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Resumo




Objetivos: Avaliar e comparar cérneas de coelhos com implante de anel de
FERRARA® com e sem revestimento de condroitin sulfato quanto a presenga de
hiperemia, secre¢do conjuntival, edema de cornea, vascularizagdo corneana e
extrus@o do anel intraestromal e espessuras central e temporal da cornea. Pelo
estudo histopatologico avaliar e comparar entre os dois grupos o nimero de
camadas de células epiteliais sobre o anel, presenca de alteragdes
histopatoldgicas no estroma corneano, membrana de Descemet e endotélio.
Material e métodos: foram estudados 30 coelhos albinos da raca Norfolk
divididos em 2 grupos experimentais cada qual formado por 15 coelhos em cujas
cérneas do olho direito foram implantados o anel de FERRARA® classico (G1) e
anel de FERRARA® revestido por condroitin sulfato (G2). Os olhos esquerdos
formaram o grupo controle. Em todos os grupos foram avaliados parametros
clinicos: paquimetria central e temporal, hiperemia conjuntival, secrecdo, edema
de cornea, vascularizagdo e extrusdo do anel. Foram também avaliados
parametros morfoldgicos: nimero de camadas do epitélio, o estroma corneano, a
membrana de Descemet e o endotélio. Os parametros clinicos foram avaliados
em 3 M1 (1° dia pos-operatério), M2 (30° dia pds-operatorio e M3 (60° dia pos-
operatdrio). Os parametros morfoldgicos foram analisados no M3. As alteragdes
encontradas foram descritas e comparadas através dos testes t de Student, Mann-
Whitney, Wilcoxon para amostras independentes; Teste exato de Fisher, Teste
Qui-quadrado, Teste de McNemar para amostras dependentes, conforme o
pardmetro. Resultados: Quanto a espessura central da cornea ocorreu um
aumento estatisticamente significante entre os momentos antes e apds a
implantagdo nos dois grupos e aumento na espessura temporal apenas no G1. Os
demais parametros clinicos ndo mostraram diferen¢a significativa entre os dois

grupos. Quanto aos pardmetros morfologicos, o nimero de camadas do epitélio,




apesar de estatisticamente semelhante nos dois grupos, manteve-se mais
preservado no G2. As demais alteragdes do epitélio (espongiose, degeneragcdo
hidrépica e afilamento da membrana basal) ndo mostraram diferenca significativa
entre os dois grupos. Quanto as alteracdes do estroma corneano, também nao
houve diferenga significativa entre os dois grupos mas, a neovascularizagdo,
células inflamatorias e células gigantes ocorreram de forma diferentes. A
neovascularizagdo ocorreu em 27,3% de Gl e 13,3% de G2. As células
inflamatorias ocorreram em 60% de G1 e 33,3% de G2 e as células gigantes
ocorreram em 20% de G2 e ndo no G1. Conclusdo: 1) Nao houve diferengas nos
parametros: hiperemia, secre¢do edema de cdrnea e vascularizagdo entre os dois
tipos de anel intraestromal; 2) Houve extrusdo apenas com anel intraestromal
sem revestimento; 3) Os anéis intraestromais com e sem revestimento
aumentaram a espessura central da cornea sem apresentar diferenca entre os dois
tipos de anel; 4) Apenas os anéis intraestromais sem revestimento causaram
aumento da espessura temporal da cornea; 5) Anéis intraestromais com € sem
revestimento levaram a reducdo do nimero de camadas de células epiteliais,
acontecimento semelhante para os dois tipos de anel; 6) Degeneragdo hidrdpica,
espongiose ¢ afilamento da membrana basal (MB) ocorreram com ambos os tipos
de anel de forma semelhante; 7) Neovascularizagdo, células inflamatdrias, células
gigantes, histiocitos perianel e pseudocéapsula ocorrem de forma semelhante com
os dois tipos de anel intraestromal; 8) Nenhum dos dois tipos de anel

intraestromal causou alteragdes na membrana de Descemet € no endotélio.

Palavras-chave: Anel intraestromal; Anel intracorneano de FERRARA®;
epitélio corneano; estroma corneano, biocompatibilidade, anel
intracorneano revestido com condrointin sulfato.
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Albstract

Purposes: To evaluate and compare rabbit corneas with chondroitin-sulfate-
coated and uncoated Ferrara ring implants as regards the presence of hyperemia,
conjunctival secretion, corneal edema, corneal vascularization and extrusion of
the intrastromal ring as well as central and temporal corneal thickness. To
evaluate and compare the number of epithelial cell layers on the ring and the
presence of histopathological alterations in the corneal stroma, Descemet’s
membrane and endothelium between the two groups by means of a
histopathological investigation. Material and methods: Thirty albinal Norfolk
rabbits were studied in 2 experimental groups. Each group comprised 15 rabbits
whose right-eye cornea received a classic Ferrara ring implant in group 1 (G1)
and a Ferrara ring coated by chondroitin sulfate in Group 2 (G2). Their left eyes
formed the control group. The following clinical parameters were evaluated in all
groups: central and temporal pachymetry, conjunctival hyperemia, secretion,
corneal edema, vascularization and ring extrusion. Morphological parameters
were also evaluated as follows: number of epithelial layers, corneal stroma,
Descemet’s membrane and endothelium. The clinical parameters were evaluated
at 3 moments: M1 (first post-operative day), M2 (30" post-operative day) and
M3 (60" post-operative day). The morphological parameters were analyzed at
M3. The alterations found were described and compared by Student’s t, Mann-
Whitney’s and Wilcoxon’s tests for independent samples and by Fisher’s exact,
Chi-Square and McNemar’s tests for dependent samples, according to the
different parameters. Results: As regards central corneal thickness, a statistically
significant increase was found between the moments prior to and after
implantation in the two groups. Temporal thickness increase was observed only

in G1.The other clinical parameters showed no significant differences between
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the two groups. In relation to the morphological parameters, although the number
of epithelial layers was statistically similar in the two groups, it remained more
preserved in G2. The other epithelial alterations (spongiosis, hydropic
degeneration and basal membrane tapering) did not show significant differences
between the two groups. With regard to corneal stroma alterations, there were
also no significant differences between the two groups; nevertheless,
neovascularization, inflammatory and giant cells occurred in a rather different
fashion. Neovacularization occurred in 27.3% of Gl and 13.3% of G2;
inflammatory cells were found in 60% of G1 and 33.3% of G2; giant cells
occurred in 20% of G2. Conclusion: 1) No differences were found for
parameters hyperemia, corneal edema secretion or vascularization between the
two Ferrara ring types; 2) Extrusion occurred only with uncoated Ferrara rings;
3) The coated and uncoated Ferrara rings increased central corneal thickness,
which did not differ between the two ring types; 4) Only the uncoated Ferrara
rings led to corneal temporal thickness increase; 5) Coated and uncoated Ferrara
rings led to a reduction in the number of epithelial cells which was similar for
both ring types; 6) Hydropic degeneration, spongiosis and basal membrane
tapering occurred with both ring types in a similar fashion; 7)
Neovascularization, inflammatory cells, giant cells, peri-ring histiocytes, and
pseudocapsule occurred similarly with both Ferrara ring types. 8- Neither Ferrara

ring type caused alterations to Descemet’s membrane or the endothelium.

Key-words: intracorneal ring segments; FERRARA® intracorneal ring segments,
FERRARA" intracorneal coated ring segments; keratoconus,
Surgery, prostesis implants, corneal biocompatibility, corneal
epithelium, corneal stroma, condroitin sulphate coating.
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1. Introducao
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A cornea forma a parte externa do globo ocular e estd em
continuidade com a esclerética. E responsavel por grande parte da refracdo da luz
respondendo por aproximadamente 40 dioptrias tornando-a extremamente
importante para a boa visdo e, para que isto ocorra, a cornea deve manter suas

caracteristicas de brilho, transparéncia e regularidade de superficie intactos.

Patologias que deformam a cdrnea alteram muito a refragdo e,
portanto, a acuidade visual. Sdo irregularidades que, por provocarem
astigmatismo irregular, em muitos casos impedem a correcdo com 0S mais
diversos tipos de recursos opticos disponiveis. Uma das principais patologias que

causam este tipo de alteracdes na cérnea € o ceratocone.

Muito tem sido escrito sobre o ceratocone. Recentes avangos na
tecnologia em lentes de contato, cirurgia corneana ¢ metodologia laboratorial tém

proporcionado os meios para a melhor compreensdo desta doenca (Krachmer et

al, 1984).

Além do ceratocone, estdo entre as principais causas de
deformidade da superficie corneana as iatrogenias pds-cirurgia de correcdo de
grau e as ceratoplastias. Estas ultimas podem provocar o aparecimento de
ectasias de intensidades ndo compativeis com corre¢do Optica, sendo necessario

langar-se mao de procedimentos invasivos.

O Ceratocone ¢ definido como um prolapso localizado na face
anterior e/ou posterior da cornea e apresenta uma forma conica devido o seu

afilamento e protrusdo. O ceratocone posterior (Krachmer & Rodrigues, 1978) ¢
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uma entidade relativamente rara e que néo traz isoladamente, repercussao clinica,
portanto, enfocaremos o ceratocone anterior. Nesse caso, 0 processo ¢ nao
inflamatodrio, a infiltracdo celular e vascularizagdo ndo ocorrem, o processo
geralmente ¢ bilateral e, embora envolva os dois tercos centrais da cornea, muitas
vezes ¢ centralizado abaixo e adjacente ao eixo visual. A progressdo da doenga
resulta, desde pequena, a grande piora na qualidade visual (Krachmer &

Rodrigues, 1978; Krachmer et al, 1984; Schor, 1988).

Estima-se que a alteracdo ocorra entre 50 a 230 por 100.000
habitantes, com uma taxa anual de 2 casos novos em cada 100.000 habitantes
(Kennedy, 1986). Duke-Elder & Leigh (1965) observaram que a incidéncia

parece variar entre diferentes paises.

O ceratocone ocorre em pessoas de todas as ragas. Uma
predominancia de aparecimento no sexo feminino tem sido observada na maioria

dos estudos, porém, a porcentagem relativa varia (Hammerstein et al, 1974).

O aumento da curvatura corneana da-se por um defeito estrutural
no estroma da mesma. Cortes histopatologicos mostram auséncia de membrana
de Bowman e irregularidade da membrana basal nas éreas de prolapso
(McPherson & Kiffney, 1968). A partir desse defeito estrutural, a cornea nédo
mais suporta a pressdo intra-ocular e se deforma. Existem inumeros graus de

deformacgdes e, portanto, de acometimento clinico.

O que uniformiza a doenga ¢ seu carater ectasico focal. Cérneas

globalmente abauladas ndo apresentam ceratocone, assim como coérneas com




Dntodugao 31

uma regido ligeiramente mais abaulada (por exemplo, 0,1 dioptria). A partir da
ectasia estabelecida, sinais clinicos comeg¢am a ser notados. Como conseqiiéncia
inicial do ceratocone tem-se a piora da acuidade visual corrigida com éculos. Tal
fato ¢ conseqiiéncia direta da deformidade da superficie anterior da cdrnea. Os
raios luminosos que seriam refratados de modo harmoénico atingem uma area de
curvatura muito mais elevada e sdo refratados irregularmente, criando imagens
retinianas desfocalizadas e ndo passiveis de focalizagdo por um sistema dptico
convencional, do tipo oculos. H4, portanto, a determinacdo de um astigmatismo

irregular com miopia geralmente associada (Schor, 1988).

Pacientes jovens, principalmente atdpicos, com diminui¢cdo da
acuidade visual, astigmatismo moderado e impossibilidade de corre¢do 20/20 ou
1,0 devem ser investigados com a hipdtese de ceratocone em mente (Sawagchi et

al, 1989).

Hé4 formas frustras e formas graves de ceratocone, nestas o
diagndstico ¢ feito por exame a olho nu (sinal de Musson), que consiste em uma
angulacdo da pélpebra inferior causada pela protrusdo da cérnea no ceratocone

avangado (Krachmer, 1984).

A ectasia leva a disturbios do filme lacrimal que deposita
hemosiderina na base do cone, na parte profunda do epitélio, sendo um dos sinais
precoces de ceratocone, o anel de Fleischer, definido como uma linha de ferro de
localizagdo sub epitelial (Duke-Elder & Leigh, 1965). Com o progredir da ectasia

observam-se linhas de “stress” em todos os niveis do estroma ou estrias de Haab
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e eventual rotura na membrana de Descemet com invasdo do estroma por humor

aquoso, hidropsia (Krachmer et al, 1984).

Novas tecnologias (biotecnologia) permitem uma discussdo rica
em relacdo a etiologia do ceratocone (Schor, 1988). Estudos de geragdes
mostraram uma tendéncia de transmissdo genética do ceratocone. A ocorréncia

familiar de ceratocone clinicamente evidente ¢ de 20% (Sallum, 1995).

Os trabalhos cldssicos de Waardenburg et al, 1961; Falls &
Allen, 1969; Hammernstein et al, 1974 ¢ Hallermann & Wilson, 1977, descrevem
padrdo de heranga autossdmica dominante irregular na qual, aproximadamente,
um em dez parentes consangiiineos sdo afetados, ao invés de o esperado, um em
dois. Os autores explicam esse fato pela penetrincia incompleta (grau de

penetrancia de 20%) ou expressividade varidvel do gene.

Com o aparecimento do video ceratografia computadorizada
(topografia corneana) pacientes, antes considerados normais, passaram a ter
diagndstico de possivel ceratocone. Sdo cdrneas com astigmatismo ligeiramente
irregular, moderadamente assimétrico e com tendéncia a localizacdo de uma area
de prolapso (Rabinowitz & McDonnell, 1989). Exames genealdgicos baseados
nestas topografias mostraram que filho de pais com ceratocone t€ém chance de
33% de apresentarem topografias compativeis com possiveis ceratocones e 43%

de chance de ter topografia com alteracdes minimas (Sallum, 1995).

Ha discussdo sobre a participacdo de fatores ambientais na

origem e progressdo da doenca, o que classificaria a ceratocone como uma




Dntnoducdo 33

doenca multifatorial. O maior nimero de atdpicos que cocam os olhos, com
ceratocone, certamente investe de importancia tal fato, assim como a maior
freqiiéncia de pacientes com ceratocone em climas secos e quentes que propiciam
o aparecimento das atopias. A progressdo do ceratocone em pacientes usuarios de
lentes de contato também ¢ fato, porém, ndo existem trabalhos definitivos sobre o

tema (Bareston & Baer, 1942; Schor, 1988).

Do ponto de vista bioquimico, determinou-se que as corneas
conicas produzem mais enzimas colagenoliticas em meios de cultura que as
corneas normais, o que poderia explicar parte das alteracdes na membrana de
Bowman e membrana basal. Kenney et al, 1994). Além disso, admite-se que o
ceratocone possa ser resultante de um erro metabodlico dos ceratindcitos
distréficos, o que causaria diminui¢do na sintese do coldgeno normal e aumento
na produ¢do de glico saminoglicanas que ndo possuem funcdo estrutural. A
deficiéncia de uma enzima especifica, a glicose-6-fosfatase desidrogenase,
também pode estar envolvida na patogenia da doenga levando a peroxidacdo e ao
dano da por¢do lipidica da membrana basal epitelial, com deterioragdo do

colageno estromal (Sawagchi et al, 1989).

Com a andlise de aproximadamente 8.000 pontos, a topografia
corneana permite a comparagdo de areas corneanas adjacentes. O aspecto
classico de uma esfera, com o centro mais curvo que a periferia ou a imagem em
“asa de borboleta”, representam variagdes da normalidade. Cdrneas com
assimetria, nas quais areas opostas (em relacdo a linha de visdo) tém curvaturas

diferentes, sdo interpretadas como anormais (Rabinowitz & McDonnell, 1989).
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O tratamento clinico dos efeitos Opticos do ceratocone varia de
nenhum tratamento a corre¢do com &culos e lentes de contato. Como ¢ de se
esperar, a estabilidade de uma superficie esférica (lente de contato) sobre outra
irregular (cornea com ceratocone) ¢ pequena. Usa-se, neste caso, o artificio do
aumento da area de contato periférico, como o que ocorre com as lentes de
contato gelatinosas na tentativa de buscar apoio em regides menos irregulares. E
a solugdo que aparece em combinagdes de lentes gelatinosas como base e rigidas
gas permeaveis por cima ou lentes “a cavaleiro” ou piggyback (Krachmer et al,

1984; Tsubota et al, 1994).

Na impossibilidade de adaptag¢do de lente de contato ou quando
ha opacificacdo corneana, o tratamento classico do ceratocone € a cirurgia de
ceratoplastia lamelar ou penetrante que consiste na trepanagdo da cdrnea
ectasiada a um didmetro apropriado e a colocagdo, com suturas separadas ou
continuas, de um botdo de uma cornea doadora obtida nos Bancos de Olhos ¢ nas
atuais Centrais de Procura de Cdrneas, onde os pacientes sdo inscritos e
chamados em ordem cronologica de inscrigdo. A dependéncia da agilidade das
filas de doacdo tem sido um fator limitante na realizacdo dos transplantes e a
demora para se receber uma cornea varia de regido para regido do Brasil, levando
meses a anos (Silva et al, 2000). A ceratoplastia (transplante de cdrnea) ¢ um
procedimento que demanda sub-especializacdo do oftalmologista e pode evoluir
com complica¢des que podem levar a cegueira, infec¢des, rejei¢des, glaucoma
secundario. Em geral, no ceratocone o indice de rejeicao e faléncia primaria sdo

baixos de, aproximadamente, 5% (Nosé, 1996). O astigmatismo pode restringir o
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progndstico visual, como demonstrado em publicacio de Buzard &

Fundingsland, 1997.

Em 1949, Barraquer publicou pela primeira vez um experimento
em coelhos sobre a inclusdo de uma lenticula intracorneana para alterar a
refragdo do globo ocular. Inicialmente, foram introduzidas em corneas de gatos e
coelhos, através de uma bolsa, uma lente de vidro Flint com 6 mm de didmetro e
10 dioptias positivas. A tolerancia foi muito ruim, uma vez que ocorria necrose

corneana com posterior eliminacdo da lenticula (Barraquer, 1949).

Outros materiais (Plexiglas) com diferentes formatos, tamanhos
e fenestracdes foram utilizados, porém, em todos ocorria necrose severa na
por¢do da cornea relativa a sua metade epitelial, ocorrendo relativa preservacgao
da parte do estroma relacionado ao endotélio. Barraquer tirou algumas
conclusdes sobre os possiveis fatores que estariam desencadeando o severo dano
tecidual relatado. Além da compressdo exercida pela periferia da lenticula sobre
as camadas anteriores da cornea, o fato da por¢do endotelial do estroma estar
preservada levou a hipotese de que a ocorréncia da necrose seria, principalmente,
de natureza fisica, com o impedimento da troca metabolica entre as camadas
anterior e posterior da cornea. Ao utilizar um material semipermeével (celloidin)
os autores observaram que, inicialmente, ocorreu boa aceitagdo pela cdérnea
(transparéncia mais duradoura) porém, com o tempo, ocorreu reagdo de
intolerancia ao corpo estranho levando a suposi¢do de que um componente toéxico
estaria envolvido na reagdo aos materiais empregados. Apos varios estudos

Barraquer concluiu que o melhor material para implantar no estroma corneano
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seria a propria cornea. Foram realizados experimentos em coelhos e
posteriormente em humanos com enxertos homoplasticos frescos e lenticulas
silico — desidratadas de 6 a 7 mm de diametro com graus positivos ou negativos.
A biotolerancia foi muito boa ocorrendo, apds tempo varidvel, uma
“substituicdo” de todas as lamelas corneanas implantadas por lamelas do
hospedeiro e com efeito optico, em grande parte dos casos, compativel com o
planejado. Barraquer denominou este procedimento de Keratofacia do grego
kerato (cornea), facia (lente) (Krwawicz, 1961; Barraquer, 1966) reproduzindo o
experimento de Barraquer observou que o implante de lentes plasticas no setor
temporal da cornea e sua posterior remo¢do muda a curvatura da cdrnea sem

alteragdes significantes de sua transparéncia.

Simon & Barraquer, 1988, foram os primeiros pesquisadores a
apresentar um método para a correcdo cirirgica de miopia através da insercdo de
anéis intracorneanos em coelhos sendo que, como principais complicacdes,
observaram extrusdes freqiientes ou alteragcdes na regido anterior do implante.
Inicialmente, lentes desenvolvidas para corre¢do de miopias leves e moderadas,
os anéis intraestromais, apresentaram como vantagem uma maior previsibilidade
dos resultados e maior controle da reagdo cicatricial devido a biocompatibilidade
dos implantes utilizados na maior parte das vezes de PMMA

(polimetilmetacrilato).

Os implantes intracorneanos t€ém sido utilizados segundo a “Lei

da Espessura”: “Toda vez que um tecido for adicionado a periferia ou removido
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do centro da cornea, um correspondente aplanamento ¢ obtido e vice-versa”

(Belau et al, 1964; Barraquer, 1966).

Simon et al, 1990, demonstraram que a injecdo de um gel
sintético, aumentando a espessura da periferia da cornea pode aplanar a area
central. A relagdo entre o espessamento corneano e o resultante aplanamento da

topografia corneana foi discutida por Barraquer, 1989.

Simon & Barraquer, 1988, apresentaram um método para a
corre¢do cirdrgica de miopia através da insercdo de anéis intracorneanos em

coelhos.

O anel intracorneano ICS® ou INTACS® é produzido de
Polimetilmetacrilato (PMMA), tem 0.3 mm de espessura, 0.7 mm de largura e
diametros variando de 7.75 a 9.00mm, sua sec¢@o é quadrangular e ¢ implantado
em um canal lamelar circular realizado a, aproximadamente, 2/3 de profundidade
com um instrumento dissecante que requer apenas uma incisao na média periferia

da cérnea (Burris et al, 1991).

Os prototipos do ICS® foram implantados em coelhos por
Fleming et al, 1991, e em olhos do Banco de Olhos por Burris et al, em 1988, e

mostraram que geravam alteracdes refrativas.

A teoria da expansdo pelo anel propde que um progressivo
aumento da circunferéncia externa do anel produzira um respectivo aplanamento
do centro da cornea, seguindo uma fun¢do matematica curvilinear (Fleming et al,

1989).
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Nosé et al, 1996, relatam estudo investigacional com o implante
de ICS® com 0,3mm de espessura, em 10 pacientes miopes, para avaliar a
eficacia, previsibilidade e estabilidade do efeito refrativo produzido pelo ICS®
em um periodo de 12 meses. Como conclusdo, estes autores referem que estes
estudos preliminares mostram que andis com estas caracteristicas reduzem,
aproximadamente, de 1,50 a 3,00 D de miopia e mantém a visdo corrigida com

oculos.

Em 1986, foi desenvolvido no Brasil um anel corneano
intraestromal (ACI) patenteado como anel intraestromal de FERRARA® que foi
utilizado pela, primeira vez, em 1991, em um paciente ambliope tendo
demonstrado acentuada melhora da superficie corneana e tem sido indicado para
a correcdo de miopia de até 15 graus, ceratocone e astigmatismo irregular pds

transplante de cérnea (Silva et al, 2000).

Este anel difere do ICS® em formato, tamanho, espessura €

formato do corte transversal .

Embora o uso de anéis intraestromais para corre¢do de erros
refrativos ndo seja um conceito novo a técnica, instrumental e proteses ainda

estdo sob investigacdo (Nos¢ et al, 1996).

Uma série de trabalhos clinicos tem sido realizada nos Estados
Unidos, Europa e Brasil com os anéis intracorneanos avaliando seu efeito de
aplanamento e regularizacdo da superficie corneana, principalmente em pacientes

com ceratocone ¢ portadores de miopia, avaliando aspectos refracionais,
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topograficos, variagdes de técnicas cirargicas (Burns et al,1996; Nosé et al, 1996;
Holmes-Higgin et al, 1999; Barach et al, 1999; Silva et al, 2000; Guttman &
Ferrara, 2001; Sigamor et al, 2001; Gonzales et al, 2002; Moreira et al, 2002;
Cunha et al, 2003). Contudo, ¢ observada a escassez na literatura de estudos
basicos sobre a interacdo dos anéis intraestromais com o estroma corneano sob
ponto de vista morfologico, com o objetivo de avaliar, com mais precisdo, as
possiveis etiologias de efeitos adversos que possam ocorrer com a permanéncia

dos anéis na cornea.
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2. Objetivos
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Avaliar e comparar corneas de coelhos com implante de anel de

FERRARA® com e sem revestimento de condroitin sulfato quanto a:

D

2)

3)

4)

S)

6)

Presenca de hiperemia, secre¢do conjuntival, edema de

cornea, vascularizagdo corneana ¢ extrusio do anel;

espessura central da cornea;

espessura temporal da cérnea;

nimero de camadas de células epiteliais sobre e lateral ao

anel;

presenca de alteragdes histopatologicas no estroma corneano,

presenca de alteracdes na membrana de Descemet e no

endotélio.
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3. Material e Métodos
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3.3. ANIMAIS UTILIZADOS

Foram estudados 30 coelhos albinos da raga Norfolk do sexo
feminino, saudaveis, pesando entre 1.550g e 2.650g e com olhos de aspecto
normal ao exame realizado com microscépio cirurgico da marca DF Vaconcelos.
Os animais foram cedidos pelo Biotério da Faculdade de Medicina de Botucatu —
UNESP. O experimento foi feito apds a aprovagio pela Comissdo de Etica em
Pesquisa Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP (protocolo n°

502 — aprovado em 19/10/2005) (anexo 1).

3.4. GRUPOS EXPERIMENTAIS

3.2.1. Grupo 1 (G1) — formado por 15 coelhos implantados com
anel intraestromal de FERRARA® de PMMA classico, na cérnea do olho direito

(OD).

3.2.2. Grupo 2 (G2) — formado por 15 coelhos implantados com
anel de FERRARA® de PMMA recoberto por condroitin sulfato na cérnea do

olho direito (OD).

3.2.3. As corneas dos olhos esquerdos (OE) formaram o grupo

controle (ndo tiveram implante de anel intraestromal).
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3.3. ATRIBUTOS ESTUDADOS

3.3.1. Parametros clinicos

e 3.3.1.1.espessura central e temporal das corneas

3.3.1.2 hiperemia conjuntival

3.3.1.3 transparéncia corneana

3.3.1.4 secregdo conjuntival

3.3.1.5 extrusdo do anel

3.3.1.6 neovascularizagdo da cérnea

Estes parametros foram avaliados com o auxilio de microscopio

cirargico.

3.3.2. Parametros morfologicos

3.3.2.1 epitélio corneano

3.3.2.2 estroma corneano

3.3.2.3 membrana de Descemet

3.3.2.4 endotélio corneano
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Estes parametros foram avaliados por exame histopatologico e
com as coloragdes de Hematoxilina e eosina (HE), acido periddico de Schiff

(PAS) e 4cido tricromio de Masson.

3.4. MOMENTOS EXPERIMENTAIS

3.4.1. Os parametros clinicos foram avaliados nos seguintes momentos:
e 3.4.1.1 Momento 1 (M1) um dia apds implante do anel
e 3.4.1.2 Momento 2 (M2) 30 dias apds implante do anel

e 3.4.1.3 Momento 3 (M3) 60 dias apos implante do anel

3.4.2. Os parametros morfoldgicos foram avaliados no M3.

3.5. SEQUENCIA EXPERIMENTAL

3.5.1 Pesagem do animal

3.5.2 Identificag¢@o do coelho, com marca de caneta hidrografica na orelha
3.5.3 Sorteio do animal

3.5.4 Anestesia endovenosa com pentobarbital sédico

3.5.5 Posicionamento na goteira de Claude Bernard em decubito lateral
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3.5.6 Exame dos olhos utilizando o microscopio cirurgico

3.5.7 Colocacao de brefarostato de Barraquer no OD

3.5.8 Paquimetria ultrassonica das corneas de ambos os olhos (AO)

3.5.9 Procedimento de anti-sepsia periocular e conjuntival com PVPI

3.5.10 Irrigacdo do OD com ringer lactato

3.5.11 Marcagdo do centro Optico com gancho de Sinsky (OD)

3.5.12 Marcagdo da zona optica de 7 mm (OD)

3.5.13 Calibracdo de bisturi de diamante a 80% da espessura corneana (OD)

3.5.14 Realizacdo de incisdo as 12 horas com 1.2 mm de extensdo com
bisturi de diamante (OD)

3.5.15 Delaminagao temporal do estroma corneano com espatula de Soares
(OD)

3.5.16 Complemento da delaminagdo formando um tinel com espatula
tinica de FERRARA" (OD)

3.5.17 Checagem do tinel com espétula unica de FERRARA® (OD)

3.5.18 Introducdo do anel intraestromal de FERRARA® na érea tunelizada
temporal (OD).

3.5.19 Instilacdo de 1 gota de colirio de ofloxacina em ambos os olhos
(AO)

3.5.20 Manutencao dos animais em gaiolas individuais por 60 dias

3.5.21 Alimentagao e ingestao hidrica “ad libitum”.
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3.6.

3.5.22 Instilagdo de colirio de ofloxacina de h/h no primeiro dia pds-
operatdrio ¢ a seguir de oito em oito horas até o 15° dia de pos-
operatorio em ambos os olhos (AO)

3.5.23 Observagao nos M1, M2 e M3 quanto aos parametros clinicos.

3.5.23 Anestesia dos animais no momento M3

3.5.24 Realizada marcacdo das cdrneas com tinta cirurgica as 12, 3 ¢ 9
horas

3.5.25 Sacrificio do animais com de pentobarbital sddico

3.5.26 Enucleag¢do em M3

TECNICAS UTILIZADAS

3.6.1 Anestesia

Os animais foram anestesiados com inje¢do de pentobarbital

sodico a 4% na dose de 1 ml/kg na veia marginal da orelha com seringa de 5 ml e

agulha 25x7 (G22). Dose complementar de 0.5 ml da solu¢do de pentobarbital

sodico foi administrada quando necessaria. Foi realizada anestesia topica

adicional com colirio anestésico (Cloridrato de tetracaina 1%+ cloridrato de

fenilefrina 0.1%).
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3.6.2. Enucleacao

3.6.2.1

3.6.2.2

3.6.2.3

3.6.2.4

3.6.2.5

3.6.2.6

3.6.2.7

3.6.2.8

3.6.2.9

Posicionamento do blefarostato de Barraquer
Peritomia limbar

Sec¢do dos musculos oculares externos
Seccdo do nervo dptico

Acondicionamento do globo ocular em uma gaze umedecida

com ringer lactato.
Incis@o limbar com bisturi lamina 11 e ampliagcdo temporal

Completada a remog¢@o da cdrnea em 360° com tesoura de

Westcott

Seccionada a hemicornea com anel intraestromal de
FERRARA® orientando-se pelas marcas realizadas com

tinta cirurgica prévia

Seccdo da hemicdrnea em dois quartos, sendo que 1 deles
foi acondicionado em formol 10%. Este procedimento foi
realizado em placa de parafina e a seccdo feita na regido

correspondente a metade do anel
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3.6.3. Preparo das corneas para exame histopatologico

O preparo das cérneas para exame histopatologico foi realizado

conforme técnica do Laboratorio de Patologia Experimental da Faculdade de

Medicina de Botucatu UNESP.

3.7. MATERIAIS, DROGAS E SOLUCOES UTILIZADOS

3.7.1

3.7.2

Anel de FERRARA® classico (Patente INPI N° 0000016-7 de
06/01/2000), ¢ um corpo polimérico sélido de polimetilmetacrilato
(PMMA apresentando didmetro e espessura varidveis. Os anéis
utilizados no presente experimento apresentam as seguintes
caracteristicas: espessura de 125 micra, angulagdo de 150° de arco,
didmetro do &pice de Smm, dois orificios nas extremidades, sec¢do
piramidal com base constante, produzidos pela empresa Visiontech

Medical Optic LTDA., Belo Horizonte MG.

Anel de FERRARA®™ revestido por condroitin sulfato (Patente
PCT/BR 01/00002 de 08/04/2002), é um corpo polimérico solido de
PMMA possuindo a superficie externa revestida por um material
reativo ao polimero biocompativel e covalentemente ligado ao corpo
do dispositivo do implante apresentando caracteristicas quimicas
semelhantes a substancia fundamental da cérnea (condroitin sulfato).
As ligacdes covalentes que se formam ddo origem a pontes de
ancoragem entre a camada do material reativo e o corpo do implante.
O anel de FERRARA® revestido por condoitin sulfato apresenta as

seguintes caracteristicas: espessura de 125 micra, angulagdo de 150°
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3.7.3

3.7.4

3.7.5

3.7.6

3.7.7

3.7.8

3.7.9

de arco, diametro do &pice de 5 mm, dois orificios nas extremidades,
seccdo piramidal com base constante. Esses anéis foram produzidos
pela empresa Visiontech Medical Optic LTDA., Belo Horizonte-MG
e distribuidos pela FERRARA Ophthalmic LTDA., Belo Horizonte-
MG e recobertos com condroitin sulfato no Laboratério de
Engenharia de Polimeros da Escola de Engenharia da Universidade

Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte-MG.
Ringer lactato EQUIPLEX®, S3o Paulo — SP.

Anestésico (Cloridrato de tetracainal%+ cloridrato de fenilefrina
0.1%) ALLERGAN® - Allergan Produtos Farmacéuticos Ltda., Sdo

Paulo-SP.

Pentobarbital sodico — solugdo a 4% (5ml de alcool absoluto, 45ml

de 4dgua destilada e 2 g de pd de pentobarbital sddico-Cristalia).

Oflox (ofloxacina 0,3%) ALLERGAN® - Allergan Produtos

Farmacéuticos Ltda., Sdo Paulo — SP.

Iodopovidona PVPI em solucdo aquosa topico 10% de iodo ativo-

Industria Farmacéutica Rioquimica LTDA., Rio de Janeiro — RJ.

Iodopovidona PVPI 5% colirios. Ophthalmos (Ophtalmos féormulas

oficinais LTDA.), Sdo Paulo — SP.

Seringas descartaveis de 3, 5 ¢ 10 ml BD Plastipak®, Curitiba-PR.

3.7.10 Agulhas 25/7 (G22) Plastipak”™, Curitiba-PR.

3.7.11 Agua Destilada, ampola 10 ml, Halex Istar.




4. Resultados




4.1. PARAMETROS CLINICOS

4.1.1. Paquimetria

Os valores da média (M) e desvio padrio (s) da espessura central
e temporal da cornea dos (um) grupos experimentais (Gl e G2) e do grupo
controle, pré e pds 60 dias do implante, assim como as comparagdes entre as

médias e valores de p estdo resumidos na tabela 1.

Tabela 1. Valores da média (M) e desvio padrido (s) das paquimetrias (pum)
central e temporal, por momento, e valores de p referentes as comparagdes entre
os dados de paquimetria pré e pds-operatoria, central e temporal referentes aos
grupos (G1) — anel sem revestimento e G2 - anel com revestimento.

Momento G1 G2
P
M (um) s M (um) S
Pré-op.  393,40+-18,25  380,87+-13,92 0,044
Central Pos-op. 428.2+-41,13 410,53+-46,65 0,279
p 0,008 0,017
oD 1
Pré-op.  389,07+-22,36 374,8+-1531 0,051
Temporal  Pos-op. 410(389;443) 381(349;401)  0,022%
p 0,038 0,363
Pré-op. 398,73+-23,75  384,33+18,26 0,073
Central Pos-op. 405,73+-25,47  391,07+-16,37 0,073
p 0,228 0,116%
OE 1
Pré-op. 382,53+-26,03  368,33+-21,72 0,116
Temporal  Pés-op. 397,13+31,43 382,60+20,00 0,142
p 0,042 0,015?
(1) tde Student G2 (grupo 2) — Anel de FERRARA® com revestimento
(2) Mann-Whitney M = Média

s= Desvio Padrao

pm: micrometro
pré-op.: pré-operatorio
pds-op.: pds-operatdrio

(3) tde Student para amostras dependentes

(4) Wilcoxon para amostras dependentes

OD (olho direito): formam os grupos experimentais
OE (olho esquerdo): formam o grupo controle

G1 (grupo 1) — Anel de FERRARA® sem revestimento




4.1.2. Hiperemia, secrecio, edema, vascularizacio e extrusio

A freqiiéncia e porcentagem destes pardmetros, assim como as
comparagdes entre grupos € os valores de p estdo descritos na tabela 2.
Tabela 2. Hiperemia, secrecdo, edema, vascularizagdo e extrusdo em nimero (n)

e porcentagem (%), assim como valores de p referentes as comparacdes dos
parametros clinicos entre G1 e G2 nos diferentes momentos.

GRUPO 1 GRUPO 2 P
n % n % -
M1 OD 15(100%) 15(100%) -
OE - - -
M2 OD  3(20%) 1(6.7%) 0,598
HIPEREMIA o T ; 1
M3 OD 2(13.30%) 6(40%) 0,215
OE - - -
M1 OD 5(33.3%) 6(40%) 0,272
OE  2(13.3%) 4(26.4%) 0,215
- M2 OD  4(26.7%) 2(13.3%) 0,651
SECRECAO OE  4(26.7%) 3(20%) 1
M3 OD 2(13.30%) 2(13%) 0,483
OE  3(20%) - 0,224
M1 OD 10(66.7%) 14(93.3%) 0,169
OE - - -
ED]])E]{:“A M2 OD 2(133%) i 0,483
’ OE - - -
SN b M3 OD  3(20%) 1(6.7%) 0,598
OE - - -
M1 OD - - -
OE - - -
VASCULARIZACAO
M2 OD - - -
] DA OF
CORNEA M3 OD  4(26.7%) 1(6.7%) 0,142
OE - - -
M1 OD - - -
_ OE - - -
EXTRESAO M2 OD  1(6.7%) i 1
ANEL s - - -
M3 OD - - -
OE - - -
M1: momento 1 (1° dia pds-operatorio) OE: olho esquerdo
M2: momento 2 (30° dia pds-operatorio) n: namero de animais
M3: momento 3 (60° dia p6s-operatdrio) % : porcentagem

OD: olho direito
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4.2. PARAMETROS MORFOLOGICOS

4.2.1. Epitélio

4.2.1.1. Numero de camadas do epitélio corneano
Os dados referentes ao nimero de camadas do epitélio corneano

nas posi¢des sobre e lateral ao anel estdo resumidos na tabela 3.

Tabela 3. Numero de camadas de células epiteliais - valores de mediana, 1° e 3°
quartis, comparacdo dos valores entre G1 e G2 nas duas posigdes (lateral e sobre
o anel) e valores de p.

Anel de Ferrara

POSiG?lO G1 (n = 11) G2 (Il — 15) y/
(MD) Q1:Q3) (MD) (Q1:Q3)

N°d ; Lateral 6 (59 5 47 0,401
® de camadas . . "
do epitélio Sobre 30 (33 4 (45) 0,097

p 0,003 0,003?

(1) Teste Mann-Whitney G2: grupo 2 : anel intracorneano de FERRARA" com

(2) Teste Wilcoxon para amostras independentes

Lateral: células do epitélio corneano lateral ao apice do anel
intraestromal de FERRARA®

Sobre: células do epitélio corneano sobre o apice do anel
intraestromal de FERRARA®

G1: grupo 1 : anel intracorneano de FERRARA" sem
revestimento

revestimento

n: nimero de animais

MD: mediana

Q1: primeiro quartil

Q3: terceiro quartil

p: nivel de significancia de 5%




4.2.1.2. Espongiose, degeneracdo hidropica, afilamento da
membrana basal

Os dados relativos a espongiose, degeneracdo hidrépica e
afilamento da membrana basal do epitélio corneano encontram-se resumidos na

tabela 4.

Tabela 4. Espongiose, degeneracdo hidrdpica, afilamento da membrana basal
(MB), em porcentagem (%), comparacdes entre G1 e G2 nas duas posicdes e
valores de p.

Relativoa ., m=11) G2 ((n=15)

posi¢ao do % %
anel
Lateral 36,4 33,3 1,000
Espongiose Sobre 63,6 73,3 0,683
p 0,250 0,070%
Lateral 54,5 53,3 0,951
Deg. hidropica Sobre 45,5 73,3 0,228
p 1,000 0,453%
Lateral 0,0 0,0
Afilam. MB Sobre 63,6 46,7 0,453
)4
(1) Teste exato de Fisher G1: grupo 1
(2) Teste Qui-quadrado G2: grupo 2

(3) Teste de McNemar para amostras dependentes
%: porcentagem
n: numero de animais

MB: membrana basal
p: nivel de significancia de 5%




4.2.2. Estroma corneano

Os resultados relativos a neovascularizacdo, presencga de células
inflamatdrias, células gigantes, histiocitos, pseudocapsula, alteracdo de

membrana de Descemet ¢ alteragdes endoteliais encontram-se na tabela 5.

Tabela 5. Neovascularizagdo, células inflamatoérias, células gigantes, histidcitos
perianel, pseudocdpsula, alteracdo da membrana de Descemet, alteracdo do
endotélio em porcentagem (%), valores de comparagdo entre G1 e G2 e valores
dep

Gl (n=11) G2 (n = 15)
% %

Neovascularizacio 27,3 13,3 0,620
Cel. inflamatérias 60,0 33,3 0,241
Cel. gigantes 0,0 20,0 0,250)
Hist. perianel 80,0 93,3 0,543
Pseudo capsula 80,0 933 0,543
Alt. memb. Descemet 0,0 0,0
Alt. no endotélio 0,0 0,0

(*) Teste exato de Fisher Cel. Gigantes: células gigantes

G1: grupo 1 Hist. Perianel: histidcitos perianel

G2: grupo 2 Alt. memb. Descemet: alteragcdes da membrana de Descemet

n: numero de animais Alt. no endotélio: alteragdes no endotélio

Cel. Inflamatoérias: células inflamatdrias p: nivel de significancia de 5%




4.2.3. Posicido do anel no estroma corneano

Os resultados relativos a posi¢cdo do anel no estroma corneano

sdo apresentados na tabela 6.

Tabela 6. Posicdo do anel no estroma corneano em numero (n) € porcentagem

(%) nos dois grupos experimentais.

(0))) OE
. - Posicao 2 Posicao 3 Invertido
Posicao 1 % 0 % N % -
G1 - 6(54,6%) 5(45,4%) - -
G2 - 3(20%) 9(60%) 3(20%) -

OD: olho direito

OE: olho esquerdo

G1: grupo 1

G2: grupo 2

Posigdo 1: 1/3 anterior do estroma corneano

Posi¢do 2: 1/3 médio do estroma corneano

Posigdo 3: 1/3 interno do estroma corneano

Invertido: anel com o apice posicionado na face interna da
cornea
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4.3. EXAME HISTOPATOLOGICO

4.3.1. Epitélio corneano

4.3.1.1. Numero de camadas do epitélio

As figuras 1 e 2 mostram cornea do grupo controle (OE) com
epitélio formado por uma fileira de células basais colunares alongadas, duas
camadas de células poligonais e, na superficie externa, trés camadas de células
em forma de asas e uma camada de células escamosas. Observa-se a membrana
basal (MB) que ¢ continua com a do epitélio conjuntival e recebe tenofibrilas das

células basais do epitélio.

Figura 1. Corte histologico de cornea do Grupo controle (OE) coloracdo
hematoxilina-eosina, HE 200 X.
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Figura 2. Corte histologico de cornea do Grupo controle (OE). a) coloracio
hematoxilina-eosina, b) PAS 1000 (Acido periddico de Schiff) e c)
tricromio de Masson 1000X.
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A figura 3 mostra redu¢do do numero de camadas do epitélio
corneano apos implante do anel intraestromal e posicionamento do mesmo no

terco posterior.

Figura 3. Cornea de coelho de G1. Anel (A) posicionado no terco posterior da
cornea com acentuado afilamento da camada de células epiteliais
(ACE) e compactacio do estroma na regido do implante
intracorneano, HE 100X.
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4.3.1.2. Espongiose e degeneracdo hidropica
As figuras 4, 5, 6 e 7 mostram cortes histologicos em que ha
varios graus de espongiose ¢ de degeneragdo hidrdpica nas células do epitélio

corneano localizado na regido do anel intraestromal.

Figura 4. Cérnea de coelho do G2. Edema inter e intracelular, grau moderado
[espongiose (E) e degeneracdo hidropica (DH) (balonizac¢do)] nas
camadas do epitélio sobre o anel. A diminuicdo do nimero de
camadas ¢ pouco acentuada em especial por diminui¢do da camada de
células basais e poligonais. Compactagdo do estroma (CE) ¢
correspondente, HE 400 X.




Resultados 62

Figura 5. Cérnea de coelho do G1. Espongiose (E) e degeneracdo hidrdpica

(DH) (balonizagdo) intensa (detalhe). Intensa compactagdo estromal
(CE), HE 1000X.

Figura 6. Edema inter ¢ intracelular (detalhe) tricromio de Masson 1000X.
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Figura 7. Cérnea de coelho do G1. Espongiose (E) e degeneracdo hidrdpica
(DH) (balonizagdo) intensa (detalhe). Intensa compacta¢do estromal,
PAS (Acido periddico de Schiff) 1000 X.
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4.3.1.3. Membrana basal
As figuras 8 e 9 se referem a cortes histoldgicos que demonstram

a membrana basal (MB) normal e afilada nas diversas colora¢des pesquisadas.

Figura 8. Cérnea de coelho do G1 (OE). Membrana basal normal (MB), HE
1000X.

Figura 9. Cornea de coelho do G1. Afilamento de membrana basal (MB), PAS
(Acido periddico de Schiff) 1000 X.
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4.3.2. Estroma corneano

A figura 10 ¢ de cortes histoldgico do estroma da regido proéxima
ao anel intraestromal em que se pode observar células inflamatorias, com énfase
do encontro de linfocitos, abundantes polimorfonucleares eosinofilos, raros
polimorfonucleares neutréfilos, e histidcitos xantomatdsos em cdrneas de

animais do G1.

Figura 10. Coérnea de coelho do GI1. Observam-se linfécitos (Li),
polimorfonucleares eosinéfilos (Eos), histidcitos xantomatosos
(HX), HE 1000X.
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Na figura 11 ¢ observado neovasos do estroma corneano da
regido proxima ao anel intraestromal. E possivel observar a camada endotelial

dos vasos €, no seu interior, hemaceas.

Figura 11. Cérnea de coelho do G1. Observam-se neovasos (NV) contendo
heméceas (H) com as respectivas paredes endoteliais (CE), HE
1000X.
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Na figura 12 de corte histolégico de cornea de animal do G2,
observam-se a pseudocdpsula com células epitelidides e células gigantes

praticamente aderidas a superficie do anel intraestromal.

Figura 12. Cérnea de coelho do G2. Observam-se células gigantes (CG) na
borda da pseudocapsula que envolve o anel intraestromal, HE
1000X.
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4.3.3. Membrana de Descemet e endotélio corneano

A figura 13 apresenta corte histologico de coérnea do G2 em que

se observa a integridade da membrana de Descemet e do endotélio.

Figura 13. Cérnea de coelho do G2. Observa-se que a membrana de Descemet
(MD) e o endotélio (E) estdo preservados, tricromio de Masson
1000X.
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5. Discussao
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5.1. QUANTO AO ANIMAL DE EXPERIMENTACAO

O coelho foi escolhido como animal de experimentacdo neste
estudo por sua facilidade de obtencdo e manutengdo em nosso meio e também e,
principalmente, por ser o animal utilizado em experimentos de biocompatibilidade
com implantes intracorneanos anteriormente realizados por varios autores
(Barraquer, 1949; Simon & Barraquer, 1988; Hernier, 1991; Twa, 2003). Apesar
da coérnea do coelho ndo ter uma verdadeira membrana de Bowman ¢

suficientemente semelhante & humana para fins de experimentagdo (Prince, 1964).

5.2. QUANTO AOS RESULTADOS
5.2.1. Parametros Clinicos
5.2.1.1.Paquimetria

A paquimetria ultrassonica realizada no pré-operatdrio permitiu a
calibragem do bisturi de diamante em 80% da espessura corneana e também
serviu como parametro clinico para comparar espessuras corneanas nos

diferentes grupos e ao longo do experimento.

A média da espessura central da cérnea dos OE (controle) dos
animais do G1 e G2 foi semelhante estatisticamente, apesar do G2 apresentar
valores um pouco menores. Apos 60 dias houve aumento da espessura central das

corneas dos OE, apesar dos OE em G2 continuarem apresentando cdrneas mais
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finas na regido central do que as do OE de G1. O aumento da ECC no entanto
ndo foi significativo. A paquimetria realizada na regido temporal dos OE
mostrou, no inicio do experimento, que as corneas apresentavam espessura
semelhante entre os dois grupos, mas mantinham valores menores nos OE de G2,

como a avaliagdo feita na regido central.

Apos dois meses, a ECC também aumentou e foi
significativamente maior do que no inicio do experimento. Portanto, houve
aumento da espessura da cdrnea nos olhos controle ao longo do tempo
significativa, apenas, na regido temporal. Ndo temos explicagdo exata para esta

aparente disparidade de resultados entre as duas regides da cérnea.

A ECC dos coelhos do grupo controle estd de acordo com os
resultados da literatura que aponta valores de ECC variando de 340 um a 450 pum

(Prince, 1964).

Nos grupos experimentais, a média dos valores da ECC no inicio
do experimento do G2 (com revestimento) foi significativamente menor que a de
G1 (sem revestimento). Apos 60 dias houve aumento significativo da ECC nos 2

grupos que, no entanto, ndo mostrou diferenca entre os mesmos.

A espessura temporal da cdérnea nos grupos experimentais
também aumentou apos 60 dias, no entanto, foi significativa apenas nos olhos
com anel sem revestimento. Estes resultados podem significar beneficio do anel
de FERRARA® revestido, ja que a implantagio era feita no lado temporal ¢ a

menor espessura significa, provavelmente, menor edema.
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Em estudo utilizando o anel INTACS® que é um anel ndo
revestido, Reinstein et al, 2001, também observaram espessamento do estroma
corneano na area central, medido por ultrasonografia digital tridimensional de

alta freqiiéncia.
5.2.1.2. Hiperemia conjuntival

Quanto ao parametro hiperemia conjuntival foi observado que no
M1 todos os animais de ambos os grupos experimentais a apresentaram. Esta
ocorréncia se deve, possivelmente, ao trauma cirurgico por se tratar do primeiro

dia pds-operatorio.

Na comparagdo entre Gl e G2 foi observado aumento da
hiperemia conjuntival no M3 do G2, embora ndo significante. Para este dado
isolado neste momento nado se pode dar uma explicacdo consistente, além de uma
eventual maior reacdo tecidual & presenca do anel intraestromal de FERRARA"
revestido, uma vez que ndo foi observada alteragdo em outros pardmetros que

poderiam indicar um processo infeccioso em curso.
5.2.1.3. Secregdo conjuntival

A secrecdo conjuntival foi observada em ambos os grupos
experimentais € também no controle. Ocorreu uma diminui¢do progressiva nos
varios momentos sendo, porcentualmente, levemente mais acentuada no G2,
contudo, sem significdncia estatistica. A secrecdo observada foi de aspecto

mucoso e talvez poderia ser imputada as condigdes ambientais na manutengao
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dos animais. Nao foi observada secre¢do com caracteristicas clinicas de quadro

infeccioso, mas ndo foi coletado material para exame laboratorial.

Na comparacdo entre os grupos, a ocorréncia de secre¢do nao
diferiu de modo significativo, tendo ocorrido de modo semelhante também no
grupo controle. Pode-se, portanto, inferir que neste experimento a presenca do

anel ndo foi um fator determinante em sua ocorréncia.
5.2.1.4. Edema de cornea

O edema de cornea clinicamente detectavel ndo foi observado
em nenhuma cdérnea do grupo controle. Nos grupos experimentais foi detectado
edema de cornea em grande parte das cérneas de Gl e G2. O edema foi
diminuindo, progressivamente, sendo detectdvel no M3 em 20% (3 olhos) de G1
e em 6,7% (1 olho) de G2, o que sugere menor reacdo tecidual com os anéis

revestidos.

Hofling-Lima et al, 2004, relatam a ocorréncia de edema com
aspecto clinico de ceratite e com cultura ou bidpsia provando a infeccdo corneana
em sete pacientes (19,45%) de uma série de 35 pacientes que foram submetidos a
implante de anel intracorneano para correcdo de anomalia corneana causada por
ceratocone (Anel de FERRARA®) ou para efeito refracional (INTACS®™). Os
autores apontam o uso de lentes de contato, diabetes e trauma como fatores
possivelmente associados ao risco de infeccdo em trés dos sete casos. O
aparecimento dos sintomas de infec¢do variou de menos de uma semana até 22
meses do pos-operatério. Os implantes foram realizados em multiplos centros

(Sao Paulo, Parana e Rio Grande do Sul), por diversos cirurgides sob rotina de
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antissepsia padrdo de pré e pds-operatdrio em que se utilizou povidine tdpico
0,05%, campos estéreis descartaveis e antibiotico profilatico por sete dias no pos-
operatdrio. Dois dos pacientes com ceratite que receberam implante de anel de
FERRARA® ainda estavam sob uso de antibidtico profilatico no inicio dos
sintomas de infec¢do corneana e um dos pacientes submetido a implante de

INTACS®, sob o uso de tobramicina colirio.

Os achados clinicos do presente trabalho, no qual ndo ocorreu
nenhum caso de edema corneano com caracteristicas clinicas de infecgdo
corneana, se contrapdem aos encontrados no relato de Hofling-Lima et al. Deve-
se levar em consideracdo que o presente experimento foi realizado em corneas
clinicamente normais de animais sadios, com o diferencial da utilizacdo de
antibioticoterapia profilatica por 15 dias (ofloxacino). Podemos levantar a
hipotese de que um tempo de antibioticoterapia profilatica maior, com quinolona
de III geracdo e com fidelidade ao tratamento pode diminuir a ocorréncia de

infeccdo corneana pos implante de anel intraestromal.

5.2.1.5. Vasculariza¢do da cornea

A vascularizacdo da cornea clinicamente detectavel foi
observada em 26,7% dos animais do G1 e em apenas 6,7% do G2 no M3. Esta
diferenca, no entanto, ndo foi estatisticamente significativa, apesar das diferencas

porcentuais.

Nosé et al, 1996, relatam o aparecimento de neovascularizagdo
profunda em cinco pacientes de um grupo de 10 que receberam implante de ICS®

em estudo investigacional. Al-Torbak et al, 2005, relatam um caso de paciente
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que foi submetido a implante de anel intracorneano para corre¢do de ectasia pos-
Laser In situ Keratomileusis (LASIK) e apresentou neovascularizagdo estromal
profunda. Esta regrediu totalmente apds a remo¢do do segmento de anel e

tratamento clinico.

Casteluber et al, 2007, relatam também um paciente que
apresentou ectasia corneana quatro anos apos ser submetido a cirurgia de LASIK.
No terceiro ano de acompanhamento apds o implante do anel intraestromal, com
paciente utilizando de lente de contato gelatinosa tdrica, foi verificada a extrusdo
de um segmento de anel e neo-vascularizacdo do tinel estromal que, com a
remoc¢do do anel intraestromal e uso de Neodimium YAG (532um), evoluiu para

remissdo completa da neovascularizag¢do, porém, com prejuizo da refragao.

De acordo com Pepper et al, 1996, a neovasculariza¢do tecidual
esta relacionada a processos pds-inflamatérios em fase cicatricial ou a obstrucao

vascular prévia.

Os dados relativos a neovascularizacdo corneana observados no
presente experimento associados aos recentes relatos na literatura sobre o mesmo
tema ressaltam a importincia do estudo deste pardmetro sua freqii€ncia, suas
possiveis etiologias e conseqiiéncias nas corneas que foram submetidas a
implante de segmento de anel intraestromal, seja para corre¢do de ceratocone,
ectasia corneana pds procedimentos refrativos prévios, assim como

procedimento refrativo primario.
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A diferenga percentual entre os casos de vascularizagdo corneana
clinicamente detectavel entre os animais dos Gl e G2, embora nio
estatisticamente significativa, parece ser indicio de uma menor reacdo tecidual

induzida pelo anel intracorneano de FERRARA" revestido.
5.2.1.6. Reacdo inflamatoria de cdmara anterior

Nao foi observada rea¢do de camara anterior ao exame clinico
dos olhos dos animais em nenhum dos grupos estudados, em nenhum dos

momentos.

O ndo encontro de alteragdes de cdmara anterior € indicio de que
eventuais alteragdes observadas na cérnea nao refletem em reacéo da iris e corpo

ciliar.
5.2.1.7. Extrusdo do anel

Foi observada uma unica extrusdo do anel intracorneano em um

olho de G1 (6,7%) no M2.

Bourges, 2003, reporta um caso de uma paciente que apresentou

extrusdo e necrose, concomitantes, ocorridos cinco anos apds a implantagao.

Miranda et al, 2004, relatam em um estudo de 36 implantes de
anel intracorneal de FERRARA® implantados em 35 pacientes portadores de
ceratocone a ocorréncia de 13,8% de extrusdo, ocorridos em 12 meses de

observacdo. Em relato de caso Al-Torbak et al, 2005, e Casteluber et al, 2007,
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reportam casos de extrusdo do anel intraestromal acompanhados de

neovascularizagdo do tunel estromal.

Em relagdo aos relatos de extrusdo reportados pode-se fazer uma
correlacdo entre os dados de Miranda et al, (que usou o mesmo anel de
FERRARA® sem revestimento implantado no animais do G1) e o presente
experimento. O numero de olhos estudados € semelhante, embora o relato seja
em pacientes portadores de coérneas patologicas com cirurgias realizadas em
locais diferentes e por varios cirurgides. Os dados presentes sdo relativos a um
trabalho experimental e com implante de anel intracorneano realizado em cdrneas
clinicamente normais. A metodologia relatada por Miranda et al, ¢ diferente
daquela deste experimento. Contudo, no experimento a extrusdo ocorreu em
6,7% dos olhos dos animais do G1 e em nenhum animal do G2. Miranda et al,
relatam o uso de anéis de FERRARA® classicos de PMMA sem revestimento. A
extrusdo do anel pode estar relacionada desde a curva de aprendizado, na
exatiddo da paquimetria corneana, na calibragem incorreta da ldmina do bisturi
de diamante para a realizagdo de incis@o para inicio de tunelizagdo corneana, até

processos inflamatorios que venham a alterar a estrutura da cornea.

A ocorréncia de extrusdo em apenas um olho do G1 e nenhum do
G2, comparando-se com a literatura mencionada, ressalvadas as diferencas de
metodologia, ¢ baixa, portanto, pode ser um indicativo de menor reacdo tecidual

por padronizagdo de técnica ou menor reagdo tecidual ao implante.
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Apesar do pouco tempo de observacdo desse estudo, a ndo
ocorréncia de extrusdo com anéis revestidos por condroitin sulfato sugere maior
compatibilidade deste em relacdo aos anéis ndo revestidos. H4 necessidade de
maiores estudos para avaliacdo dos possiveis mecanismos envolvidos na extrusao

dos anéis intraestromais.

5.2.2. Parametros morfologicos
5.2.2.1. Epitélio corneano

e Numero de camadas do epitélio corneano

Em relagdo a comparagdo da alteracdo do numero de camadas
epiteliais dos grupos com e sem revestimento ndo ocorreu alteracdo
estatisticamente significativa, tanto na regido lateral ao anel, quanto na regido do

apice do anel.

A compara¢do do nimero de camadas do epitélio entre as areas
lateral e sobre o anel tanto em GI1, quanto em G2, mostrou reducdo
estatisticamente significante o que pode levar a conseqiiéncias clinicas

importantes.

Reinstein et al, 2001, em olhos com implante intracorneano
INTACS® detectaram, utilizando ultra-sonografia Digital Tridimensional de

muito alta freqiiéncia, um afilamento do epitélio corneano sobre o anel. A
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espessura do epitélio que era de 45u na zona central, era de 21u sobre o

INTACS®.

Twa et al, 2003, em estudo morfologico com 21 coelhos da raca
New Zelland, nos quais implantaram anéis INTACS® observaram, apos trés
meses, poucas camadas de células no epitélio correspondente a regido sobre o

implante, sendo que estas células remanescentes eram achatadas.

Os relatos de Reinstein et al, 2001 ¢ Twa et al, 2003, nos
experimentos com INTACS® comparados a este experimento com anéis de
FERRARA®, demonstram que o formato da sec¢io transversal do anel
(quadrangular no INTACS® e piramidal no anel de FERRARA®) ndo influi na
diminuicdo das camadas de células epiteliais na regido correspondente a area de

implantag@o.

Os anéis intraestromais sdo Orteses que devem ficar implantadas
em definitivo com fins de reparo refracional, nos casos de miopia, ou com
objetivo de regularizar a curvatura corneana e, assim sendo, diminuir os erros
refracionais decorrentes da irregularidade das corneas ectasicas podendo
melhorar o efeito da correcdo Optica com 6culos ou lentes de contato e este
procedimento ¢ utilizado, em geral, em pacientes de baixa idade (Miranda et al,
2003; Tan & Por, 2007), devendo permanecer na cornea por muitos anos.
Portanto, o adelgacamento da camada epitelial da cornea observado na regido
correspondente ao apice do anel intracorneano com o evoluir dos anos tende a ser

um fator limitante para a permanéncia do anel no estroma corneano, podendo
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estar relacionado a ou ser uma conseqiiéncia da extrusdo ou necrose estromal

relatados anteriormente.

Este importante afilamento por diminuicdo de camadas de
células do epitélio corneano na regido do apice do anel necessita ter sua etiologia

determinada.

Barraquer 1949 e 1966, nos primeiros experimentos com
implantes halogénicos intracorneanos realizados em coelhos, observou a
formacgdo de vesiculas epiteliais que poderiam, inicialmente, estar associadas a
diminui¢do do numero de camadas e necrose do epitélio e concomitante necrose
do estroma da regido anterior ao implante, permanecendo o estroma posterior
integro. Baseado nestas observacdes levantou a hipdtese de que a
impermeabilidade do implante seria uma barreira fisica a eliminagdo de
metabdlitos via endotélio que pode ser uma das explica¢des para a diminuicdo de
camadas de células observado no presente experimento. Barraquer 1949, ndo
exclui a possibilidade de causas de origem quimica do material incluido na

génese das alteragdes observadas.
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e Espongiose

Esta alteracdo epitelial ndo foi encontrada nos olhos controle.

Como mostram os resultados da tabela 4, a espongiose ndo teve
significancia estatistica na comparagdo entre a posi¢ao lateral e sobre o anel, em

ambos 0s grupos experimentais.

Na avaliacdo entre a ocorréncia de espongiose entre a posi¢do
lateral e sobre o apice do anel, as diferencas foram estatisticamente expressivas,
embora ndo estatisticamente significantes, ocorrendo com maior freqiiéncia sobre

o anel.

Segundo Murphy et al, 2007, a espongiose ¢ uma alteracdo
histopatoldgica observada no epitélio pavimentoso estratificado agredido por um
processo inflamatério. O exemplo mais classico seria a espongiose encontrada na

psoriase.

Trata-se de uma alterag¢do das células do epitélio corneano a ser
considerada uma vez que, embora por defini¢cdo seja um processo reversivel
(Abbas AK, 2005) poderd, através do edema intercelular, ocorrer o rompimento
dos desmossomos com formacdo de pequenas vesiculas ou areas de maior
fragilidade epitelial. Esta alteracdo pode estar relacionada ao processo
inflamatorio induzido pelo anel ou pela agressdo mecanica deste. A observagdo
deste fenomeno em ambos os grupos pode vir a explicar a etiologia do afilamento

epitelial apical.
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e Degenerac¢io hidropica

A degeneracdo hidrépica ocorreu porcentualmente, de modo
muito semelhante, nas posigdes laterais ao anel em ambos os grupos. Na regido
sobre o apice do anel ocorreu uma diferenca porcentual evidente, embora nao

tenha sido estatisticamente significativa.

A degeneragdo hidropica ¢ um estagio do processo da
inflamacdo, sendo uma manifestagdo morfolégica de alteragdes bioquimicas
deletérias intracelulares conseqiientes a um estimulo provocativo (Abbas AK,
2005). E uma manifestacio patolégica que, embora seja reversivel, reflete um
estagio mais avangado que a tumefagdo turva. A progressdo deste processo pode
levar a necrose celular. A degeneragdo hidrépica, portanto, poderia ser um dos
fatores intermediarios do processo de afilamento da camada de células do epitélio

corneano, observado no presente experimento.

o Afilamento da membrana basal (MB)

Dentre as possiveis alteragdes da membrana basal, que podem
ocorrer em estados patologicos, no presente estudo foi observado o afilamento da
membrana basal com uma freqii€éncia percentual importante em relagdo aos olhos

controle, em ambos 0s grupos experimentais.

Na comparagdo deste pardmetro entre os dois grupos
experimentais observou-se freqiiéncia quase 17% menor no G2 (anel com

revestimento), embora ndo estatisticamente significante.
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O afilamento da MB pode levar a um enrijecimento desta,
alteragdo de sua estrutura e funcdo e pode ser causada por um processo
inflamatdrio prévio ou por compressdo mecanica pelo anel. O enrijecimento da
MB a torna menos permeédvel a agua e aos metabolitos celulares (Abbas AK,

2005).

Os dados observados em relagdo a alteragdo deste parametro
morfologico podem ser uma indicagdo de que o anel intracorneano de

FERRARA® revestido tem uma menor influéncia na génese desta alteracdo.

5.2.2.2. Alteracoes morfologicas observadas no estroma
corneano

e Neovascularizacido estromal

Como mostram os resultados, a neovascularizagdo do estroma
perianel ocorreu em 27,3% das cérneas dos animais do G1 e em 13,3% das
corneas do G2. Esta diferenga embora, ndo estatisticamente significativa,
demonstra maior tendéncia da ocorréncia de neovascularizagdo estromal nas

corneas onde foi utilizado o anel classico.

De acordo com Pepper et al, 1996, a neovascularizagdo tecidual
estd relacionada a processos pos-inflamatdrios em fase cicatricial, ou a obstrucgéo

vascular prévia.

A maior inducdo de reagdo inflamatdria observada no grupo de
animais com anel intracorneano de FERRARA" ndo revestido poderia estar

vinculada a maior vasculariza¢gdo observada no mesmo grupo.
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A continuidade do estudo com a pesquisa dos fatores
estimuladores de angiogénese in loco nos animais onde se observou reagdo

inflamatdria poderd esclarecer a etiologia dos neovasos.

e Presenca de células inflamatorias no estroma perianel

Células inflamatdrias (polimorfonucleares, linfécitos, eosinofilos
e histiocitos) foram observadas em 60% do G1 e em 33,3% do G2. Embora a
diferenca entre ambos seja de quase 50%, portanto clinicamente relevante, ndo

houve diferenga na comparacao estatistica.

D’Hermies et al, 1991 que, em estudo experimental com anel
intracorneano segmentado (ISR) de PMMA por meio de exame histopatoldgico
realizado em 51 olhos de coelhos, desenvolveram duas fases principais quanto a
alteracdes histopatoldgicas. Até trés meses desenvolveram inflama¢do moderada
principalmente as células mononucleares e alguns macréfagos. Entre trés e oito
meses de pos-operatorio observaram moderada fibrose ao redor do anel,

preenchendo irregularidades do canal estromal.

A resposta inflamatdria do hospedeiro pode estar relacionada a
presen¢a do anel intraestromal que faria o papel de agente agressor. O influxo de
polimorfonucleares eosindfilos que foram observados em animais do G1 nos
levanta a possibilidade de reacdo inflamatoria por hipersensibilidade tipo II que
pode ser precursora de neovascularizagdo estromal e afilamento da MB que a
torna mais rigida, sendo possivelmente, um dos caminhos para a extrusdo do anel

(Abbas AK, 2005).




iscussao 85

Talvez, os anéis sem revestimento se tornem antigenicamente

mais ativos no estroma da cornea.

e Presenca de células gigantes

H4a uma clara tendéncia da ocorréncia desta alteracdo
morfoldgica (20%) nas corneas cujos anéis de FERRARA® implantados eram

revestidos com condroitin sulfato.

A formagdo de processo inflamatorio cronico com células
gigantes tipo corpo estranho no G2, nos leva a crer que este deflagra uma
resposta inflamatoria com migracdo de macréfagos para o estroma. Estes
interagem com o anel que, por motivo desconhecido, mantém a reacdo
inflamatéria por um tempo a ser determinado. Trata-se de uma reacdo
inflamatoria tipo IV tardia que, associada a proliferacdo de histidcitos, leva a
produc¢do da pseudocdpsula. A pseudocédpsula representa uma adaptacdo do
hospedeiro a um agente agressor (Abbas AK, 2005), podendo ser um mecanismo

que venha a diminuir a reagao antigénica do anel de PMMA cléssico.
e Presenca de histiocitos no estroma perianel

A andlise dos dados referentes a este parametro morfologico
mostra a ocorréncia de histiociotos perianel na maior parte das corneas de ambos

0S grupos.

A presenga dos histiocitos estd relacionada a uma resposta
inflamatoria tipo IV tardia (Abbas AK, 2005), por interacdo do tecido corneano a

presenca do anel.
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e Presenca de pseudocapsula na regido perianel

Foi observada pseudocapsula na grande maioria das corneas de
ambos os grupos, com tendéncia de ocorréncia maior no G2 cujos anéis sio

revestidos com condroitin sulfato.

A pseudocapsula, morfologicamente, significa o aparecimento de
células que adquirem aspecto epitelial e tendem a revestir o anel intraestromal

em toda sua circunferéncia.

Pode representar uma fase posterior a resolu¢do do processo
inflamatorio cronico com diferenciacdo de células epiteliais a partir de células do

estroma.

Twa et al, 2003 observaram, apdés 6 meses do implante de
INTACS® em coelhos, neoformagio de colageno com organiza¢io lamelar
adjacente ao implante e aumento da densidade de ceratdcitos, além de acimulo
de material lipidico saturado e osmofilico intracelular correspondente a
opacificacdo estromal visivel ao exame com lampada de fenda. No presente
estudo, ndo foram observadas alteragdes clinicas semelhantes aquelas do estudo

de Twa et al.

Ali6 et al, 2004, implantaram em 11 olhos (cinco pacientes)
implantes intracornenos de hidrogel, um material permeavel aos metabolitos
corneanos e agua, com a finalidade de corre¢do de hipermetropia. Aos 30 dias de
poOs-operatdrio ocorreu opacidade ao redor do implante e a microscopia confocal

mostrou imagens compativeis com aspecto morfoldgico de células epiteliais em
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40% dos olhos. A histopatologia de membrana que recobria dois dos implantes
mostrou a presenca de células epiteliais, ativagdo dos ceratdcitos do estroma
anterior ¢ uma camada de ceratdcitos apoptoticos na superficie anterior do
implante e células epitelidides atras do implante. O que pode ter ocorrido nestes
casos seria uma reag¢do de hipersensibilidade tipo IV. A rejeicdo imunologica
depende de como o hospedeiro reconhece o material implantado como estranho e
produz antigenos especificos e persistentes, como no caso dos implantes
intracorneanos ¢ ¢ considerado uma adaptacdo do hospedeiro. Isto seria um
estimulo para a migragdo dos macréfagos para a regido do material estranho se
transformando, entdo, em células com aspecto epitelial, chamadas células

epitelidides, causando uma resposta inflamatoria no leito estromal.

Como na pseudocapsula observada no presente experimento ha a
formacdo de células com aspecto de célula epitelial, acredita-se que este achado
de Alio et al, possa ser utilizado para se fazer uma correlagdo quanto ao

mecanismo de formacao desta alteragao.

¢ Membrana de Descemet

Nao foram observadas alteracdes de membrana de Descemet a

microscopia de luz em nenhuma das cérneas de ambos os grupos.

¢ Endotélio

Nao foram observadas altera¢des endoteliais & microscopia de

luz.
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A preservacdo da membrana de Descemet e¢ do endotélio
observados no presente estudo sdo concordantes com as observagdes de Twa et
al, 2001, que observaram a integridade destas estruturas corneanas sem

alteragdes morfoldgicas em estudos experimentais com implante de INTACS®.

5.2.3. Posicao do anel no estroma corneano

Em relagdo a posicdo do anel no estroma corneano foi observado
que, do total de cdrneas implantadas analisadas (n=26), 34,6% estavam na
posicdo 2 (1/3 médio do estroma) e 65,4% na posicdo 3 (1/3 posterior do
estroma). Trés dos anéis do G2 foram implantados invertidos, porém na posicao

3. Dentre os nove anéis implantados na posi¢ao 2, seis eram do G1 .

Lai et al, 2006 observaram, através de OCT (tomografia de
coeréncia Optica), que a avaliagio da profundidade do anel INTACS® pela
lampada de fenda no estroma corneano ndo corresponde bem a medida de
profundidade detectada pelo OCT. A porcéo distal do anel era mais superficial do
que a porcdo proximal comprovada estatisticamente, assim como ficou
demonstrado que, na por¢do mais superficial, o estroma anterior sofre uma maior
compactagdo. Este ultimo fator poderia estar relacionado a maior possibilidade

de complicagdes.
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A ocorréncia maior de anéis mais superficiais no G1 poderia ser
um fator menos favoravel, contudo, no presente estudo, ndo ¢ possivel afirmar

desvantagem pela andlise estatistica dos dados.

Apesar das comparagdes estatisticas na sua quase totalidade ndo
mostrarem diferencas significativas entre as alteracdes clinicas e histopatologicas
observadas nas corneas implantadas com anéis sem revestimento (G1) e com
revestimento com condroitin sulfato (G2), a manuten¢do da paquimetria temporal
no G2, assim como a menor redu¢do do numero de camada de células epiteliais,
menor neovascularizacdo superficial, menor afilamento de membrana basal,
menor extrusdo, menor neovascularizagdo do estroma e menor presenga de
cclulas inflamatorias do grupo implantado com anel revestido por condroitin

sulfato, apontam para vantagens clinicas deste sobre o anel ndo revestido.
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6. Conclusoes




Conclusées 91

No coelho albino, diante dos resultados obtidos nestas condi¢des

experimentais, podemos concluir que:

)

2)

3)

4)

S)

6)

7

8)

Nao houve diferengas nos parametros: hiperemia, secre¢do
edema de cornea e vascularizacio entre os dois tipos de anel

intraestromal;

Houve extrusdo apenas com anel intraestromal sem

revestimento;

Os anéis intraestromais com e sem revestimento
aumentaram a espessura central da cdrnea que ndo diferiu

entre os dois tipos de anel;

Apenas os anéis intraestromais sem revestimento causaram

aumento da espessura temporal da cérnea;

Anéis intraestromais com e sem revestimento levaram a
reducdo do nimero de camadas de células epiteliais que foi

semelhante com os dois tipos de anel;

Degeneracdo hidrdpica, espongiose e afilamento da
membrana basal ocorreram com ambos os tipos de anel de

forma semelhante;

Neovascularizacdo, células inflamatorias, células gigantes,
histidcitos perianel e pseudocapsula ocorrem de forma

semelhante com os dois tipos de anel intraestromal,

Nenhum dos dois tipos de anel intraestromal causou

alteracdes na membrana de Descemet e no endotélio.
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8. Anexos
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Anexo 1 — Parecer da Comissio de Etica em Experimentagio Animal.
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Tabela 1. Resumo descritivo e valores de p referente as comparagdes entre os
olhos por grupo e posicdo em relagdo ao nimero de camadas do

epitélio.
Posicao Grupo Direito . Esquerdo p 5
Lateral 1 6(5;6)(n=11) 5(;6)(n=11) 0,132
2 5@;7) (n=15) 5(6:;5) (m=15) 0,468
Sobre 1 3(3;3)(n=11) 5(5;6) (n=11) 0,003
2 4 3;5) (n=15) 5(6:;5) (m=15) 0,005

(*) Teste de Wilcoxon para amostras dependentes. Resumo em mediana e quartis.
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