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SOUZA, V.L. AVALIAQAO HISTOPATOLOGICA DA CAPSULA POSTERIOR
ASSOCIADA AO IMPLANTE DE LENTE INTRAOCULAR COM SUPERFICIE
MODIFICADA. ESTUDO EXPERIMENTAL EM COELHOS. Botucatu/SP, 2014,
97p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia,
Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

RESUMO

A opacidade de cépsula posterior (OCP) é a complicagéo tardia mais comum
apos a remocdo da catarata. Caracteriza-se pelo desenvolvimento de uma nova
barreira a passagem da luz, principalmente quando localizada no eixo 6ptico,
promovendo perda gradativa da visdo. Varias técnicas foram desenvolvidas com
0 intuito de se evitar a OCP. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do
tratamento da superficie de LIOs acrilicas utilizando-se plasma de Fldor ou
polietilenoglicol (PEG) na prevencdo da OCP. Foram utilizados 40 olhos de
coelhos, submetidos a cirurgia de facoemulsificacéo, e distribuidos em quatro
grupos experimentais (n=10), sendo, grupo Controle (CG), coelhos sem implante
de LIO; grupo com LIO tratada com plasma de polietilenoglicol (GPEG), grupo
com LIO tratada com plasma de Fluor (GF), e grupo com LIO comercial (GL). As
capsulas posteriores das lentes dos grupos foram avaliadas por meio de analise
histopatoldgica, incluindo morfometria e imunohistoquimica. Os grupos GPEG e
GL apresentaram menor espessura da capsula posterior na avaliacao inicial (12
semanas) em relacdo ao controle. No periodo final de avaliacdo (seis meses),
os tratamentos da superficie da LIO a base deplasma de flior e polietilenoglicol
nao reduziram o desenvolvimento das alteracdes histolégicas associadas a
opacidade de capsula posterior. O tratamento das superficies das lentes
intraoculares com plasma de fltor e polietilenoglicol pode ser realizado como
adjuvante na prevencdo da opacidade de cépsula posterior, pois ndo causa

alteracdes na morfologia da lente apds facoemulsificacéo.

Palavras-chave: plasma, Flaor, polietilenoglicol, OCP, morfometria,

imunohistoquimica.
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SOUZA, V.L. EVALUATION HISTOPATHOLOGICAL OF POSTERIOR
CAPSULE ASSOCIATED WITH INTRAOCULAR LENS IMPLANT WITH
SURFACE MODIFIED. EXPERIMENTAL STUDY IN RABBITS. Botucatu / SP,
2014, 97p. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”.

ABSTRACT

The posterior capsule opacification (PCO) is the most common late complication
after cataract removal. It is characterized by the development of a new barrier to
the passage of light, especially when located on the optical axis, promoting
gradual loss of vision. Various technigues have been developed with the aim of
preventing PCO. The objective of this study was to evaluate the effect of surface
treatment of acrylic IOLs using Fluorine plasma or polyethylene glycol (PEG) in
prevent for PCO. Forty rabbit eyes that underwent phacoemulsification were used
and distributed into four experimental groups (n = 10): Control group (CG), rabbits
without IOL implantation; IOL group treated with polyethylene glycol plasma
(GPEG), IOL group treated with fluoride plasma (GF), and commercial IOL group
(GL). The posterior capsule of the lens were evaluated by histopathological
analysis, including morphometric and immunohistochemical studies. The GPEG
and GL groups presented thinner posterior capsule at initial assessment (12
weeks) compared to control group. At the end of evaluation (six months), the
treatment of IOL surface with fluorine and polyethylene glycol plasma did not
reduce the development of histological changes associated with posterior
capsule opacification. The surface treatment of IOLs with Fluoride and
polyethylene glycol can be performed as an adjuvant in prevention PCO, because
it does not cause changes in the morphology of lens after phacoemulsification

surgery

Key words: plasma, Fluorine, polyethylene glycol, PCO, morphometry,

immunohistochemistry.
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1. Introducéo

A catarata é uma afeccdo ocular importante tanto na espécie humana
guanto na canina, e seu tratamento € exclusivamente cirargico. No entanto, a
remocao da lente resulta em hipermetropia com consequente comprometimento
da visdo; a correcdo desta hipermetropia € feita apds implante de lente
intraocular (LIO) com dioptria apropriada (GLOVER; CONSTANTINESCU, 1997
KIM et al., 2008).

A opacidade de cépsula posterior (OCP), denominada também como
catarata secundaria, € a complicagdo mais comum ap0s a remoc¢ao cirurgica da
catarata. No decorrer da sua evolucao, verifica-se crescimento, proliferacéo,
migracao e transformacao das células do epitélio da lente (CEL) presentes na
capsula anterior remanescente, sob a cépsula posterior inicialmente livre de
células (WORMSTONE, 2002; RAJ et al., 2009). Desta maneira, surge uma nova
barreira a passagem da luz principalmente quando esta opacidade localiza-se
no centro do eixo éptico.

Na medicina, sua incidéncia varia de 10 a 50% de acometimento, de acordo
com a evolucdo de novas técnicas descritas, com o decorrer dos anos (SINGER
et al., 2000). Na literatura veterinaria, as taxas relatadas de desenvolvimento da
OCP estdo entre 68% e 100% dos cdes no primeiro ano apos a
facoemulsificacdo e implante de LIO (BRAS et al.,, 2006; SIGLE; NASISSE,
2006). Para se minimizar o desenvolvimento da OCP, diversas técnicas sé&o
realizadas, dentre elas, modificacdes nos procedimentos cirdrgicos (PENG et al.,
2000; NIKEGHBALLI, 2002), utilizacdo de farmacos especificos no saco capsular
(MALOOF et al., 2003; DUNCAN et al., 2007; WORMSTONE et al., 2009), LIOs
de materiais e formatos diversos, alteracdo dos materiais e formatos das LIOs,
bem como associacdo dos procedimentos descritos (COOMBES; SEWARD,
1999; NISHI; NISHI, 1999; KATAYAMA et al., 2007; AWASTHI et al., 2009).

A modificagao superficial dos materiais utilizados na confecgéo das LIOs
vem sendo estudada nas ultimas décadas, com o intuito de aumentar a
biocompatibilidade das mesmas e induzir menor proliferacdo celular com a
posterior manifestacdo da OCP (WILSON et al.,, 2001; CHU et al., 2002;
BOZUKOVA et al., 2007).



O tratamento da LIO utlizando-se o0 processo de plasma,
independentemente do plasma utilizado, promove a “ativagéo” da superficie, ou
seja, a incorporacao de grupos polares que modificariam suas caracteristicas
superficiais (efeito na adesdo ou repeléncia celular e proteica) (COLTRO;
ALVES, 2001; KIM et al., 2001). A polimerizacao das LIOs com teflon ( WERNER
et al., 1999), heparina (LUNDVALL et al., 2003) e titdnio (YUAN et al., 2004) foi
descrita com intuito de acrescentar caracteristicas destas substancias e, desta
maneira, conferir repeléncia celular.

A repeléncia celular e proteica do polietilenoglicol (PEG), decorrente de
suas propriedades atdxicas, ndo imunogénica e nao antigénica, seleciona-o
como substancia adequada a ser aplicada nas superficies dos materiais para a
confeccéo de LIOs (KIM et al., 2001; BOZUKOVA et al., 2007; SERENO, 2012).

Em decorréncia da alta taxa de frequéncia da OCP, observa-se o estudo
crescente de diferentes meétodos instituidos em sua prevencdo (NISHI et al.,
2000; RAJ et al., 2007, AWASTHI et al., 2009; SINHA et al., 2013). Desta forma,
muitas pesquisas visam melhorar as técnicas cirurgicas para eliminar quase
todas da CELs do saco capsular, no momento da cirurgia, otimizando a
biocompatibilidade das LIOs, minimizando as reacdes inflamatérias poés-
operatoria, e diminuindo CELs residuais por agentes terapéuticos e que
apresentem o minimo ou nenhum efeito em outros tecidos oculares, séo
altamente desejaveis (SINHA et al., 2013).

As consideracgdes descritas acima, associada a alta morbidade da OCP na
Medicina Veterinaria, bem como os escassos estudos relacionados a mesma,
especialmente com modificacdo na superficie da lente e avaliacdo da opacidade
estimularam a realizacdo deste estudo, o qual estudou, por meio de analise
histopatolégica e imunohistoquimica do saco capsular da lente, o efeito das LIOs
tratadas com plasma de Fluor ou polietilenoglicol e LIO comercial na OCP

coelhos submetidos a facoemulsificacao.



Revusdo da Uiterotuwra



2. Revisao de Literatura
2.1 Catarata

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, estima-se que 161 milhdes de
pessoas em todo mundo sofrem com algum tipo de deficiéncia visual, das quais
37 milhdes destas sdo cegas, sendo a catarata a principal causa
(BAUMWORCEL, et al, 2009). Nao existe um levantamento similar a este para
cées, mas a catarata € uma condicao frequente em caes e € considerada uma
das principais causas de cegueira, e uma das doencas intraoculares mais
frequentes também nesta espécie (GELATT; MACHAY, 2005).

O termo deriva da palavra latina cataracta e da expresséo grega kataraktes,
gue significa cascata, queda de agua, (KEIL, 2001). Desta forma, a catarata pode
ser definida como a opacidade da lente ou de suas capsulas, decorrente de
alteracdes da arquitetura lamelar de suas fibras, alteracdes na orientacdo e nas
relacbes entre as fibras - vacuolizacdo, precipitacdo das proteinas da lente
(BARNETT, 1985; BANKS, 1992; GLOVER; CONSTANTINESCU, 1997,
GELATT, 2007).

A catarata pode ser classificada levando-se em consideracdo diferentes
parametros, tais como: a idade do animal no momento do aparecimento
(WHITLEY et al., 1993; GELATT, 2007); a posicao anatdomica da opacidade; o
estagio de desenvolvimento da catarata; e a sua etiologia (BARNETT, 1985;
FISCHER, 1989; DZIEZYC, 1990; WHITLEY et al, 1993; GLOVER;
CONSTANTINESCU, 1997; GELATT, 2007).

A classificagdo baseada na idade do animal no momento da sua
manifestacdo, determina as cataratas congénitas, as do desenvolvimento
(juvenil e adulta) e as senis (WHITLEY et al., 1993; GELATT, 2007). Quando a
classificacao é decorrente da posicdo anatdbmica da opacidade, as cataratas séo
denominadas nucleares, corticais ou capsulares. Considerando-se, o estagio de
desenvolvimento, as cataratas podem apresentar-se nas formas incipiente,
imatura, madura e hipermatura. Quando a classificacdo é de acordo com a
etiologia, as cataratas podem ser denominadas hereditarias, nutricionais,
toxicas, metabdlicas e traumaticas (BARNETT, 1985; DZIEZYC, 1990; WHITLEY
et al., 1993; GLOVER; CONSTANTINESCU, 1997; SLATTER, 2005; GELATT,



2007). As cataratas também podem ser classificadas em primarias e secundarias
(BARNETT, 1985); sendo, as primarias, aquelas cujo olho acometido ndo possuli
referéncias anteriores de doenca ocular e a lente é a Unica estrutura ocular
acometida; e as cataratas secundarias sao aquelas cuja opacidade é decorrente
de alguma afeccao em outra estrutura ocular, como por exemplo, iris, cordide ou
retina. Tipicamente, as cataratas hereditarias primarias manifestam-se nas
primeiras semanas ou meses de vida e sdo progressivas, porém nem todas
culminam para acometimento total da lente e perda da visdo. Quase sempre sdo
bilaterais, mas nem sempre sdo simétricas. As cataratas hereditérias
secundérias estdo sempre associadas a outra afeccao hereditéria, entre elas, a
persisténcia da membrana pupilar, atrofia progressiva de retina, luxacao de lente
e glaucoma primario (BARNETT, 1985; BARNETT, 1988). Além disso,
endocrinopatias como o diabetes mellitus pode levar ao desenvolvimento da
catarata. Beam et al. (1999) observaram que 50% dos cdes desenvolvem
catarata a partir de 5 a 6 meses do inicio do diagndstico da diabetes.

A Unica terapia efetiva € sua remocao cirargica, a qual pode ser realizada
por diversas técnicas. A facectomia intracapsular (FIC) foi praticamente
abandonada, devido ao grande nimero de complica¢des pds-operatorias, sendo
reservada apenas para casos de subluxacdo ou luxacdo total da lente
(WILLIANS et al., 1996). Foi substituida pela técnica de facectomia extracapsular
(FEC), a qual realiza uma abertura da capsula anterior (capsulorrexe) e preserva
a posterior. Este procedimento predominou até a década de 70, porém persistia
o inconveniente da necessidade de uma grande incisdo corneal ou limbica, a
qgual induz o colapso da camara anterior e uveite acentuada no pés-operatorio
(DZIEZYC, 1990; WHITLEY et al., 1993).

O desenvolvimento de aparelhos de ultrassom permitiu que, em 1967,
fosse realizada a primeira remocdo da lente usando um aparelho de
facoemulsificador, a qual foi denominada de “facoemulsificagdo” (KECOVA;
NECAS, 2004). Durante a facoemulsificacdo, as fibras do cértex e nucleo da
lente com catarata séo retiradas, permanecendo um saco capsular constituido
pela cdpsula posterior intacta e a capsula anterior periférica a capsulorrexe
(VASAVADA et al.,1997; RAJ et al., 2009). Assim, a técnica de escolha tem sido



a facoemulsificagdo (WILLIAMS et al., 1996; GLOVER; CONSTANTINESCU,
1997), pela qual o nucleo da lente opacificada € removido apds sua
emulsificacdo e aspiracdo, sendo que as vantagens advém do tempo cirdrgico
reduzido, da pequena incisdo e da reparacéo corneal precoce, além da reducéo
do edema corneal, menor cicatriz e consequentemente reducao significativa da
inflamacao no pos-operatorio. Esta técnica ainda promove melhor aspiracédo das
massas corticais e maior estabilidade da camara anterior no transoperatorio
(DZIEZYC, 1990; SLATTER, 2005; LAUS et al., 2008). Entre as limitacdes,
incluem-se custos mais elevados e o tempo de treinamento do profissional
(SLATTER, 2005; LAUS et al., 2008).

Com o advento da facoemulsificacdo houve uma acentuada elevacao dos
indices de sucesso deste tipo de cirurgia e, com ela, a busca de melhores
resultados em termos de acuidade visual (DAVIDSON, 2001).

Devido a importancia da funcdo refrativa da lente, medidas devem ser
levadas em consideracdo, pois as cirurgias de extracdo da lente produzem
hipermetropias de aproximadamente 14 dioptrias, uma vez que no olho aféacico
a luz nao é suficientemente refratada, resultando na formacao de imagem “atras”
da retina (GAIDDON et al., 1991; OFRI, 2007).

A correcdo da hipermetropia pode ser feita através da implantacdo de
lentes intraoculares (LIOs), cuja utilizacdo na Medicina foi realizada
pioneiramente por Harold Ridley em 1949, empregando lentes de
polimetilmetacrilato (PMMA). Por muitos anos, predominaram as LIOs rigidas de
PMMA, que requerem incisbes corneais amplas para sua implantacdo. O
advento das lentes flexiveis e dobraveis permitiu a reducdo das incisdes para 3
ou 4 mm, resultando em menor astigmatismo (KIM et al., 2008), além de um
tempo cirdrgico menor (ADKINS et al., 2003).

Em oftalmologia veterindria, particularmente na cirurgia da catarata em
caes, seguiu-se a mesma tendéncia. Ha, na atualidade, dois tipos principais de
lentes, as rigidas de PMMA (GILGER et al., 1993) e as dobraveis, de silicone
(GAIDDON et al., 1997) ou acrilicas (KECOVA; NECAS, 2004), que sdo
implantadas dentro do saco capsular.



2.2 Opacidade de capsula posterior

Apés o procedimento cirargico, as células do epitélio anterior da lente
(CELs) que permaneceram aderidas a capsula anterior remanescente, podem
invadir o eixo visual ocasionando a dispersao da luz e, desta maneira, diminuindo
a acuidade visual, condicdo conhecida como catarata secundaria, associada
principalmente a opacidade de capsula posterior (OCP) (WORMSTONE, 2002;
RAJ et al., 2009). A OCP € um processo dinamico que implica essencialmente
nos mecanismos de: proliferacdo, migracéo e diferenciagdo das CELSs residuais
(transicdo de células epiteliais para mesenquimais). Alguns autores ainda
acrescentam o depdsito de colageno e a regeneracdo das fibras lenticulares
como parte da patogénese da OCP (AWASTHI et al., 2009; RAJ et al., 2009).
Desta forma, a OCP é consequéncia fisiolégica de uma cirurgia de catarata sem
complicacbes, e comeca a se desenvolver nos primeiros meses do pos-
operatorio, levando a implicacdes clinicas de baixa acuidade visual em trés ou
guatro anos (WERNER et al., 1999; RAJ et al., 2009).

A OCP é descrita nas cirurgias de catarata desde o primeiro implante
realizado por Harold Ridley. Na medicina, sua incidéncia em meados dos anos
80 e préximo aos 90 variava de 30 a 50%. Em 1995 era em torno de 25% e nos
no fim dos anos 90, passou a ser em torno de 10% (SINGER et al., 2000). Na
medicina veterinaria, em um estudo retrospectivo de 2011 a 2012, avaliando
cdes submetidos a facoemulsificagcdo, observou-se que a complicagdo mais
prevalente foi o desenvolvimento de opacidade da capsula posterior. Na consulta
de reavaliacdo dos 4 meses, 10 dos 21 animais avaliados apresentavam OCP,
0 que corresponde a cerca de 48%, e aos 6 meses pos cirurgia, a OCP foi
detectada em 87,50% dos casos (GORDO, 2012).

A sobrevivéncia de uma populacdo viavel de CELs, apés a
facoemulsificacdo, é o alicerce da formacdao da OCP (APPLE 1992; AWASTHI
et al., 2009; WORMSTONE et al., 2009). Assim, a principal causa de OCP ¢é a
metaplasia que ocorre nas células epiteliais remanescentes na capsula
(GOMES; PAULINO, 2001). O procedimento cirirgico promove uma resposta
reparadora com mudancas no potencial de sinalizacdo celular, aumento nas

taxas de proliferacdo, depdsito e contracdo de matriz extracelular, eventos que



contribuem para a deterioragao visual observada na OCP (RAKIC et al., 1997;
BUEHL et al., 2005; DUNCAN et al., 2007; RAJ et al., 2009; WORMSTONE et
al., 2009).

Na etiopatogenia da OCP, as CELs-A, que apresentam uma taxa mitética
minima, proliferam-se, dando origem a metaplasia fiborosa (PANDEY et al.,
2004), enquanto que as CELs-E, diferentemente das CELs-A, apresentam uma
taxa mitética alta, dando origem a novas fibras continuamente durante a vida, e,
portanto sdo responsaveis pela formacéo de OCP proliferativa (PANDEY et al.,
2004). Embora ambos os tipos celulares (A e E) possuam o potencial de produzir
opacidade significativamente visivel, a maior parte da opacidade definida como
OCP é causada pela proliferacdo das CELs-E (PANDEY et al., 2004).
Clinicamente, a OCP apresenta-se em dois tipos morfologicos: perolada ou
proliferativa, e fibrosa. A primeira corresponde a proliferacdo das CELs-E, as
quais adquirem o aspecto clinico de células edemaciadas que se agrupam como
bolhas ou pérolas de Elschnig (Elschnig’s pearls) crescendo no espago entre as
capsulas e podendo invadir a capsula posterior (RAJ et al., 2007). Na area
periférica do saco capsular, estes processos ndo causam sintomas, uma vez que
nao invadem o eixo visual, ndo causando dispersao de luz e nem deterioracao
visual (HOLLICK et al., 1998).

Quando ocorre a sinéquia, ou adesédo, da borda da capsulorexe anterior
com a capsula posterior, a populacdo de células lenticulares em crescimento
desde o equador fica retida entre as capsulas, porém, sem poder crescer além
da capsulorexe sinequiada, deixando o eixo visual livre de células e sem OCP.
Esta proliferacdo/regeneracao das CELs-E é denominada anel de Soemmering’s
(WORMSTONE, 2002; RAJ et al., 2007).

As CELs-E respondem a um sistema de sinalizagdo autocrino ou paracrino
mediado por diversas citoquinas e fatores de crescimento tais como o fator de
crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), fator de crescimento de hepatécitos (HGF), fator de crescimento
epidérmico (EGF), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) e
interleucinas (IL-1 e IL-6), os quais tém demonstrado participacéo na regulacao
in vitro da proliferacdo de tais células (WORMSTONE, 2002; AWASTHI et al.,
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2009). Outra manifestagdo clinica observada refere-se a proliferacdo e
diferenciacdo, ou metaplasia fibrosa anormal das CELs-A em células alongadas
ou miofibroblastos. Reacdo mediada pelo TGF-B (Fator de crescimento
transformador B) e fator de crescimento de fibroblastos (FGF) que promovem o
aspecto clinico de pregas ou rugas na capsula posterior WORMSTONE, 2002;
WORMSTONE et al.,, 2009). Ambas as formas n&o se excluem, assim a
combinacéo dos dois tipos celulares € comumente encontrada na avaliacao da
OCP (RAJ et al., 2007).

A contracdo da capsulorexe anterior, denominada fimose capsular, € uma
complicacéo relacionada a proliferacdo fibrosa da sua borda, e constitui uma
caracteristica notada frequentemente em capsulorexes pequenas, com
diametros menores que 5,5mm (WERNER et al., 2004).

Areas de OCP n&o s&o homogéneas e seus efeitos visuais dependem da
relacéo entre sua localizag&o no eixo visual e a dilata¢éo pupilar, porém, 3,0 mm
ao redor do eixo visual central € considerada geralmente como a area visual mais
significativa (BUEHL et al., 2005; JOSE et al., 2005). Além disso, areas de alta
densidade de OCP fibrosa, que poderiam ser consideradas clinicamente graves,
podem ter menos efeito deletério sobre a visdo do que as areas menos intensas
de OCP perolada. Isto é explicado porque areas fibrosas podem atenuar a
passagem da luz, no entanto, areas proliferativas atuam na disperséo intensa da
mesma (BUEHL et al., 2005; JOSE et al., 2005). A diminui¢cdo da acuidade visual
nem sempre é correspondente a intensidade da OCP visibilizada no exame
oftalmoldgico direto, sendo que, as vezes, a mesma € intensa, mas, ainda
assintomatica em termos visuais (CHENG et al., 2001; PANDEY et al., 2004).

2.2.1 Causas e Incidéncias

As causas do OCP séo multifatoriais, (APPLE, et al., 1992; RAM et al.,
2001), e diversos sao os fatores relacionados com a sua ocorréncia, dentre eles,
a inflamacdao pré e pés-operatoria da catarata, a técnica cirargica utilizada, além
das caracteristicas da LIO, como formato e material (ABELA-FORMANEK et al.,
2002a; ABELA-FORMANEK et al., 2002b; KATAYAMA et al., 2007).
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Em humanos, o intervalo entre a facoemulsificacao e as manifestagcdes das
caracteristicas clinicas da OCP pode variar de trés meses a quatro anos apoés a
cirurgia (PANDEY et al., 2004 ). Ha variacdes também entre espécies quanto ao
tempo de manifestacdo da OCP; em coelhos, por exemplo, amplamente
utilizados como modelos experimentais, a proliferacdo e manifestagcao da OCP
€ acelerada, podendo se apresentar logo nas primeiras seis a oito semanas de
pos-operatorio, 0 que corresponderia a aproximadamente dois anos em
humanos (WERNER et al., 2004).

Na medicina, nota-se uma frequéncia média de 12% no primeiro ano de
pés-operatorio; 21% aos trés anos e 28% apds cinco anos de cirurgia
(SCHAUMBERG et al., 1998). Na literatura veterinaria, verifica-se que entre 68%
e 100% dos cées desenvolvem OCP no primeiro ano apos a facoemulsificacao
e implante de LIO (BRAS et al., 2006; SIGLE; NASISSE, 2006).

Na medicina, observa-se uma maior incidéncia de OCP na populacao
miope quando comparada a populacdo normal, que varia de 40 a 60%, e seu
tratamento também esta associado 0 maior numero de complicacdes
(IGNAJATOVIC, 1998; IZA'K et al., 1998).

Sabe-se que existe uma correlagéo inversa entre aparecimento da OCP e
a idade do paciente (PANDEY et al.,, 2002), portanto sua ocorréncia € uma
certeza em pacientes pediatricos (PANDEY et al., 2001; PANDEY et al., 2002);
0 mesmo comportamento é descrito na medicina veterinaria, uma vez que caes
jovens apresentam mais OCP que os animais mais velhos (BRAS et al., 2006).
O sexo, a lateralidade do olho (direito ou esquerdo) e presenca de catarata
diabetogénica néo influenciam na incidéncia de OCP (BRAS et al., 2006) Em
seres humanos, o indice de OCP também foi semelhante em pacientes
diabéticos e nao diabéticos com catarata, avaliados um ano p0s-
facoemulsificacdo (ZACZEK; ZETTERSTROM, 1999).

Cdes de racas pequenas e médias parecem desenvolver
significativamente mais OCP em comparacdo com caes de racas
grande/gigantes (BRAS et al., 2006).

Quanto ao estagio de desenvolvimento da catarata apresentada pelo

paciente, observou-se que este parece influenciar no desenvolvimento da OCP
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(ARGENTO et al., 1992; BRAS et al., 2006). Pacientes humanos com catarata
madura apresentam menor tendéncia de desenvolver OCP quando comparada
a outros estagios, bem como aqueles com cataratas completas (ARGENTO et
al., 1992). De modo similar, cdes com catarata imatura apresentam aumento
significativo na formacao de OCP (BRAS et al., 2006).

2.3.2 Avaliacéao clinica e histoldgica

Dentre as possiveis avaliacfes para identificacdo da OCP séo descritas a
avaliacdo clinica, histopatolégica macroscépica e microscopica, além da
imunohistoquimica.

Camparini et al. (2000) investigaram a eficacia da avaliacdo por imagens
por retroiluminacdo e observaram que estas fotografias apresentam uma boa
capacidade para captar a presenca e gravidade de OCP, mas que somente o
uso de imagens por retroiluminacdo podem subestimar a avaliacdo. Findl et al.
(2003) compararam quatro métodos de avaliacao para quantificar OCP, sistema
de analise totalmente automatizado (AQUA), avaliacdo subjetiva de opacidade
por examinadores experientes e inexperientes, avaliagcao subjetiva de opacidade
de céapsula posterior do sistema EPCO e o software de opacificacdo da capsula
posterior (POCOman). Concluiram que a pontuacdo do sistema AQUA
apresenta correlacdo com os métodos subjetivos de avaliacdo, incluindo o
EPOC, e que o sistema POCO, avalia a area de OCP e descreve
adequadamente a intensidade da OCP (FINDL et al., 2003).

Segundo Werner et al. (2004 e 2005), as analises histopatolégicas da OCP
em olhos de coelhos foram fundamentais para complementar o entendimento
dos resultados da OCP observados macroscopicamente.

Em estudos histoldgicos, descrevem-se que os achados morfologicos e de
metaplasia que caracterizam a OCP, sdo semelhantes entre cdes e humanos
(COLITZ et al., 2000; DAVISON et al., 2000).

Imediatamente apds a facoemulsificacdo, na avaliacdo histolégica de
fragmentos das cépsulas, anterior e posterior, notou-se uma monocamada de
células epiteliais da lente na superficie interna da capsula anterior, e auséncia

destas células na capsula posterior. No entanto, apés aproximadamente 19
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meses a facoemulsificagdo e implante de LIO, as capsulas da lente
apresentavam-se unidas, e células mononucleares, presumivelmente células
epiteliais da lente, foram observadas entre as capsulas da lente (SAIKA et al.,
1998).

Para avaliar o comportamento das CELs residuais apds capsulorexe,
Saxby et al. (1998) realizaram cultivo com capsulas anteriores e posteriores da
lente de humanos e bovinos por um periodo de 12 semanas. O intuito era avaliar
a proliferacdo, migracdo e a metaplasia das células epiteliais da lente. As
capsulas foram coletadas e isoladas em meio de cultura estéril, ndo téxico,
sendo que um meio de cultura continha soro fetal de vitela e o outro meio era
livre de soro fetal. Na andlise histoldgica, foi observado o crescimento de células
epiteliais, formando uma monocamada de células na capsula posterior, em
ambas as espécies avaliadas e meios de cultivo, sendo que esta capsula
apresentava-se inicialmente livre deste epitélio. A diferenga de crescimento deu-
se apenas na taxa de crescimento, o qual foi menor no meio livre de soro fetal
(SAXBY et al., 1998). Ainda na analise histologica, foram observadas, no ultimo
momento da avaliagdo, multicamadas, atingindo um maximo de cinco e doze
camadas de células na cpsula posterior humana e bovina, respectivamente
(SAXBY et al., 1998).

Além do epitélio lenticular na capsula posterior, Saxby et al. (1998)
observaram a presenca de rugas ou dobras em todas as amostras em momentos
mais tardios do estudo. Apds dez dias de avaliagdo, Wong et al. (2004) também
relataram a presenca evidente de uma camada de células epiteliais nas capsulas
posteriores humanas cultivadas, bem como a presenca de rugas ha mesma.

Na analise biomicroscépica da capsula posterior, em coelhos submetidos
a facoemulsificacao e implante de LIO, foram descritas, aos dois meses de pés-
operatério, dobras capsulares localizadas e presenca de fibrose, bem como OCP
do tipo perolada. Na avaliacéo histopatoldgica, olhos do grupo controle, ou seja,
olhos com LIO comercial, ndo contendo microesferas de liberacdo lenta de
ciclosporina, apresentaram proliferacédo e migracao das células epiteliais da lente
significativa na cdpsula posterior (PEI et al., 2013).



14

2.3.3 Tratamento

Inicialmente a opacificagdo da capsula posterior era abordada a partir da
disseccéo cirurgica da capsula posterior, que poderia ser realizada no momento
da correcdo da catarata ou posteriormente (MURRILL et al.,, 1995). Tal
procedimento apresentava complicagbes esperadas de uma cirurgia invasiva,
gue incluiam endoftalmite, deslocamento da LIO, perda de células endoteliais,
perda vitrea e até descolamento de retina (WEIBLINGER, 1986). No inicio dos
anos 80, a aplicacdo de laser de Nd: YAG para o tratamento da OCP foi
apresentada por Aron-Rosa (1980) e Fankhauser (1981). A capsulotomia por
laser de Nd:YAG tornou-se uma alternativa eficaz e segura para disseccao
cirdrgica, evitando complicacées como endoftalmite (ASLAM et al., 2003).

Na maioria dos casos, OCP pode ser eficazmente tratada com uma
capsulotomia posterior com laser de Nd:YAG. Tal procedimento é considerado o
método ideal, pois ndo requer hospitalizacdo ou preparo pré-operatério do
paciente, ndo requer anestesia geral, € um procedimento indolor, apresenta
maior seguranca e precisao, 0s riscos e complicacdes sdo menores, menor
trauma ocular, menos inflamacédo pds operatoria, exige pouca ou nenhuma
medicacdo pds operatoria, e € um procedimento relativamente rapido. Porém,
depende de uma transparéncia da cornea e do humor aquoso para uma efeito
mais eficaz e necessita de controle prévio da pressao intraocular (TERRY;
STORK, 1996; SMITH et al.,, 1999; GE et al., 2000). Além disso, € um
procedimento de elevado custo, representando uma grande parte do custo total
da cirurgia de catarata (STEINBERG et al., 1993).

2.3.4 Prevencao

Nos ultimos anos, a compreensao dos mecanismos de desenvolvimento da
OCP aumentou significativamente; por conseguinte, uma série de avan¢os tém
sido feitos para melhorar as técnicas de cirurgia de catarata, materiais e formatos
das LIOs e a utilizacdo de agentes terapéuticos. Devido a essas melhorias, a
ocoréncia de OCP diminuiu ou pelo menos o seu inicio foi adiado. No entanto, a
OCP continua sendo a complicagdo mais comum da cirurgia de catarata,

especialmente em criancas e adultos jovens (SINHA et al., 2013).



15

A capsulotomia anterior ou capsulorexe é um dos passos criticos para a
execucgao da facoemulsificagdo e considerada etapa importante na prevencao
da OCP pos-cirurgia. Duas técnicas principais foram desenvolvidas: a
capsulotomia “can-opener” (abridor de latas) e a capsulorexe circular continua
(CCC) (NIKEGHBALI, 2002). Seu formato e tamanho influenciam no
aparecimento de OCP, pois quanto maior o diametro da capsulorexe, maior a
incidéncia da OCP (SPALTON, 1999). A criacao de uma capsulorexe ampla, com
bordas irregulares em ziguezague como na técnica do “abridor de latas”
apresenta maiores indices de OCP, devido ao menor contato da capsula anterior
residual com a LIO, interferindo no efeito barreira (RAVALICO et al., 1996,
NIKEGHBALI 2002, WEDJE et al., 2004). A CCC € a técnica de capsulotomia de
escolha pela maioria dos cirurgiées (NIKEGHBALI, 2002; APPLE, 2007). A OCP
mais acentuada tem sido relatada com capsulorexe descentrada (WEDJE et al.,
2004).

Taxas de OCP descritas variam considerando diferentes técnicas de
facectomia (PERSHING; KUMAR, 2011). Na comparacdo clinica em
procedimentos cirargicos (facoemulsificacdo e extracdo extracapsular de
pequena incisdo - SICS), observou-se, apés 6 meses de pds-operatorio, taxas
de OCP maior na extracdo extracapsular; sendo descrito 40% nos grupo SICS
contra 15% no grupo facoemulsificacdo (RUIT et al., 2007; PERSHING; KUMAR,
2011). Acredita-se que isto ocorra devido uma capsulotomia parcialmente
descontinua observada no grupo SICS (RUIT et al., 2007; VENKATESH et al.,
2010).

Vérios avancos foram feitos objetivando melhorar a biocompatibilidade das
LIOs, considerando reacdes do tipo corpos estranhos, compatibilidade uveal e
interacdo das mesmas com as CELs e sua influéncia na OCP. A maioria das
pesquisas estéo relacionadas aos efeitos das LIOs, dos diferentes materiais, no
comportamento das CELs e sua contribuicdo na inibicdo da OCP (HOLLICK et
al., 1998; COOMBES; SEWARD 1999; NISHI; NISHI, 1999; NISHI et al., 2000,
MIYATA et al., 2007, RAJ et al., 2007, AWASTHI et al., 2009).

A porcentagem de pacientes humanos contendo CELS na capsula posterior

apos implante de LIO de PMMA e acrilica, aos 90 dias de pos-operatorio, foi de
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93% e 46%, respectivamente. Apds dois anos da colocagéo da LIO, 100% dos
pacientes com LIO de PMMA e de silicone apresentaram CELs na capsula
posterior, ao passo que 62% dos pacientes com LIO acrilica. Mais de 80% dos
pacientes com LIO de PMMA apresentaram um desenvolvimento progressivo
das CELs entre 90 dias e 2 anos, bem como 84% dos pacientes com LIO de
silicone, enquanto que nenhum paciente com LIO acrilica apresentou
crescimento progressivo das CELs (HOLLICK et al., 1998). Hollick et al. (1998)
concluiram que o material da LIO influencia no desenvolvimento da OCP,
atuando no comportamento das CELS.

A borda oOptica da LIO é fundamental na formacdo da barreira fisica
(WERNER et al.,, 2004). Segundo esses autores, ap0s avaliacdo clinica e
histopatolégica de diferentes modelos de lentes intraoculares acrilicas
hidrofilicas de borda quadrada em coelhos, concluiu-se que LIOs de borda
quadrada (360°) proporcionam melhores resultados quanto a diminuicdo na
formacédo da OCP (WERNER et al., 2004). Por ter uma borda mais definida e
guadrada, a LIO acrilica apresenta maior funcdo como barreira mecanica na
migracao das CELs para a capsula posterior, além de maior bioadesao entre a
LIO e a capsula da lente; maior a adeséo, significa menor espaco para as CELs
migrarem em direcdo a capsula posterior, afirmando a idéia de “sem espaco, néo
ha células células” (APPLE et al., 1992; HOLLICK et al., 1998). Alternativamente,
acredita-se que mais do que o efeito barreira, esta adesao restringe o acesso de
nutrientes e fatores de crescimento para CELs que migraram e, portanto resulta
na regressao e atrofia destas células (HOLLICK et al., 1998).

Outros procedimentos associados ao desenvolvimento da OCP sao a
hidrodisseccéo, a dispersdo de determinados farmacos no saco capsular e o
polimento minucioso da capsula anterior e posterior. A hidrodissec¢do mediante
a injecao de fluxo continuo de BSS (solucédo salina balanceada), através de uma
canula apropriada permite a separacao do cortex e o nucleo da lente, das suas
capsulas no transoperatorio (PENG et al., 2000a). A mesma € associada a
reducdo da OCP (PENG et al., 2000a; BEKIBELE; MUSORO, 2005).

Farmacos também tém sido usados com intuito de minimizar/evitar a

proliferacdo e a migracdo da CELs. A utilizacao de solucao de Lidocaina 1% na
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hidrodisseccdo foi mencionada como benéfica, auxiliando na limpeza cortical,
diminuindo a aderéncia das CELs a capsula lenticular ou por toxicidade celular
direta. Entretanto, a toxicidade corneal continua sendo a grande preocupacao
guando sao utilizados agentes hipotdnicos (VARGAS et al., 2003). O principal
objetivo de qualquer terapia farmacoldgica é atingir diretamente o tecido alvo e
prevenir a toxicidade dos demais. Desta maneira, afetar unicamente a populagao
celular remanescente da capsula anterior e do saco capsular, evitando a
toxicidade corneal e dos demais tecidos intraoculares € de vital importancia. Para
isto o sistema chamado “the perfect capsule” (Milvella®, Australia) foi
desenvolvido. O sistema permite a remog¢édo das CELs em um procedimento
denominado irrigacdo da capsula selada (SCI-Sealed Capsule Irrigation), no qual
ocorre a distribuicdo de farmacos dentro do saco capsular, por um determinado
periodo de tempo e sua posterior remogéao utilizando-se uma porta de aspiracédo
(MALOOF et al., 2003, DUNCAN et al., 2007, WORMSTONE et al., 2009). Agua
destilada, cloreto de sddio, 5-fluorouracil e Tapsigargina foram as substancias
testadas por Duncan et al. (2007), os quais observaram menor incidéncia de
OCP apos utilizacao dos ultimos dois farmcacos.

A irrigacdo e aspiracdo manual do cortex e o polimento minucioso das
capsulas tem facilitado o acesso as CELs residuais dos fornices capsulares
(VASAVADA et al., 2006; RAJ et al.,, 2009). Sua remoc¢do minuciosa e 0
polimento capsular reduzem o numero de CELs mitoticamente ativas com
potencial de proliferar e migrar para o eixo visual (PENG et al., 2000a, b).

Adicionalmente, o polimento da capsula anterior tem sido citado como
benéfico na diminuicéo da fibrose e contracdo da mesma (OCA) (MENAPACE et
al., 2005). Existem trabalhos que preconizam o polimento das LIOs e capsula
posterior com materiais cirirgicos adequados visando minimizar a incidéncia de
OCP (PENG et al., 2000a). O tratamento superficial dos materiais utilizados na
confeccéo das LIOs tem sido feito com o intuito de modificar as intera¢des entre
estas e 0s meios bioldgicos. Considera-se que a polimerizacdo das superficies
com substancias especificas poderia induzir aumento na biocompatibilidade e
interferir na proliferacéo celular e posterior manifestacédo da OCP (WILSON et
al., 2001).
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O tratamento por “plasma” consiste na submissao da LIO a uma “nuvem”
uniforme de gas ionizado. A indugdo de tal modificagdo superficial permitira
tornar as LIOs receptivas para a polimerizacdo subsequente de outras
substancias (WILSON et al., 2001; WILSON et al., 2003; YUEN et al., 2006;
BOZUKOVA et al., 2007). O efeito do tratamento por plasma é determinado pelo
tipo de reacdo quimica entre a superficie bombardeada pelo plasma e as
moléculas reativas presentes no material. Assim, as mudancas que ocorrem no
substrato dependem da composi¢cdo quimica deste e dos gases utilizados (ar,
nitrogénio/N2, argdnio/Ar, oxigénio/O2, 0z6nio/Os, 6xido nitroso/NO2, hélio/He,
vapor de agua, gas carbdnico/CO2, metano/CHs ou amoénia/NHz). Cada gés
produz um plasma distinto, resultando em propriedades superficiais diferentes
nos materiais tratados (COLTRO; ALVES, 2001).

A utilizacdo de grupos fluorados, como hexafluoreto de enxofre ou
tetrafluorocarbono, é capaz de conferir alta hidrofobicidade as superficies
favorecendo a biointegracdo dos materiais biolégicos (WERNER et al., 1999).
O tratamento do plasma permite alterar os grupos funcionais da superficie de
LIOs, tornando-o mais hidrofilico ou mais hidrofébica. Um estudo in vitro
mostrarou menor ativacdo de granuldcitos e menor aderéncia a superficie de
LIOs de PMMA depois do tratamento por plasma de tetrafluorocarbono (CF4)
(ELOY et al., 1993). Ainda, Eloy et al. (1993) destacaram o efeito positivo na
repeléncia celular nas superficies fluoradas. Legeais et al. (1998) mostraram,
em um estudo in vivo, efeitos antiadesivos nas LIOs tratadas com substancias
fluoradas, e acreditaram que isso ocorra devido a sua natureza altamente
hidrofobica. Ainda, o depdésito nas superficies das LIOs foi significativamente
menor até 60 dias apds o tratamento da LIO (LEGEAIS et al., 1998). Sereno
(2012) concluiu que a utilizagdo de LIOs tratadas com plasma de Flidor ndo
causa sinais oftalmolégicos, como fotofobia, hiperemia, alteracfes na presséo
intraocular e nem alterac6es endoteliais e da espessura corneal, demonstrando
assim a biocompatibilidade destas lentes e seguranca no uso de tal substancia.

Para ser realmente efetiva, a substancia polimerizada sobre as LIOs n&o
s6 deve ter acao repelente celular como também proteica, sendo caracteristicas

vinculadas ao polietilenoglicol (PEG). O PEG, um polimero hidrofilico
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(WAZAWA et al., 2006), € uma substancia biodegradavel, atdxica, insolavel em
agua a elevadas temperaturas, ndo imunogénica e nao antigénica com a
conhecida caracteristica da repeléncia e antiaderéncia celular e proteica (KIM
et al., 2001; LI, 2001; BOZUKOVA et al., 2007). Kim et al. (2001) identificaram
menor incidéncia de adeséo celular na superficie do PMMA polimerizado com
PEG utilizando plasma de ozbnio em testes in vitro e in vivo. Em um estudo
comparativo entre PEG de trés molaridades diferentes (1100, 2000, e 5000
g/mol) foi ressaltado ndo somente o efeito repelente do PEG cobrindo os
materiais das LIOs, como também, quanto maior a massa molar do PEG, maior
0 impacto nas propriedades antiaderentes do mesmo (BOZUKOVA et al., 2007).
Outro estudo usando lentes de acrilico com superficie modificada com PEG
descreveu formacdo de OCP, no entanto significativamente menos grave no
grupo de PEG/LIO que no grupo controle, no qual foi observada a formacao de
OCP a partir da terceira semana pos-operatéria (LEE et al., 2007). Além disso,
a opacificacdo apareceu como uma fibrose no grupo PEG/LIO, sugerindo
reduzida deficiéncia visual para LIOs tratadas com PEG. (LEE et al., 2007).
Neste mesmo estudo, foi concluido que a modificagdo da superficie de LIO
acrilica com PEG pode reduzir a formacao de OCP durante a fase precoce.

O uso de inibidores de fatores de crescimento e /ou de enzimas como as
metaloproteinases (MMPs) tem sido alvo de estudo no que diz respeito a
prevencao no desenvolvimento da OCP (WONG et al., 2004; MORARESCU et
al., 2010). Observa-se que a migracdo das células epiteliais da lente para
capsula posterior foi significativamente reduzida nas capsulas tratadas com
inibidores de MMPs (WONG et al., 2004), sugerindo que a administracdo dos
inibidores tem potencial para minimizar a OCP (MORARESCU et al., 2010).
Wong et al. (2004) concluiram que a inibicdo das MMPs resultou em reduc¢éo da
migracdo da células epiteliais e subsequente reducdo da contracdo e
enrugamento da cdpsula posterior, e portanto na reducédo da OCP. Além disso,
a utilizacdo de inibidores de MMP em LIOs pode representar uma solucao
promissora para reduzir a incidéncia de formacado de OCP (MORARESCU et al.,
2010).
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O uso de LIO como reservatoérios de microesferas contendo farmacos de
liberacéo lenta também tem sido investigado, objetivando avaliar sua eficacia na
prevencao e/ou diminuicdo do desenvolvimento da OCP (LIU et al., 2013; PEI et
al., 2013). Em estudo experimental com coelhos submetidos a facoemulsificacédo
e colocacao de LIO contendo microesferas de liberagao lenta de ciclosporina, foi
descrito na analise biomicroscopica, que apos trés meses de pds-operatorio,
65% dos animais tratados nao apresentavam OCP, enquanto 25% do grupo
controle ndo apresentavam (PEI et al., 2013). Ja na avaliacéo histopatologica,
os olhos controle apresentavam proliferacio e migracéo das células epiteliais da
lente significativa na capsula posterior (PEl et al., 2013). Desta forma, uma ampla
variedade de farmacos in vitro e in vivo utilizados nas LIOs para serem liberados
lentamente com intuito de inibir a formacdo da OCP, como 5-fluorouracil,
mitomicina C, diclofenaco de sodio, rapamicina vem mostrando-se promissora
no tratamento de inflamacdao, infec¢éo e opacificacdo da capsula posterior apds
a cirurgia de catarata; no entanto, novos estudos sdo ainda necessarios para
avaliar as complicacbes potenciais para alcancar ampla utilizacdo na clinica
médica (LIU et al., 2013).

Todas as técnicas, com diferentes graus de sucesso, tendem a diminuir a
OCP ou mesmo retardar o seu desenvolvimento (WERNER et al., 2004,
AWASTHI et al., 2009).

2.3 0Opacidade de capsula anterior e interlenticular

Adicionalmente a OCP, a proliferacdo das CELs estd envolvida na
patogénese de outras entidades como a opacidade de capsula anterior (OCA) e
a opacidade interlenticular (OIL) que ocorre entre as duas LIOs dispostas de
maneira dupla dentro do saco capsular (lentes em “Piggy back”) (PANDEY et al.,
2004; RAJ et al., 2009). A OCA constitui a opacidade da capsula anterior
residual, apds a capsulorexe, pela proliferacéo fibrosa das CELs-A, a qual pode
ser pronunciada em olhos com capsulorexe que se sobrepfe a LIO, ou seja,
menor didmetro desta em relacdo ao disco Optico da LIO. Alguns estudos
destacam o material da LIO como fator predisponente ao aparecimento da OCA
(SAIKA et al., 2003; SACU et al., 2004). A maior incidéncia de OCA foi associada
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a utilizacdo de LIOs de silicone, quando comparadas as LIOs acrilicas
(WERNER et al., 2000; WERNER et al., 2004).

2.4Imunohistoquimica

Estudos por imunohistoquimica revelam que os achados morfoldgicos, e
de metaplasia que caracterizam a OCP, sao semelhantes entre cdes e humanos
(COLITZ et al., 2000; DAVISON et al., 2000).

A imunohistoquimica (IHQ) € uma técnica que permite a localizacdo de
antigenos em células de uma amostra de tecido fixado , explorando o principio
da ligacdo especifica de anticorpos a antigenos no tecido biolégico; para a
analise dos resultados, € bastante utilizada a microscopia de luz (RAMOS-
VARA, 2005) . O nome da técnica provém das raizes "imuno", em referéncia aos
anticorpos utilizados no procedimento, e "histo", significando tecido; esta técnica
tem sido largamente aplicada para fins de diagndstico e pesquisa (BURNIER et
al., 1988). Apesar de ser um método relativamente simples, a imunohistoquimica
tem certas particularidades e seu resultado é influenciado por diversos fatores,
fixacdo do espécime, processamento histolégico adequado, escolha dos
anticorpos a serem analisados em cada caso e pelas rea¢0es propriamente ditas
e chegando até a interpretacao das laminas (WERNER et al., 2005).

A segquir, serdo apresentados alguns marcadores e sua relacdo com a
OCP.

2.4.1 Alfa-actina

A actina é um microfilamento proteico, estrutural e contratil que identifica o
isétopo alfa da actina de musculo liso e reage com células musculares lisas
normais, neoplasicas e células mioepiteliais (ZUCARRI et al., 2002). Algumas
células, como as mediadas pelos fatores de crescimento transformador 8 e de
crescimento de fibroblastos sdo positivas a alfa-actina, que € uma proteina que
em conjunto com a miosina e moléculas de ATP gera movimentos celulares.
Sabe-se ainda, que alfa-actina é expressa nos chamados miofibroblastos
repovoados no tecido de uma ferida, por exemplo, e por isso € considerada a

responsavel pela contracdo no processo de cura de feridas do tecido conjuntivo
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(DARBY et al.,, 1990;. GRINNELL, 1994). Durante a cicatrizagdo de feridas,
células fibroblasticas repovoam o tecido conjuntivo, que sdo identificadas como
miofibroblastos. Estas células sdo, portanto, responsaveis pela contracdo das
feridas de cicatrizacdo (DARBY et al., 1990;. GRINNELL, 1994).

As CELs A sado positivas a alfa-actina e, segundo alguns autores,
responsaveis pela contracdo e enrugamento da capsula posterior o
(WORMSTONE, 2002; WORMSTONE et al., 2009). A proliferacédo de células
epiteliais da lente no saco capsular, em associacdo com o acumulo de tecido
conjuntivo ap0s a extracdo de cataratas € considerado o processo de
cicatrizacao de feridas da lente. O saco capsular contrai em uma fase posterior
de cura (NISHI; NISHI, 1999). A proliferacao de células epiteliais da lente pode
contribuir para a contracdo da capsula. Da mesma forma, capsulas posteriores
caninas cultivadas exibiam positividade para alfa-actina, e esta expressao foi
vista predominantemente em associacdo com errugamento capsular
(DAVIDSON et al., 2000).

2.4.2 Ki67

A proteina Ki-67 trata-se de uma IgG1 de camundongo produzida contra
uma fracdo nuclear da linhagem celular L428 do linfoma de Hodgkin (GERDES
et al., 1983; BROWN; GATTER, 1990).

O anticorpo foi identificado no inicio da década de 80; seu nome é derivado
da cidade de origem dos pesquisadores (Kiel — Alemanha), e o niumero 67
referindo-se ao numero de clones (GERDES et al.,, 1983). Um importante
marcador de proliferacdo celular, sendo reativo com uma estrutura nuclear
presente nas células em proliferacdo exclusivamente. E expresso em todas as
fases do ciclo celular G1, S, G2, no entando a expressao antigénica € negativa
nas células quiescentes, ou na fase GO. (GERDES et al., 1983; GERDES et
al.,1984; HALL; LEVISON, 1990). O Ki-67 apresenta uma meia vida curta, cerca
de uma hora, sendo uma vantagem pois garante a auséncia de marcacao das
células que tenham saido do ciclo celular (BRUNO; DARZYNKIEWICZ, 1992).

Por estar presente em todas as células proliferativas (células normais e

tumorais), o Ki-67 tornou-se um excelente marcador operacional para determinar
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a fracdo de crescimento de uma populacdo de células. Assim, os anticorpos
contra a proteina Ki-67, estdo sendo cada vez mais utilizados como ferramentas
de diagnostico em diferentes tipos de tumores, mas € importante ter em mente
gue a expressao do Ki-67 fornece, somente, a informacao de estar ou ndo, uma
célula em proliferacdo, mas ndo ha como predizer sobre a duragéo de seu ciclo
celular (ARISAWA et al., 1999).

Embora pareca ter uma importante funcao na divisao celular, o seu papel
exato ainda € obscuro (YERUSHALMI, 2010), pois poucos estudos relatam a
possibilidade do uso do Ki-67 com a finalidade de acessar o potencial terapéutico
benéfico da utilizacdo de drogas antiproliferativas (ARISAWA et al., 1999).

2.4.3 Vimentina

As células eucaribticas possuem diversos tipos de proteinas filamentosas
citoplasmaticas, microtubulos, microfilamentos e filamentos intermediarios (FIs).
Os FlIs compdem um sistema de estruturas filamentosas, no citoplasma e nucleo
de células eucaridticas, diferente dos microfilamentos de actina, dos
microtubulos, que séo constituintes do citoesqueleto das células de quase todos
os vertebrados. Os primeiros relatos, encontrados na literatura, definiam cinco
tipos de Fls nas células dos vertebrados, distribuidos nos tecidos da seguinte
maneira: citoqueratinas (tecido epitelial), vimentina (tecido mesenquimal),
desmina (tecido muscular), proteina glial fibrilar acida (astrocitos),
neurofilamentos (neurdnios) (LAZARIDES, 1982).

A vimentina, uma proteina de peso molecular de 57 kD, € um filamento
intermediario tipo Ill, e €& expressa na maioria das células de origem
mesenquimal, incluindo fibroblastos, células endoteliais que revestem os vasos,
musculo liso, macréfagos, neutrofilos, melandcitos, linfocitos T e B, e também
em células de origem ndo mesenquimal (LAZARIDES, 1982; COCHARD;
PAULIN 1984; POLAK; NOORDEN, 1986; EVANS, 1998). Devido alta
insolubilidade da vimentina, sugere-se que esta apresente uma funcao estrutural
no citoplasma, além de evidéncias bioquimicas e morfoldgicas indicarem que 0s
filamentos de vimentina estdo associados a membrana nuclear e plasmaética,

mantendo a posicdo do nucleo e do fuso mitético, durante a vida da célula
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(CHOU et al.,, 1989). A vimentina é importante por ser um marcador bem
conhecido na transicao epitelial-mesenquimal (EMT) (THIERY, 2002).

As células epiteliais da iris e da lente ndo possuem queratina e sim,
vimentina como filamento intermediario componente do citoesqueleto
(LAZARIDES, 1982).

Sabe-se da importancia da vimentina na transicéo epitelial-mesenquimal,
no entanto, ndo se sabe se a vimentina funcionalmente contribui para o padréao
de expresséo do gene responsavel pela EMT ou se a expressao de vimentina €
apenas um resultado de EMT (EVANS, 1998). A transi¢ao epitélio mesenquimal
esta diretamente relacionada ao desenvolvimento da OCP, conforme descrito
anteriormente (SHIRAI et al., 2004).



Objetwos
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3. Objetivos

Objetivo Geral:

Avaliar e comparar a capsula posterior da lente, por meio de analise
histopatoldgica, apdés facoemulsificacdo e implante de lente intraocular
(LIO), modificada com plasma de Fluor ou de polietilenoglicol (PEG), em

coelhos.

Objetivos Especificos:

Identificar as alteracbes histomorfoldégicas da capsula posterior apos
colocacéo de LIO;

Comparar o efeito do tratamento de LIOs tratadas com plasma de Flaor e
polietilenoglicol, implante de LIO comercial, bem como facoemulsificacao
sem implante de LIO, na andlise histolégica e morfométrica da capsula
posterior.

Analisar a imunomarcagdo do saco capsular, considerando-se o0s
marcadores alfa-actina, Ki67 e vimentina, e comparar entre os diferentes

tratamentos instituidos.
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4. Material e Métodos

4.1 Animais

Foram utilizados 40 olhos de animais da espécie leporina (Oryctolagus
cuniculus), da raca Norfolk, do sexo fémea, com idade variando entre 70 e 100
dias, e com peso entre 2 e 3 Kg. Os coelhos foram fornecidos pelo Biotério
Central da UNESP campus de Botucatu.

Os animais foram previamente submetidos aos exames clinicos e
oftalmolégicos de rotina com auxilio de lampada de fenda portatil, teste de
Schirmer?, tonometria® e oftalmoscopia direta*, a fim de se descartar qualquer

alteracao ocular.

4.2 Aspectos éticos

Os procedimentos experimentais desenvolvidos seguiram as normas da
Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) e foram
submetidos & Camara de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP — Campus de
Botucatu, protocolo n°® 041/2012.

4.3 Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos, aleatoriamente, em quatro grupos
experimentais, constituidos por 10 animais, designados de acordo com o tipo de
tratamento efetuado: Grupo com LIOs sem tratamento (GL), Grupo com LIOs
submetidas a ativacao superficial por plasma de Flaor (GF), Grupo com LIOs
polimerizadas com polietilenoglicol (GPEG) e Grupo controle, submetidos

apenas ao procedimento cirargico de facoemulsificacdo, sem LIO (GC).

! Lampada de fenda portatil Kowa SL-15®

2 Teste de Schirmer Ophthalmos® - Brasil

3 Ton6metro de aplanacdo Tono Pen® Medtronic
4 Oftalmoscopio direto Welch Allyn®



29

4.4 Procedimentos anestésicos e cirargicos

O experimento foi conduzido no Centro Cirargico de Pequenos Animais do
Departamento de Cirurgia e Anestesiologia Veterinaria da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia - Universidade Estadual Paulista, Campus de
Botucatu-SP.

Os animais foram anestesiados utilizando-se como medicacdo pré
anestésica: quetamina® (20 mg/Kg) associada a xilazina® (1 mg/kg) por via
intramuscular (IM) e morfina’ (0,5mg/Kg) por via IM. A anestesia topica ocular foi
realizada utilizando-se colirio a base deproximetacaina 0,5%2.

Todos os animais foram submetidos a técnica de facoemulsificacéo
bimanual e implantag&o ou néo de lente intraocular dobravel acrilica hidrofilica®,
dependendo do seu grupo experimental.

No poés-cirlrgico imediato, o meloxicam© (0,2 mg/kg/IM) foi administrado
bem como,durante trés dias pos-operatorio (0,1mg/kg), a cada 24 horas por via
subcutadnea. Como profilaxia topica antimicrobiana e antiinflamatéria foram
administrados colirio de tobramicina 0,3%?! e colirio de acetato de prednisolona
1%%2, e para controle da hipertenséo ocular pés operatéria foi instilado colirio de
brimonidina'® 0,03% a cada 6 horas durante 10 dias.

Apbs o procedimento cirdrgico os animais foram identificados e mantidos
em gaiola individuais com agua potavel e racdo comercial ad libitum. Os animais

foram submetidos a exames clinicos e oftalmoldgicos rotineiramente.

4.5Momentos de Avaliacao
Ao final de 12 semanas pés-procedimento cirdrgico de facoemulsificacéo

(M12), quatro animais de cada grupo foram eutanasiados, ap0s anestesia com

5 Dopalen injentavel — Vetbrands — Brasil.

6 Anasedan injetavel — Vetbrands — Brasil.

" Dimorf — Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda.
8 Anestalcon — Alcon laboratérios do Brasil Ltda.

9 loflex — Mediphacos — Brasil.

10 Maxican injetavel 0,2% - Ouro Fino — Brasil.

1 Tobrex — Alcon — Brasil.

12 pred fort — Allergan — Brasil.

13 Alphagan 0,2% - Allergan — Brasil.
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acepromazina®* (1,5mg/Kg) associada a quetamina'® (20 mg/Kg) ambas por via
IM, seguida pela administragao intravenosa de tiopental (25 mg/kg) e de cloreto
de potassio 19,1%% (2 mL/Kg); em seguida, todos foram submetidos a
enucleacdo do olho operado. Os demais coelhos de cada grupo (n=6) foram
mantidos durante 24 semanas de pds-operatorio (M=24), e entdo submetidos ao

mesmo protocolo anteriormente descrito.

4.6 Analise macroscopica e histopatoldgica

Todos os bulbos oculares enucleados foram fixados em formol neutro
tamponado 10%?*’ durante 48 horas; a sequir, a esclera foi incisada 300°, a
aproximadamente 3 mm do limbo, utilizando-se bisturi crescente angulado e
tesoura de ponta fina (figura 1). Apos a localizagdo da regido da lente e com
auxilio de uma pin¢a microcirdrgica e microscopio cirdrgico, os ligamentos
suspensores foram rompidos em sua totalidade (360°) e as capsulas da lente
completamente removidas, com ou sem LIO (figuras 2 e 3) dependendo do grupo
pertencente. Estas formam colocadas em uma placa de Petri e seccionadas ao
meio; as LIOs quando presentes, foram juntamente incisadas, sendo retiradas
posteriormente, obtendo-se duas metades do saco capsular. Os sacos
capsulares foram macroscopicamente avaliados, quanto o0 seu aspecto e entao
foram incluidos em &lcool 70%* durante 12 horas, submetidos ao processo
histolégico para avaliacdo histomorfométrica e posterior avaliacdo

imunohistoquimica.

14 Acepran 0,2% - Univet - Brasil

15 Dopalen — Vetbrands - Brasil

16 Cloreto de potéssio 19,1% - Farmace — Brasil.
" Formol 10% - Rioquimica — Brasil.

18 Alcool absoluto Zulu 99,3° INPM.
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FIGURA 2: Imagem fotografica do bulbo ocular do coelho do grupo Lente (GL).
Observar a ruptura parcial dos ligamentos suspensores da lente, para a remocéo do

saco capsular.
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completa remocado. Notar a LIO posicionada entre as cdpsulas anterior e posterior,

bem como areas de opacificacao (setas).

4.7 Avaliacao histomorfométrica

ApoOs o processamento histoldégico padrédo, os sacos capsulares foram
incluidos em parafina, e entdo cortados em micrétomo rotativo. Foram realizados
cortes axiais por microtomia (4 micrometros); seis laminas de cada olho foram
confeccionadas, em média. Estas foram submetidas & coloracdo por
hematoxilina e eosina (HE)19, bem como a imunomarcacoes.

Na coloracdo HE, foram analisadas as capsulas anterior e posterior de
cada animal, bem como sua celularidade total, utilizando-se microscopio
Leica DMLD® com software de captura de imagens Leica Qwin Standard
Versdo 3.5.0; neste processo foram capturados e analisados 10 campos em
aumentos de 5x e 40x.

Nas imagens capturadas foram mensuradas a distancia entre capsula
anterior e posterior, espessuras das capsulas anterior e posterior, e avaliada a

morfologia celular presente nas mesmas. Foram utilizados escores de

19 Merck — Brasil.
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classificacdo para celularidade, ou seja células epiteliais da lente, observadas
na capsula posterior e para o enrugamento na cdpsula posterior, sendo (0)

ausente, (1) leve, (2) moderada e (3) grave.

4.8 Avaliacao da Imunohistoquimica

O processo de imunohistoquimica foi realizado no Laboratério de
Experimentacdo de Produtos Naturais do Departamento de Morfologia
do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista, Botucatu, S&o
Paulo, Brasil. As amostras foram cortadas em micrétomo rotativo e colocadas
em laminas silanizadas e carregadas positivamente?°.

Os sacos capsulares foram submetidos a imunomarcacao utilizando-se
anticorpos Ki67, alfa-actina e vimentina (Quadro 1). As laminas foram submetidas
a desparafinizacdo e hidratacédo; ndo foi necesséria a realizacéo de recuperacéo
antigénica. Foram realizados os bloqueios para peroxidase enddgena (H20:2 a
3%) e proteina inespecifica com 1% de BSA para incubacao overnight com os
respectivos anticorpos (Quadro 2).

Apés a incubagdo com o anticorpo primario, as amostras foram processadas
com o kit REVEAL Sistema de Deteccéo Livre de Biotina- Spring Biogen para
revelacdo para peroxidase e contra-corado com hematoxilina. As amostras foram
analisadas no microscépio Leica DMLD® acoplado com o software de captura
de imagens Leica Qwin V3 Standard Versao 3.5.0. Foram capturadas 5 imagens
de cada amostra imunomarcada, as quais foram submetidas a analise

guantitativa no programa AVSoft BioView 4®.

20 Amitel — Brasil.
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QUADRO 1. Anticorpos, numeros de coelhos avaliados e momentos de avaliagéo

Anticorpo Numero de amostras
Total M12 M24
Ki67 40 16 24
Vimentina 20 8 12
Alfa-actina 20 8 12

QUADRO 2. Anticorpos monoclonais e titulagéo utilizados.

Anticorpo Titulacdo Marca Clone

Alfa-actina 1:50 Santa Cruz CGA7
Ki67 1:100 Abcam SP6

Vimentina 1:100 Ivintrogen V9

4.9 Andlise estatistica

Técnica da analise de variancia ndo paramétrica para o modelo com 0s
dois fatores (grupos e momentos de avaliagdo) complementado com o teste de

comparag6es multiplas de Dunn (ZAR, 2009), considerando o nivel de 5% de
significancia.
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5. Resultados e Discussao

5.1 Avaliagdo macroscopica
Na avaliacdo macroscopica do saco capsular, no momento da coleta,
observou-se maior fragilidade nos grupos GL e GPEG, trés e duas amostras,
respectivamente. Estes apresentavam-se mais finos e delicados quando
comparados ao GC, os quais estavam firmes e opacos (n=10) (Figuras 4 e 5).
Os sacos capsulares do GF e os demais sacos capsulares dos grupos GL e
GPEG nao apresentavam altera¢cdes macroscoépicas.

N&do foi observada nenhuma fragilidade das LIOs tratadas quando
comparadas com as LIOs sem tratamento, todas as lentes intraoculares
apresentavam-se normais quanto a sua estrutura. Nenhuma alteragdo
significativa foi detectada nas superficies das LIOs tratadas com
polietilenoglicol, avaliadas in vitro (LIN et al., 2010).

No grupo GF foram verificadas poucas alteracdes macroscopicas; 0S
sacos capsulares estavam integros, sem qualquer fragilidade e a maioria (n=6)

apresentou areas de opacidade (Figura 6).

FIGURA 4. Imagem fotografica do saco capsular do coelho do grupo
Polietilenoglicol (GPEG). Notar a perda de material capsular (seta fina), com

exposicao da LIO (seta grossa).
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FIGURA 5. Imagem fotografica do saco capsular do coelho do grupo controle (GC).
Notar a transparéncia central e opacificagdo periférica.

o e .

FIGURA 6. Imagem fotografica da lente do coelho grupo plasma de Flaor (GF).
Observar LIO e saco capsular integros e saco capsular discretamente opaco (seta).

5.2 Analise histomorfométrica
Na analise histomorfométrica foi observada a presenca de uma membrana
basal mais espessa na porcao anterior, e mais fina na porgcéo posterior, sendo
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estas as capsulas anterior e posterior; adicionalmente verificou-se células
epiteliais cubdides na capsula anterior, na regidao equatorial e na capsula
posterior (Figuras 7, 8 e 9), em todos os grupos avaliados. Avaliacdes similares
as encontradas na literatura, pois observa-se em uma lente normal,
independente da espécie avaliada, uma cépsula, que € a prépria membrana
basal do epitélio, de espessura ndo uniforme (BANKS, 1992; LAYFIELD, 2005);
apresentando-se mais espessa no polo anterior e progressivamente mais fina
no polo posterior (DEULLMANN, 1998; WILCOCK, 2007); ainda, associada a
um epitélio lenticular cubdide na porgdo rostral, sendo este epitélio mais
alongado no equador e ausente no polo caudal/posterior (BANKS, 1992;
LAYFIELD, 2005). A diferenca entre os grupos, neste trabalho, foi relacionada
a quantidade de celularidade e/ou camadas de células presentes, seja na
capsula anterior ou na posterior.

Sabe-se que areas de OCP ndo sdo homogéneas e seus efeitos visuais
dependem da relacéo entre sua localizacdo no eixo visual (BUEHL et al., 2005;
JOSE et al., 2005); as analises deste estudo se deram principalmente na regido
do eixo visual, com enfoque especial a capsula posterior, ou seja,
aproximadamente 3 mm do eixo visual central, embora toda capsula posterior
tenha sido avaliada.

Foram observadas, quatro coelhos sem qualquer presenca de celularidade
na cpsula posterior no M12 (GL=1, GF=1 e GPEG=2) e cinco M24 (GL=3;
GF=2), como séo notadas nas Figuras 10 e 11. Todas esses coelhos foram
submetidos ao implante LIO, e tal fato pode ser explicado pela associacao do
tratamento instituido nas LIOs, e principalmente pela propria presenca da LIO,
uma vez que ela pode exercer um efeito barreira (WEDJE et al., 2004),
impedindo que as células epiteliais da lente dentro do saco capsular tenham
sido expostas ao humor aquoso, que contém abundante fator transformador de
crescimento B que é responsavel pela transicao epitelial-mesenquimal e pelo
comportamento fibrético das CELs (SHIRAI et al., 2004). Salienta-se ainda, que
este efeito barreira impede o acesso de nutrientes e fatores de crescimento,
resultando na regresséo e atrofia destas células (HOLLICK et al., 1998).
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FIGURA 7. Fotomicrografia de corte histoldgico da capsula anterior do coelho do
grupo controle (GC) no M24 (HE, 40x). Notar a espessura normal da capsula
anterior (CA) e a presenga normal de células epiteliais (seta).

e

—_—

FIGURA 8. Fotomicrografia de corte histologico da regido equatorial do coelho do

grupo controle (GC) no M24 (HE, 40x). Notar capsulas anterior (CA) e posterior
(CP), e as células epiteliais (setas).
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grupo controle (GC) no M24 (HE, 40x). Notar a presenca de inUmeras células
epiteliais (setas).

FIGURA 10. Fotomicrografia de corte histolégico da cépsula posterior do coelho do
grupo Polietilenoglicol (GPEG) no M12 (HE, 40x). Notar a auséncia de celularidade.
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FIGURA 11. Fotomicrografia de corte histolégico da cdpsula posterior do coelho do

grupo plasma de Fluor (GF) no M24 (HE, 40x). Notar a auséncia de celularidade.

Saika et al. (1998) avaliaram histologicamente os fragmentos da capsula,
anterior e posterior, de trés casos imediatamente apos a facoemulsificacao, e
observaram uma monocamada de células epiteliais da lente na superficie
interna da capsula anterior, e auséncia destas células na capsula posterior,
semelhante ao constatado neste estudo, sendo observada a presenca de
celularidade na capsula anterior de todos os coelhos avaliados, apesar de 12
ou 24 semans de pods-operatorio. Ainda, relataram que as capsulas periféricas
de outros casos com LIO, por um periodo de 9 e 19 meses, apresentavam-se
unidas, e células mononucleares, presumivelmente células epiteliais da lente,
foram notadas entre as cépsulas da lente (SAIKA et al., 1998). Similar ao
encontrado neste trabalho, pois 14 coelhos apresentaram as cdpsulas anterior
e posterior aderidas na regido periférica com presenca de células epiteliais,
sendo cinco coelhos do GC, e trés em cada dos demais grupos experimentais.

CELs migraram e foram verificadas na capsulas posteriores de coelhos
submetidos a facoemulsificacdo e colocacéo de LIO, avaliados até 7 semanas
de pés-operatorio, assim como foi observada auséncia de CELs na capsula

posterior de um coelho avaliado (NISHI et al., 2007). Em um caso de OCP



42

infantil bilateral, oito meses apos cirurgia de extra¢do da catarata e implantacéo
de LIO, observou-se, ap0s processamento histologico e coloragdo utilizando
HE, a presenca de matriz extracelular (ECM) e de fibroblastos semelhantes a
células lenticulares, sendo presumidamente células epiteliais da lente (SHIRAI
et al., 2004). No presente estudo, observou-se a migracéo de células epiteliais
nas cépsulas posteriores de coelhos avaliados em 12 e 24 semanas de pos-
operatorio.

Céapsulas anteriores e posteriores caninas, ap0s cultivadas em meios
contendo soro e meios livres de soro, foram avaliadas quanto a proliferacéo das
CELs nas capsulas, e observou-se que as as células presentes nas capsulas
apresentavam a aparéncia cubodide (DAVIDSON et al., 2000); semelhante ao
observado neste estudo, uma vez que as células encontradas nas capsulas
posteriores apresentavam morfologia cubdide, sendo portanto supostamente
células epiteliais proliferadas.

Foram observadas, no presente estudo, um padrdo de desenvolvimento
da regido cortical, ou seja, o recrescimento das fibras lenticulares em todas as
lentes, ndo havendo diferencas entre os grupos avaliados. Alguns autores
descrevem o deposito de colageno e a regeneracao das fibras lenticulares como
parte da patogénese da OCP (AWASTHI et al., 2009; RAJ et al., 2009). Embora
nao tendo sido utilizada uma coloracdo especifica para o colageno, a presenca
do neocrescimento foi constatada na coloragdo HE, e foi possivel evidenciar
consideravelmente a regeneracao das fibras lenticulares em todas as amostras
dos diferentes grupos avaliados neste estudo; isto deve-se provavelmente a
uma particularidade dos coelhos que apresentam um padrao de proliferacao e
regeneracao consideravel. Gwon et al. (1993) observaram, apés a extracdo da
lente de coelhos adultos, o desenvolvimento de grande recrescimento do cortex
lentincular. Este recrescimento foi observado em trés semanas de poés-
operatorio no grupo controle e seis semanas no grupo tratado. Além disso, apés
sete meses de poOs-operatorio, o preenchimento maximo do saco capsular da
lente foi observado (GWON et al., 1993). No presente estudo, observou-se este
recrescimento completo em 12 semanas de pds-operatério em todos 0s grupos

avaliados.
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A celularidade na capsula posterior esta apresentada na Tabela 1. N&o
houveram diferencas estatisticas entre os diferentes grupos de tratamento ou

momentos de avaliacao.

TABELA 1. Contagem de células totais na capsula posterior segundo grupo e

momentos de avaliacdo em semanas; mediana, valores minimo e maximo.

Momento de Avaliacao
Grupo

M12 M24
GL 1,0 (0,0; 2,0) 0,5 (0,0; 1,0)
, GF 1,5 (0,0; 2,0) 1,5 (0,0; 2,0)

Células totais

GPEG 1,0 (1,0; 2,0) 1,0 (1,0; 2,0)
GC 2,5(1,0; 3,0) 1,0 (1,0; 3,0)

Escores: 0 — ausente; 1 — leve; 2 — moderado; 3 — grave.
GL: grupo lente; GF: grupo plasma de Flior; GPEG: grupo plasma de polietilenoglicol; GC: grupo
controle.

No entanto, considerando apenas o0s escores de mediana e valores
minimos e maximos, observou-se menor celularidade nos GL e GPEG, nos dois
momentos de avaliacdo, quando comparados aos demais grupos. O GL
apresentou uma reducao na celularidade, apesar de néao significativa, quando
comparados os dois momentos de avaliacdo. Em lentes caninas contendo LIO,
cultivadas em meio contendo soro, notou-se a proliferacdo celular, como ja
citado anteriormente, no entanto a regressdo de densidade celular,
presumivelmente por morte celular, também foi verificada (DAVIDSON et al.,
2000).

Na avaliacao da espessura da capsula posterior (Tabela 2), no M12, os GL
e GPEG apresentaram diferenga significativa (p<0,05) em suas espessura
guando comparados ao GC (Tabela 2). Em valores numéricos, o GPEG
apresentou a menor espessura da capsula posterior da lente no M12; no entanto

GPEG apresentou uma elevacéao significativa em sua espessura nos diferentes
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momentos de avaliagdo. No M24, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos, e o menor valor numérico observado foi no GL.

Devido a uma série de avancos, a ocorréncia de OCP diminuiu ou pelo
menos o seu inicio foi adiado (SINHA et al., 2013); e com excecdo da menor
espessura verificada nos GL e GPEG, nos demais tratamentos nado foram
observados retardo ou diminuicdo das alteracbes relacionadas a OCP e
descritas por Sinha et al. (2013); diferente de Werner et al. (2004) e Awasthi et
al. (2009), que sugerem que as diversas técnicas existentes, com diferentes
graus de sucesso, tendem a dimiuir a OCP; neste estudo, no M24, a utilizagcdo
do tratamento & base deplasma de polietilenoglicol e Fldor, ndo se verificou
reducédo ou diminuicdo da OCP.

A espessura da capsula posterior e a presenca de celularidade estéo
diretamente relacionadas, uma vez que a analise quantitativa da espessura,

neste estudo, foi considerando-se a presenca ou ndo deste epitélio.

TABELA 2. Espessura média da capsula posterior (espessura CP) em pm,
segundo grupo e momentos de avaliagdo em semanas; mediana, valores

minimo e maximo.

Momento de Avaliacao

Grupo
M12 M24
GL 6,25 (3,99; 10,32) * 6,96 (5,77; 17,89)
GF 7,91 (6,90; 9,58) 8,15 (6,33; 11,08)

Espessura de CP

GPEG | 5,80 (5,20; 6,47) =+ | 11,74 (7,71; 19,31) +
GC | 11,44 (8,27,21,06) *= | 8,02 (7,04; 13,45)

Legenda: *, «: comparagéo entre grupos, fixado o momento, sendo p<0,05.

+ : comparagéo entre os momentos, fixado o grupo, sendo p<0,05.
GL: grupo lente; GF: grupo plasma de Fluor; GPEG: grupo plasma de polietilenoglicol; GC: grupo

controle.

Coelhos que receberam LIO tratadas com plasma de FlUor apresentaram
OCP maior no M12 quando comparadas aos coelhos que receberam LIO tratada
com polietilenoglicol (SERENO, 2012). Além disso, ndo foram observadas

evidéncias na reducdo da OCP, na fase inicial, nos coelhos com LIO tratada
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com plasma de Fluor em relagdo aos demais tratamentos (SERENO, 2012). No
presente estudo, de modo similar, os maiores valores de espessura também
foram observados no GF, apesar de nao significativo.

O tratamento de superficies de LIOs acrilicas a partir da polimerizagcao por
plasma de polietilenoglicol reduziu inicialmente o desenvolvimento e a
intensidade da OCP apéds facoemulsificagcdo (SERENO, 2012). Em um estudo,
usando lentes de acrilico com superficie modificada com PEG, observou-se
formacédo de OCP, embora significativamente menor durante a terceira a sexta
semanas no grupo LIO tratada com polietilenoglicol (LEE et al., 2007). Neste
estudo histolégico, pode-se notar o menor valor da espessura no GPEG, e
significativo em relacdo ao GC, indicando uma possivel acdo inibitéria na fase
inicial. Desta forma, os dados obtidos no presente estudo, corroboram Lee et al.
(2007), Sereno (2012), os quais concluiram que a modificacdo da superficie da
LIO de acrilico com PEG pode reduzir a formacdo de OCP durante a fase
precoce. Novos estudos ainda sé@o necessarios para avaliar as possiveis e
potenciais complicacdes do uso de farmacos de liberagcdo lenta, como
ciclosporina A, inibidores de metaloproteinases, mitomicina C, rapamicina (LIU
et al., 2013); talvez a utilizacdo do PEG, com microesferas de liberacéo lenta,
poderia trazer beneficios no retardo do desenvolvimento da OCP, uma vez que
ele mostra-se eficaz no controle da OCP numa fase precoce.

Na avaliacéo clinica de coelhos submetidos a facoemulsificacao e implante
de LIO com superficie modificada com plasma de polietilenoglicol e Fltor, ndo
foram observadas diferencas significativas entre os grupos experimentais quanto
aos sinais clinicos como blefarospasmo, fotofobia, secrecéo ocular, opacidade
corneal, presséao intraocular, dentre outras (SERENO, 2012) indicando que o0s
farmacos, o Fluor e polietilenoglicol, podem ser seguramente utilizados como
adjuvante na prevencéo da OCP.

No entanto, considerando-se a OCP, durante as avaliacfes finais, nao
foram encontradas diferencas significativas (LEE et al., 2007; SERENO, 2012).
Este mesmo comportamento foi verificado na fase mais tardia, ou seja, sem
diferencas entre os grupos avaliados, possivelmente pela auséncia de acéo

inibitéria do polietilenoglicol, indicando que o uso da tecnologia de plasma néo
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impediu a longo prazo a proliferagao celular (SERENO, 2012). Salienta-se que o
coelho apresenta uma taxa de proliferagdo muito intensa, ndo somente no bulbo
ocular mas em diversos 0rgaos e que a avaliagao de seis a oito semanas de pos-
operatorio, corresponderia a aproximadamente dois anos em humanos
(WERNER et al., 2004). Neste experimento, o periodo final de 24 semanas
corresponderia portanto, a um prazo maior em anos, desta forma o efeito do
plama de PEG ou demais tratamentos nao foram efetivos.

A adeséo celular em ensaios in vitro demonstra que as lentes intraoculares
modificadas com PEG , ndo so reduz significativamente a adesao de plaquetas,
macréfagos e CELs, mas também tende a adiar a difuséo e crescimento destas
células, o que indica que as lentes intraoculares modificadas apresentaram boa
biocompatibilidade uveal e melhor biocompatibilidade capsular (LIN et al.,
2010). Indicativos deste efeito na fase inicial foram verificados neste estudo,
entretanto a sua duracao foi observada apenas na fase inicial de avaliacéo
(M12), mesmo utilizando-se a tecnologia de plasma de PEG.

Na avaliacdo da presenca de enrugamento na capsula posterior ndo foram
observadas diferencas estatisitcas entre 0os grupos ou momentos de avaliacao
(Tabela 3), embora a presenca de enrugamento capsular posterior tenha sido
observado em todos os grupos (Figuras 12 e 13), diferindo apenas na
intensidade. O GC apresentadou valores de escore mais elevado nos dois
momentos em relacdo aos demais grupos, porém ndo significativo. Por outro
lado, o GPEG apresentou 0os menores escores no M12, sendo que em algumas
lentes, em relagcdo aos demais grupos, ndo apresentaram enrugamento na

capsula posterior (escore 0) (Tabela 3).



47

TABELA 3. Enrugamento da cépsula posterior segundo grupo e momentos de

avaliacdo em semanas; mediana, valores minimo e maximo.

Momento de Avaliacao
Grupo

M12 M24
GL 1,0 (1,0; 2,0) 1,0 (0,0; 1,0)
GF 1,5(1,0; 3,0) 0,5 (0,0; 2,0)

Enrugamento

GPEG 1,0 (0,0; 2,0) 1,0 (1,0; 3,0)
GC 2,0 (1,0; 2,0) 2,0 (1,0; 3,0)

Escores: 0 — ausente; 1 — leve; 2 — moderado; 3 — grave.

GL: grupo lente; GF: grupo plasma de Fllaor; GPEG: grupo plasma de polietilenoglicol; GC: grupo

controle.

Saxby et al. (1998) cultivaram capsulas anteriores e posteriores da lente

bovinas e humanas, por 12 semanas. Os autores relataram o crescimento de

células epiteliais na capsula posterior em diferentes meios, com ou sem soro

fetal, anteriormente livre deste epitélio. Nas duas espécies, a presenca de

multicamadas foi sempre maior com 0 meio contendo soro, atingindo 0 maximo

de 5 e 12 camadas de células nas capsulas humana e bovina, respectivamente.

Saxby et al. (1998) n&o observaram celularidade na superficie externa da

capsula posterior. Neste estudo, também ndo foram observadas células

epiteliais da lente na superficie externa da capsula posterior, em nenhum coelho

dos quatro grupos avaliados.
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FIGURA 12. Fotomicrografia de corte histolégico do coelho do grupo
Polietilenoglicol (GPEG) no M24 (HE, 40x). Observar enrugamento capsular escore
1.

FIGURA 13. Fotomicrografia de corte histolégico do coelho do grupo controle (GC)
no M24 (HE, 40x). Observar enrugamento capsular posterior escore 3.
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Além disso, foram constatadas multicamadas na capsula posterior, sendo
em média trés camadas de células epiteliais em trés capsulas posteriores do
GC. Os GPEG, GF e GL apresentaram em média uma camada de células
epiteliais na capsula posterior.

Nas capsulas posteriores caninas cultivadas por periodo superior a 14
dias, foram descritos o desenvolvimento de agregados celulares e rugas, sendo
estes os locais de dispersédo da luz (DAVIDSON et al., 2000). Wong et al. (2004),
apos cultura de capsulas posteriores de lentes humanas coletadas para
avaliacdo quanto ao desenvolvimento de OCP, também observaram, no décimo
dia de avaliagdo, a presenca evidente de uma camada de células epiteliais na
capsula posterior, bem como a presenca de rugas. Esses enrugamentos
descritos sdo portanto similares aos observados em todos 0s grupos deste
estudo.

Na analise histopatologica de cdpsulas de lentes humanas para avaliacdo
da sindrome de contracdo capsular, ndo foram observadas estruturas
vasculares nas capsulas da lente (REYES et al., 1999), semelhante ao
verificado neste estudo histopatologico.

Foram observadas a presenca de vacuoliza¢des (Figuras 14 e 15) no
material lenticular observado no saco capsular em todos 0s grupos, sendo
verificado em maior nimero geral, por ordem decrescente, no grupo GF (80%),
GPEG (66,66%), no GL (50%), GC (25%). Fernandez et al. (2004) também
observaram, na andlise histologica, a formacgéo de vacuolizagdo nos diferentes
tratamentos instituidos para LIOs, ou seja, hialunorato de sodio (SHA),
Mitomicina C (MMC) e acido etilenodiaminotetracético (EDTA). Segundo os
autores, essas vacuolizacdes representam CELs mortas, necroticas, bem como
a proliferacéo de outras CELs ao redor. Estes descrevem ainda, que o grau de
vacuolizacdo esta relacionado com o grau de desorganizacdo do crescimento
da células da lente. E ainda que, o aumento da presenca de vacuoliza¢do nos
olhos tratados com MMC e nos olhos tratados com EDTA é explicado pelo fato
gue esses farmacos afetaram a proliferacdo das CELs de forma mais eficiente
do que a agua destilada, por exemplo. No presente estudo, os maiores indices

de vacuolizacdo foram notados também nos grupos de LIO tratados com
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polietilenoglicol e fluor, e principalmente no M12, sugerindo uma atuacdo dos
farmacos utilizados no tratamento de superficie.

FIGURA 14. Fotomicrografia de corte histolégico do coelho do grupo plasma de
Fluor (GF) (HE, 40x). Observar a presenca de vacuolizagcdo presente (setas).

FIGURA 15. Fotomicrografia de corte histolégico do coelho do grupo
Polietilenoglicol (GPEG) (HE, 40x). Notar a vacuolizacdo presente (setas).
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Na avaliacdo da distancia entre as capsulas anterior e posterior, 0S grupos
e momentos apresentaram-se de forma similar, ndo havendo diferencas
estatisticas. Considerando os valores numericos, o0 GPEG apresentou a menor

distancia nos dois momentos (Tabela 4).

TABELA 4. Distancia média entre cdpsulas anterior e posterior (distancia AP)
em pm, segundo grupo e momentos de avaliacdo em semanas; mediana,

valores minimo e maximo.

Momento de Avaliacao
Grupo

M12 M24

GL 1416,48 (529,33; 1756,16) | 1175,93 (357,92; 2338,12)

Distancia | GF | 1223,20 (740,89; 1703,19) | 1346,26 (1002,05; 1774,54)

AP GPEG | 948,57 (910,28; 1315,45) 820,95 (179,00; 2304,66)

GC 1244,68 (799,95; 1877,28) | 1411,15 (822,34; 16683,63)

GL: grupo lente; GF: grupo plasma de Fluor; GPEG: grupo plasma de polietilenoglicol; GC: grupo
controle.

A avaliacdo da espessura da capsula anterior apresentada na Tabela 5,
evidencia espessura similar nos diferentes grupos e momentos avaliados, nao

apresentando diferenca estatistica para esta analise.

TABELA 5. Espessura média da capsula anterior (espessura CA) em pm,
segundo grupo e momentos de avaliacdo em semanas; mediana, valores

minimo e maximo.

Momento de Avaliacao
M12 M24
GL 17,91 (13,72; 22,58) | 16,88 (10,61; 88,76)
GF 19,61 (15,19; 25,41) 24,72 (9,58; 29,20)
GPEG 12,58 (11,22; 17,43) 30,97 (10,05; 63,14)

GC 15,32 (12,55; 33,50) | 17,50 (12,74; 41,02)

GL: grupo lente; GF: grupo plasma de Fluor; GPEG: grupo plasma de polietilenoglicol; GC: grupo
controle.

Grupo

Espessura CA
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5.3Imunohistoquimica

5.3.1 Alfa-actina

As CELs A séo positivas para alfa-actina e, promovem a contracdo e
enrugamento da cdpsula posterior (WORMSTONE, 2002; WORMSTONE et al.,
2009). Segundo Davidson et al. (2000), capsulas caninas cultivadas exibiam
positividade para alfa-actina, e esta expresséo foi vista predominantemente em
associagdo com rugas capsulares. Neste estudo, o marcador alfa-actina foi
evidenciado na capsula posterior dos grupos experimentais (Figuras 16 e 17),
porém nao houve diferenca significativa entre os momentos de avaliacdo, nem
entre os grupos avaliados (Tabelas 6 e 7). Considerando-se valores percentuais
de células imunomarcadas positivamente, o GC apresentou o maior percentual
nos dois momentos de avaliacdo, porém sem diferenca significativa. Em paralelo
com o erugamento na capsula posterior, observou-se que a maioria das capsulas
posteriores positivas para a imunomarcacdo de alfa-actina também
apresentavam enrugamento nos cortes histolégicos, corroborando o descrito por
Davidson et al. (2000), Wormstone (2002) e Wormstone et al. (2009).

Saika et al. (1998) observaram que as células epiteliais da lente em
proliferacdo na superficie interna das capsulas anterior e posterior ao redor das
lentes intraoculares implantadas nos sete casos avaliados, apds 19 meses de
pés-operatorio, foram imunomarcadas para alfa-actina; semelhante ao presente
estudo, em que foram observadas células imunomarcadas para alfa-actina na
capsula anterior, posterior e regido equatorial do saco capsular, num periodo de
6 meses de avaliacéo

A porcentagem média de imunomarcacédo, neste estudo foi de 50% no GL
e GF e de 100% no GPEG e GC no M12; no M24 este percentual se manteve
no GC, mas reduziu nos grupos com implante de LIO. A expressao numeérica da
marcacao para alfa-actina foi elevada nos GL, GPEG e GC, no M24, pois
apresentaram, respectivamente 42%, 44% e 47% de células marcadas em
relacdo ao total de células presentes na capsula posterior. Enquanto, no GF esta
expressao foi baixa, pois apresentou percentual zero de células imunomarcadas

em relacdo ao total de células presentes na capsula posterior. Saika et al. (1998)
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observaram expressao elevada de alfta-actina em células epiteliais da lente em
proliferacdo, acumulada na superficie interna do saco capsular. Assim, a
presenca de positividade de expressao, foi alta no presente estudo, apesar do
namero de células positivas ndo o ser. No presente estudo, os tratamentos
instituidos para as LIOs promoveram redugdo nesta marcacao, nos periodos
avaliados.

Células epiteliais da lente de capsulas posteriores humana e bovina foram
positivas para alfa-actina nas capsulas cultivadas (SAXBY et al., 1998). Além
disso, o alfa-actina é considerado um marcador importante para células
contrateis, e tal observacao pode explicar a contracao e enrugamento da cipsula
posterior (NAGAMOTO et al.,, 1997; SAXBY et al.,, 1998). O enrugamento
descrito também foi observado neste estudo, independente do grupo

experimental, corroborando com os achados destes autores.

FIGURA 16. Imunomarcacgéo alfa-actina na capsula posterior do coelho do grupo
Polietilenoglicol (GPEG) (40x). Notar presenca de células epiteliais com nucleo

imunomarcado (setas).
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FIGURA 17. Imunomarcacao alfa-actina n capsula posterior do coelho do grupo

controle (GC) (40x). Notar presenca de células epiteliais com nucleo imunomarcado

(setas).

TABELA 6. Quantidade de células imunomarcadas com alfa-actina, segundo

grupo e momentos (M) de avaliacdo em semanas; mediana, valores minimo e

maximo.

Momento de Avaliacao

Grupo
M12 M24
GL 2,5(0,0; 5,0) 0,0 (0,0; 0,0)
Quantidade de células GF 3,5(0,0; 7,0) 0,0 (0,0; 0,0)
(alfa-actina) GPEG | 2,5(1,0;4,0) 3,0 (0,0; 4,0)
GC 3,0 (1,0; 5,0) 3,0 (2,0; 5,0)

GL: grupo lente; GF: grupo plasma de Fluor; GPEG: grupo plasma de polietilenoglicol; GC: grupo

controle.
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TABELA 7. Imunomarcagédo alfa-actina segundo grupo e momentos de

avaliacdo em semanas, distribuicdo numérica e percentual (%).

Grupo Momento Marcacao Alfa-actina Total
Negativo Positivo

oL M12 1 (50,00) 1 (50,00) 2
M24 2 (66,67) 1 (33,33) 3
GE M12 1 (50,00) 1 (50,00) 2
M24 3 (100,00) 0 (00,00) 3
GPEG M12 0 (00,00) 2 (100,00) 2
M24 1(33,33) 2 (66,67) 3
. M12 0 (00,00) 2 (100,00) 2
M24 0 (00,00) 3 (100,00) 3

GL: grupo lente; GF: grupo plasma de Fluor; GPEG: grupo plasma de polietilenoglicol; GC: grupo
controle.

5.3.2 Ki67

O Ki67 € um importante marcador de proliferacdo celular, sendo expresso
em todas as fases do ciclo celular G1, S, G2, no entando células quiescentes ou
na fase GO ndo o expressam (GERDES et al., 1983; GERDES et al.,1984; HALL,;
LEVISON, 1990). A imunomarcagédo celular para o marcador Ki67 na capsula
posterior foi evidenciada em todos os grupos avaliados (Figuras 18, 19 e 20),
porém ndo foi evidenciada diferenca significativa entre os grupos experimentais.
Apenas no GL verificou-se uma reducéo significativa no M12 em relacdo ao M24,
provavelmente devido a maior evidéncia numérica de proliferagdo celular no
M12, neste grupo experimental (Tabelas 18 e 19).

Foram observadas células epiteliais na capsula posterior nos cortes
histol6gicos, embora algumas amostras tenham sido negativas para este
marcador, indicando que estas células ndo estavam em proliferacéo,
corroborando ao descrito Gerdes et al. (1983); Gerdes et al. (1984); Hall e
Levison (1990). E ainda, segundo Nishi et al. (2007), células epiteliais da lente

foram observadas na cdpsula posterior, embora a grande maioria dos nucleos
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foram negativos para Ki67, concluindo que estas células estavam na fase GO
do ciclo celular, indicando auséncia proliferativa.

Nishi et al. (2007) observaram CELs na curvatura da capsula (regiao
periférica), e que estas apresentaram nucleos positivos para Ki67, indicando
gue estavam em proliferagdo. Resultados de imunolocalizagdo com Ki67 em
olhos humanos post mortem, submetidos anteriormente a extracao da catarata
e colocacao de LIO, mostraram nudcleos positivos na capsula posterior e na
regido equatorial, e também foram encontrados ocasionalmente na capsula
anterior (RAKIC et al., 2000). No presente estudo, também foram encontradas
células positivas para o marcador Ki67 na capsula anterior e na regido equatorial

em todos 0S grupos experimentais.

FIGURA 18: Imunomarcacao para Ki67 nas capsula posterior do coelho do grupo
Polietilenoglicol (GPEG) (40x). Notar nucleo corado - setas. Notar presenca de
células epiteliais com nucleo ndo imunomarcado (seta fina) e células com nucleo

imunomarcado (seta grossa).

No M12, os grupos com LIO tratadas apresentaram o maior percentual
de células negativas para o anticorpo Ki67 quando comparado com o grupo LIO
sem tratamento (Tabela 9), mostrando eficicia do tratamento no controle da
proliferacdo celular. Ainda, a maioria dos grupos apresentaram o maior

percentual de células negativas para o anticorpo Ki67 no M24, porém sem
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diferenca significativa (Tabela 9), denotando uma redugcao natural na

proliferacao celular com a evolugéo do processo

=

O —

FIGURA 19: Imunomarcacao para Ki67 na regiao equatorial do coelho do grupo
Polietilenoglicol (GPEG) (40x). Notar presenca de células epiteliais com nucleo ndo

imunomarcado (seta fina) e células com nucleo imunomarcado (seta grossa).

A expressdo numérica da marcacao para Ki67 foi elevada nos GL, GPEG
e GC, no M12, pois apresentaram, respectivamente 40%, 56% e 56% de células
marcadas em relacdo ao total de células presentes na cépsula posterior.
Enquanto, no GF esta expressdo foi baixa, pois apresentou 14% de células
imunomarcadas em relacdo ao total de células presentes na cdpsula posterior.
Ja na avaliacao final (M24), essa expressao foi reduzida nos GL, GPEG e GC,
tendo sido observado 11%, 6% e 11%, respectivamente, enquanto no GF, a

expressao numérica da imunomarcacao foi de 37%.
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FIGURA 20: Imunomarcacéo para Ki67 na cépsula anterior do coelho do grupo
Polietilenoglicol (GPEG) (40x). Notar presenca de células epiteliais com nucleo ndo

imunomarcado (seta fina) e células com nucleo imunomarcado (seta grossa).

TABELA 8. Quantidade de células imunomarcadas com Ki67 na capsula
posterior, segundo grupo e momentos de avaliacdo em semanas; mediana,

valores minimo e maximo.

Momento de Avaliagcao
Grupo
M12 M24
GL 2,5(2,0;3,00* | 0,0(0,0;2,0)*
Quantidade de células GF 0,0 (0,0; 1,0) 0,0 (0,0; 7,0)
(Ki67) GPEG | 0,0(0,0;13,0) 0,0 (0,0; 1,0)
GC 1,0 (0,0; 4,0) 0,0 (0,0; 3,0)

*comparagao entre momentos, fixado o grupo, sendo p<0,05.
GL: grupo lente; GF: grupo plasma de Fltor; GPEG: grupo plasma de polietilenoglicol; GC: grupo controle.

5.3.3 Vimentina
A vimentina foi positiva em todos os grupos (Figuras 21 e 22), e a similitude
dos outros marcadores, nao foram observadas diferencas significativas entre os

grupos e momentos (Tabelas 10 e 11).
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TABELA 9. Imunomarcacdo Ki67 na cépsula posterior segundo grupo e

momentos de avaliagdo em semanas; distribuicdo numérica e percentual (%).

Grupo Momento Marcacéao Ki67 Total
Negativa Positiva

GL M12 0 (0,00) 4 (100,00) 4
M24 5 (83,33) 1 (16,67) 6
oF M12 3 (75,00) 1 (25,00) 4
M24 4 (66,67) 2 (33,33) 6
GPEG M12 2 (66,67) 1 (33,33) 3
M24 5 (83,33) 1 (16,67) 6
- M12 3 (50,00) 3 (50,00) 6
M24 4 (66,67) 2 (33,33) 6

GL: grupo lente; GF: grupo plasma de Fluor; GPEG: grupo plasma de polietilenoglicol; GC: grupo controle.

FIGURA 21: Imunomarcacao para vimentina nas cdpsula posterior do coelho do
grupo Controle (GC) (40x). Notar células epiteliais com nacleo imunomarcado
(setas).
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FIGURA 22: Imunomarcagdo para vimentina nas capsula anterior (CA), regido

equatorial e capsula posterior (CP) do coelho do grupo Lente sem tratamento (GL)

(40x). Notar células epiteliais com ndcleo imunomarcado (setas).

TABELA 10. Quantidade de células imunomarcadas com vimentina, na capsula

posterior, segundo grupo e momentos de avaliagdo em semanas; mediana,

valores minimo e maximo.

Momento de Avaliacao

Grupo
M12 M24
GL 10,0 (3,0; 17,0) | 1,0(0,0; 4,0)
Quantidade de células GF 1,5 (0,0; 3,0) 0,0 (0,0; 3,0)
(Vimentina) GPEG 3,5(3,0; 4,0) 0,0 (0,0; 2,0)
GC 13,5 (6,0; 21,0) | 5,0 (4,0;13,0)

GL: grupo lente; GF: grupo plasma de Flior; GPEG: grupo plasma de polietilenoglicol; GC: grupo

controle.

Shirai et al. (2004) analisaram uma capsula posterior humana, apo6s

procedimento de capsulotomia posterior e Davidson et al. (2000) avaliaram

amostras de lentes caninas cultivadas, ambos observaram, na analise
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imunohistoquimica, células positivas para os marcadores vimentina e alfa-

actina, dados semelhante aos encontrados neste estudo.

TABELA 11. Imunomarcacdo de vimentina segundo grupo e momentos de

avaliacdo em semanas; distribuicdo numérica e percentual (%).

Grupo Momento Marcagédo Vimentina Total
Negativa Positiva

oL M12 0 (0,00) 2 (100,00) 2
M24 1 (33,33) 2 (66,67) 3
oE M12 1 (50,00) 1 (50,00) 2
M24 2 (66,67) 1 (33,33) 3
GPEG M12 0 (66,67) 2 (100,00) 2
M24 2 (66,67) 1 (33,33) 3
- M12 0 (00,00) 2 (100,00) 2
M24 0 (00,00) 3 (100,00) 3

GL: grupo lente; GF: grupo plasma de Fltor; GPEG: grupo plasma de polietilenoglicol; GC: grupo controle.

Observou-se a presenca de irregularidades e rugas na capsula posterior da
lente, além de células fusiformes com caracteristicas de células
miofibroblasticas, indicando ser células epiteliais remanescentes da lente que
sofreram transformacao epitélio-mesenquimal (SHIRAI et al., 2004). E ainda, na
imunohistoquimica, células epiteliais de cépsulas posteriores foram positivas
para vimentina e alfa-actina, confirmando carater miofibroblastico, sendo estas
as células epiteliais da lente que sofreram transformacéo epitelio-mesenquimal
(REYS et al., 1999), o mesmo observado no trabalho em questdo. A
porcentagem da positividade da vimentina também foi alta, e sem diferenca entre
0S grupos, sugerindo a transformacéao descrita, e de modo similar, sem diferenca
entre os grupos tratados.

Sabe-se que a vimentina é expressa na maioria das células de origem
mesenquimal, incluindo os fibroblastos (LAZARIDES, 1982; COCHARD;
PAULIN 1984; POLAK; NOORDEN, 1986; EVANS, 1998; SAIKA et al., 1998),

assim a analise imunohistoquimica deste estudo sugere que as células positivas
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para a vimentina sdo as células epiteliais da lente remanescentes que sofreram
transformacao epitelio-mesenquimal, sendo portanto, células epiteliais do tipo A
(CELs-A). Enquanto as células epiteliais do tipo “E (CELs-E) por apresentarem
uma taxa mitética alta, dando origem a novas fibras continuamente durante a
vida (PANDEY et al., 2004), possivelmente tenham sido as células positivas para
o marcador Ki67, de proliferagéo celular. A expressdo numérica da marcagao
para vimentina foi elevada nos GL, GPEG e GC, nos dois momentos de
avaliacdo, pois apresentaram mais de 30% de células imunomarcadas em
relacao ao total de células presentes na capsula posterior. No M12, foi observado
nos GL, GPEG e GC, respectivamente 76%, 77% e 45%; jA no M24, esses
valores foram, respectivamente, 50%, 50% e 88% de células marcadas em
relacéo ao total de células presentes na capsula posterior. Enquanto, no GF esta
expressao foi baixa, pois o apresentou 11% de células imunomarcadas em
relacdo ao total de células presentes na capsula posterior, no M12 e no M24 foi
de 17%.

A distribuicdo das células positivas para vimentina foi uniforme, e estavam
dispostas ao longo da populagéo de células, independentemente da localizagdo
na capsula, enquanto que a expressao para o alfa-actina foi observada mais
evidentemente no saco capsular e em células dentro e adjacentes as pregas e
rugas na capsula posterior (DAVIDSON et al., 2000). Os achados do presente
estudo corroboram aos achados em cées, uma vez que as células positivas para
vimentina distribuiam-se entre as células epiteliais presentes, tanto na capsula
posterior quanto na capsula anterior e regido equatorial, enquanto as ceélulas
positivas para alfa-actina, quando presentes, localizavam-se principalmente

entre as rugas capsular posterior.
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6. Concluséao

Com base no estudo conclui-se que o tratamento de lentes intraoculares
com plasma de polietilenoglicol e Flaor pode ser realizado como adjuvante na
prevencao da opacidade de capsula posterior, pois ndo causa alteracdes na
morfologia da lente apds a facoemulsificacao.

Implante de LIO tratada com plasma de polietilenoglicol ou LIO comercial
promovem menor espessura da capsula posterior com relagdo a auséncia do
implante.

Considerando-se as demais variaveis estudadas e avaliacdo até seis
meses, 0s tratamentos da superficie da LIO a base deplasma de fluor e
polietilenoglicol ndo reduziram o desenvolvimento das alteracdes histologicas
associadas a opacidade de capsula posterior.

Avancos nos processos de tratamento da superficie da LIO com plasma e
polimerizacao de polietilenoglicol devem ser estimulados, objetivando o aumento

da permanéncia do polietilenoglicol no implante.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do tratamento da superficie de lentes
intraoculares (L10s) acrilicas utilizando-se plasma de Fltor ou polietilenoglicol (PEG)
na prevencdo da OCP. Foram utilizados 40 olhos de coelhos, submetidos a cirurgia de
facoemulsificacgéo, e distribuidos em quatro grupos experimentais, sendo, grupo Controle
(CG), coelhos sem implante de LIO; grupo com LIO tratada com plasma de
polietilenoglicol (GPEG), grupo com LIO tratada com plasma de Fldor (GF), e grupo
com LIO comercial (GL). As capsulas posteriores das lentes dos grupos foram avaliadas
por meio de analise histopatoldgica (morfometria e imunohistoquimica). Os grupos
GPEG e GL apresentaram menor espessura da capsula posterior na avaliacdo inicial (12
semanas) em relacdo ao GC. No periodo final de avaliagdo, os tratamentos da superficie
da LIO a base de plasma de Fluor e PEG nao reduziram o desenvolvimento das alteracfes

histologicas associadas a opacidade de capsula posterior. O tratamento das superficies
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das LIOs com plasma de Fluor e PEG pode ser realizado como adjuvante na prevencgao
da opacidade de cdpsula posterior, pois ndo causa alteragdes na morfologia da lente apds
facoemulsificacéo.
Palavras-chave: plasma, Fluor, polietilenoglicol, OCP, morfometria,
imunohistoquimica.
ABSTRACT
The objective of this study was to evaluate the effect of surface treatment of acrylic IOLs
using Fluorine plasma or polyethylene glycol (PEG) in the prevention of PCO. Forty
rabbit eyes that underwent phacoemulsification were used and distributed into four
experimental groups: Control group (CG), rabbits without IOL implantation; IOL group
treated with polyethylene glycol plasma (GPEG), IOL group treated with fluoride plasma
(GF), and commercial IOL group (GL). The posterior capsule of the lens were evaluated
by histopathological analysis, including morphometric and immunohistochemical
studies. The GPEG and GL groups presented thinner posterior capsule at initial
assessment (12 weeks) compared to control group. At the end of evaluation (six months),
the treatment of IOL surface with fluorine and polyethylene glycol plasma did not reduce
the development of histological changes associated with posterior capsule opacification.
The surface treatment of 10Ls with Fluoride and polyethylene glycol can be performed
as an adjuvant in prevention PCO, because it does not cause changes in the morphology
of lens after phacoemulsification surgery
Keywords: plasma, Fluorine, polyethylene glycol, PCO, morphometry,
immunohistochemistry.
INTRODUCAO

A opacidade de capsula posterior (OCP), denominada também como catarata
secundaria, € a complicacdo mais comum apds a remocdo cirurgica da catarata. No
decorrer da sua evolugdo, verifica-se crescimento, proliferacdo, migracdo e
transformacdo das células do epitélio da lente (CEL) presentes na céapsula anterior
remanescente, sob a capsula posterior inicialmente livre de células (RAJ et al., 2009;
WORMSTONE, 2009). O tratamento da LI1O utilizando-se o processo de plasma,
independentemente do plasma utilizado, promove a “ativagdo” da superficie, ou seja, a
incorporacédo de grupos polares que modificariam suas caracteristicas superficiais (efeito
na adesao ou repeléncia celular e proteica) (COLTRO e ALVES, 2001; KIM et al., 2001).
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A repeléncia celular e proteica do polietilenoglicol (PEG), decorrente de suas
propriedades atéxica, ndo imunogénica e ndo antigénica, seleciona-o como substéncia
adequada a ser aplicada nas superficies dos materiais para a confeccéo de L10s (KIM et
al., 2001; BOZUKOVA et al., 2007; SERENO, 2012). A utilizacao de grupos fluorados,
como hexafluoreto de enxofre ou tetrafluorocarbono, é capaz de conferir alta
hidrofobicidade as superficies favorecendo a biointegracdo dos materiais biologicos
(WERNER et al., 1999).

As consideracOes descritas acima, associada a alta morbidade da OCP na Medicina
Veterinaria, bem como os escassos estudos relacionados & mesma, especialmente com
modificacdo na superficie da lente e avaliacdo da opacidade estimularam a realizacéo
deste estudo, o qual teve por objetivo avaliar e comparar a capsula posterior da lente, por
meio de analise histopatologica, apos facoemulsificacdo e implante de lente intraocular
(L10), modificada com plasma de Fltor ou de polietilenoglicol (PEG), em coelhos. Bem
como, identificar as alteragdes histomorfoldgicas da capsula posterior apos colocagéo de
LIO, analisar a imunomarcag¢do do saco capsular, considerando os marcadores a actina,
Ki67 e vimentina, e comparar entre os diferentes tratamentos instituidos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 40 olhos de animais da espécie leporina (Oryctolagus cuniculus),
da raca Norfolk, fémeas, com idade variando entre 70 e 100 dias, e com peso entre 2 e
3Kg. Os coelhos foram fornecidos pelo Biotério Central da UNESP campus de Botucatu,
e 0s procedimentos experimentais desenvolvidos seguiram as normas da Association for
Research in Vision and Ophthalmology (ARVO).

Os animais foram previamente submetidos aos exames clinicos e oftalmoldgicos de
rotina a fim de se descartar qualquer alteracdo ocular. Foram distribuidos, aleatoriamente,
em quatro grupos experimentais, constituidos por 10 animais, designados de acordo com
o tipo de tratamento efetuado: Grupo com LIOs sem tratamento (GL), Grupo com LI1Os
submetidas a ativacdo superficial por plasma de Fltor (GF), Grupo com L10s submetidas
ao processo de plasma e polimerizadas com polietilenoglicol (GPEG) e Grupo controle,
olhos submetidos apenas ao procedimento cirdrgico de facoemulsificacdo, sem implante
LIO (GC). Entdo, foram anestesiados utilizando-se como medicagdo pré anestésica:
quetamina (20 mg/kg) associada a xilazina (1 mg/kg) e morfina (0,5mg/kg), todos por via

intramuscular (IM). A anestesia topica ocular foi realizada utilizando-se colirio a base de
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proximetacaina 0,5%. Todos os animais foram submetidos a técnica de facoemulsificacdo
bimanual e implantacdo ou ndo de lente intraocular dobrével acrilica (loflex - Mediphacos
hidrofilica) dependendo do seu grupo experimental. No pos-cirirgico imediato, o
meloxicam (0,2 mg/kg/IM) foi administrado bem como, durante trés dias pos operatorio
(0,2mg/kg), a cada 24 horas, por via subcutanea. Como profilaxia tépica antimicrobiana
e antiinflamatdria foram administrados colirio de tobramicina 0,3% e colirio de acetato
de prednisolona 1%, e para controle da hipertensdo ocular pos operatéria foi instilado
colirio de brimonidina 0,03% a cada 6 horas durante 10 dias. Apds o procedimento
cirargico os animais foram identificados e mantidos em gaiola individuais com agua
potével e ragdo comercial ad libitum. Os animais foram submetidos a exames clinicos e
oftalmoldgicos rotineiramente.

Ao final de 12 semanas apds o procedimento cirurgico de facoemulsificacdo (M12),
quatro animais de cada grupo foram eutanasiados, utilizandos-se anestesia com
acepromazina (1,5mg/Kg) associada quetamina (20 mg/Kg), ambas por via 1M, seguida
pela administracédo intravenosa de tiopental (25 mg/kg) e de cloreto de potassio 19,1% (2
ml/Kg); em seguida, todos foram submetidos a enucleacdo do olho operado. Os demais
coelhos de cada grupo (n=6) foram mantidos durante 24 semanas de pds operatdrio
(M=24), e entdo submetidos ao mesmo protocolo e procedimento anteriormente descrito.

Os bulbos oculares enucleados foram fixados em formol neutro tamponado 10%
durante 48 horas, a seguir, as capsulas da lente foram removidas. As capsulas formam
seccionadas longitudinalmente obtendo-se duas metades do saco capsular; as L10 quando
presentes, foram juntamente incisadas, sendo retiradas posteriormente. Os sacos
capsulares foram macroscopicamente avaliados, quanto o seu aspecto, entdo incluidos em
alcool 70% durante 12 horas, e submetidos ao processo histologico para avaliacdo
histomorfométrica e avaliacdo imunohistoquimica.

Na colocaracdo HE, foram analisadas as capsulas anterior e posterior,
utilizado-se microscopio Leica DMLD® com software de captura de imagens Leica
Qwin Standard Versdo 3.5.0. Nas imagens capturadas foram mensuradas a distancia
entre capsula anterior e posterior (um), espessuras das capsulas anterior e posterior e
avaliada a morfologia celular presente nas mesmas. Foram utilizados escores de

classificacdo para celularidade, ou seja células epiteliais da lente, observadas na capsula
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posterior e 0 enrugamento na capsula posterior, sendo (0) ausente, (1) leve, (2)
moderada e (3) grave.

As amostras dos sacos capsulares, apds coladas em laminas silanizadas e carregadas
positivamente, foram submetidas a desparafinizacdo e hidratacdo. Foram realizados os
bloqueios da peroxidase enddgena (H202 a 3%) e proteina inespecifica com 1% de BSA
para incubacdo overnight com os anticorpos Ki67 (SP6 — Abcam®/ 1:100); alfa-actina
(CGA7 — Santa Cruz®/ 1:50) e para vimentina (V9/ Ivintrogen®/ 1:100). Apés a
incubacgdo com o anticorpo primario, as amostras foram processadas com o kit REVEAL
Sistema de Detecgéo Livre de Biotina-Spring Biogen para revelacdo para peroxidase e
contra-corado com hematoxilina. As amostras também foram analisadas no microscopio
Leica DMLD® acoplado com o software de captura de imagens, seguida da analise
quantitativa no programa AVSoft BioView 4®.

Na analise estatistica foi utilizada a técnica da analise de variancia ndo paramétrica
para 0 modelo com os dois fatores (grupos e momentos de avaliagdo) complementado
com o teste de comparacdes multiplas de Dunn (ZAR, 2009), considerando o nivel de
5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise histomorfométrica foi observada a presenca de uma membrana basal
mais espessa na porcao anterior, e mais fina na porcédo posterior, sendo estas as capsulas
anterior e posterior; adicionalmente verificou-se células epiteliais cubdides na capsula
anterior, na regido equatorial e na capsula posterior (Fig.1la) em todos 0s grupos
avaliados. AvaliacBes similares as encontradas na literatura, pois observa-se em uma
lente normal, uma capsula mais espessa no polo anterior e progressivamente mais fina
no polo posterior (WILCOCK, 2007). Capsulas anteriores e posteriores caninas, apos
cultivadas em meios contento soro e meios livres de soro, foram avaliadas quanto a
proliferacdo das CELs, e constatou-se que as as células presentes nas cépsulas
apresentavam a aparéncia cubodide (DAVIDSON et al., 2000). Semelhante ao observado
neste estudo, uma vez que as células encontradas nas capsulas posteriores apresentavam
morfologia cubdide, sendo presumidamente células epiteliais proliferadas.

Quatro coelhos ndo apresentaram celularidade na capsula posterior no M12 (GL=1,
GF=1 e GPEG=2) e cinco no M24 (GL=3; GF=2), como é constatado na Fig. 1b. Esses

coelhos possuiam o implante LIO, e tal fato pode ser explicado pela associacdo do
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tratamento instituto nas LIOs, e mas também pela prépria presenca da LIO, uma vez que
ela pode exercer um efeito barreira, impedindo a exposi¢do das CELs ao humor aquoso
que € rico em fator transformador B, responsavel pela transigdo epitelial-mesenquimal
das CELs (SHIRAI et al., 2004; WEDJE et al., 2004). Salienta-se ainda, que este efeito
barreira impede o0 acesso de nutrientes e fatores de crescimento, resultando na regresséo
e atrofia CELs que migraram para capsula posterior (HOLLICK et al., 1998).

CELs migraram e foram observadas na capsulas posteriores de coelhos submetidos
a facoemulsificacdo e colocacdo de LIO, avaliados até 7 semanas de pés-operatorio,
assim como foi observada auséncia de CELSs na capsula posterior de um coelho avaliado
(NISHI et al., 2007). No presente estudo, observou-se a migracdo de células epiteliais
nas capsulas posteriores de coelhos avaliados em 12 e 24 semanas de p0s operatorio.

Um padrdo de desenvolvimento da regido cortical, ou seja, o recrescimento das
fibras lenticulares foi observado em todas as lentes deste estudo, ndo havendo diferengas
entre os grupos avaliados. Alguns autores descrevem a regeneracdo das fibras
lenticulares como parte da patogénese da OCP (AWASTHI et al., 2009; RAJ et al.,
2009). A presenca do recrescimento foi constatado na colocaracdo HE, e foi possivel
evidenciar a “regenerac¢do” das fibras lenticulares em todas as amostras dos diferentes
grupos avaliados neste estudo; isto deve-se provavelmente a uma particularidade dos
coelhos que apresentam um padréo de proliferacdo e regeneracdo consideravel. Gwon et
al., (1993) observaram, ap0s a extracdo da lente de coelhos adultos, o desenvolvimento
de grande recrescimento do cértex lentincular. Este recrescimento foi observado em trés
semanas de pds operatdrio no grupo controle e seis semanas no grupo tratado. Além
disso, apos sete meses de pos operatdrio, o preenchimento maximo do saco capsular da
lente foi observado (GWON et al., 1993). No presente estudo, observou-se este
recrescimento completo em 12 semanas de pos operatorio em todos 0s grupos avaliados.

A celularidade na capsula posterior ndo apresentou diferenca estatistica entre os
diferentes grupos de tratamento ou momentos de avaliagdo. No entanto, considerando 0s
escores de mediana e valores minimos e maximos, observou-se escores menores para
celularidade nos GL e GPEG, nos dois momentos de avalia¢do, quando comparados aos
demais grupos. Em lentes caninas contendo LIO, cultivadas em meio contendo soro,
observou-se a proliferacdo celular, no entanto a regressdo de densidade celular,
presumivelmente por morte celular, também foi observada (DAVIDSON et al., 2000).
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Saxby et al. (1998) analisando culturas de células epiteliais de capsulas anteriores
e posteriores da lente bovinas e humanas, por 12 semanas, descreveram o crescimento
de células epiteliais na capsula posterior em diferentes meios, com ou sem soro fetal,
anteriormente livre deste epitélio. Nas duas espécies, a presenca de multicamadas foi
sempre maior com 0 meio contendo soro, atingindo 0 méximo de 5 e 12 camadas de
celulas, respectivamente, nas capsulas humana e bovina (SAXBY et al., 1998). Neste
estudo, foram observadas multicamadas na capsula posterior, sendo em media trés
camadas de células epiteliais em cépsulas posteriores do GC. Os GPEG, GF e GL
apresentaram em média uma camada de células epiteliais na capsula posterior

Na avaliagdo da espessura da cdpsula posterior (Tab. 1), no M12, os GL e GPEG
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) em suas espessuras quando comparados
ao GC. Em valores numericos, 0 GPEG apresentou a menor espessura da capsula
posterior da lente no M12; e ainda GPEG apresentou uma elevacéo significativa em sua
espessura nos diferentes momentos de avaliagdo. No M24, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os grupos, e 0 menor valor numérico observado foi no GL.

Devido a uma série de avancos, a ocorréncia de OCP diminuiu ou pelo menos o seu
inicio foi adiado (SINHA et al., 2013); e com excec¢do da menor espessura verificada nos
GL e GPEG, nos demais tratamentos ndo foram observados retardo ou diminui¢do das
alteracdes relacionadas a OCP e descritas por Sinha et al. (2013). Diferente de Werner et
al. (2004) e Awasthi et al. (2009), que sugerem que as diversas técnicas existentes, com
diferentes graus de sucesso, tendem a dimiuir a OCP; neste estudo, no M24, a utilizagdo
do tratamento a base de plasma de polietilenoglicol e Fltor, ndo promoveu a redu¢éo ou
diminuicao da OCP.

Coelhos que receberam LIO tratadas com plasma de Fldor apresentaram OCP
maior no M12 quando comparadas aos coelhos que receberam LIO tratada com PEG
(SERENO, 2012). Além disso, ndo foram observadas evidéncias na reducéo da OCP, na
fase inicial, nos coelhos com LIO tratada com plasma de FlGor em relacdo aos demais
tratamentos (SERENO, 2012). No presente estudo, de modo similar, os maiores valores
de espessura também foram observados no GF, quando comparados ao GEPG e GL,
apesar de ndo significativo.

Tabela 1. Espessura média da capsula posterior (espessura CP) em um, segundo grupo e

momentos de avaliacdo em semanas.
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Momento de Avaliacdo

Grupo
M12 M24
GL 6,25 (3,99; 10,32) * 6,96 (5,77; 17,89)
GF 7,91 (6,90; 9,58) 8,15 (6,33; 11,08)
Espessura da
. . 11,74 (7,71; 19,31)
capsula posterior GPEG 5,80 (5,20; 6,47) o0 +
+
GC 11,44 (8,27; 21,06) * 0 8,02 (7,04; 13,45)

Legenda: *, co: comparagdo entre grupos, fixado o momento, sendo p<0,05. + :
comparagdo entre os momentos, fixado o grupo, sendo p<0,05. GL: grupo lente; GF:
grupo plasma de Fldor; GPEG: grupo plasma de polietilenoglicol; GC: grupo controle.
O tratamento de superficies de LIOs acrilicas a partir da polimerizacdo por plasma
de PEG reduziu inicialmente o desenvolvimento e a intencidade da OCP ap0s
facoemulsificacdo (SERENO, 2012). Em um estudo usando L10s acrilicas com superficie
modificada com PEG, observou-se formacdo de OCP, embora significativamente menor
durante a terceira e sexta semanas no grupo LIO tratada com PEG (LEE et al., 2007).
Neste estudo histolégico, pode-se notar o menor valor da espessura no GPEG, e
significativo em relacdo ao GC, indicando uma possivel acdo inibitoria na fase inicial.
Desta forma, os dados obtidos no presente estudo, corroboram os de Lee et al. (2007),
Sereno (2012), os quais concluiram que a modificacdo da superficie das L10s acrilicas
com PEG pode reduzir a formacdo de OCP durante a fase precoce. Novos estudos ainda
sdo necessarios para avaliar a eficacia e as complica¢es do uso de farmacos de liberagdo
lenta, como ciclosporina A, inibidores de metaloproteinases (LIU et al., 2013); a partir
do presente estudo, pode-se sugerir que a utilizacgdo do PEG, com microesferas de
liberagdo lenta, poderia trazer beneficios no retardo do desenvolvimento da OCP, uma
vez que ele mostra-se eficaz no controle da OCP numa fase precoce. No entanto,
considerando a OCP, nas avaliacbes finais, ndo foram encontradas diferencas
significativas (LEE et al., 2007; SERENO, 2012). Este mesmo comportamento foi
verificado na fase mais tardia, ou seja, sem diferencas entre os grupos avaliados,
possivelmente pela auséncia de acdo inibitéria do PEG, indicando que o uso da tecnologia
de plasma ndo impediu a longo prazo a proliferacdo celular (SERENO, 2012). Salienta-
se que o coelho apresenta uma taxa de proliferacdo muito intensa, ndo somente no bulbo
ocular mas em diversos 6rgaos e que a avaliacdo de seis a oito semanas de pos-operatorio,

corresponderia a aproximadamente dois anos em humanos (WERNER et al., 2004). Neste
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experimento, o periodo final de 24 semanas corresponderia portanto, a um prazo maior
em anos e o efeito do plasma de PEG ou demais tratamentos ndo foram efetivos.

Na avaliacdo clinica de coelhos submetidos a facoemulsificacdo e implante de LIO
com superficie modificada com plasma de PEG e Fluor, ndo foram observadas diferencas
significativas entre 0s grupos experimentais quanto aos sinais clinicos como
blefarospasmo, fotofobia, secrecéo ocular, opacidade corneal, presséo intraocular, dentre
outras (SERENO, 2012) indicando que os farmacos, o Fldor e PEG, podem seguramente
ser utilizados como adjuvante na prevencéao da OCP.

Na avaliacdo da presenca de enrugamento na capsula posterior ndo foram
observadas diferencas estatisitcas entre 0s grupos ou momentos de avaliacdo, embora a
presenca de enrugamento capsular posterior tenha sido observado em todos os grupos
(Fig. 1c), diferindo apenas na intensidade. O GC apresentou valores de escore mais
elevado nos dois momentos em relagéo aos demais grupos, porém néo significativo. Por
outro lado, o GPEG apresentou 0s menores escores no M12, sendo que algumas amostras
ndo apresentaram enrugamento na capsula posterior (escore 0), em relagdo aos demais
grupos. Wong et al. (2004), apos cultura de capsulas posteriores de lentes humanas
coletadas para avaliagdo quanto ao desenvolvimento de OCP, também observaram, no
décimo dia de avaliacdo, a presenca evidente de uma camada de células epiteliais na
capsula posterior, bem como a presenca de rugas. Esses enrugamentos descritos séo
portanto similares aos observados em todos os grupos deste estudo.

Foram observadas a presenca de vacuolizac6es (Fig. 1d) no material lenticular em
todos os grupos, sendo verificado em maior nimero, por ordem decrescente, no grupo
GF (80%), GPEG (66,66%), no GL (50%), GC (25%). Fernandez et al. (2004) também
observaram, na andlise histolégica, a formacdo de vacuolizacdo nos diferentes
tratamentos instituidos para L10Os, ou seja, hialunorato de sodio (SHA), mitomicina C
(MMC) e acido etilenodiaminotetracético (EDTA). Segundo Fernandez et al. (2004),
essas vacuolizacBes representam células lenticulares mortas, necréticas. Estes descrevem
ainda, que o grau de vacuolizacdo esta relacionada com o grau de desorganizacao do
crescimento da células lenticulares. E ainda que, o aumento da presenca de vacuolizacao
no olhos tratados com MMC e nos olhos tratados com EDTA é explicado pelo fato que
esses farmacos afetaram a proliferacdo celular de forma mais eficiente do que a agua

destilada, por exemplo. No presente estudo, 0os maiores indices de vacuolizacdo foram



91

notados também nos grupos de LIO tratados com polietilenoglicol e fluor, e
principalmente no M12, sugerindo uma atuacéo dos farmacos utilizados no tratamento
de superficie.

Segundo Davidson et al. (2000), capsulas caninas cultivadas exibiam positividade
para alfa-actina, e esta expresséo foi vista predominantemente em associagdo com rugas
capsulares. Neste estudo, 0 marcador alfa-actina foi evidenciado na capsula posterior dos
grupos experimentais (Fig. 2a), porém sem diferencas significativas entre 0s momentos

de avaliacdo, nem entre o0s grupos avaliados.

Figura 1a: Fotomicrografia de corte histoldgico da capsula posterior, com presenca de
celularidade (seta), do coelho do grupo controle no M24; 1b: Fotomicrografia de corte
histolégico da cépsula posterior, livre de celularidade (seta), do coelho do grupo
Polietilenoglicol no M12; 1c: Fotomicrografia de corte histoldgico da capsula posterior,
com enrugamento escore 3 do coelho do grupo controle no M24. Observar enrugamento
capsular posterior escore 3; 1d: Fotomicrografia de corte histolégico do coelho do grupo
plasma de Fluor. Observar a presenca de vacuolizagdo (setas). 1a— 1d: HE, 40X.

Paralelamente ao erugamento na capsula posterior, observou-se que a maioria das
capsulas posteriores positivas para a imunomarcacdo de alfa-actina também
apresentavam enrugamento nos cortes histoldgicos, corroborando o descrito por
Davidson et al. (2000) e Wormstone et al. (2009).

Células epiteliais da lente de capsulas posteriores humana e bovina foram positivas
para alfa-actina nas capsulas cultivadas (SAXBY et al., 1998). Além disso, o alfa-actina

é considerado um marcador importante para células contrateis, e tal observacdo pode
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explicar a contracdo e enrugamento da capsula posterior (NAGAMOTO et al., 1997;
SAXBY et al., 1998). As CELs A sdo positivas a alfa-actina e promovem a contragdo e
0 enrugamento da capsula posterior (WORMSTONE et al., 2009). O enrugamento
descrito também foi observado neste estudo, independente do grupo experimental,
corroborando com os achados destes autores.

O anticorpo Ki67, importante marcador de proliferacdo celular, é expresso em todas
as fases do ciclo celular G1, S, G2, no entanto células quiescentes ou na fase GO nédo o
expressam (HALL e LEVISON, 1990). A imunomarcacao celular para o marcador Ki67
na capsula posterior foi evidenciada em todos os grupos avaliados (Fig.2b), porém sem
diferencas significativas entre os grupos experimentais. Apenas no GL verificou-se uma
reducdo significativa no M12 em relacdo ao M24, provavelmente devido a maior
evidéncia numerica de proliferacdo celular no M12, neste grupo experimental (Tab.2).
Foram observadas células epiteliais na capsula posterior nos cortes histologicos, embora
algumas amostras tenham sido negativas para este marcador, indicando que estas células
ndo estavam em proliferacdo, corroborando o descrito Nishi et al. (2007), que
constataram que células epiteliais da lente estavam presentes na capsula posterior, embora
a grande maioria dos nacleos foram negativos para Ki67, concluindo que estas células
estavam na fase GO do ciclo celular, indicando auséncia proliferativa.

No M12, os grupos com LIO tratadas apresentaram menores quantidades de células
positivas para o anticorpo Ki67 quando comparado com o grupo LIO sem tratamento,

mostrando efic&cia do tratamento no controle da proliferacéo celular.
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Figura 2a: Imunomarcacdo para alfa-actina na capsula posterior do coelho do grupo
Polietilenoglicol (setas); 2b: Imunomarcacao para Ki67 nas capsula posterior do coelho
do grupo Polietilenoglicol (setas); 2c: Imunomarcacdo para vimentina nas capsula

posterior do coelho do grupo Controle (setas). 2a — 2c: aumento 40X
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A vimentina foi positiva em todos os grupos (Fig. 2c), e a similitude dos outros
marcadores, ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos e momentos.
Shirai et al. (2004) analisaram uma capsula posterior humana, apds procedimento de
capsulotomia posterior e Davidson et al. (2000) avaliaram amostras de lentes caninas
cultivadas, ambos observaram, na analise imunohistoquimica, células positivas para 0s
marcadores vimentina e alfa-actina, dados semelhante aos encontrados neste estudo.
Tabela 2. Quantidade de células imunomarcadas com Ki67 na capsula posterior, segundo

grupo e momentos de avaliacdo em semanas.

Momento de Avaliacio

Variavel Grupo
M12 M24
0,0 (0,0;
2,0)*

GL 2,5(2,0;3,0) * 0,0 (0,0;

GF 0,0 (0,0;1,0) 7,0)

Quantidade de células (Ki67)

GPEG 0,0 (0,0; 3,0) 0,0 (0,0;

GC 1,0 (0,0; 4,0) 1,0)
0,0 (0,0;

3,0)

*comparacdo entre momentos, fixado o grupo, sendo p<0,05. GL: grupo lente; GF:
grupo plasma de Fluor; GPEG: grupo plasma de polietilenoglicol; GC: grupo controle

Na imunohistoquimica, células epiteliais de capsulas posteriores foram positivas
para vimentina e alfa-actina, confirmando carater miofibroblastico, sendo estas as células
epiteliais da lente que sofreram transformacao epitelio-mesenquimal (REYS et al., 1999),
0 mesmo observado no trabalho em questé&o.

A vimentina é expressa na maioria das células de origem mesenquimal, incluindo
os fibroblastos (SAIKA et al., 1998); assim, a analise imunohistoquimica deste estudo
sugere que as células positivas para a vimentina sdo as células epiteliais da lente
remanescentes que sofreram transformacdo epitelio-mesenquimal, sendo portanto,
células epiteliais do tipo A (CELs-A); enquanto as células epiteliais do tipo “E (CELs-
E), por apresentarem uma taxa mitotica alta, dando origem a novas fibras continuamente
durante a vida (PANDEY et al., 2004), possivelmente tenham sido as células positivas
para 0 marcador Ki67 de proliferacdo celular. A distribuicdo das células positivas para
vimentina foi uniforme, e estava disposta ao longo da populagdo de células,

independentemente da localizacdo na céapsula, enquanto que a expressdo para o alfa-
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actina foi observada mais evidentemente no saco capsular e em células dentro e
adjacentes as pregas e rugas na capsula posterior (DAVIDSON et al., 2000). Os achados
do presente estudo corroboram aos achados em cées, uma vez que as células positivas
para vimentina distribuiam-se entre as celulas epiteliais presentes, tanto na capsula
posterior quanto na capsula anterior e regido equatorial, enquanto as células positivas para
alfa-actina, quando presentes, localizavam-se principalmente entre as rugas capsular
posterior.
CONCLUSOES

Com base no estudo conclui-se que o tratamento de lentes intraoculares com plasma
de polietilenoglicol e Flior podem ser realizados como adjuvante na prevencdo da
opacidade de capsula posterior, pois ndo causam alteracdes na morfologia da lente apos
a facoemulsificacdo. Os tratamentos com implante de LIO tratada com plasma de
polietilenoglicol ou LIO comercial promovem menor espessura da capsula posterior com
relagdo a auséncia do implante. Considerando as demais variaveis estudadas e avaliagdo
até seis meses, os tratamentos da superficie da LIO a base de plasma de fllor e
polietilenoglicol ndo reduziram o desenvolvimento das alterac@es histoldgicas associadas
a opacidade de capsula posterior. Avangos nos processos de tratamento da superficie da
L10 com plasma e polimerizacdo de polietilenoglicol devem ser estimulados, objetivando
0 aumento da permanéncia do polietilenoglicol no implante.
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tamanho menor que 12 (o menor tamanho aceito € 8). A legenda da Tabela deve conter apenas o
indispenséavel para o seu entendimento. As tabelas devem ser, obrigatoriamente, inseridas no corpo
do texto preferencialmente apds a sua primeira citacéo.

Figura. Compreende qualquer ilustracdo que apresente linhas e pontos: desenho, fotografia, gréafico,
fluxograma, esquema, etc. A legenda recebe inicialmente a palavra Figura, seguida do nimero de
ordem em algarismo arabico e ponto (ex.: Figura 1.) e é referida no texto como Fig seguida de ponto
e do nimero de ordem (ex.: Fig.1), mesmo se referir a mais de uma figura (ex.: Fig. 1, 2 e 3). Além de
inseridas no corpo do texto, fotografias e desenhos devem também ser enviadas no formato jpg com
alta qualidade, em um arquivo zipado, anexado no campo préprio de submissao na tela de registro do
artigo. As figuras devem ser, obrigatoriamente, inseridas no corpo do texto preferencialmente apos a
sua primeira citagdo. Nota: 1. Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter, abaixo
da legenda, informacéo sobre a fonte (autor, autorizacdo de uso, data) e a correspondente referéncia
deve figurar nas Referéncias.

Discusséo. Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As secBes Resultados e
Discusséao poderao ser apresentadas em conjunto a juizo do autor, sem prejudicar qualquer das partes
e sem subitens).

Conclusfes. As conclusBes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa executada e serem
apresentadas de forma objetiva, SEM revisdo de literatura, discussédo, repeticdo de resultados e
especulacdes.

Agradecimentos. Nao obrigatério. Devem ser concisamente expressados.

Referéncias. As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética, dando-se preferéncia a
artigos publicados em revistas nacionais e internacionais, indexadas. Livros e teses devem ser
referenciados o minimo possivel, portanto, somente quando indispenséaveis. Sdo adotadas as nhormas
gerais ABNT, adaptadas para o ABMVZ conforme exemplos:

Como referenciar:
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1. CitagBes no texto

A indicacao da fonte entre parénteses sucede a citagdo para evitar interrupgéo na sequéncia do texto,
conforme exemplos:

autoria Unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuério..., 1987/88) ou Anuéario... (1987/88)

dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974)

mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al., (1979)

mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971); Ferguson et al. , (1979) ou (Dunne, 1967; Silva,
1971; Ferguson et al., 1979), sempre em ordem cronolégica ascendente e alfabética de autores para
artigos do mesmo ano.

Citacdo de citacéo. Todo esforco deve ser empreendido para se consultar o documento original. Em
situagBes excepcionais pode-se reproduzir a informag&o ja citada por outros autores. No texto, citar o
sobrenome do autor do documento ndo consultado com o ano de publicacdo, seguido da expresséo
citado por e o sobrenome do autor e ano do documento consultado. Nas Referéncias, deve-se incluir
apenas a fonte consultada.

Comunicacao pessoal. Nao fazem parte das Referéncias. Na citacao coloca-se o sobrenome do autor,
a data da comunicagdo, nome da Instituicdo a qual o autor € vinculado.

2. Periddicos (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores et al.,):

ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88.

FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on immunity to alphaviruses in foals. Am. J.
Vet. Res., v.40, p.5-10, 1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al., Anestesia general del canino. Not. Med.
Vet., n.1, p.13-20, 1984.

3. Publicacdo avulsa (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores et al.,):
DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 981p.

LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacteriolégicos de ostras, mariscos e mexilhdes. In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA

VETERINARIA, 14., 1974, S&0 Paulo. Anais... S0 Paulo: [s.n.] 1974. p.97. (Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México:
UTEHA, 1967. p.400-415.

NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington: National Academy of Sciences, 1968. 69p.
SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de carcaca e de carne em bovinos de corte.
1999. 44f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Escola de Veterinéria, Universidade
Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.

4. Documentos eletrénicos (até 4 autores, citar todos. Acima de 4 autores citar 3 autores et
al.,):

QUALITY food from animals for a global market. Washington: Association of American Veterinary
Medical College, 1995. Disponivel em: <http://www. org/critcal6.htm>. Acessado em: 27 abr. 2000.
JONHNSON, T. Indigenous people are now more cambative, organized. Miami Herald, 1994.
Disponivel em: <http://www.summit.fiu.edu/ MiamiHerld-Summit-RelatedArticles/>. Acessado em: 5
dez. 1994.



102

Nota: 1. Artigos que ndo estejam rigorosamente dentro das normas acima ndo serao aceitos para
avaliagdo; 2.0 Sistema reconhece, automaticamente, como “Desisténcia do Autor” artigos em
diligéncia e/ou “Aguardando liberacdo do autor”, que n&o tenha sido respondido no prazo dado pelo
Sistema.

Taxas de submisséo e de publicacéo:

Taxa de submissao. A taxa de submissdo de R$50,00 devera ser paga por meio de boleto bancéario
emitido pelo sistema eletrénico de submiss@o de artigos. Ao solicitar o boleto bancéario, o autor
informaré os dados para emissao da notafiscal. Somente artigos com taxa paga de submisséo serao
avaliados. Caso a taxa néo seja quitada em até 30 dias sera considerado como desisténcia do autor.
Taxa de publicag&o. A taxa de publicagdo de R$95,00, por pagina impressa em preto e R$280,00 por
pagina impressa em cores sera cobrada do autor indicado para correspondéncia, por ocasiao da prova
final do artigo. A taxa de publicacéo devera ser paga por meio de boleto bancario emitido pelo sistema
eletrénico de submisséo de artigos. Ao solicitar o boleto bancério, o autor informara os dados para
emissao da nota fiscal.

Recursos e diligéncias:

No caso de o autor encaminhar resposta a diligéncias solicitadas pelo ABMVZ, ou documento de
recurso, 0 mesmo devera constar como a(s) primeira(s) pagina(s) do texto do artigo somente na
versdo em Word.

No caso de artigo ndo aceito, se o autor julgar pertinente encaminhar recurso, 0 mesmo deve ser feito

pelo e-mail abmvz.artigop@abmvz.org.br.



