No entanto, esse processo inflamatorio crénico, com formagdo da capsula
fibrosa, ndo foi demonstrado em todas as |aminas, apesar de o trabalho da forca aplicada

ao olho ter se mostrado significativamente aumentado em todos os coelhos deste grupo
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ap0s 60 dias. Isso leva a crer que esse aumento possa ser resultante de um possivel atrito
viscoso causado pelo Gel CARB, atuando como contensor sobre o sistema oculomotor.
Essa é uma linha de pesquisa com pouquissimos resultados até 0 momento.
Nesse contexto, a realizacdo de novos estudos € imprescindivel para o aperfeicoamento
da metodologia e provavel idedizacdo de técnica para ser utilizada em humanos.
Alguns aspectos podem ser propostos como objetos de estudo para futuros trabalhos
cientificos com base nos resultados aqui apresentados como, por exemplo, a utilizagcdo
de anti-inflamatérios apods a injecdo das substancias viscoel asticas para isolar os efeitos
da inflamag&o na restricdo do movimento; periodo de estudo com maior duragdo e o

efeito de reinjecdo apos diminuicdo dos efeitos.
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LEGENDASDE FIGURAS

Figural: Desenho esquemético do aparelho de medidas. 1. Base de madeira; 2. Haste
vertical; 3. Junta giratéria; 4. Cé8ula de Carga; 5. Relégio comparador; 6.
Manipulo; 7. Fio (Paralene 6.0) que conecta o globo ocular ao aparelho.
Figura2: Aparelho de medidas ligado a ponte de estensiometria.

Figura3: Coelho durante procedimento cirdrgico.

Figura4: Fotomicrografia mostrando nédulo inflamatorio adjacente ao musculo em
[&mina do Grupo CARB (25X).
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Figural

Figura 2
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Figura3

Figura4
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Gréfico 1: Pressdo intra-ocular média (circulos) e erro padréo da média (barras de erro)
de todos os grupos em todos os periodos experimentais.
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Gréfico 2: Forca x deslocamento nos trés grupos nos cinco periodos experimentais. 0s
pontos representam as medidas realizadas e as linhas representam a
regressao linear de cada experimento em um coelho de cada grupo.
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Grafico 3: Trabalho ao longo do tempo por grupo.
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Grafico 4: Comparacdo intraindividual por tempo(Grupo controle).
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Grafico 5: Comparacdo intraindividual por tempo (Gel CARB).
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Gréafico 6: Comparacdo intraindividual por tempo (Gel POLI).
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Tabela 1: Alteragdes clinicas no 1° dia de pés-operatorio.

Grupo Hiperemia Quemose Proptose @ Hemorragia
subconjuntival
Controle Discreta (+) todos ausente ausente ausente
Gel POLI Discreta (+) todos 1 animal ausente 2 animais
GEL CARB Discreta(+) todos 2 animais ausente 2 animais

Tabela 2: Regressfes lineares - trabalho da forca de todos os coelhos em todos os momentos

experimentais.
GRUPO COELHO BASAL LOGO APOS 7 30 60
CTRL C1 1,95 2,07 2,11 2,17 2,03
CTRL Cc2 2,21 2,41 2,49 2,38 2,41
CTRL C3 2,39 2,6 2,2 2,49 2,23
CTRL C4 2,22 2,4 2,16 2,51 2,23
CTRL C5 2,29 2,31 2,43 2,23 2,29
Gel CARB GC1 191 6,73 7,88 3,54 3,44
Gel CARB GC2 2,47 4,57 4,13 3,7 3,65
Gel CARB GC3 2,15 4,68 4,63 3,65 3,77
Gel CARB GC4 2,77 5,26 7,25 4,6 4,63
Gel CARB GC5 3,66 6,36 75 7,41 7,57
Gel CARB GC6 3,64 4,69 4,55 3,6 3,37
Gel CARB GC7 3,58 6,25 4,51 4,28 5,35
Gel CARB GC8 2,48 5,17 3,68 4,17 3,73
Gel CARB GC9 2,79 4,61 6,13 6,3 4,87
Gel CARB GC10 2,49 3,97 3,97 4,25 3,23
Gel CARB GC11 2,42 4,76 4,3 3,75 35
Gel CARB GCi12 2,86 8,1 5,33 6,25 3,65
Gel POLI GP1 2,26 3,54 3,32 31 2,97
Gel POLI GP2 1,98 3,85 3,12 3,02 2,85
Gel POLI GP3 2,42 5,07 3,59 3,35 2,8
Gel POLI GP4 2,15 3,47 3,87 3,39 2,61
Gel POLI GP5 1,94 3,71 3,79 34 2,88
Gel POLI GP6 1,85 341 3,51 3,53 2,39
Gel POLI GP7 191 5,81 3,57 3,84 3,02
Gel POLI GP8 1,61 2,96 311 3,52 2,85
Gel POLI GP9 2,08 3,58 4,04 4,14 2,62
Gel POLI GP10 191 3,52 3,61 3,86 3,14
Gel POLI GP11 28 3,04 3,53 3,69 25
Gel POLI GP12 1,59 3,02 3,19 2,91 2,39

Gel POLI GP13 2,53 4,26 3,59 3,04 2,83
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Tabela 3: Trabalho realizado pelaforca de tragdo (gf.mm) em toda a extensdo do movimento ao
longo do tempo por grupo (Média+ EP)

Grupo/ Tempo Basal L ogo apés 7 dias 30 dias 60 dias

CTRL 221+016 235+019 228+017 236015 224+0,14
Gel CARB 277+058 543+119 532+149 462+130 423+124
Gel POLI 204+029 379+083 353+028 344037 276+024

Tabela 4: Avaliacao histopatol 6gica da 6rbita de coelhos (Grupo Gel CARB).

For macéo de Formacéo de Presenca de Infiltrado

nédulo inflamatério  cdpsulafibrosa material amorfo inflamatério

eosinofilico misto capsular
Coelho 1 + + + +
Coelho 2 + + + +
Coelho 3 i &+ & &+
Coelho 4 = = = =
Coelho 5 + > > >
Coelho 6 - - - -
Coelho 7 - - - &
Coelho 8 = = = +
Coelho 9 + > > >
Coelho 10 iF + + +
Coelho 11 - - 2 -

Coelho 12 - - - +
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