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IMPLANTE DA MEMBRANA AMNIOTICA CRIOPRESERVADA EM
ASSOCIAGAO OU NAO COM TRANSPLANTE DE LIMBO NO
TRATAMENTO DE ULCERAS PROFUNDAS DE CORNEA EM CAES

Resumo - Objetivo: avaliar a aplicagcdo clinica do implante da membrana
amnidtica canina criopreservada associada ou nao ao transplante de limbo e do
recobrimento conjuntival 360° no tratamento de Ulceras de cornea profundas.
Métodos: quinze cdes com ulceragio corneal clinica profunda foram alocados
em trés grupos: Gl= recobrimento conjuntival 360° (n=5); Gll= implante no
bordo da ulcera de membrana amni6tica associada ao recobrimento com a
terceira palpebra (n=5) e Glll= implante de membrana amnibtica associado ao
transplante de limbo cérneo-escleral autélogo e ao recobrimento com a terceira
palpebra (n=5). Os parametros clinicos avaliados foram: blefarospasmo,
secregao ocular, vascularizagéo corneal, defeito epitelial, opacificagdo corneal
e qualidade cicatricial em seis momentos (inicial, 1, 3, 7, 15 e 30 dias de
posoperatério). Resultados: no GIl, ndo se observou aderéncia do
recobrimento conjuntival 360° na ulcera (n=2), deiscéncia da sutura do
recobrimento conjuntival (n=2), sinéquia anterior (n=2) e intensa quemose
(n=1). Nos Gll e Glll ndo foram observadas estas complicagdes. Os animais do
Gll e GllIlI apresentaram cicatrizacdo epitelial no M15 e o Gl somente M30
(p<0,05). Com relagdo aos outros parametros oftalmicos, a diferenca foi
significante entre momentos inicial e final no mesmo grupo (blefarospasmo,
secregao ocular, vascularizagéo). A cicatriz corneal apresentou-se de maneira
mais intensa, densa e desorganizada no Gl. Conclusao: o implante da
membrana amnioética associada ou n&o ao transplante de limbo demonstrou ser
mais eficaz no tratamento de Ulceras profunda de cérnea, quando comparado

ao recobrimento conjuntival 360°.
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13

TRANSPLANTATION OF CRYOPRESERVED AMNIOTIC MEMBRANE OR
NOT IN ASSOCIATION WITH TRANSPLANTATION OF LIMBO IN DEEP
CORNEAL ULCERS IN DOGS

Abstract - Purpose: to evaluate the clinical application of implant of the canine
cryopreserved amniotic membrane (DMEM plus DMSO 1:1) with or without
limbal transplantation and 360° conjunctival flap in the treatment of progressive
corneal ulceration. Methods: 15 dogs of the different breeds, males and
females, aging four months to four years old with deep corneal ulceration and
different clinical progression were divided in two groups: GI=360° conjunctival
graft (n=5); Gll=implant of amniotic membrane, sutured at the edge of the ulcer
with epithelial side facing up, associated with the third eyelid flap (n=5) and
Glll=implant of amniotic membrane associated with the transplantation of
autologous limbal corneal-scleral and covering with the third eyelid flap (n=5).
The comparative analysis between groups was: complications of the technique
used, blepharospasm, ocular secretion, corneal vascularization, epithelial defect
and corneal opacification in six moments (first emergency care, surgery and 3,
7, 15 and 30 days of postoperative). It was used a score scale for subjective
quantified of the ocular signs. Results: in Gl, it was observed the non-
adherence of the conjunctival graft to the ulcer (n=2), dehiscence of the suture
(n=2), anterior synechia (n=2) and intense chemosis (n=1). In GIl and GllII, it
was not observed these complications. Gll and Glll showed epithelial healing in
M15 and Gl only M30 (p<0,05). The other ophthalmic parameters, the
difference was significant between initial and final in the same group
(blepharospasm, ocular discharge, vascularization). The corneal scar presented
in a more intense, dense and disorganized in Gl. Conclusions: According
to the clinical results, the cryopreserved amniotic membrane implant or not in
association with transplantation of limbo showed to be more effective in the

treatment of deep corneal ulcers compared to the 360° conjunctival flap.
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I INTRODUCAO

A cérnea é o componente refrativo mais poderoso dos olhos dos animais
domésticos. Sua transparéncia é resultante da auséncia de vasos e células
sanguineas, auséncia de pigmentos, epitélio com superficie ndo queratinizada,
superficie Optica lisa conferida pelo filme lacrimal, organizacdo em malha das
fibrilas de colageno de didmetro e espaco uniforme que elimina a dispersédo da
luz por interferéncia destrutiva e controle do conteudo aquoso pela barreira
epitelial e pela bomba endotelial (SLATTER; DIETRICH, 2007). Boa parte
dessas propriedades conferidas a cornea é mantida através de uma renovacao
epitelial continua suportada pelas células tronco localizadas no limbo e pela
alta resisténcia das juncdes intercelulares epiteliais (AGRAWAL; TSAIl, 2003;
LU et al., 2001).

A ceratite ulcerativa é uma das afecc¢des oftalmicas mais comuns em
cades devido a localizacdo externa e exposta da coérnea sujeita a traumas
(GELATT, 2003; SLATTER, 2005). Geralmente, ulceras de cérnea superficiais
resolvem-se rapidamente, sem complicagdes. A reparacao deste tipo de lesao
envolve respostas epiteliais de migragdo, promovendo minima cicatriz
(MILLER, 2001; PONTES et al., 2011). Entretanto, ulceras profundas
acometendo o estroma requerem respostas celulares complexas (proliferacao,
diferenciagdo, migracdo, apoptose e comunicacao intercelular) (KLENKLER;
SHEARDOWN, 2004; PONTES et al.,, 2011). Nesses caso0s, O processo
cicatricial pode promover perda da transparéncia local e déficit visual. Além
disso, sem a manutencao do ambiente bioldgico propicio para a cicatrizagao,
todas as ulceras tém progressao potencial para perfuracdo de cérnea podendo
levar ao prolapso de iris, endoftalmite e Pthisis bulbi (GELATT, 2003;
SLATTER, 2005).

Assim, a classificagdo clinica mais importante das ulceras de cérnea
leva em consideracao a profundidade do tecido atingido, sendo caracterizada

por: ulceracao superficial, ulceragcio superficial persistente, ulceragéo profunda,
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ulceragdo profunda progressiva e descemetocele (MILLER, 2001). As
condutas sao indicadas de acordo com a apresentacao da lesdo, podendo ser
clinicas (uUlceras superficiais), cirargicas ou associadas (principalmente em
Ulceras profundas, na descemetocele e nas perfuradas) (GELATT, 2003;
SLATTER, 2005).

Com isso, o tratamento ideal além de promover a cicatrizagéo do tecido,
deve favorecer um ambiente propicio para que as caracteristicas que mantém
a coérnea como estrutura refrativa ndo sejam alteradas, devolvendo a
transparéncia semelhante a observada antes da lesao.

Dentre os tratamentos cirurgicos tradicionais, os recobrimentos
conjuntivais sdo os mais comumente usados. Estes s&o realizados com o
objetivo de reparar a Ulcera e prevenir sua progressao, proteger a superficie da
cérnea durante a reparacdo e retardar a degeneracdo do estroma
(HOLLINGSWORTH, 2003; MILLER, 2001). Além disso, o suprimento vascular
fornecido por tais recobrimentos é benéfico, principalmente, em processos
infecciosos envolvidos (HOLLINGSWORTH, 2003). Porém, tais procedimentos
nao promovem o retorno funcional da cérnea no local da ulcera por reparar o
tecido através de uma cicatrizagéo fibrética. Este fato fica evidenciado pela
perda da transparéncia e, em alguns casos, em déficit visual observado apos o
periodo de remodelacdo do estroma (HOLLINGSWORTH, 2003; SLATTER,;
DIETRICH, 2007).

Alguns estudos foram conduzidos utilizando membranas biolégicas em
alternativa as enxertias tradicionais no tratamento de Ulceras de cérnea
profundas e persistentes. Atualmente, a membrana amniética apresenta-se em
destaque por conferir, além do suporte tecténico, fatores de crescimento (fator
de crescimento epidermal - EGF, fator de crescimento dos hepatécitos - HGF,
fator de crescimento dos ceratécitos - KGF), citocinas (receptor antagonista da
interleucina 1- IL-1ra, interleucina 4 - IL-4, interleucina 10 - IL-10), inibidores de
proteases e estimuladores da epitelizagao (HAO et al., 2000; KOIZUMI et al.,
2000; PENA et al.,, 2007; PONTES et al.,, 2011; YAM et al., 2002;). A

membrana amniética quando suturada com sua face epitelial voltada para
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cima, apresenta denominacdo de implante. Neste caso, por suas
caracteristicas histologicas semelhantes & membrana basal do epitélio corneal
ocorreria a incorporagcédo ao tecido receptor (cérnea) (MELLER et al., 2011;
RAHMAN et al., 2009). Além disso, a membrana amniética pode atuar como
um substrato ideal para o crescimento, desenvolvimento, facilitando a
migracdo, manutengdo das células germinativas e prevenindo apoptose
(ESPANA et al., 2003; PONTES, et al., 2011; SANGWAN et al., 2003; YAM et
al., 2002). Outras caracteristicas conferidas @ membrana amniética s&o a ag¢ao
antiangiogénica e anti-inflamatéria muito importantes na regeneracao da funcao
corneal, minimizando a opacidade cicatricial (ANDRADE et al., 2009; HAO et
al., 2000; MELLER et al., 2011; PONTES et al., 2011; SHIMMURA et al., 2001).

Alguns estudos experimentais com cultivo de células germinativas do
limbo esclero-corneal in vitro utilizam a membrana amni6tica como substrato
para o suporte, migracdo, crescimento e evitando a morte celular, permitindo
assim sua aplicacdo in vivo no tratamento de lesGes corneais (ESPANA et al.,
2003; JANG et al., 2006; MELLER et al., 2002; QU et al., 2009; SANGWAN et
al., 2003). Os transplantes de limbo, de maneira geral, sdo indicados em
pacientes com deficiéncia de células germinativas para restabelecer a
integridade da superficie ocular. O transplante promove, nestes casos, o
retorno do fenétipo normal e fungdo Optica, uma vez que tal recobrimento
representa fonte de células germinativas do epitélio corneal (BRUNELLI et al.,
2007; MELLER et al., 2002; NISHIWAKI-DANTAS et al., 2001; RYMER, 2000;
RYMER et al.,, 2002). A associacdo da técnica com a membrana amnibtica
pode representar uma alternativa as técnicas de cultivo celular sendo
clinicamente aplicavel e com o potencial de promover uma regeneragdo do
tecido corneal sem cicatriz.

Ha caréncia de estudos clinicos utilizando a membrana amnibtica
associada ou nao ao transplante de limbo em casos de Ulcera de cérnea
profunda em caes com intuito de se obter o retorno do fenétipo corneal préximo
do normal. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a

aplicagdo clinica do implante com membrana amniética isolado ou associado
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ao transplante de limbo esclero-corneal autélogo contra-lateral em Ulceras
profundas de cérnea em comparagdo com a técnica de recobrimento

conjuntival 360°.
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Il REVISAO DA LITERATURA

Il.I Aspectos anatomofisioldgicos da superficie ocular e filme lacrimal

A cornea, em conjunto com a esclera, compde a tunica fibrosa do bulbo do
olho sendo a regi&do de transicéo entre elas, denominada limbo. S&o atribuidos,
basicamente, duas fun¢cbes a coérnea: uma barreira mecanica protegendo
estruturas intraoculares e 6ptica permitindo a refracado da luz até a retina para
formacao da imagem (GELATT, 2003; SLATTER, 2005).

A cornea é o componente refrativo mais poderoso dos olhos dos animais
domésticos. Sua claridade e transparéncia sdo resultantes da auséncia de
vasos e células sanguineas, auséncia de pigmentos, epitélio com superficie
nao queratinizada, superficie Optica lisa conferida pelo filme lacrimal,
organizagdo em malha das fibrilas de colageno de didmetro e espago uniforme
que elimina a dispersdo da luz por interferéncia destrutiva e controle do
conteudo aquoso (SLATTER; DIETRICH, 2007). Segundo Slatter e Dietrich
(2007), a cornea canina apresenta cinco camadas: filme lacrimal pré-corneal,
epitélio e membrana basal, estroma, membrana de Descemet e endotélio. A
espessura da coérnea central no cdo é de 0, 558 + 0, 076 mm e a periférica
dorsal é 0, 617 £ 0, 073 mm, do que se conclui que a mesma é mais delgada
na por¢ao axial e mais espessa na periferia (GELATT, 2003).

A estrutura do filme lacrimal pré-corneal atualmente vem sendo motivo de
muitas pesquisas (MURUBE, 2011). Anteriormente, o filme lacrimal era descrito
como um fluido trilaminar complexo dividido em partes lipidica, aquosa e
mucosa. Porém, estudos da década de 90 sugerem uma revisdo da teoria, uma
vez que ndo existem argumentos cientificos que sustentem a presenca
separada das trés camadas de forma laminar (CHEN, 1997). A estrutura do
filme lacrimal passou a ser considerada como composta por duas camadas:
uma fina camada lipidica superficial e uma camada mais interna e espessa

mucoaquosa apresentando-se mais concentrada em diregdo ao epitélio
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(CHEN, 1997; FONSECA et al., 2010). Mas, o conceito ainda gera discusséao,
onde alguns autores consideram quatro camadas (lipidica, seroaquosa anterior,
posterior e mucoide) ou cinco camadas (adiciona-se a lipidica anterior ou
apolar e lipidica posterior ou polar) (MURUBE, 2011).

Cher (2012) propde, desde 2007, uma nova expressdo denominada
“dacruon” ou “dracryon” para caracterizar o conjunto de fluidos que preenche o
compartimento da superficie ocular. Sua estrutura seria de um filme lipidico
selante e de uma camada mucoaquosa isolada da superficie atmosférica o
que, conceitualmente, coloca o saco da superficie ocular (saco conjuntival)
como um compartimento. O saco conjuntival e seu revestimento e o epitélio da
cérnea sdo denominados como nucleo da superficie ocular. Com isso, a
definicdo de superficie ocular incluiu cérnea, conjuntiva, glandulas lacrimais e
estruturas palpebrais. Outras derivagdes importantes sdo o conceito de
unidade funcional lacrimal e do sistema da superficie ocular. A unidade
funcional lacrimal compreende o sistema lacrimal, a superficie ocular com suas
glandulas acessorias e suas interconexdes nervosas que s&o responsaveis de
forma integrada pela manutencédo da lagrima, protecdo da transparéncia da
cérnea e da saude da superficie ocular. Este conceito de unidade funcional
integrada facilita a explicacdo de muitas doencas da superficie ocular. E o
sistema da superficie ocular consiste no epitélio continuo observado em
ductos, acinar das glandulas lacrimais, das glandulas de Meibédmio e o sistema
nasolacrimal (CHER, 2012).

Independente do nome (filme lacrimal precorneal ou “dacruon”), as fun¢des
de seus componentes sdo mantidas. Sua camada lipidica externa é formada
por lipideos apolares superficiais (ésteres, colesterol e ftriglicerideos) e por
lipideos polares posteriores (glicolipideos, acidos graxos livres, fosfolipideos).
Este filme é principalmente produzido pelas glandulas tarsais sebaceas com
funcdo de aumentar a tenséo superficial da lagrima, limitando a evaporacao
precoce da camada seroaquosa ou mucoaquosa e selando o compartimento da
superficie ocular (CHEN, 1997; CHER, 2012; GELATT, 2003; MURUBE, 2011;
SLATTER; DIETRICH, 2007).
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A parte seroaquosa ou mucoaquosa da lagrima €& secretada pelas
glandulas lacrimais principal, acesséria e glandula da terceira palpebra. Além
da agua, esta camada contém eletrélitos, glicose, ureia, glicoproteinas e
proteinas, incluindo imunoglobulina A e G, albumina, beta-lisina, lisozima e
lactoferrina (GELATT, 2003; MURUBE, 2011; SLATTER; DIETRICH, 2007).
Adicionalmente, apresenta em sua composi¢gdo, mucina secretada pelas
células caliciformes conjuntivais. Proximo ao selante lipidico, o muco esta
diluido concentrando-se em dire¢do a cérnea, chegando a formar, neste local,
um gel mucinoso (CHEN, 1997; CHER, 2012).

A mucina (glicoproteina soluvel) derivada de células caliciformes
conjuntivais, € intimamente ligada as (glicoproteinas transmembranas
expressas pelas células apicais da superficie ocular (glicocalice). Assim,
realizam a ancoragem da base da camada mucoaquosa as microvilosidades da
superficie ocular (cérnea e conjuntiva) (CHEN, 1997; CHER, 2012). Esta
complexa ancoragem também denominada de complexo “dacruon”/ superficie.
Aos tornam fisicamente unidas sendo conceitualmente incorporada como parte
do bulbo do olho ao invés de uma interface simples como antigamente descrita
(CHER, 2012).

As fungbes das camadas seroaquosa e mucosa ou, simplesmente,
mucoaquosa sao: limpar o material estranho do saco conjuntival, contribuir
para a defesa fisica e quimica da superficie ocular, lubrificar a passagem das
palpebras e terceira palpebra sobre o epitélio e conjuntiva, servir como meio
para passagem de nutrientes, oxigénio, células inflamatérias, substancias
bactericidas, fatores de crescimento e imunoglobulinas. Em associagéo, sua
interacdo estrita com o glicocalice do epitélio corneal atenua
microirregularidades da  superficie assegurando a manutencdo da
transparéncia e criando uma superficie refrativa importante (CHEN, 1997;
CHER, 2012; GELATT, 2003; MURUBE, 2011; SLATTER; DIETRICH, 2007).

O epitélio corneal é do tipo pavimentoso estratificado ndo queratinizado,
uniforme sendo composto de seis a oito camadas celulares que se renovam a

cada sete a dez dias, gracas a um ciclo biolégico de morte celular programada



24

chamado de apoptose. Ele é altamente inervado por nervos sensoriais, sendo
um dos tecidos mais sensiveis do organismo, servindo como fungéo protetora
(DELMONTE; KIM, 2011). Os nervos ciliares longos (derivados da divisdo
oftalmica do nervo trigémeo) ramificam-se dentro do estroma anterior e do
epitélio, onde as terminagbes nervosas ficam desmielinizadas. A densa
inervagédo além de causar intensa dor em lesdes superficiais, também deflagra
o reflexo do axbnio quando estimulados, resultando em miose, hiperemia
ocular, lacrimejamento e blefarospasmo (SLATTER; DIETRICH, 2007).
Apresenta padrao basico de células superficiais escamosas, células aladas e
células epiteliais basais aderidas a membrana basal por hemidesmossomos
(DELMONTE; KIM, 2011; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; SLATTER, 2005). A
membrana basal secretada pelas células basais € composta por colageno tipo
IV, laminina, proteoglicanos e heparina (DELMONTE; KIM, 2011).

Com a divisdo das células basais, as “células-filhas” sdo forgcadas em
direcdo a superficie, tornando-se achatadas como células aladas e perdendo,
gradualmente, suas organelas, diferenciando-se em células superficiais
escamosas (SLATTER, 2005). A presenca de microvilosidades cobertas por
glicocdlice nas células superficiais escamosas, além de promover a aderéncia
da mucina ao epitélio, aumenta a superficie de contato entre as mesmas. As
células epiteliais apresentam complexos juncionais intercelulares firmes com
funcéo de barreira impedindo a entrada de fluido e agentes infecciosos do meio
(DELMONTE; KIM, 2011).

As células-tronco epiteliais encontradas no limbo basal s&o responsaveis
pela substituicdo e regeneracgéo teciduais. Sao indispensaveis a manutengao
da integridade da superficie corneal, promovendo sua renovagdo em condi¢des
normais e a reepitelizagdo em processos reparatérios (DANIELS et al., 2001;
RYMER, 2000). As unicas células epiteliais corneais com capacidade
mitogénica sdo as células-tronco, basais e as amplificadoras transitoria. Estas
células sdo resultado da divisdo das células tronco do limbo onde, a medida

que ocorre a migragdo no sentido axial da cérnea, apresentam a diferenciagao.
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Sua capacidade de divisdo é limitada e normalmente se diferenciam em células
basais (DANIELS et al., 2001; DELMONTE; KIM, 2011).

O estroma representa 90% da espessura da cornea e é formado por
ceratdcitos, fibroblastos, matriz de proteoglicanos e glicosaminoglicanos, e por
lamelas de fibras de colageno do tipo | e V (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).
O estroma difere de outros colagenos teciduais por sua transparéncia,
resultado da organizagéo precisa das fibras do estroma e matriz extacelular
(DELMONTE; KIM, 2011). O colageno é disposto em feixes paralelos
chamados de fibrilas, envoltas em camadas ou lamelas uniformemente
dispostas. O espagamento perfeito entre as fibrilas de colageno é determinado
pela disposicdo ao seu redor de proteoglicanos especializados (queratan e
dermatan sulfatos) e pelo grau de hidratacdo da cérnea. A ruptura no arranjo
regular das lamelas ou alteracbes quanto ao tipo de colageno induzirdo a
opacidade e perda de transparéncia da cérnea (SLATTER; DIETRICH, 2007).

Os ceratécitos s&o as principais células envolvidas na manutengéo da
matriz extracelular (SLATTER; DIETRICH, 2007). Est&o localizados no estroma
anterior e contém proteinas celulares sollveis cristalinas que minimizam a
dispersdo da luz mantendo a transparéncia do estroma (DELMONTE; KIM,
2011). Apresentam a capacidade de sintetizar colageno, glicosaminoglicanos,
metaloproteinases e mucoproteinas cruciais na homeostase do estroma
(SLATTER; DIETRICH, 2007). Quando ativados, apés uma lesdo, tém a
capacidade de se diferenciar em fibroblastos, produzindo matriz extracelular
provisoéria e colageno imaturo ndo transparente. No processo de diferenciagao,
também ocorre a substituicdo das proteinas cristalinas, contribuindo para a
opacidade (DELMONTE; KIM, 2011) O periodo de substituicdo do colageno
pode se estender por anos (SLATTER; DIETRICH, 2007).

A membrana de Descemet € a membrana basal do endotélio composta por
finas fibrilas de colageno com propriedades elasticas (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004). Esta elasticidade promove a exposicdo da membrana de
Descemet em feridas corneais profundas com perda total do estroma. Na

macroscopia, a descemetocele apresenta-se escura em reflexo ao conteudo
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ocular, porém transparente, salientada para fora no centro, ndo se corando
com a fluoresceina por ser lipofilico, ao contrario do estroma. Essas lesdes
sinalizam o rompimento iminente da cérnea. Pequenos defeitos produzidos por
feridas penetrantes podem ser preenchidos por nova membrana secretada
pelas células endoteliais, porém, em defeitos extensos, isto ndo ocorre
(SLATTER, 2005).

O endotélio € uma monocamada com aspecto semelhante a um mosaico
de “favos de mel” revestindo a cadmara anterior. Sua adesao a membrana de
Descemet é realizada por hemidesmossomas. (GELATT, 2003; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004; SLATTER, 2005). Apresenta extensas interdigitacbes
laterais entre as células adjacentes com junc¢des tipo “gap” e “tight” contendo
numerosas bombas de sbédio-potassio ATPase. As jungdes criam uma barreira
endotelial semipermedvel responsavel pela manutencdo de um estroma
hiposmético e relativamente desidratado (DELMONTE; KIM, 2011). Em razao
da alta atividade metabdlica, células endoteliais contém numerosas
mitocéndrias e reticulo endoplasmatico liso e rugoso abundante. Apresenta
capacidade minima de replicacdo dependendo da idade e espécie. Com a
perda de células, as adjacentes migram e assumem sua funcdo (SLATTER;
DIETRICH, 2007). Mas esta capacidade é limitada até uma certa densidade
celular endotelial (por volta de 500 células/mm?) sem causar edema
(DELMONTE; KIM, 2011).

A entrada de agua na cérnea ocorre sob influéncia da pressao intra-ocular,
da osmolaridade tecidual, do carater hidrofilico do colageno e dos
mucopolissacarideos do estroma (GELATT, 2003; SLATTER, 2005). A barreira
epitelial impede a entrada de agua na cérnea devido aos complexos juncionais
intercelulares firmes. A barreira endotelial, devido a grande quantidade de
bombas de sédio-potassio ATPase, mantém, de forma ativa, o egresso de
eletrélitos do estroma, deixando-o hiposmaético. Neste caso, ocorre a saida de
agua do estroma corneal para o humor aquoso hiperosmoético, contra a
influéncia da pressao intra-ocular (DELMONTE; KIM, 2011). O estado corneal

de desidratagcdo relativa é importante para manutencdo da transparéncia da
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cérnea. Quando o conteludo de agua aumenta, ocorre separagdo da malha de
colageno estromal, causando opacidade pela dispersdo da luz (AGRAWAL,;
TSAIl, 2003). Isso pode ocorrer pelo aumento da pressdo intra-ocular, nos
casos de glaucoma, lesdo endotelial e lesdes epiteliais (GELATT, 2003;
SLATTER, 2005).

O metabolismo da glicose é a fonte mais importante de energia para as
camadas da cérnea. Sdo metabolizados 2/3 de glicose pela via Embden-
Meyerhof produzindo piruvato, seguida pelo ciclo de Krebs na presenca de
oxigénio; e 1/3 pelo desvio hexose-monofosfato. O endotélio recebe a maior
parte do seu oxigénio do humor aquoso, ao passo que as outras camadas
corneais recebem principalmente da atmosfera através do filme lacrimal pré-

corneal, dos capilares do limbo e conjuntiva (SLATTER, 2005).

IL1l Cicatrizagao corneal

A cicatrizacdo na cérnea ocorre de maneira variada na dependéncia da
profundidade do tecido atingido e do tipo de lesdo envolvida (PONTES et al.,
2011). Geralmente, danos superficiais a cérnea cicatrizam de forma simples,
deixando pouca ou nenhuma cicatriz permanente, com resolu¢ao envolvendo,
principalmente, respostas epiteliais. Ferimentos profundos, atingindo o
estroma, requerem respostas e interagbes celulares complexas do epitélio e
dos ceratinécitos. Normalmente, Ulceras profundas promovem cicatrizagao
fibrosa evoluindo para opacidade permanente local (DELMONTE; KIM, 2011;
MILLER, 2001).

Il.Il.I Cicatrizag&o epitelial

O epitélio corneal apresenta grande capacidade de regeneragéo que se da
por uma sequéncia sistematizada de eventos (SLATTER, 2005). Em uma lesao
epitelial com a manutencdo de sua membrana basal, as células epiteliais
adjacentes podem utiliza-la para sua adesdo ao estroma (PONTES et al.,
2011). Assim, a cicatrizagéo epitelial pode ser dividida em trés fases: migragao,
proliferacao e adeséo epitelial (AGRAWAL; TSAI, 2003; LU et al., 2001).
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Imediatamente apés a leséo, existe um periodo curto de laténcia onde as
células epiteliais preparam-se para a migracdo. Neste momento, ocorre uma
reorganizacao celular, uma grande sintese proteica envolvendo proteinas do
citoesqueleto, fibrina, fibronectina, fibrinogénio e a expressao de receptores na
superficie celular (LU et al., 2001; PONTES et al., 2011). Para a clivagem das
proteinas da matriz, sdo secretadas proteinases, como a plasmina, pelas
células epiteliais. Assim, as integrinas de ades&do das células basais a
membrana dissociam-se dos hemidesmossomos e s&o distribuidas em toda a
superficie celular (AGRAWAL; TSAIl, 2003). Posteriormente, servirdo de
receptores para laminina, fibronectina e alguns colagenos da matriz
extracelular durante a migragéo celular. Leucécitos polimorfonucleares chegam
até a area através do filme lacrimal e realizam o debridamento dos restos
celulares e da membrana basal (PONTES et al., 2011). As proteases do filme
lacrimal, do epitélio e dos neutréfilos promovem a degradacao de componentes
da membrana basal expondo a lamina densa, induzindo a expressdo de
integrinas para a migracéao epitelial (AGRAWAL; TSAI, 2003).

Células circunjacentes a margem da leséo estao reorganizadas, tornam-se
achatadas, emitem prolongamentos digitiformes (filopédios) e iniciam a
migracdo (LU et al., 2001). Existem indicios que a re-epitelizagdo ndo ocorra
em uma camada de cada vez. Foram observados prolongamentos em células
suprabasais em contato com a membrana basal, indicando uma migracédo em
multiplas camadas. Além disso, compreende-se que exista um gradiente de
células de direcdes opostas que se encontram no centro da ferida. Apos cinco
horas de lesdo, as células migram em uma constante de 60 - 80um/h até o
recobrimento total da area. Através da sintese de uma complexa matriz de
fibras de “stress” ricas em actina, o processo de migracdo pode ser realizado
(AGRAWAL; TSAI, 2003).

Apds 24 — 30h, mitoses comecam a restaurar a populacédo de células
epiteliais (DELMONTE; KIM, 2011). A proliferagdo celular ocorre por uma
resposta compartilhada da periferia da lesdo, por células basais, células

amplificadoras transitérias e células tronco do limbo. As células do epitélio na
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lideranga da migragédo nao realizam mitose. Para um rapido restabelecimento
da camada epitelial, trés estratégias de expansio da populagéo celular podem
ser adotadas. Até 50% das células tronco do limbo podem ser induzidas a
proliferar em ciclos celulares rapidos gerando mais células amplificadoras
transitérias. Células amplificadoras transitérias jovens da periferia estimuladas
a exercer o maximo de seu potencial de replicacdo gerando mais células
maduras. Finalmente, aumentando a eficiéncia da replicacdo celular das
células amplificadoras transitéria encurtando o tempo do ciclo celular. Assim,
ocorre uma grande produgdo de células poés-mitose terminalmente
diferenciadas. Toda a proliferacao e diferenciacdo celular neste ponto seguem,
similarmente, o processo de renovagdo celular continua que mantém a
homeostase corneal (AGRAWAL; TSAI, 2003).

Durante a migracao epitelial, a membrana basal sofre remodelagdo com
deposicao de colageno e laminina, anteriormente degradados. Este processo
também serve de andaime para a movimentagéo epitelial e regula o processo
de proliferagcao, diferenciacdo e adesao celulares (AGRAWAL; TSAI, 2003;
SAIKA et al., 2002). O restabelecimento da membrana basal coincide com a
formagédo de moléculas de adesdo (AGRAWAL; TSAIl, 2003). A laminina-5
secretada por células epiteliais migratérias, liga-se a moléculas de
plasminogénio. Posteriormente, ocorre a acéo pelo ativador de plasminogénio
tecidual, clivando uma subunidade da laminina, promovendo a adesao por
hemidesmossomas e impedindo a mobilidade celular (AGRAWAL; TSAI, 2003;
SAIKA et al., 2002).

Pequenas lesdes epiteliais podem ser reparadas rapidamente nas
primeiras 24 horas, pela simples migra¢ao celular. Uma vez que as células
reparam o defeito, elas restabelecem mecanismos de adesdo e ocorre intensa
atividade mitética com reconstrugcéo epitelial em multiplas camadas. Uma vez
recoberta a area lesada, a migracao celular cessa e a resposta mit6tica diminui
consideravelmente. Uma cérnea totalmente desnuda pode ser reepitelizada em
um periodo entre quatro e sete dias (GELATT, 2003; SLATTER, 2005).
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IL.ILII Cicatrizag&o estromal

Defeitos estromais superficiais sdo preenchidos por faces epiteliais com o
deslizamento epitelial sobre o defeito. Assim, ocorrem mitoses e o defeito &
preenchido com células epiteliais. Em defeitos profundos, observa-se uma
deposicao de fibrose preenchendo e selando as feridas, mas com uma pobre
regeneracédo fenotipica tecidual. Feridas estromais descomplicadas sofrem
cicatrizagdo avascular fibrética mas, em lesbes crénicas, infectadas e/ou
destrutivas, podem promover estimulo a angiogenese e a cicatrizagao
fibrovascular ocorre como em outros lugares do corpo (GELATT, 2003;
MILLER, 2001; SLATTER, 2005).

Pode-se dividir a cicatrizacdo avascular fibrética em trés fases:
inflamatodria, de cicatrizagdo ativa e de remodelagcdo. Estas fases ndo séo
temporalmente divididas, acontecendo, muitas vezes, de forma sobreposta.
Semelhante ao processo de cicatrizacdo de feridas na pele, o reparo estromal
envolve uma complexa interagdo de citocinas, fatores de crescimento e
quimiocininas para a dindmica de sinalizag¢éo intercelular. Esta pode ocorrer
entre epitélio-estroma, células inflamatérias-estroma, humor aquoso-estroma
ou por mecanotransducgdes estromais (FINI; STRAMER, 2005).

A fase inflamatéria inicia-se logo apés a injuria, onde células danificadas e
células residentes secretam citocinas e fatores de crescimento na lesdo. A
ativacdo destas moléculas promove mudancas morfoldgicas nas células
envolvidas no processo (PONTES et al., 2011). Os ceratocitos de dentro e da
margem adjacente da ferida sofrem apoptose criando uma zona acelular (FINI;
STRAMER, 2005). O processo segue com a chegada de células inflamatorias,
primeiramente os neutréfilos, seguido dos macréfagos na tentativa de combater
0 acesso de agentes infecciosos, degradar e remover o tecido danificado.
Proteases, colagenases e metaloproteinases expressas na lagrima, por
ceratocitos e pelo epitélio corneal também auxiliam este processo (DAWSON,
2010). Os neutréfilos e macréfagos também sdo capazes de expressar
citocinas e fatores de crescimento, amplificando a resposta de reparo e a
angiogénese (DAWSON, 2010; PONTES et al., 2011). Células linfoides
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chegam a leséo, liberam fatores de crescimento e mediadores inflamatérios na
tentativa de minimizar a fibrose do tecido. A resposta inflamatoria
descontrolada, normalmente, amplifica a cascata de eventos, resultando em
adicional proliferagdo e migracéo de ceratdcitos e diferenciagdo de ceratocitos
para um dos varios fenotipos de reparacéo fibréticas, incluindo a fase de
miofibroblastico. Assim, a inflamag&o tem consequéncias positivas e negativas
de prevencdo da infeccdo e amplificando a resposta reparacéo fibrética,
respectivamente (DAWSON, 2010).

Durante a fase de cicatrizagdo ativa ocorre a ativagao, proliferacdo e a
migracao de ceratdcitos sobreviventes para reconstituir a celularidade da lesao
(DAWSON, 2010). A ativagdo dos ceratdcitos promove aumento celular e de
suas organelas diferenciando-se, morfologicamente, a semelhangca de
fibroblastos (PONTES et al.,, 2011; WATSKY et al.,, 2010). O processo de
diferenciacao completa-se com a sua chegada no local de lesdo, expressando
moléculas do citoesqueleto, codificando os genes de reparagédo de
componentes da matriz extracelular (fibronectina, metaloproteinases e
integrinas) e perdendo proteinas cristalinas (FINI; STRAMER, 2005; WATSKY
et al.,, 2010). Fibroblastos ativados sintetizam e depositam uma matriz
proviséria de fibronectina, moléculas de preenchimento (acido hialurénico e
moléculas da matriz extracelular de sinalizagdo (tenascina). Posteriormente, a
matriz extracelular proviséria é substituida por colageno tipo lll e, por fim, por
colageno tipo | e proteoglicanos sulfatados, promovendo uma matriz
extracelular fibrética madura (DAWSON, 2010). Préximo a superficie epitelial
lesada, promovem a deposi¢gdo da membrana basal para seguir a cicatrizagao
epitelial. Com a progressao da cicatrizagdo, alguns fibroblastos podem se
diferenciar, assumindo caracteristicas de miofibroblastos (células maiores, com
maior expressao de fibras de actina de estresse e de moléculas novas de a
actina de musculo liso insoluveis e opacas) (DAWSON, 2010; FINI; STRAMER,
2005; WATSKY et al., 2010). Os miofibroblastos sdo promotores de cicatriz
com fenotipo fibrotico caracterizada por deposigéo exagerada e desorganizada

de matriz de reparacgéo, hipercelularidade significativa e por contracdo extensa
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do tecido. Na cornea, os miofibroblastos estdo associados com tecido de
reparagdo opaco. As variagdes na proporcdo de células de reparagao
(fibroblastos ou miofibroblastos) determinam o resultado clinico final. Estas séo
influenciadas pelo grau e a duragdo do ambiente de citocinas promotoras da
diferenciacdo dessas células (DAWSON, 2010; FINI; STRAMER, 2005).

A fase de remodelacdo do tecido permite uma oportunidade para a
melhora na qualidade da regeneracédo podendo, assim, resultar no retorno da
transparéncia corneal (FINI; STRAMER, 2005). Durante esta fase (seis meses
a quatro anos) ocorre uma diminuigdo na celularidade préximo ao normal. As
células de reparacdo (fibroblastos e miofibroblastos) também retornam ao
fendtipo n&o fibrético (ceratdcito) perdendo fibrilas de actina de estresse e
moléculas insoluveis. Aos poucos, ocorre a reorganizacdo da matriz
extracelular tornando-se mais madura, ordenada, regular e com maior
deposicao de fibras de colageno tipo | de didmetro maior. Além disso, o acido
hialurénico provisério é substituido por proteoglicanos sulfatados ajudando no
espacamento paralelo das fibras de colageno (DAWSON, 2010). Durante o
periodo de remodelacgéo, a taxa de renovagéo do colageno € muito maior que a
normal. Os membros da familia das metaloproteinases da matriz sdo os
principais mediadores envolvidos no processo (DELMONTE; KIM, 2011;
OLLIVIER et al., 2007; PONTES et al., 2011).

Em lesbes corneais crénicas causadas por agentes quimicos e
infecciosos ha um processo inflamatério exagerado com expressao de citocinas
pré-angiogenicas. A vascularizacdo do estroma, ao chegar ao leito da Ulcera,
permite o extravasamento de plasma com formagdo de um coagulo.
Posteriormente, plaquetas, ao chegarem, a lesdo degranulam liberando fatores
de crescimento (grande quantidade de fator de crescimento derivado de
plaguetas e pequena quantidade de fator de crescimento transformador ().
Inicia-se uma resposta fibrovascular, como ocorre na cicatrizagdo dos tecidos
vascularizados como pele e conjuntiva. Assim, ha a formacéo de um tecido de
granulagédo caracterizado por um maior infiltrado celular inflamatorio

(neutrofilos, macréfagos e linfécitos), densa deposicdo de matriz extracelular,
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maior quantidade de fibroblastos/miofibroblastos e vasos neoformados
exsudativos. As fases do processo cicatricial vascular sdo as mesmas de uma
cicatrizacado avascular. Macroscopicamente, tem aspecto réseo granuloso e
sangra com facilidade. Da mesma forma, a epitelizagdo ocorre sobre a matriz
extracelular neoformada. Por fim, o processo leva a deposi¢cao de uma cicatriz
fibrovascular de caracteristica mais opaca e com remodelagao mais dificil do
que a cicatrizagéo fibrosa avascular (DAWSON, 2010; SLATTER; DIETRICH,
2007).

ILLILIII Citocinas e fatores de crescimento na cicatrizagdo corneal

Como nao existem vasos no epitélio da cérnea, o mecanismo de
cicatrizacdo é conduzido pela acdo combinada de mediadores inflamatorios e
de fatores do crescimento gerados posteriormente a injuria. Dentre os fatores
de crescimento, apontam-se o fator de crescimento epidermal (EGF), fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformador
beta (TGFR), fator de crescimento de ceratindcitos (KGF); além de
neurotropinas (exemplo: fator de crescimento neuronal - NGF), interleucinas
(IL-1) e o fator de necrose tumoral alfa (TNFa) (IMANISHI et al., 2000;
KLENKLER; SHEARDOWN, 2004; REINACH; POKORNY, 2008). Fatores de
crescimento sdo produzidos constantemente por células da cérnea e a
presenca no filme lacrimal e no humor aquoso s&o essenciais para a
manutencao e renovacao natural da cornea, assim como previnir reacoes
imunes ou angiogénicas indesejaveis. Desequilibrios na complexa interacao
entre essas substancias podem levar a alteragbes oculares incluindo edema e
angiogénese. Tais fatores podem ser alvo da terapia oftalmica, através da
aplicagdo exdégena ou inibicdo seletiva, podendo ser usado para extrair
respostas celulares especificas diante de determinados materiais oftalmicos.
(KLENKLER; SHEARDOWN, 2004).

O EGF esta presente na lagrima sendo principalmente produzido pelas
glandulas lacrimais e células do epitélio corneal. Entre as suas fun¢des, citam-

se a participacao na renovacao, proliferacdo e migracao das células epiteliais.
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Ha baixa concentragdo de receptores na superficie dos ceratécitos estromais
apresentando algum efeito na diferenciacdo e migragéo celular. A ativacéo de
seu receptor induz a produgcdo de moléculas da matriz extracelular
(fibronectina, acido hialurbnico) e rearranjo da actina do citoesqueleto para a
motilidade celular. Grande quantidade de receptores € encontrada em células
epiteliais do limbo. Sua poténcia mitogénica é dependente do intervalo de
concentragdo especifica, ao passo que esta propriedade é suprimida pela
inibicdo por contacto, em concentragbes mais elevadas. Em concentragdes
adequadas, o EGF inibe a diferenciagdo terminais das células epiteliais
promovendo aumento na taxa de proliferacdo (IMANISHI et al., 2000;
KLENKLER; SHEARDOWN, 2004; REINACH; POKORNY, 2008; YU et al.,
2010).

O PDGF ¢ liberado ou secretado por diferentes tipos celulares, como
plaquetas, epitélio, macréfagos, fibroblastos, células da musculatura lisa e por
células endoteliais vasculares. Ele atua aumentando a forgca de tens&o na
ferida e, de forma sinérgica, com outros fatores de crescimento (TGFf), na
reparacao fibrética cicatricial. O PDGF melhora o crescimento das células
epiteliais e atua como quimiotatico para fibroblastos e células inflamatérias.
Nos queratinécitos e fibroblastos, promove potente mitogénese e estimulo para
0 aumento na produgdo de matriz extracelular desorganizada. E o principal
fator de crescimento envolvido na reparagao fibrovascular da cérnea, sendo
secretado por plaquetas degranuladas no tecido (IMANISHI et al.,, 2000;
KLENKLER; SHEARDOWN, 2004; REINACH; POKORNY, 2008).

A interacdo entre o epitélio-estroma é o principal caminho da resposta
fibrética de reparacdo avascular da cornea, sendo o TGF R seu mediador de
destaque. Esta interacdo s6 ocorre com a perda da membrana basal epitelial.
O fator de crescimento transformador beta é referido como o maior causador
da cicatriz fibrética opaca na cérnea. O TGF R induz proliferagao, migracao,
diferenciacdo dos ceratécitos (em fibroblastos e miofibroblastos) e induz a
alteracdo da sintese de matriz extracelular. Ele é sintetizado nas células

epiteliais e em fibroblastos estromais, mas pode ser expresso por qualquer
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célula nucleada (incluindo células inflamatérias), sendo encontrado também na
lagrima. TGF 3 é secretado em sua forma inativa, sendo convertido na forma
ativa por algumas proteases do filme lacrimal durante o processo de
cicatrizagdo da cornea. Um aumento desregulado nos niveis de TGF 3 pode
promover uma retroalimentacdo positiva levando a uma maior propor¢do de
miofibroblastos, infiltrado inflamatério grave levando a uma cicatrizagédo
fibrotica excessiva de dificil remodelacdo. Bloquear ou prevenir aumentos do
TGF R pro-fibrotico aumenta a chance de uma fibrose tecidual aceitavel
(DAWSON, 2010; IMANISHI et al., 2000; KLENKLER; SHEARDOWN, 2004;
REINACH; POKORNY, 2008).

O Fator de Crescimento do Cerat6citos, como o préprio nome, é produzido
por estas células atuando nas células epiteliais. Possui atividade mitogénica
restrita ao epitélio. A aplicacdo tépica do KGF pode ser eficiente na
regeneracao epitelial e efetivo no tratamento de ulceras de cérnea com perda
estromal (PONTES et al., 2011).

Existem evidencias que as neurotropinas (como o NGF) apresentam
receptores presentes na cérnea e promovem a proliferagdo das células
epiteliais, principalmente, no limbo (GRUETERICH et al., 2003). Alteragédo
neuronal da cérnea como ocorre no diabetes mellitus no homem, promove
alteragdo no metabolismo e viabilidade epitelial levando a ulceragédo. Em
concentragdes elevadas, o NGF promoveu proliferacdo epitelial menos
significativa que o EGF. Além disso, o NGF também atua no crescimento de
fibroblastos estromais em cultura. Este fator também esta envolvido na
liberagdo de outros neuropeptideos, fatores de crescimento (como o TGF-B) e
induzem a inflamagé&o e vascularizagao do tecido (KLENKLER; SHEARDOWN,
2004).

A IL-1 e o TNF-a sdo produzidos ou liberados por células epiteliais das
glandulas lacrimais e da corneal apdés uma lesdo, além das células
inflamatérias mononucleares. Estas citocinas orientam e mantém a resposta
inflamatéria apds uma injuria corneal, apresentando-se aumentadas na lagrima.

Elas atuam nos ceratdcitos, leva a apoptose inicial destas células no leito da
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ferida. A IL-1 é um fator chave na regulagdo do processo de cicatrizagdo de
feridas levando a um aumento na expressédo de fatores de crescimento no
epitélio e estroma. A inflamacdo desencadeada pode promover de forma
indireta, estimulo a angiogenese (KLENKLER; SHEARDOWN, 2004;
WICHAYACOORP et al., 2009).

IL1I Ceratites ulcerativas

Ceratite ulcerativa ou Ulcera de cérnea é uma condicdo comum e
importante em animais domésticos. Ocorre quando o epitélio e uma quantidade
variavel de estroma sdo perdidos. Tais lesbes normalmente sdo crbnicas e
cicatrizam vagarosamente (GELATT, 2003; MILLER, 2001; SLATTER, 2005).

No tratamento da Ulcera de cbérnea, o passo mais importante € a
determinacdo da causa e sua remocdo. As causas de ulceracdo sao
numerosas, sendo as mais comuns: trauma, corpo estranho perfurante,
distiquiase, triquiase, entrépio, ceratoconjuntivite seca, edema corneal crénico
(glaucoma), cilio ectépico, hiperadrenocorticismo, tumores nas margens
palpebrais, ceratite herpética (gatos) e ceratopatia senil (GELATT, 2003;
SLATTER, 2005).

Assim, a classificagido clinica mais importante das Ulceras de cérnea leva
em consideragcédo a profundidade do tecido atingido, sendo caracterizada por:
ulceracdo superficial, ulceracdo superficial persistente, ulceragdo profunda,
ulceragéo profunda progressiva, descemetocele e perfuragéo corneal (MILLER,
2001). Sem a manutencdo do ambiente biologico propicio para a cicatrizagao,
todas as ulceras tém progressao potencial para perfuragao de cérnea podendo
levar ao prolapso de iris, endoftalmite e Pthisis bulbi (GELATT, 2003;
SLATTER, 2005).

Os sinais clinicos que trazem a suspeita de Ulcera s&o: dor e
blefarospasmo (comumente de inicio agudo), epifora, secregéo ocular mucoide
ou purulenta, fotofobia, edema corneal perilesional, hiperemia conjuntival,
vascularizagdo corneal e miose, em casos de uveite reflexa (GELATT, 2003;
SLATTER, 2005).
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Ulceras de coérnea ndo sdo, com frequéncia, visiveis a olho sem auxilio de
meios de magnificagdo, mesmo com boa iluminagéo. A fluoresceina € um
corante soluvel em agua que nao cora a cérnea normal, pois nao transpassa o
epitélio hidrofébico. Se o epitélio esta incompleto ou rompido, a fluoresceina
penetra o estroma corneal hidrofilico, corando-o de verde brilhante. Em lesbes
corneais profundas, o centro da lesdo pode falhar em absorver o corante,
apresentando coloracdo enegrecida e indicando que a membrana de
Descemet, que n&do se cora com a fluoresceina, estad se protraindo, ou seja,
descemetocele esta presente. Se nao tratada, a membrana se rompe, com o
extravasamento de humor aquoso. (GELATT, 2003; MILLER, 2001; SLATTER,
2005).

Células epiteliais, fibroblastos, polimorfonucleares e algumas bactérias,
como Pseudomonas sp., produzem metaloproteinases da matriz (GELATT,
2003). Ceratites ulcerativas estdo associadas a niveis iniciais elevados de
atividade proteolitica no filme lacrimal, com decréscimo durante a cicatrizagcao
da ulcera. Em contra partida, Ulceras em “melting,” com progressiva dissolugao
estromal, mantém niveis elevados de atividade proteolitica no filme lacrimal
com retardo na cicatrizacdo (COUTURE et al., 2006; OLLIVIER et al., 2007;
WILLEFORD et al., 1998). O sucesso do tratamento clinico ou cirdrgico em
Ulceras de cérnea é refletido na redugdo da atividade proteolitica do filme
lacrimal, podendo esta ser utilizada como parametro do sucesso do tratamento
instituido (OLLIVIER et al., 2007).

Condutas terapéuticas tendem a aliviar a dor, prevenir progressdo das
Ulceras (descemetoceles, perfuragdes) e restaurar a anatomia da cérnea. As
condutas terapéuticas sdo empreitadas de acordo com a apresentacao clinica
da lesdo, podendo ser clinicas (Ulceras superficiais), cirdrgicas ou associadas
(principalmente em ulceras profundas, na descemetocele e nas perfuradas)
(GELATT, 2003; MILLER, 2001; SLATTER, 2005). Geralmente, ulceras de
cornea superficiais resolvem-se rapidamente, sem complicagdes. A reparagao
deste tipo de lesdo envolve respostas epiteliais de migragcéo, promovendo
minima cicatriz (MILLER, 2001; PONTES et al.,, 2011). Entretanto, ulceras
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profundas acometendo o estroma requerem respostas celulares complexas
(proliferacéo, diferenciagdo, migracédo, apoptose e comunicagao intercelular)
(KLENKLER; SHEARDOWN, 2004; PONTES et al., 2011). Nesses casos, 0
processo cicatricial pode promover perda da transparéncia local e déficit visual
(GELATT, 2003; SLATTER, 2005). Com isso, o tratamento ideal além de
promover a cicatrizagdo do tecido, deve favorecer um ambiente propicio para
que essas caracteristicas ndo sejam alteradas, devolvendo a cérnea

transparéncia semelhante a observada antes da lesao.

ILLIV Recobrimento conjuntival 360°

Dentre os tratamentos cirurgicos tradicionais, os recobrimentos conjuntivais
sdo os mais comumente utilizados por serem aplicados em grande numero de
alteragdes corneais. A facilidade de obteng&o do recobrimento também faz esta
técnica facilmente aplicavel em caes e gatos. As Ulceras profundas séo a
indicacdo mais comum para os recobrimentos conjuntivais. Estes sé&o
realizados com o objetivo de reparar a ulcera e prevenir sua progressao,
proteger a superficie da cérnea durante a reparagao e retardar a degeneracao
do estroma (HOLLINGSWORTH, 2003; MILLER, 2001). Além disso, o
suprimento vascular fornecido por tais recobrimentos € benéfico,
principalmente, em processos infecciosos envolvidos (HOLLINGSWORTH,
2003). Assim, nos recobrimentos conjuntivais vascularizados, a cicatrizagao
corneal ocorre como em outros tecidos com a formacdo de tecido de
granulacdo, levando a uma cicatriz fibrovascular densa de dificil remodelacao
(DAWSON, 2010; SLATTER; DIETRICH, 2007).

O recobrimento conjuntival 360° é principalmente indicado em ulceras de
cérnea extensa. Na comparagdo com os outros recobrimento, o recobrimento
conjuntival 360° é o mais facilmente realizado, n&o necessitando de
instrumentos ou técnicas cirurgicas avangadas . Uma incisédo e divulsdo romba
€ realizada 360° na conjuntiva bulbar ao redor do limbo. Ap6s completar a
divulsdo, realiza-se a sutura no sentido vertical ao fechamento das palpebras

podendo ser utilizado padrdo simples ou continuo, ndo permitindo que a sutura
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encoste na superficie da cornea. A principal desvantagem do recobrimento
completo é o impedimento da visualizagdo direta da cérnea, prejudicando o
acompanhamento do processo cicatricial. A complicagdo mais comum
observada é a deiscéncia que pode interferir na aderéncia do recobrimento no
leito da ulcera e consequentemente, sua cicatrizagdo. Este recobrimento deve
ser visto como um procedimento de resgate, ndo promove o retorno funcional
da cérnea no local da ulcera, evidenciada por perda da transparéncia e, em
alguns casos, em déficit visual (HOLLINGSWORTH, 2003; SLATTER;
DIETRICH, 2007).

1.V Membrana amniética

Os enxertos de membranas bioldgicas sdo alternativas utilizadas,
principalmente, nos casos severos de deficiéncia das células germinativas. A
capsula renal equina, testada primeiramente por Andrade et al. (1999), foi
utilizada em comparacdo ao retalho conjuntival pedunculado em
descemetocele, apresentando retorno precoce da transparéncia com
cicatrizacdo semelhante, facilidade na aplicacdo e indicagcdo principalmente
quando o recobrimento conjuntival é contra-indicado (infecgdo bacteriana
conjuntival) (LAUS et al., 1999). A escama de sardinha (Sardinela brasiliensis)
mostrou-se util para fins tectdnicos apds ceratectomias superficiais (LAUS et
al.,, 2000). O emprego da membrana de celulose microfibrilar na ceratoplastia
lamelar em coelhos apresentou bons resultados, ocorrendo assimilacao do
implante sem rejeicdo, maior rapidez na regeneracao epitelial com minima
vascularizagéo e infiltragcao de polimorfonucleares (MACEDO, 2008).

A membrana amniética tem sido utilizada por alguns autores como opgéao
terapéutica cirargica nos casos mais graves de defeitos epiteliais persistentes,
além do suporte tectdnico, por possuir fatores de crescimento (EGF, TGF-,
HGF, KGF) e estimuladores da epitelizagédo (CHOI et al., 2009; GUO et al.,
2011; KOIZUMI et al., 2000; PENA et al.,, 2007; SATO et al.,, 1998). O
mecanismo de reepitelizacado corneal parece ser predominantemente mediado
por HGF e EGF (CHOI et al., 2009; MELLER et al., 2011). Por ndo expressar a
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maioria dos antigenos de histocompatibilidade, n&o induz a rejeicdo apds o
transplante, causando minima resposta inflamatéria e migragcdo de leucécitos
para o local (GUO et al., 2011; HOULIHAN et al., 1995; MELLER et al., 2011;
SAMPAIO et al, 2006). A membrana amniética, quando aplicada na cérnea,
permite a restauracdo do estroma, produzindo uma membrana basal epitelial
saudavel para a proliferagéo e diferenciagéo epitelial (FAIRBANKS et al., 2003;
GODOY et al.,2002; GUO et al., 2011; MELLER et al., 2011; PRABHASAWAT
et al., 2001), ndo interferindo na velocidade de cicatrizagdo (MONTEIRO et al.,
2000). Além disso, promove um melhor alinhamento, compactacdo e
regularidade das fibras de colageno, estando mais proximas da estrutura
normal com minima cicatriz quando comparada ao grupo controle, sem
estimulo a angiogénese (GUO et al.,, 2011). Outra propriedade atribuida a
membrana amnidtica, seria um efeito antibacteriano, podendo ser utilizada
como adjuvante em casos de ceratite bacteriana grave (CHOI et al., 2009).

A membrana basal amniética serve de substrato ideal para o crescimento,
desenvolvimento, facilitando a migragcéo, prevenindo apoptose e manutencao
das células germinativas (clonogenicidade). Este fendbmeno explica o
crescimento de células epiteliais do limbo ex vivo e posterior transplante na
superficie corneal afetada, obtendo-se excelentes resultados (ESPANA et al.,
2003; JANG et al., 2006; ONO et al, 2007; SANGWAN et al., 2003). Em estudo
semelhante, Yam et al. (2002) observaram, em células epiteliais do limbo
cultivadas, decréscimo na expressdo de TGF-B, aumento na expressdo do
inibidor de metaloproteinase tipo 1 (que promove aumento no numero de
receptores EGF), favorecendo o crescimento e diferenciagdo do epitélio. A
inibicdo da transdugéo do sinal TGF-R na cérnea e em fibroblastos conjuntivais
in vitro explica também o efeito anti-cicatriz almejado no tratamento de varias
doencas da superficie ocular (MELLER et al., 2011). Associado, as interagdes
epitélio-estroma sdo os principais componentes da resposta fibrética de
reparacédo avascular da cornea. O epitélio com a auséncia de sua membrana
basal expressa o TGF-R agindo nos ceratocitos promovendo sua diferenciagéo

(em fibroblastos e miofibroblastos) e migracdo para depositar uma matriz
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extracelular fibrética. Em defeitos epiteliais persistentes, além do aumento da
sintese por estas células, as glandulas lacrimais também tornam-se fonte de
TGF-R. Assim, a membrana amnié6tica, ao fornecer uma membrana basal
saudavel ao epitélio, evita a reparacgéo fibrética descontrolada por diminuir as
interacbes epitélio-estroma e regular a biodisponibilidade de TGF-R para o
estroma (DELMONTE; KIM, 2011).

Dentre as principais indicagbes da utilizagdo do implante com membrana
amnidtica na reconstrugdo da superficie corneal em humanos destacam-se:
defeito epitelial persistente com ulceracdo da coérnea, queimaduras quimicas
agudas, remocgado de lesdo epitelial ou subepitelial (ex. cicatrizes, tumores),
ceratopatia bolhosa dolorosa e parcial ou total deficiéncia de células-tronco do
limbo (com enxerto de células-tronco) (MELLER et al., 2011).

Em deficiéncia induzida de células germinativas em coelhos, a membrana
amniética apresentou, clinicamente, redu¢cdo no defeito epitelial persistente,
sendo que nestes animais o epitélio corneal neoformado foi mais organizado.
No entanto, ndo foi observado retorno da transparéncia corneal no tempo do
estudo, compreendeu 30 dias (ANDRADE et al., 2009).

Na reconstrugdo da superficie ocular existem basicamente trés formas de
utilizagdo da membrana amniética. A primeira forma seria com substrato para o
crescimento celular epitelial sendo incorporado ao tecido receptor (cérnea ou
conjuntiva). Também, pode ser utilizado como bandagem ou curativo biolégico
protegendo a cicatrizagdo da superficie epitelial subjacente. E a terceira forma
de utiizacdo da membrana amnidtica seria em camadas onde varios
fragmentos seriam colocados sobre a Ulcera preenchendo toda sua
profundidade (MELLER et al., 2011; RAHMAN et al., 2009). Existem,
atualmente, técnicas que utiizam a membrana como substrato para a
expansao ex vivo do epitélio corneal e posterior colocagédo na superficie ocular.
Esta é aplicada em casos com deficiéncia de células-tronco do limbo (MELLER
et al., 2011; ONO et al, 2007; RAHMAN et al., 2009).

As membranas sdo conservadas congeladas a -80°C, porém pode haver

diferenca na solugdo utilizada. Na comparagédo entre solugao de
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dimetilsulfoxido (DMSO) puro e solugédo de glicerol em meio de cultura MEM
(Mineral Essential Medium) (propor¢éo 1:1) nao houve redugdo no numero de
fatores de crescimento e citocinas, entretanto houve maior integridade tecidual

na conservagao com glicerol/MEM (PENA et al., 2007).

IL.VI Transplante de limbo esclero-corneal

Células germinativas presentes no limbo sédo consideradas precursoras do
epitélio corneal e responsaveis pela re-populacdo do mesmo (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004). Apdés uma lesdo corneal, a recuperacdo depende do
movimento centripeto do epitélio viavel mais proximo. No entanto, um defeito
epitelial completo ou grave requer o epitélio do limbo. Em ferimentos extensos
da cornea e limbo induzindo a escassez de células tronco, o epitélio conjuntival
representa a Unica fonte de regeneracéo epitelial. O crescimento de epitélio
conjuntival na superficie corneal (conjuntivalizagdo) esta associado ao retardo
de epitelizacao, vascularizacéo e erosdes epiteliais recorrentes que ocorrem na
falta de células germinativas do limbo (FERNANDEZ et al., 2008; RYMER,
2000).

O transplante autélogo de limbo pode ser realizado ipsilateral em defeitos
corneais pequenos, proximos ao limbo e com comprometimento em menos de
50% de sua circunferéncia, podendo ser utilizado bilateralmente. A técnica
baseia-se no avango do limbo pela realizagdo de divulsdo romba, incisbes
paralelas em diregcdo ao férnix e sutura no leito receptor. Este tipo de
transplante ndo aumenta a populacdo de células germinativas, mas redistribui
para areas deficientes (NISHIWAKI-DANTAS et al., 2001; SLATTER, 2005).

Em doencas da superficie ocular como queimaduras térmicas, quimicas e
apo6s multiplos procedimentos cirurgicos levando a faléncia da superficie ocular,
pode ocorrer deficiéncia total de células germinativas do limbo. Nestes casos,
existe a indicagcdo do transplante autélogo de limbo contralateral (havendo
necessidade do leito doador integro) (FERNANDEZ et al, 2008; RYMER,
2000). A retirada do limbo doador nao é isenta de complicagdes (NISHIWAKI-
DANTAS et al.,, 2001; RYMER, 2000). No entanto, Brunelli et al. (2007), em
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estudo experimental em cé&es, ndo observaram complicagdes nos olhos
doadores do transplante de limbo esclero-corneal apés retirada de 30% de sua
circunferéncia dividido em dois pontos. Os mesmos apresentaram teste de
fluoresceina negativo aos sete dias de posoperatério. Em estudo em coelhos,
Rymer et al. (2002) ndo observaram diferengas entre o transplante autégeno de
limbo esclero-corneal e do limbo conjuntival, observando mesmos resultados
clinicos e fenotipicos epiteliais. No mesmo estudo, aos 90 dias de poés
transplante os olhos apresentavam um fenétipo predominantemente epitelial
corneal. Estudos humanos utilizando o alotransplante de limbo com cola de
fibrina, apresentaram resultados promissores, principalmente, em reduzir a
vascularizagdo causada pela sutura que aumenta as chances de rejeicao
desse tipo de transplante (NASSIRI et al., 2011; SONMEZ; BEDEN, 2011).

Torres et al. (2008), em estudo retrospectivo comparando a taxa de
sucesso entre auto (81%) e alotransplantes (7%), concluiram que o transplante
de limbo contralateral apresenta-se como uma alternativa segura e eficaz nos
casos de doencgas traumaticas (térmica ou quimica) mas ndo sendo viavel em
casos imunes e deficiéncia de células tronco bilateral.

Em estudos experimentais, induzindo deficiéncia de células germinativas,
os transplantes de Ilimbo, de maneira geral, promoveram completa
reepitelizacdo, progressiva regressdo do edema corneal com consequente
transparéncia, controlaram a inflamagdo estromal exagerada e a
neovascularizagéo. S&o indicados para restabelecer a integridade da superficie
ocular com retorno do fenétipo normal e funcao 6ptica (BRUNELLI et al., 2007,
FERNANDEZ et al., 2008; NISHIWAKI-DANTAS et al., 2001; RYMER et al.,
2002).

Alguns estudos experimentais com cultivo de células germinativas do
limbo esclero-corneal in vitro utilizam a membrana amniética como substrato
para o suporte, migragao, crescimento e evitando a morte celular permitindo,
assim, sua aplicacao in vivo no tratamento de lesées corneais (ESPANA et al.,
2003; JANG et al., 2006; MELLER et al., 2002; QU et al., 2009; SANGWAN et

al., 2003). A associacdo da técnica com a membrana amniética pode
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representar uma alternativa as técnicas de cultivo celular, sendo clinicamente
aplicavel e com o potencial de promover uma regeneragdo do tecido corneal
sem cicatriz. Além disso, a redistribuicdo e o aumento da populacao de células
germinativas do limbo no leito da uUlcera podem diminuir a distadncia da

migracao epitelial promovendo, assim, um reparo mais precoce.
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Il MATERIAL E METODO

lIl.1 Animais

Foram utilizados quinze cades entre machos e fémeas, de diferentes
racas, pesos e idades, alocados em trés grupos experimentais, com cinco
animais cada. Os pacientes foram atendidos no Hospital Veterinario “Luiz
Quintiliano de Oliveira” (FMVA — UNESP Aracatuba) com queixas oftalmicas de
ceratite ulcerativa. Os critérios de inclusdo no estudo compreenderam caes
com ulceragdes graves e/ou complicadas, profundas, unilaterais, com teste do
corante de fluoresceina positivo, teste da lagrima de Schirmer tipo 1 dentro dos
valores de referéncia para a espécie e em que se obteve consentimento prévio
do proprietario para participarem do estudo.

Todos os caes foram submetidos ao exame fisico geral, exames
complementares (sorologia para leishmaniose, hemograma completo,
contagem total de plaquetas, eletrocardiograma, bioquimicos renal e hepatico)
para exclusdo de doengas concomitantes, conforme as avaliacbes pré-
anestésicas e cirurgicas locais. Foi realizado um exame oftalmoloégico que
avaliou a superficie externa do bulbo e anexos, o teste lacrimal de Schirmer
tipo 1 e o teste com fluoresceina, com auxilio de uma lampada de fenda
(KOWA, modelo SL-15). Na auséncia de risco de perfuragio corneal, a pressao

ocular foi mensurada por tonémetro de aplanagao (Tonopen®).

ll.Il Grupos experimentais

Foram constituidos trés grupos experimentais de forma aleatoria,
levando-se em consideracao o tipo de tratamento cirurgico empregado: Grupo
I: tratados com recobrimento conjuntival 360° por 15 dias; Grupo Il: com
colocacgéo de implante da membrana amni6tica canina criopreservada suturada
no bordo da Uulcera com a face epitelial voltada para cima associada ao
recobrimento com terceira palpebra por sete dias; Grupo Ill: com transplante de

limbo aut6logo contralateral associado ao implante da membrana amniotica
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(com a face epitelial voltada para cima) suturadas no bordo da ulcera e

associada ao recobrimento com terceira palpebra por sete dias.

liL.IIl Obtengao e preservagao da membrana amnidtica canina

As membranas amniéticas foram obtidas, de forma asséptica, a partir de
placentas de uma cadela submetida ao parto cesariana. A preparagédo pré-
parto consistiu de exame fisico geral, exame obstétrico e exames
complementares (hemograma, sorologia para leishmaniose, ultrassonografia
abdominal). Durante a cesariana, ap6s a retirada do neonato, procedeu-se a
abertura asséptica do saco amnidético, duplo pingamento e ligadura do cordao
umbilical, entrega dos neonatos para equipe de reanimacgdo, separagcédo da
membrana amniética do cérion e acondicionamento da mesma em compressas
umidecidas com solucéo estéril de NaCl 0,9% para transporte até a capela de
fluxo laminar. Na capela, a membrana foi lavada por duas vezes com solugéo
de NaCl 0,9% sendo a ultima contendo penicilina (1000Ul/ml), estreptomicina
(20mcg/ml) e anfotericina B (2,5mcg/ml), permanecendo cinco minutos em
imersdo. Em seguida, a membrana amni6tica foi esticada em papel de
nitrocelulose estéril com a face epitelial voltada para cima. A membrana
aderida foi cortada em fragmentos de 3,0 por 3,0 cm, colocados em tubos
falcon estéreis contendo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Médium) e
DMSO, (dimetilsulféxido) na proporgéo 1:1 e congelados a -80°C até o seu uso
(FIGURA 1). O intervalo minimo entre o preparo e o uso das membranas

amnidticas criopreservadas foi de 15 dias.

LIV Tratamento clinico

Independente do grupo, todos os cédes receberam o mesmo protocolo de
tratamento clinico a partir do primeiro atendimento. Foram prescritos colirios de
antibiético (tobramicina) a cada quatro horas, suscedaneo lacrimal
(hipromelose) a cada seis horas, anti-inflamatério ndo-esteroidal (cetorolaco de
trometamina) a cada seis horas, durante 15 dias e cicloplégico (atropina 0,5%)

a cada 12 horas por cinco dias. No pos-operatério ocorreu a administragdo de
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cloridrato de tramadol (4,0 mg/kg por via oral a cada oito horas durante cinco
dias) e meloxican (0,15 mg/kg por via subcutanea no pés-operatorio imediato)
com vistas a promover analgesia pos-operatéria. Como forma de prevengao a
automutilacao, todos os animais utilizaram colares do tipo “Elizabetano” desde

primeiro atendimento.

FIGURA 1 - Imagens fotograficas da cesariana para obtengcdo e acondicionamento das
membranas amnibticas. Em A, a retirada do neonato com os anexos fetais. Em B, o duplo
pingcamento e ligadura do cordao umbilical. Em C, a separagdo da membrana amniética das
outras estruturas placentarias. Em D, o acondicionamento da membrana amniética em
compressa umedecida com face epitelial para cima. E ap6s a lavagem a membrana amnibtica
esticada em papel de nitrocelulose com face epitelial voltada para cima. Em F, a membrana
amniética aderida ao papel é cortada em fragmentos de 3,0 x 3,0 cm e os fragmentos cortados
colocados em tubo tipo falcon contendo DMEM e DMSQ, (1:1) para posterior congelamento a -
80°C.
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lll.V Avaliagao clinica

Os pacientes passaram por exames fisico e oftdlmico completos com
auxilio de uma lampada de fenda (KOWA, modelo SL-15) e com o
preenchimento de ficha especifica modificada segundo Andrade et al. (2009).

O primeiro momento de avaliagdo ocorreu na primeira consulta com
queixa principal de ceratite ulcerativa (Mi - inicial). O procedimento cirurgico
executado dentro de um a trés dias constituiu o MO. As avaliagdes realizadas
nos dias 3, 7, 15 e 30 de pds-operatoério foram descritas como M3, M7, M15 e
M30, respectivamente. Nos animais dos Grupos Il e Il at¢é o M7 os olhos
apresentavam-se recobertos, sendo realizada a retirada do flap de terceira
palpebra neste momento. No Grupo | este periodo se estendeu até o M15 onde
realizava-se o recorte do recobrimento conjuntival 360°. Assim, no Grupo |
algumas avaliagbes nao foram realizadas no M3 e M7 devido a nao
visualizagdo da cérnea. Nos Grupos Il e lll isto ocorreu no M3. Em todos os
momentos, a cicatrizagdo corneal foi avaliada por andlise das fotografias das
alteragbes corneais existentes (lUlcera, opacidade, vascularizagdo). Somente a
qualidade cicatricial foi avaliada no M15 e M30.

A seguir estdo descritos os parametros oftalmologicos e escores
adotados para as avaliagcbes modificado segundo Andrade et al. (2009):
blefarospasmo: (0): auséncia; (1): leve; (2): moderado; (3): intenso; secregao
ocular: (0): auséncia; (1): leve; (2): moderado; (3): moderado; quemose:(0):
auséncia; (p): presenga; vascularizagao corneal: (2): proliferagéo vascular até
2 mm do limbo; (4): proliferacdo vascular até 4 mm do limbo; (6): proliferacao
vascular até 6 mm do limbo; (8): proliferacdo vascular at¢ 8 mm do limbo
(vasos no eixo visual); defeito epitelial (realizado teste de fluoresceina com
auxilio de lampada de fenda com filtro azul cobalto): (0): auséncia de defeito
epitelial; (1): puntiforme; (2): defeito epitelial em parte da cérnea; (3): defeito
epitelial de toda a cérnea; opacidade corneal: (0): ndo ha dificuldade de
observar detalhes da iris; (1): discreta - ha borramento dos detalhes da iris; (2):
moderada - ha dificuldade em definir detalhes da iris; (3): severa - ndo é

possivel observar detalhes da iris; qualidade cicatricial: (0): restituicdo do
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epitélio com caracteristicas corneais preservadas (regular, transparente,
avascular e defeito epitelial ausente); (1): reconstrugdo da superficie ocular
com cicatrizagdo do defeito epitelial corneal prévio mas com caracteristicas
corneais alteradas  (irregular, opacidade cicatricial, vascularizagéo
remanescente); (2): reconstrugdo da superficie ocular com cicatrizagédo do
defeito epitelial corneal prévio pela deposicao de tecido de granulagéo e fibrose
local (tecido réseo/branco, denso, profundo, vascularizado); (3): reconstrucao
da superficie ocular mal sucedida com recorréncia do defeito epitelial;
descemetocele: (0): auséncia; (p): presenca; perfuragao corneal: (0):

auséncia; (p): presenca.

lll.VI Procedimentos cirurgicos

Independente do grupo nos quais os animais foram incluidos,
observaram-se os cuidados relativos ao jejum hidrico e alimentar. Os animais
foram anestesiados seguindo os critérios da rotina do servigo de Anestesiologia
do Hospital Veterinario “Luiz Quintiliano de Oliveira® (FMVA — UNESP
Aracatuba. Na maioria dos animais foi utilizado como medicagdo pré-
anestésica o Cloridrato de Tramadol (4mg/Kg) e Acepromazina (0,05mg/Kg)
por via intramuscular; seguida da indugao anestésica intravenosa com Propofol
(4mg/Kg, dose resposta) associado ao Midazolan (0,2mg/Kg), e foram
mantidos sob anestesia geral inalatéria com Isofluorano com vaporizagao inicial
de 3V%, que variou ao longo do procedimento de acordo com o requerimento
anestésico individual. Ato continuo, foi realizado bloqueio peribulbar por dupla
pungdo com Ropivacaina (0,3ml/kg). Caso o bloqueio ndo pudesse ser
realizado a centralizagdo do bulbo do olho foi obtido por blogqueador

neuromuscular ou por plano anestésico profundo pela anestesia inalatéria.
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lll.VL.I Recobrimento conjuntival 360°

Apbs preparagdo rotineira para a cirurgia oftalmica, segundo Slatter
(2005), os animais do Grupo | foram submetidos ao recobrimento conjuntival
férnice-baseado de 360° no olho com Ulcera de cérnea. A técnica cirurgica
consistiu na cantotomia para posterior colocacdo do blefarostato seguida de
disseccao romba ao redor do limbo 360° (peritomia) estendendo-se por cinco a
dez milimetros e aplicagdo de sutura “U” horizontal continua utilizando
mononylon 5-0. A sutura foi realizada no sentido vertical ao fechamento das
palpebras, seguida de cantorrafia (FIGURA 2). Ap6és 15 dias, a sutura foi

retirada e o recobrimento recortado 360° em sua base aderida a cérnea.

FIGURA 2 - Imagens fotograficas da cirurgia para a realizagdo do recobrimento conjuntival
360°. Em A, apos periotomia, continuidade da dissecgao ao redor do limbo contemplando 360°.
Em B, pode-se visualizar a tensdo da conjuntiva fornice-baseada sendo testada. Em C, a
realizagédo da sutura no padréo “U” horizontal continuo com mononylon 5-0 no sentido vertical
ao fechamento das palpebras. Em D, o aspecto final do recobrimento conjuntival 360° ap6s o

término da sutura.
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lILVLII Implante da membrana amniética

Os pacientes foram submetidos a preparagéo rotineira para cirurgia
oftalmica, segundo Slatter (2005). As cirurgias foram realizadas com auxilio de
microscépio cirdrgico para magnificacdo (DF Vasconcellos). Apods ser
descongelada em temperatura ambiente e retirada do meio de criopreservacao,
a membrana amnidtica foi hidratada em solug¢édo de cloreto de sédio 0,9% em
cuba rim permanecendo por dez minutos. Posteriormente, a mesma era
recortada ainda sobre o papel de nitrocelulose de acordo com o tamanho do
defeito corneal. Apds cantotomia e desbridamento da Ulcera, seguiu-se seu
delicado posicionamento. O papel era retirado e a face estromal da membrana
esticada voltada sobre a superficie ocular, onde foi realizado um segundo
recorte para adequar o tamanho da membrana ao leito da ulcera. Iniciava-se a
sutura utilizando padrao simples continuo ndo penetrante total com distancia de
1,0mm entre pontos com mononylon 9-0, contemplando o bordo da ulcera e a
membrana amniodtica. Ao finalizar a sutura, realizou-se recobrimento com a
terceira palpebra que consistiu na aplicagdo de sutura “captonada”, utilizando
sonda uretral n" 6, com padrdo “U” horizontal entre a palpebra superior e a
terceira palpebra, ndo transpassando a terceira palpebra com mononylon 3-0,
seguida de cantorrafia (FIGURA 3). O mesmo foi mantido por sete dias. A
sutura da membrana amniética foi retirada aos 15 dias de pds-operatorio, sob

anestesia geral.

lLVLII Transplante de limbo coérneo-escleral autélogo contralateral
associado ao implante da membrana amniética

Seguindo a preparacao rotineira para cirurgia oftalmica segundo Slatter
(2005), os caes foram submetidos a colheita do transplante de limbo cérneo-
escleral autélogo contralateral em relacdo ao olho com ulcera de cérnea. As
cirurgias foram realizadas com auxilio de microscépio cirurgico para
magnificagdo (DF Vasconcellos). Foi realizada, no olho doador, peritomia das

10 as 14 horas na conjuntiva bulbar perilimbo, seguida de uma dissecc¢ao
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FIGURA 3 - Imagens fotograficas da cirurgia para a realizagdo do implante da membrana
amnidtica canina criopreservada associada ao recobrimento com a terceira palpebra. Em A
observa-se o posicionamento da membrana amniética canina com a face epitelial voltada para
cima sobre a ulcera de cornea. Em B, a realizagdo do segundo recorte para adequar a
membrana ao tamanho da ulcera. Em C, pode-se visualizar o inicio da sutura em padréo
simples continuo n&o penetrante total utilizando mononylon 9-0 contemplando o bordo da
Ulcera e a membrana amniética. Em D, o aspecto final do implante da membrana amniotica

apoés o término da sutura.

lamelar superficial perilimbo de 2,0mm da cérnea periférica até contemplar
2,0mm esclera adjacente, com lamina de bisturi n" 15. Nos dois sentidos

(corneo-escleral e esclero-corneal) a disseccdo lamelar foi realizada em forma
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de cunha a fim de obter uma maior quantidade de células tronco basais
epiteliais, com profundidade aproximada de 2,0mm. O fragmento obtido foi
dividido em duas metades iguais e acondicionado em temperatura ambiente
em recipiente estéril contendo soro autélogo previamente colhido.

No olho receptor, apdés cantotomia e desbridamento do leito da ulcera, o
transplante de limbo foi retirado do soro e as metades rapidamente
posicionadas na ulcera (entre 11 as 13 horas e de 17 as 19 horas). O
posicionamento do transplante de limbo obedeceu a extensdo de 2,0mm da
cérnea dentro da ulcera e 2,0mm da esclera a margem da Ulcera.
Posteriormente, a membrana amniética canina criopreservada era colocada,
com sua face epitelial voltada para cima, sobre o transplante de limbo, como
descrito no tépico acima (implante da membrana amnibtica). A sutura foi
delicadamente realizada, utilizando padrdo simples continuo ndo penetrante
total com distancia de 1,0mm entre pontos com mononylon 9-0, contemplando
o bordo da dulcera, o transplante de limbo cérneo-escleral e a membrana
amnidtica entre 11 as 13 horas e de 17 as 19 horas e somente o bordo da
Ulcera e a membrana amniética no restante da lesdo. Ao finalizar a sutura,
realizou-se recobrimento com a terceira palpebra que consistiu na aplicagédo de
sutura “captonada” com padrdo “U” horizontal entre a palpebra superior e a
terceira palpebra, ndo transpassando a terceira palpebra com mononylon 3-0
(FIGURA 4). O mesmo foi mantido por sete dias. A sutura do transplante de
limbo associado a membrana amniética foi retirada aos 15 dias de pos-

operatorio, sob anestesia geral.

lILVII Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com Analise de Varidncia (ANOVA)
com medidas repetidas, teste de Friedman com pés-teste Dunn para comparar
0s momentos para cada grupo, e o teste de Mann-Whitney para comparar os
grupos em cada momento, para variaveis qualitativas. O nivel de significancia

adotado foi de 5% (p<0,05), empregando-se o programa InStat3.
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FIGURA 4 - Imagens fotograficas da cirurgia para a realizagdo do transplante de limbo corneo-
escleral contralateral associado ao implante da membrana amniética canina criopreservada e
recobrimento com a terceira palpebra. Em A observa-se no olho doador o inicio da dissecgéo
lamelar superficial perilimbo de 2,0mm da cérnea periférica até contemplar 2,0mm esclera
adjacente para a retirada do transplante de limbo cérneo-escleral entre 10 e 14 horas (entre as
setas). Em B, o inicio da retirada do transplante de limbo do olho doador. Em C, pode-se
visualizar o posicionamento das metades do transplante de limbo no olho receptor € o inicio da
sutura em padrdo simples continuo ndo penetrante total utilizando mononylon 9-0
contemplando o bordo da Ulcera e a primeira metade do transplante. Em D, a continuidade da
sutura incluindo a membrana amniética previamente posicionada. Em E, o aspecto final do

transplante de limbo associado ao implante da membrana amniética apds o término da sutura.
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IV RESULTADOS E DISCUSSAO

As racas dos quinze animais incluidos estéo distribuidas em shih tzu (8),
poodles (3), boxer (1), sharpei (1), pinscher (1) e sem raga definida (SRD) (1).
Os animais atendidos tinham uma idade média de dois anos e dez meses
(intervalo entre quatro meses e quatro anos). As Ulceras foram causadas em
nove casos por trauma, quatro por distiquiase e dois por entrépio. As causas
de base, quando cirurgicas, foram corrigidas conjuntamente ao tratamento da

ulcera.

Quadro 1 - Dados dos pacientes incluidos no estudo.

Numero Causa de Olho da Profundidade da
paciente Idade Sexo Raca ulcera cirurgia ulcera

Grupo |

Al 3anos M Poodle Traumatica Direito Profunda Cronica

A2 1 ano F Shih-tzu | Distiquiase | Esquerdo Descemetocele

A3 4 meses F Shih-tzu | Distiquiase Direito Profunda

A4 4 meses F Shar-pei Entrépio Esquerdo Profunda

AS 6 anos F Boxer Traumatica | Esquerdo | Profunda Cronica
Grupo 11

Al 6 meses F Shih-tzu | Distiquiase | Esquerdo Descemetocele

A2 3 anos F Shih-tzu | Traumatica Direito Profunda

A3 4 anos M Poodle Traumatica Direito Descemetocele

A4 9 meses F Shih-tzu | Traumatica Direito Descemetocele

AS 4 anos F Shih-tzu | Distiquiase | Esquerdo Descemetocele
Grupo III

Al 1 ano M Poodle Traumatica | Esquerdo Descemetocele

A2 8 meses M Shih-tzu | Traumatica | Esquerdo | Profunda crénica

A3 10 meses | M Shih-tzu | Traumatica | Esquerdo Descemetocele

A4 4 anos F Pinscher Entrépio Esquerdo | Profunda crénica

AS 2 anos F SRD Traumatica Direito Profunda
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A classificacdo clinica das ulceras quanto a profundidade no Grupo |
(recobrimento conjuntival 360°) foi: quatro Ulceras profundas, sendo duas
cronicas (ulcera persistente evoluindo mesmo com o tratamento prévio para
uma Uulcera profunda) e uma descemetocele. No Grupo Il (implante da
membrana amniotica), um dos animais apresentava ulcera profunda e quatro
deles apresentavam descemetocele. O Grupo Il (transplante de limbo)
apresentou: trés Ulceras profundas, sendo duas cronicas e duas
descemetocele (Quadro 1). O tempo médio de evolucao das ulceras, até o
primeiro atendimento, foi de 11 dias (intervalo entre dois e 21 dias).

Dentre as intercorréncias observadas no Grupo |, dois animais
apresentaram deiscéncia da sutura, sendo esta a complicagdo mais
comumente observada (HOLLINGSWORTH, 2003). Em dois pacientes, o
recobrimento n&o aderiu ao leito da ulcera, sendo que um deles apresentou
deiscéncia da sutura e o outro ocorreu por uma provavel elevada atividade de
enzimas proteoliticas da coérnea, que fora observada ap6s o recorte do
recobrimento conjuntival. Associado a este fato, dois animais apresentaram
sinéquia anterior que fora observada somente no momento do recorte. Tais
complicagdes exemplificam uma das principais desvantagens do recobrimento
conjuntival 360° que se refere ao impedimento da visualizagdo da cornea e da
evolucdo do processo cicatricial (HOLLINGSWORTH, 2003; SLATTER;
DIETRICH, 2007). Um animal apresentou quemose intensa 360° cobrindo
parcialmente a superficie da cornea apds a retirada do recobrimento, sendo
persistente até M30. O animal em questdo era da raga shar pei, que
apresentava entrépio congénito (superior e inferior), fatos que podem justificar
tal intercorréncia.

No Grupo Il tratado com membrana amnidtica, um animal apresentou
pequena area de deiscéncia da sutura observada no momento da retirada do
recobrimento com a terceira palpebra, aos sete dias de pos-operatoério. Devido
a membrana amniotica estar aderida ao leito da ulcera, a sutura também foi
removida, ndo comprometendo os resultados clinicos observados. Nao foram

observadas intercorréncias nos animais do Grupo Il (olhos doadores e
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receptores). Brunelli et al. (2007), em estudo experimental em cées, também
nao observaram complicacbes nos olhos doadores do transplante de limbo
esclero-corneal apés retirada de 30% de sua circunferéncia. Como o presente
trabalho, os olhos doadores apresentaram teste de fluoresceina negativo no
M7 (BRUNELLI et al., 2007). Dois animais do Grupo Il e um animal do Grupo |l
apresentavam sinéquia anterior desde o primeiro atendimento, ndo sendo
correlacionada ao tratamento cirurgico adotado.

Em relacdo aos parametros clinicos avaliados por escores, nenhum
animal apresentou perfuracéo corneal. No que se refere ao blefarospasmo, nao
foi observada diferenca estatistica entre grupos. No entanto, na comparagéo
entre momentos, esta diferenga estatistica foi observada entre o Ml e o M30
em todos os grupos (p=0,0007, p=0,0008 e p=0,005, respectivamente). Todos
0s animais apresentaram melhora clinica, baseada na quantificacdo por
escores adotados para o blefarospasmo. Este esteve ausente ao final do
periodo de avaliagdo proposto. Tal resultado ja era esperado conforme estudos
conduzidos anteriormente onde a cicatrizagdo das Ulceras corneais promove
diminuigdo do estimulo das terminagbes nervosas do epitélio e estroma
(ANDRADE et al., 2009; BRUNELLI et al., 2007; PONTES et al., 2008).

Os tratamentos realizados neste trabalho promoveram melhora clinica
do quadro com repercusséo na quantidade de secre¢céo ocular observada em
todos os animais. Esta diminuiu temporalmente até o final do periodo de
avaliagdo clinica em todos os grupos, ndo havendo diferenca significativa.
Porém, nos Grupos Il e lll houve diferenca estatistica entre os momentos Ml e
M30 (p=0,018 e p=0,0075, respectivamente), provavelmente evidenciada pelo
fato de alguns animais incluidos apresentarem um escore inicial maior do que o
que fora observado no Grupo | e por propriedades bacteriostaticas adjetivadas
a membrana amnittica (AZUARA-BLANCO et al., 1999).

N&o houve diferenga significativa entre grupos quanto a vascularizagéo
corneal. No Grupo | foi observada piora na vascularizacdo com diferenca
estatistica entre os momentos iniciais (Ml e M0) e os momentos finais (M15 e

M30) (p=0,0293). Apesar de nao ser detectada diferenga estatistica entre
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grupos, observou-se que tal evento clinico apresentou uma evolugéo distinta
entre eles. No Grupo |, a vascularizagdo progrediu ao longo do tempo no
sentido axial da cornea, quando comparado aos Grupos Il e Ill. Nestes, a
vascularizagdo manteve-se, praticamente, inalterada. Este achado é esperado
e necessario em situagdes cronicas e graves. Nos processos cicatriciais da
cérnea, no entanto, ele deve ocorrer de maneira controlada para que néao
resulte em opacidade corneal permanente (GODOY et al.,, 2002). O escore
inicial mais alto observado nos Grupos Il e Ill reflete a gravidade da perda do
estroma levando-se em conta a maior ocorréncia de Ulceras profundas cronicas
e descemetoceles nos animais incluidos nesses grupos (SLATTER; DIETRICH,
2007). Os recobrimentos conjuntivais vasculares (Grupo 1) permitem de
maneira mais facil a chegada de células sanguineas. Dentre elas, as células
inflamatérias e as plaquetas estdo diretamente envolvidas no processo
angiogénico. Estas células expressam citocinas e fatores de crescimento de
crescimento pré-inflamatorios (IL-1, TGF-B, PDGF e éxido nitrico) e promotores
da vascularizagdo corneal (TNF-a, VEGF: fator de crescimento vascular
endotelial, FGF: fator de crescimento fibroblastico) (KLENKLER;
SHEARDOWN, 2004; WICHAYACOORP et al., 2009).

Mesmo com lesdes mais severas, ndo foi observada piora na
vascularizagdo do Grupo Il e do Grupo Ill, corroborando os estudos
experimentais anteriores em coelhos (ANDRADE et al., 2009; MONTEIRO et
al., 2000), em caes (GODOY et al., 2002; WICHAYACOOP et al., 2009) e
estudos clinicos humanos (FAIRBANKS et al.,, 2003; MEALLET et al., 2003;
PRABHASAWAT et al., 2001). Esses autores observaram uma menor
vascularizagdo das cérneas em que a membrana amnidtica foi aplicada em
pacientes com deficiéncia de células germinativas. Sua atuagdo no controle da
vascularizagdo € explicada pela expressdo de proteinas antiangiogénicas,
como a trombospondina 1 e IL-1ra (receptor antagonista IL-1) (HAO et al.,
2000), a restauracao de um ambiente estromal sem inflamagédo (FAIRBANKS
et al., 2003; MONTEIRO et al. 2000), por atrair, apreender e induzir apoptose

as células inflamatérias (SHIMMURA et al., 2001) e por inibir fatores pré-
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inflamatoérios (HAO et al., 2000; PENA et al., 2007; YAM et al., 2002). N&o sao
identificadas ao transplante de limbo propriedades antiangiogénicas ou anti-
inflamatérias, sendo neste grupo, atribuidas a membrana amniética associada.

Referente ao defeito epitelial houve diferencga estatistica entre os Grupos
I ell eentrel e lll no M15, como observado na tabela 1. A reparacgéao epitelial
nos Grupos Il e lll ocorreu em todos os animais no M15. No Grupo |, somente
um animal apresentou reparacao epitelial neste momento, sendo trés animais
ocorrendo no M30 e um animal com defeito epitelial persistente. Ao serem
comparados os momentos iniciais (Ml e M0) e os momentos finais (M15 e M30)
em cada grupo, também foi observada diferenca estatistica em todos os grupos
(p=0,0083, 0,0007 e 0,0068, respectivamente). Este fato ja era esperado pelo
processo cicatricial promovido pelos tratamentos. Entretanto, como referido
anteriormente, ao final dos 30 dias de observacao, um dos pacientes do Grupo
| apresentou teste de fluoresceina positivo observado em Iampada de fenda em
filtro azul cobalto. Neste, um segundo procedimento cirargico foi realizado
(ceratotomia em grade e recobrimento com terceira palpebra), aliado ao
tratamento clinico empregando-se antibidtico, lubrificante ocular e soro
autélogo. Essa conduta fora empregada, pois se observou auséncia de
aderéncia do recobrimento conjuntival aos 15 dias, como medida auxiliar na
promogao da cicatrizagéo.

A membrana amnidtica isolada e associada ao transplante de limbo
promoveu reparacao epitelial precoce, com diferenca estatistica, em
comparacgéo ao recobrimento conjuntival 360°, interferindo na velocidade de
reparagao corneal. Monteiro et al. (2000), em estudo experimental em coelhos,
referem que a membrana amniotica nio interfere na velocidade de reparacao.
Porém, este estudo induziu Ulceras superficiais ao contrario do presente

trabalho que utilizou ulceras clinicas e profundas.
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Tabela 1 - Mediana, valores minimo e maximo do escore para defeito epitelial, segundo os

grupos em cada momento de avaliagéo.

Grupo | Grupo Il Grupo lll
Momento
Md Min — Max Md Min — Max Md Min-Max
Mi 2a 2-2 2a 2-2 2a 2-2
MO 2a 2-2 2a 2-2 2 a 2-2
M15 1A 0-2 0B 0-0 0B 0-0
M30 0b 0-2 0b 0-0 0b 0-0

Medianas seguidas de letra diferente maidscula na linha e minuscula na coluna diferem entre si
(p=0,05). Escores de avaliagéo - (0): auséncia de defeito epitelial; (1): puntiforme; (2): defeito

epitelial em parte da cérnea; (3): defeito epitelial de toda a cornea.

A cicatrizacio de defeitos epiteliais depende do movimento centripeto do
epitélio viavel adjacente e, em casos mais graves, requer células tronco do
limbo (AGRAWAL; TSAI, 2003; DANIELS et al., 2001; RYMER, 2000). O
emprego do transplante de limbo associado a membrana amniética teve como
objetivo principal redistribuir e aumentar a populacdo de células germinativas
proximo a lesdo (NISHIWAKI-DANTAS et al., 2001). Porém, na comparacao
entre os Grupos Il e lll ndo foi observada diferenga estatistica. Os momentos
de avaliagdes podem ter influenciado nesses resultados, uma vez que exames
diarios poderiam detectar diferencas no momento da reparacdo epitelial,
conforme descreveram Andrade et al. (2009), embora utilizaram indugéo da
deficiéncia de células germinativas do limbo. Porém, por n&o se tratar de um
estudo experimental, tal periodicidade nas avaliagbes nao foi possivel porque
foram empregados animais da rotina hospitalar.

Outros fatores a serem considerados sdo o ambiente ao qual o transplante
de limbo foi submetido e a forma em que ele foi realizado. Uma das diferencas
marcantes entre o ambiente do limbo e o da cornea é a presenga de um
fornecimento de sangue ao limbo. A aproximacdo dos vasos ao epitélio do
limbo aumenta os niveis de nutricdo e de citocinas para as células. A auséncia

dos fatores de sobrevivéncia no centro da cornea poderia induzir a apoptose
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das células-tronco do limbo (DANIELS et al., 2001). Os estudos realizando o
transplante de limbo mantém a sua localizagdo no olho receptor ndo alterando
de forma brusca seu ambiente vascularizado (BRUNELLI et al.,, 2007,
FERNANDEZ et al., 2008; NISHIWAKI-DANTAS et al., 2001; RYMER et al.,
2002).

No presente estudo, a face estromal da membrana amniética colocada
sobre o transplante de limbo objetivou proteger e expressar fatores que
auxiliassem na sobrevivéncia das células-tronco do limbo. Além da sua acao
anti-inflamatéria, importante na sobrevivéncia das células germinativas, o
estroma da membrana amnio6tica expressa elevada quantidade do fator de
crescimento neuronal. Acredita-se que este fator tenha papel chave na
sobrevivéncia e integridade das células-tronco epiteliais (GRUETERICH et al.,
2003). Porém, a estratégia de acomodar a membrana amnidtica sobre o
transplante de limbo n&o promoveu diferenga quanto a reparacgao epitelial. Uma
alternativa seria a realizagdo do transplante de limbo suturado sobre a face
epitelial da membrana amniética. Esta poderia fornecer uma membrana basal
como descrito em alguns estudos experimentais com cultivo ex vivo de células
germinativas do limbo. Nestes casos, a membrana amni6tica atua como
substrato para o suporte, migracao, crescimento e evitando apoptose (ESPANA
et al., 2003; JANG et al.,, 2006; MELLER et al., 2002; QU et al., 2009;
SANGWAN et al., 2003).

Estudos clinicos conduzidos no homem referem que a aplicagédo da
membrana amnidtica em multicamadas promove o restabelecimento do
fenotipo corneal mais rapido em comparagédo a aplicagdo em camada Unica
(PRABHASAWAT et al., 2001; SEITZ et al., 2009). Assim, em Ulceras corneais
profundas, o restabelecimento da espessura estromal talvez seja mais
importante para abreviar o tempo de reparo epitelial do que um maior aporte
celular epitelial. Fato este demonstrado pela n&o observacdo de diferenca
significativa entre os Grupos Il e Ill. Provavelmente, nestes casos a membrana
amniotica foi o fator principal para a observagéo de uma cicatrizagao do defeito

epitelial mais precoce em relagéo ao Grupo |.
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Ao refazer a espessura estromal, a membrana amniética fornece uma
membrana basal saudavel que sustenta o epitélio neoformado, servindo de
substrato para ades&o e migragéo epitelial (colageno tipo IV, lamininas 1 e 5 e
fibronectina) (AZUARA-BLANCO et al., 1999; FAIRBANKS et al., 2003;
SHIMMURA et al., 2001). Facilita, ainda, a proliferagdo e diferenciacéo
celulares, além de reduzir a apoptose das células epiteliais (MEALLET et al.,
2003; MELLER et al., 2002; MONTEIRO et al., 2000; KIM et al., 2009). Ainda, a
membrana permite a liberacédo de fatores de crescimento (EGF, bFGF, KGF) e
inibidores de metaloproteinases 1, que aumentam a expressédo de receptores
de EGF nas células epiteliais (KOIZUMI et al., 2000; YAM et al., 2002). Quando
aplicada em camada Unica, a membrana amniética permite a ocorréncia
desses eventos celulares e moleculares que aumentam a velocidade de
reparagao.

A area de opacidade corneal ndo apresentou diferenca estatistica entre
grupos nem entre os momentos em cada grupo. Apesar disso, a qualidade
cicatricial avaliada aos 15 dias de posoperatorio apresentou diferenca
significativa entre Grupos | e Il e aos 30 dias entre os Grupos | e lll (Tabela 2).
A qualidade cicatricial observada no Grupo Il e lll apresentou-se de menor
intensidade, mais organizada e apesar de opaco, sendo visualmente
semelhante ao tecido corneal em comparagdo ao Grupo | (FIGURA 5).
Aparentemente, o transplante de limbo pode ter influenciado na reorganizacao
estromal mais tardia observada no Grupo Il em relagao ao Grupo II.

O recobrimento conjuntival 360° (Grupo |) promoveu uma cicatrizagéo
basicamente vascular levando a deposi¢gdo de um tecido de granulagao e
posterior cicatriz fibrovascular local, com ocorréncia de leucoma cicatricial
denso, irregular e vascularizado. O recobrimento conjuntival deve ser visto
como um procedimento de resgate, oferecendo uma pequena chance de
retorno ao fenoétipo corneal normal em longo prazo (HOLLINGSWORTH, 2003;
PUMPHREY et al.,, 2011). Ao fornecer e estimular um aporte vascular a
cicatrizacdo corneal passa a ter componentes da cicatrizagdo fibrovascular.

Assim, além das citocinas e fatores de crescimento normalmente expressos,
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outras fontes promovem uma fibrose estromal excessiva. Dentre eles, o
aumento do TGF-B e o PDGF expressos por plaquetas e células inflamatérias
tém papel importante. Estes fatores promovem um ambiente favoravel ao
aumento na propor¢do de miofibroblastos no estroma corneal. (DAWSON,
2010; IMANISHI et al., 2000; KLENKLER; SHEARDOWN, 2004; REINACH,;
POKORNY, 2008). Essas células seriam as principais responsaveis pela
deposicdo de uma matriz extracelular desorganizada, densa e por néo
permitirem uma remodelacdo completa do estroma levando a uma cicatriz
corneal opacificada (DAWSON, 2010; ESPANA et al.,, 2003; REINACH;
POKORNY, 2008).

Tabela 2 - Mediana, valores minimo e maximo do escore para qualidade cicatricial, segundo

os grupos em cada momento de avaliagdo.

Grupo | Grupo |l Grupo Il
Momento
Md Min — Max Md Min — Max Md Min-Max
M15 2A 1-3 1B 1-1 1 1-2
M30 2A 1-3 1 1-1 1B 0-1

Medianas seguidas de letra diferente maiuscula na linha e minuscula na coluna diferem entre si
(p=0,05). Escores de avaliacdo - (0): restituicho do epitélio com caracteristicas corneais
preservadas (regular, transparente, avascular e defeito epitelial ausente); (1): reconstrugéo da
superficie ocular com cicatrizagdo do defeito epitelial corneal prévio mas com caracteristicas
corneais alteradas (irregular, opacidade cicatricial, vascularizagdo remanescente); (2):
reconstrugdo da superficie ocular com cicatrizagdo do defeito epitelial corneal prévio pela
deposicdo de tecido de granulagdo e fibrose local (tecido réseo/branco, denso, profundo,
vascularizado); (3): reconstrugdo da superficie ocular mal sucedida com recorréncia do defeito

epitelial.



66

FIGURA 5 - Imagens fotograficas de olhos de cées. Imagens A, B, C e D pré-operatorio (Ulcera
de cérnea profunda crénica) e 15, 30 e 60 dias de po6s-operatorio do animal 1 do Grupo G1
(recobrimento conjuntival 360°). Imagens E, F, G e H pré-operatério (descemetocele com
sinéquia anterior) e 15, 30 e 60 dias de pés-operatoério do animal 5 do Grupo G2 (implante da
membrana amniética). Imagens |, J, K e L pré-operatério (Ulcera de cérnea profunda) e 15, 30
e 60 dias de po6s-operatorio do animal 2 do Grupo G3 (transplante de limbo cérneo-escleral

associado ao implante da membrana amniética).

As provaveis explicagdes para uma cicatriz corneal mais organizada nos
Grupos Il e lll levam em consideracao propriedades atribuidas ao implante da
membrana amnibtica. Ao controlar a inflamagéo estromal por expressar
inibidores pré-inflamatérios e apreender células inflamatérias (PENA et al.,
2007; SHIMMURA et al., 2001; YAM et al., 2002), a membrana amniotica reduz
a liberacao de TGF- 3 por esta fonte (DAWSON, 2010). Associado, promoveria
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uma protecéo a exposicao do estroma ao TGF- que o levaria a diferenciacdo
de fibroblastos em miofibroblastos (ANDRADE et al., 2009; KIM et al., 2009;
KLENKLER; SHEARDOWN, 2004; YAM et al., 2002). Neste caso, a membrana
amniética assumiria a funcdo da membrana basal do epitélio, diminuindo as
interacOes epitélio-estroma e células inflamatérias-estroma, com isso regulando
a biodisponibilidade do TGF- B ao estroma (DAWSON, 2010; DELMONTE;
KIM, 2011).

Outro ponto a ser considerado reporta a vascularizacdo corneal. Mesmo
ndo havendo diferencga significativa entre grupos e o escore de vascularizagao
dos Grupos Il e Ill mantendo-se alto, o processo de reparagdo nestes nao
promoveu uma cicatriz fibrovascular semelhante ao Grupo |. Provavelmente, a
membrana amniética minimizou os efeitos da vascularizagdo estabelecida
(DAWSON, 2010), modificando o ambiente estromal a favor de uma
cicatrizacdo fibrosa aceitavel (HAO et al., 2000). Portanto, a membrana
amniodtica permitiu uma reparacdo mais organizada e com maior chance de
uma remodelacdo préxima ao fenotipo normal, quando comparada ao

recobrimento conjuntival.
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V CONCLUSOES

Com base no que fora exposto, e nas condi¢des aqui adotadas, a
aplicagéo clinica do implante de membrana amniética canina criopreservada
em Ulceras profundas promoveu reparagao corneal mais rapida e com melhor
qualidade cicatricial quando comparada ao recobrimento conjuntival 360°. A
associacdo com o transplante de limbo ndo promoveu vantagens em relacao
ao implante isolado da membrana amnidtica sendo necesséarios estudos

posteriores com ajustes na técnica descrita.
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APENDICE A

Tabela 1A- Valores individuais da avaliagdo clinica subjetiva

80

referente ao

blefarospasmo durante a cicatrizagdo corneal nos animais do grupo 1 (recobrimento
conjuntival 360°), nos diferentes momentos em dias.
Animais Mi MO M3 M7 M15 M30
Al 2 2 1 1 1 0
A2 2 2 1 1 1 0
A3 3 3 1 1 0 0
A4 2 2 1 1 0 1
A5 1 1 1 1 0 0

Tabela 2A- Valores individuais da avaliagdo clinica subjetiva
blefarospasmo durante a cicatrizagdo corneal nos animais do grupo
amnidtica) nos diferentes momentos em dias.

referente ao
2 (membrana

Animais Mi MO M3 M7 MI15 M30
Al 2 1 1 0 0 0
A2 3 1 1 1 0 0
A3 3 3 1 1 1 0
A4 2 2 2 2 0 0
A5 1 2 2 1 0 0

Tabela 3A- Valores individuais da avaliagdo clinica subjetiva
blefarospasmo durante a cicatrizacdo corneal nos animais do grupo
amniotica e transplante de limbo) nos diferentes momentos em dias.

referente ao
3 (membrana

Animais Mi MO M3 M7

Al 1
A2
A3
A4
AS

N W N
O W N —
OO = =
—_— N — —
OO»—*»—‘OS
(9]

ooooogJ
S

Legenda

(0): auséncia
(1): leve

(2): moderado
(3): intenso
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APENDICE B

Tabela 1B- Valores individuais da avaliagdo clinica subjetiva referente a secregfo
ocular durante a cicatrizagdo corneal nos animais do grupo 1 (recobrimento conjuntival

360°), nos diferentes momentos em dias.

Animais Mi MO M3 M7 MI5 M30
Al 1 1 1 1 1 1
A2 2 2 1 1 1 2
A3 2 2 2 1 0 1
A4 2 2 1 1 1 0
AS 1 0 1 1 1 1

Tabela 2B- Valores individuais da avaliagdo clinica subjetiva referente a secregfo
ocular durante a cicatrizacéo corneal nos animais do grupo 2 (membrana amnidtica) nos
diferentes momentos em dias.

Animais Mi MO M3 M7 MI15 M30
Al 3 1 1 1 1 0
A2 1 1 1 1 1 0
A3 2 2 2 2 1 1
A4 2 1 1 2 1 0
A5 2 2 2 2 0 0

Tabela 3B- Valores individuais da avaliagdo clinica subjetiva referente a secregéo
ocular durante a cicatriza¢do corneal nos animais do grupo 3 (membrana amniotica ¢

transplante de limbo) nos diferentes momentos em dias.

Animais Mi MO M3 M7 M15 M30

Al 2 2 1 1 0 0
A2 2 2 1 1 1 0
A3 1 1 1 1 0 0
A4 1 1 1 1 1 0
AS 1 1 1 1 1 0

Legenda

(0): auséncia

(1): +

(2): +

(3): +++
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APENDICE C

Tabela 1C- Valores individuais da avaliacdo clinica subjetiva referente a vascularizago
corneal durante a cicatrizagdo da cdérnea nos animais do grupo 1 (recobrimento

conjuntival 360°), nos diferentes momentos em dias.

Animais Mi MO M3 M7 M15 M30
Al 4 4 _ ; 4 4
A2 2 2 - - 4 4
A3 2 2 - - 6 6
A4 4 4 - - 4 4
A5 0 0 - - 4 4

Tabela 2C- Valores individuais da avaliagdo clinica subjetiva referente a vascularizagéo
corneal durante a cicatriza¢@o da cornea nos animais do grupo 2 (membrana amnidtica)
nos diferentes momentos em dias.

Animais Mi MO M3 M7 MI15 M30
Al 4 4 - 4 4 4
A2 2 2 - 2 2 2
A3 4 4 - 4 4 6
A4 4 4 - 4 6 6
A5 4 4 - 4 4 4

Tabela 3C- Valores individuais da avaliacdo clinica subjetiva referente a vascularizagio
corneal durante a cicatriza¢do da cornea nos animais do grupo 3 (membrana amnidtica e

transplante de limbo) nos diferentes momentos em dias.

Animais Mi MO M3 M7 MI15 M30
Al 6 6 - 6 6 4
A2 2 2 - 2 4 4
A3 2 2 - 4 4 4
A4 6 6 - 6 4 4
A5 6 6 - 6 4 4
Legenda

(0): auséncia

(2): proliferagéo vascular até 2 mm do limbo
(4): proliferag@o vascular até 4 mm do limbo
(6): proliferagdo vascular até¢ 6 mm do limbo

(8): proliferagio vascular até 8 mm do limbo (vasos no eixo visual)
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APENDICE D

Tabela 1D- Valores individuais da avaliacdo clinica subjetiva referente ao defeito
epitelial durante a cicatrizagdo corneal nos animais do grupo 1 (recobrimento

conjuntival 360°), nos diferentes momentos em dias.

Animais Mi MO M3 M7 MI5 M30
Al 2 2 - - 1 0
A2 2 2 - - 2 2
A3 2 2 - - 0 0
A4 2 2 - - 1 0
AS 2 2 - - 1 0

Tabela 2D- Valores individuais da avaliacdo clinica subjetiva referente ao defeito
epitelial durante a cicatrizacdo corneal nos animais do grupo 2 (membrana amnidtica)
nos diferentes momentos em dias.

Animais Mi MO M3 M7 MI15 M30
Al 2 2 - 1 0 0
A2 2 2 - 2 0 0
A3 2 2 - 2 0 0
A4 2 2 - 2 0 0
A5 2 2 - 2 0 0

Tabela 3D- Valores individuais da avaliagdo clinica subjetiva referente ao defeito
epitelial durante a cicatriza¢do corneal nos animais do grupo 3 (membrana amniotica e

transplante de limbo) nos diferentes momentos em dias.

Animais Mi MO M3 M7 MI15 M30
Al 2 2 - 0 0 0
A2 2 2 - 1 0 0
A3 2 2 - 2 0 0
A4 2 2 - 2 0 0
A5 2 2 - 2 0 0

Legenda

(0): auséncia - auséncia de defeito epitelial
(1): puntiforme
(2): parcial - defeito epitelial em parte da cornea

(3): total - defeito epitelial de toda a cornea
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APENDICE E

Tabela 1E- Valores individuais da avalia¢do clinica subjetiva referente a opacidade
corneal durante a cicatrizagdo da cornea nos animais do grupo 1 (recobrimento

conjuntival 360°), nos diferentes momentos em dias.

Animais Mi MO M3 M7 MI5 M30
Al 2 2 - - 1 1
A2 2 2 - - 2 3
A3 3 3 - - 2 1
A4 3 3 - - 2 2
AS 2 2 - - 1 0

Tabela 2E- Valores individuais da avalia¢do clinica subjetiva referente a opacidade
corneal durante a cicatrizacdo da cornea nos animais do grupo 2 (membrana amnidtica),
nos diferentes momentos em dias.

Animais Mi MO M3 M7 MI15 M30
Al 2 2 - 2 2 1
A2 1 1 - 2 1 1
A3 2 2 - 2 2 2
A4 3 3 - 3 2 1
A5 3 3 - 2 2 1

Tabela 3E- Valores individuais da avaliagdo clinica subjetiva referente a opacidade
corneal durante a cicatriza¢do da cornea nos animais do grupo 3 (membrana amnidtica e

transplante de limbo), nos diferentes momentos em dias.

Animais Mi MO M3 M7 MI15 M30
Al 3 3 - 3 3 3
A2 1 1 - 1 1 1
A3 1 1 - 2 1 1
A4 2 2 - 2 1 1
A5 2 2 - 2 1 1
Legenda

(0): ndo ha dificuldade de observar detalhes da iris

(1): discreta - ha borramento dos detalhes da iris
(2): moderada - ha dificuldade em definir detalhes da iris

(3): severa - ndo é possivel observar detalhes da iris
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APENDICE F

Tabela 1F- Valores individuais da avaliagdo clinica subjetiva referente a qualidade
cicatricial ao final da cicatrizagdo corneal nos animais do grupo 1 (recobrimento
conjuntival 360°), nos diferentes momentos em dias.

Animais MI15 M30
Al 2 2
A2 3 3
A3 2 2
A4 2 2
A5 1 1

Tabela 2F- Valores individuais da avaliagdo clinica subjetiva referente a qualidade
cicatricial ao final da cicatrizacdo corneal nos animais do grupo 2 (membrana
amniotica) nos diferentes momentos em dias.

Animais MI15 M30
Al 1 1
A2 1 1
A3 1 1
A4 1 1
A5 1 1

Tabela 3F- Valores individuais da avaliagdo clinica subjetiva referente a qualidade
cicatricial ao final da cicatrizagdo corneal nos animais do grupo 3 (membrana amniotica
e transplante de limbo) nos diferentes momentos em dias.

Animais M15 M30
Al 2 2
A2 1 0
A3 2 1
A4 1 1
A5 1 1

Legenda

(0): restituicdo do epitélio com caracteristicas corneais preservadas (regular,
transparente, avascular e defeito epitelial ausente)

(1): reconstrugdo da superficie ocular com cicatrizagdo do defeito epitelial corneal
prévio mas com caracteristicas corneais alteradas (irregular, opacidade cicatricial,
vasculariza¢do remanescente)

(2): reconstrucdo da superficie ocular com cicatrizacdo do defeito epitelial corneal
prévio pela deposicdo de tecido de granulacdo e fibrose local (tecido réseo/branco,
denso, profundo, vascularizado)

(3): reconstrucdo da superficie ocular mal sucedida com recorréncia do defeito epitelial
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