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Figura 52: Fofomicrografia de cdérnea que recebeu o
enxerto de membrana amnidtica xendgena conservada
em dlicerina, 72 horas apds a cirurgia, corada pela
técnica de hematoxilina e eosina, com aumento de 100X.
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hematoxilina e eosina, com aumento de 100X.
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de hematoxilina e eosina, com aumento de 100X.
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e eosina, com aumento de 100X.
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e eosina, com aumento de 100X.
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em glicerina, 21 dias apds a cirurgia, corada pela técnica

de hematoxilina e eosina, com aumento de 100X.
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Figura 59: Fofomicrografia de cdérnea que recebeu o
enxerto de membrana amnidtica xendgena a fresco, 21
dias apds a cirurgia, corada pela técnica de hematoxilina
e eosina, com aumento de 100X.

Figura 60: Fotomicrografia de cérnea que recebeu o
enxerto de membrana amnidtica xendégena a fresco, 21
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e eosina, com aumento de 400X.
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Figura 62: Fotomicrografia de cdérnea que recebeu o
enxerto de membrana amnidtica xendgena conservada
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de hematoxilina e eosina, com aumento de 1000X.

Figura 63: Fofomicrografia de cérnea que recebeu o
enxerto de membrana amnidtica xendgena conservada
em dlicerina, 72 horas apds a cirurgia, corada pela
técnica de hematoxiina e eosina, com aumento de
1000X.

Figura é4: Fotomicrografia de linfonodo submetido a técnica
de imunohistoquimica para linfécito T CD4+, com aumento
de 100X.

Figura 65: Fotomicrografia de linfonodo submetido a técnica
de imunohistoquimica para linfécito T CD4+, com aumento
de 400X.
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Figura 66: Fotomicrografia de linfonodo submetido a
técnica de imunohistoquimica para linfécito T CD8+, com
aumento de 400X.

Figura 47: Fotomicrografia da regido cenfral de cdérnea
que recebeu o enxerto de membrana amnidtica
xendégena conservada em glicerina, 21 dias apds a
cirurgia, submetida a pesquisa de linfocitos T CD4+, com
aumento de 100X.

Figura 68: Fotomicrografia da regido periférica de cornea
que recebeu o enxerfo de membrana amnidtica
xendgena conservada em dlicerina, 21 dias apds a
cirurgia, submetida a pesquisa de linféocitos T CD4+, com
aumento de 100X.

Figura é9: Fotomicrografia da regido central de cérnea que
recebeu o enxerto de membrana amnidtica xendgena
conservada em glicering, 21 dias apds a cirurgia, submetida

a pesquisa de linfécitos T CD8+, com aumento de 1000X.
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fendbmeno de fotofobia e blefarospasmo, com andlise
estatistica dos dados

Tabela 14: Demonstracdo dos valores obtidos durante a
avaliagcdo clinica dos animais do grupo 3, para o
fendbmeno de hiperemia conjuntival, com andlise
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Tabela 15: Demonstracdo dos valores obtidos durante a
avaliagcdo clinica dos animais do grupo 3, para o
fendbmeno de secrecdo ocular, com andlise estatistica
dos dados

Tabela 16: Demonstracdo dos valores obtidos durante a
avaliacdo clinica dos animais do grupo 3, para o
fendbmeno de quemose, com andlise estatistica dos
dados

Tabela 17: Demonstracdo dos valores obtidos durante a
avaliacdo clinica dos animais do grupo 3, para o
fendbmeno de neovascularizacdo corneana, com andlise

estatistica dos dados

211

212



SAMPAIO, R.L. Avaliacéo clinica, histopatoldgia e
imunohistoquimica de corneas tratadas por ceratoplastia com
membrana amniética xendgena a fresco e conservada em glicerina.
Estudo experimental em coelhos.

RESUMO

O presente estudo foi empreendido com o objetivo de
estabelecer a cinética da resposta inflamatdria e conhecer os mecanismos
envolvidos na reparacdo de cOrneas tratadas por ceratoplastia utilizando,
como método experimental, 0 emprego de membrana amniotica xendégena
a fresco e conservada em glicerina no recobrimento de Ulceras
experimentais. Para o desenvolvimento da metodologia proposta utilizou-
se 70 coelhos, os quais foram distribuidos em 5 grupos experimentais. Os
animais foram avaliados por 21 dias, periodo durante o qual observou-se
fendbmenos relacionados a resposta inflamatéria local, como dor, edema
de coOrnea e conjuntiva, hiperemia conjuntival, além dos fendbmenos
relacionados a reparacdo da cornea, como a infiltracdo vascular e
epitelizacdo da ulcera experimentalmente criada. Para tanto, os olhos
foram avaliados através de exame clinico oftalmolégico, estudo
histopatologico e reacdo imunohistoquimica, através da qual pesquisou-
se a presenca de linfocitos T na intimidade do tecido corneano. A
avaliagdo clinica revelou que a membrana amnidtica xendgena
conservada em glicerina estimulou uma resposta inflamatéria aguda maior
gue a membrana aplicada a fresco. A analise histopatoldgica indicou que
ambas se comportaram de forma bastante semelhante a partir da 1?2
semana de poés-operatorio, apresentando as alteracbes classicas da
resposta inflamatoria da cérnea, com o predominio de infiltrado do tipo
polimorfonuclear. Os fenbmenos de reparacdo também evoluiram
respeitando os padrdoes normais para ambos os tratamentos, tendo sido
observado, porém, que a epitelizacdo do defeito foi mais rapida nas
cérneas que receberam o enxerto de membrana a fresco. A aplicacédo da
técnica de imunohistoquimica indicou que em nenhum momento de
observacdo houve a migracdo de linfécitos T para o interior da cornea,
revelando que, ainda aos 21 dias, a resposta imune local é inespecifica,
permitindo concluir que a resposta imune especifica na cérnea é tardia e
gque a mesma € um sitio privilegiado para aplicacdo de enxertos com
caracteristicas imunoldgicas distintas, visto que ndo houve o estimulo
para o desenvolvimento de uma resposta mais especifica, em nenhum
dos grupos avaliados, durante toda a execuc¢ao do experimento.



1. INTRODUCAO

A coérnea forma juntamente com a esclera o
arcabouco do bulbo ocular, contribuindo para a definicdo de sua
forma e protecdo das estruturas intraoculares. A cdrnea estd
localizada na face anterior do olho e, diferentemente da esclera que
€ opaca, apresentase como a porcdo transparente da tunica
filorosa, responsdvel pelarefracdo daluz que, apds atravessar todos os
meios de refringéncia infra-oculares, alcan¢ca a tunica nervosa,
situada no fundo do olho. Devido a sua localizacdo topogrdfica, a
cornea é freqlentemente atingida por traumas, quimicos ou fisicos,
representados, em humanos, principalmente pela acdo de
substancias abrasivas como dcidos e bases fortes. Em veterindriq,
destaca-se a acdo mecdnica de agentes traumaticos externos ou
aqueles causados por anormalidades palpebrais, ciliares e do
aparelho lacrimal. Estes problemas podem levar ao aparecimento de
abrasdes, laceracdes e ulceracdes de tamanho e gravidade
variados, que interferem na fransparéncia da cdérneaq,
comprometendo assim a visdo.

Alem das estruturas acima citadas, a conjuntiva
também estd presente na superficie ocular, funcionando como
importante barreira anatémica de defesa do olho, sendo encontrada
recobrindo externamente a esclera e internamente as pdlpebras, um
anexo ocular responsavel, entre outras coisas, pela distribuicdo da
ldgrima sobre a cérnea durante os movimentos palpebrais. A
conjuntiva, que representa a maior porcdo de mucosa exposta do
organismo, ainda € responsdvel pela secrecdo de inUmeras
subst@ncias que compdem o conjunto de mecanismos de defesa

especificos e inespecificos da superficie ocular. Dentre estes,



destacam-se células inflamatdrias, imunoglobulinas e enzimas com
acdo anfibacteriana. Estes mecanismos respondem de forma
coordenada tanto pela defesa da superficie ocular contra
microorganismos, como também pelas reacdes imunoldgicas que se
manifestam nas ceratoplastias com emprego de materiais bioldgicos
ou ndo, além de preceder os processos reparativos comuns na
restauracdo das estruturas que compdem a superficie ocular.

Apoiados nestas evidéncias, pesquisadores ao longo
de muitos anos vém estudando diversos métodos de tratamento
das afeccdoes da superficie ocular, na tentativa de restaurar a
transparéncia da cérnea e diminuir as sequelas sobre a acuidade
visual, sem contribuir para o aumento da agressdo local, mediante
a ativagcdo dos mecanismos intrinsecos de defesa. Dentre as
técnicas ja investigadas, merecem destaque os transplantes de
coérnea, suturas com os mais diversos materiais, recobrimentos
palpebrais e da membrana nictitante, enxertos autdégenos livres e
pedunculados de conjuntiva, enxertos com memibranas bioldgicas
e aplicacdo de adesivos teciduais bioldgicos e sintéticos.

As membranas bioldgicas tém sido extensivamente
pesquisadas, fendo se destacado nos Ultimos anos o uso da
membrana amnidtica, que apresenta caracteristicas proprias,
como acdo antinflamatdria, antimicrobiona e uma boa
capacidade de adesdo sobre a ferida corneal. Os estudos sobre a
aplicacdo da membrana amnidtica utilizam, na sua grande
maioria, tecidos homadlogos, normalmente preservados em varios
meios. Estes estudos tém indicado que este tipo de enxerto é
menos imunogénico e pode ser aplicado como medida
terapéutica complementar em vdarias patologias sediadas na

superficie ocular, particularmente aquelas que afligem a cérnea.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. ANATOMOFISIOLOGIA DA SUPERFICIE OCULAR

Como partes infegrantes do arcabouco do bulbo
ocular, cérnea e esclera formam, juntas, a tUnica fibrosa do olho,
dando-lhe forma e sustentacdo fisica. Estas duas estruturas unem-
se no limbo, sendo que a cdérnea diferencia-se da esclera por se
localizar na porcdo anterior do olho e ser naturalmente
tfransparente, o que faz desta o maior meio de refringéncia dos
raios luminosos incidentes na superficie ocular, com cerca de 80%
de refracdo total (HELPER, 1989; DYCE et al., 1990; SCROGGS &
KLINTWORTH, 1992; SCHOENAU & PIPPI, 1993).

A transparéncia da coérnea, adliada ao seu alto
poder de refracdo, € um atributo importante para a perfeita
formacdo da imagem pelo aparelho visual, estando isto
relacionado a algumas caracteristicas que diferenciam a cérnea
de outros tecidos, enfre os quais podemos destacar: auséncia de
vasos sanguineos e linfaticos, auséncia de pigmentos, tamanho e
disposicdo das fibras de colageno, fibras nervosas amielinicas,
epitélio ndo queratinizado e um estado de relativa desidratacdo,
denominado estado de deturgescéncia, que mantém o arranjo
perfeito de suas camadas (SLATTER, 1990; GELATT, 1999).

O estudo histoldégico revela que a coérnea é
composta de 4 camadas microscopicamente distintas: epitélio,
estroma, membrana de Descemet e endotélio. Na espécie
humana, citase a presenca de uma camada, denominada
membrana de Bowman, que se encontra localizada entre o

epitélio e o estroma (MARTIN, 1980). No cdo, a presenca de uma



fina membrana de estroma subepitelial, composta basicamente
de fibras de colageno, é citada por Startup (1984), como um
tecido especializado na sustentacdo do epitélio corneal. Alguns
autores consideram ainda o filme lacrimal como uma camada das
estruturas componentes da tuUnica fibrosa (SLATTER, 1990;
SCROGGS & KLINTWORTH, 1992; SCHOENAU & PIPPI, 1993; GELATT,
1999).

A camada presente na superficie da cdérnea
constitui-se de tecido epitelial do tipo pavimentoso estratificado
ndo queratinizado, que fem continuidade com o epitélio
conjuntival bulbar (STARTUP, 1984; SWANK & HOSGOOD, 1994).

Apesar da semelhanca do epitélio que reveste a
cérnea com o epitélio conjuntival, ambos sdo distintos e
apresentam caracteristicas proprias, as quais estdo diretamente
relacionadas com as funcdes desempenhadas pelas estruturas
que revestem. Como exemplo, citase a presenca de células
caliciformes no epitélio conjuntival, responsdveis pela producdo de
glicoproteinas que formam o componente mucoso da Iagrima e
exercem uma importéncia impar na protecdo da superficie ocular.
Observa-se, porém, que existe uma perfeita interacdo entre os
epitélios que revestem a superficie do bulbo ocular e que a
infegridade de ambos € essencial para o perfeito funcionamento
do olho como 6rgdo da visdo (PRABHASAWAT et al., 1997; MELLER
& TSENG, 1999; KIM et al., 2000; CHOI & TSENG, 2001).

Logo abaixo da membrana basal epitelial encontra-
se o estroma ou substéncia propria, que responde por cerca de
90% da espessura total da cérnea. Nesta camada encontram-se
ceratocitos, fibroblastos, coladgeno tipo | e Il, matriz extracelular

mucoprotéica e glicosaminoglicanos, com a ocasional presenca



de linfécitos, macréofagos e leucocitos, distribuidos por toda a
estrutura do estroma. O coldgeno compreende a maior porcdo do
estroma, apresentando-se na forma de lamelas que se distribuem
simetricamente em um padrdo ortogonal, onde as fibras de uma
lamela estdo dispostas em dangulo reto em relacdo as lamelas
adjacentes, contribuindo, desta forma, para a transparéncia da
cérnea (STARTUP, 1984; SWANK & HOSGOOD, 1996; GELATT, 1999).

A terceira camada, conhecida como membrana
limitante posterior ou de Descemet € acelular, fina e transparente,
caracterizando-se pela sua grande elasticidade e incapacidade
de regeneracdo quando rompida. Esta camada é constituida de
filbras coladgenas dispostas em camadas finas e paralelas, que sdo
produzidas continuamente sobre o endotélio e que vado
engrossando, progressivamente, com a idade. Esta membrana
basal, modificada do endotélio, tem confinuidade com o limbo,
enconfrando-se recobrindo o frabeculado e o dngulo irido-corneal
(STARTUP, 1984; SCHOENAU& PIPPI, 1993).

O endotélio, por sua vez, € formado por camada
Unica de células, localizada posteriormente & membrana de
Descemet, e que funciona como uma barreira entre a camada
estromal, com caracteristicas hidrofilicas, e o humor aquoso. Esta
fina membrana, que tem continuidade com as células da
superficie anterior da iris, caracteriza-se por uma alta atividade
metabdlica, que se comprova pela rigueza em mitocondrias
existentes no citoplasma de suas células. Além disto, participa
ativamente do controle de entrada e saida de dgua das camadas
mais internas da cdérnea, particularmente o estroma, a partir da
continua atividade de uma bomba de Na + e K+ dependente de

energia, que auxilia na manutencdo do estado de deturgescéncia



contra um gradiente de pressdo e concentracdo (SLATTER, 1990).
As células mesotelicis que compdem o endotélio tém forma
hexagonal, sdo achatadas e encontram-se intimamente
conectadas umas das outras por meio de desmossomos e
interdigita¢cdes (STARTUP, 1984; SLATTER, 1990; SCHOENAU & PIPPI,
1993; GELATT, 1999).

A pelicula de ldgrima pré-corneal ou filme lacrimal
é, em grande parte, responsdvel pelas caracteristicas peculiares &
coérnea, mantendo a sua superficie sempre lubrificada e brilhante.
Além disto, exerce funcdo importante na manutencdo do grau de
hidratacdo da coérneaq, produzindo hipertonicidade durante sua
evaporacdo e, desta maneira, extraindo dgua por osmose. A
ldgrima é ainda responsdvel pela remog¢do de material estranho a
corneq, conducdo de oxigénio, metabdlitos, células inflamatdrias,
proteinas do sistema complemento e imunoglobulinas, além de
conter  substancias com propriedades  antibacterianas
inespecificas como lisozima, B-lisina, lactoferrina, entre muitas
outras (BALLOW & MENDELSON, 1980; MARTIM et al., 1988; SLATTER,
1990; SCHOENAU & PIPPI, 1993; HRDLICKOVA-CELA et al., 2001).

J& a conjuntiva se caracteriza por ser a maior
porcdo de mucosa exposta do organismo e, juntamente com o
sistema lacrimal, representa uma extensd@o do sistema imune de
mucosa, sendo, portanto, rica em células do sistema de defesa.
Histologicamente, a conjuntiva é formada por uma fina camada
de tecido conjuntivo frouxo, recoberto em toda a sua extensdo
por uma lémina de tecido epitelial colunar que varia de
estratificado para pseudoestratificado, o qual se assemelha ao
epitélio corneal; porém, apresentase, na conjuntiva, mais espesso

e com grénulos de melanina no citoplasma das células poliédricas.



A tfransicdo de epitélio estratificado para pseudoestratificado se
dd na conjuntiva palpebral, proximo da regido de descarga dos
ductos das gladndulas de meibdmio. Quanto mais proximo desta
regido, maior a tendéncia do epitélio em se apresentar do tipo
pseudoestratificado que, além das caracteristicas histoldgicas,
diferencia-se do estratificado por possuir um  nUmero
surpreendentemente maior de células caliciformes, sugerindo que
a producdo de mucina se dd& preferencialmente nesta regido.
Logo abaixo da membrana basal, a conjuntiva € composta por
estroma rico em fibras coldgenas, entre as quais transitam
inUmeras  células, destacando-se fibroblastos, macroéfagos,
mastocitos, neutrdfilos e  células plasmdticas. A conjuntiva
encontra-se dividida em 2 porcoes, denominadas
respectivamente de conjuntiva palpebral e conjuntiva bulbar.
Alguns autores, porém, reconhecem uma terceira porcdo da
conjuntiva, localizada na juncdo entre as porcdes bulbar e
conjuntival, regido esta denominada de fbérnice, que faz a
fransicdo entre as duas porcdes anteriores. No interior do tecido
conjuntival, bem como em outfras superficies mucosas, estd
presente  grande quanfidade de linfécitos e  células
apresentadoras de antigeno, responsaveis pelas defesas da
superficie ocular, como serd discutido adiante (AXELROD &
CHANDLER, 1978; CHANDLER & GILLETTE, 1983; FRANKLIN & REMUS,
1984; SLATTER, 1990; DUA et al., 1994; GELATT, 1999).

O limbo é outra regido de importéncia impar para a
superficie ocular. Até pouco tempo, o limbo era considerado
apenas a regido de transicdo entre os epitélios da cérnea e da
conjuntiva; porém, mais recentemente, tem sido reconhecido

como o bercdrio da linhagem de células tronco, indispensdveis na



reparacdo dos defeitos da superficie da cérnea. Ao que tudo
indica, o limbo apresenta condicdes especiais para abrigar estas
células, possuindo um microambiente favordvel para a sua
sobrevivéncia e diferenciacdo (DUA & AZUARA-BLANCO, 1999q;
DUA & AZUARA-BLANCO, 2000; ANDERSON et al.,2001; MARINHO et
al., 2003).

As células tronco do limbo sdo capazes de migrar
sobre o defeito epitelial da cdérnea, sofrendo diferenciacdo e
restaurando a drea agredida com bastante rapidez e eficiéncia,
qguando encontram-se em numero adequado (DUA & AZUARA-
BLANCO, 2000; GRUETERICH et al., 2002a; STOIBER et al., 2002;
DONISI et al., 2003; ESPANA et al., 2003; MARINHO et al., 2003).

2.2. ETIOPATOGENIA E MECANISMOS INTRINSECOS DE REPARAGCAO
DAS LESOES DA CORNEA

A integridade de todas as camadas da cdérneq,
bem como a presenca de fime lacrimal em quantidade e
qualidade adequada, responde por uma transparéncia cornedl
satisfatéria, o que favorece suas funcdes fisiologicas. Alem disto, o
aparelho nervoso composto de receptores da dor no epitélio e de
receptores de pressdo no estroma, € de grande importdncia para
a defesa da cdérnea. Este rico sistema, oriundo das ramificacoes
dos nervos ciliares longos que partem do ramo oftdlmico do nervo
trigémeo permite, de forma eficiente, a ativagcdo do ramo
aferente do reflexo corneal, mediante da estimulacdo dos axénios
das terminacoes epiteliais (DYCE et al., 1990; SCHOENAU & PIPPI,
1993; GELATT, 1999; LU et al., 1999).



Com base nas suas caracteristicas
anatomofisioldgicas associadas d localizacdo topogrdfica, a
cornea torna-se alvo facil de vdrios agentes traumaticos, tanto
intrinsecos quanto extrinsecos, que interferem de forma varidvel na
transparéncia corneal, podendo, desta forma, comprometer a
visdo. Estes, na maior parte das vezes, apresentam-se sob a forma
clinica de dorasdes, Ulceras, laceracdoes e perfuracoes. De todos
0s processos mMorbidos, destaca-se a ceratite ulcerativa, que
representa a principal causa de perda da visdo no homem € no
cdo (STARTUP, 1984).

A etiologia das lesdes da cornea € variada, sendo
as mais comuns aqguelas relacionadas a fraumas externos,
anormalidades palpebrais, ciliares e do aparelho lacrimal. Sdo
citadas ainda deficiéncias nutricionais, causas neurotroficas,
endocrinopatias, ceratopatias senis, disfuncdées da membrana
basal epitelial, lagoftadmia, queimaduras quimicas e enfermidades
imunomediadas (STARTUP, 1984; NASISSE, 1985; CHAVKIN et al.,
1990; KERN, 1990; SLATTER, 1990; CHIOU et al., 1998, AZUARA-
BLANCO et al., 1999; LU et al., 1999; BRODOVSKY et al., 2000; CHEN
et al., 2000; ANDERSON etal., 2001).

As infeccoes bacterianas, micdticas e virais,
eventualmente podem estar implicadas como agravantes nas
ceratites ulcerativas (STARTUP, 1984; HELPER, 1989). As infeccoes
sdo mais comuns quando jd existe uma perda de continuidade
epitelial, pois, a superficie corneal intacta funciona como uma
eficiente barreira contra a penetracdo dos microorganismos,
principalmente as bactérias. Além disto, a acdo mecdnica das
pdlpebras, bem como a presenca de substdncias antibacterianas

na ldgrima, além da competicdo com a flora bacteriana
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autdctone, impede o desenvolvimento de microorganismos
patogénicos em condicdes normais (KERN, 1990; GARRANA et al.,
1999; JUMBLATT et al., 1999).

As feridas da cdérnea seguem um padrdo de
cicatrizacdo bastante sistemdatico e organizado, diferenciando-se
de todos os outros tecidos. Isto se deve principalmente d auséncia
de vasos sanguineos e linfaticos na intimidade do tecido corneal
(STARTUP, 1984; KERN, 1990; LAUS & ORIA, 1999).

O epitélio corneal tem uma enorme capacidade
regenerativa. A sua reparacdo se dda pelo processo de
reepitelizacdo, o qual envolve mecanismos de migracdo e
diferenciacdo celular, além da multiplicacdo por meio de mitoses.
Apds um periodo minimo de duas horas, as células epiteliais
localizadas nas bordas da ferida comecam a se achatar e
perdem suas juncdes contiguas, iniciando um processo de
migracdo em direcdo ao cenfro da ferida. As células epiteliais que
se localizam atrds das células migratdrias iniciam sua divisdo num
periodo que varia de 72 a 96 horas (LAUS & ORIA, 1999). Esta etapa
se resume numa tentativa de aumentar a populacdo de células
locais e corrigir o defeito deixado pelas outras que migraram. As
células que estdo recobrindo a ferida iniciam entdo o processo de
diferenciacdo, formando uma Ildmina estdtica de células
escamosas (STARTUP, 1984; NASISSE, 1985; SLATTER, 1990; GELATT,
1999).

O tempo de reparacdo de uma ferida envolvendo
o epitélio corneal varia de acordo com a extensdo e
profundidade da lesdo. Na perda de substGncia superficial, o
epitélio pode regenerar totalmente num periodo de duas

semanas. Quando ocorre comprometimento da membrana basal
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epitelial, a reepitelizacdo pode demorar de algumas semanas a
meses e, até que isto aconteca, o epitélio recentemente formado
pode ser facilmente separado do estroma subjacente, dando
origem aos defeitos epiteliais persistentes. J& as feridas superficiais
podem se apresentar infegras num periodo que varia de 24 A 72
horas apds o estabelecimento da lesdo (PFISTER, 1975; RAWE et al.,
1992; LEE & TSENG, 1997; GAN et al., 1999; LAUS & ORIA, 1999;
SRIDHAR et al., 2001).

J& o estroma, devido ao fato de se encontrar em
um estado relativo de inatividade metabdlica, cicatriza mais
lentamente e por um processo mais complexo (NASISSE, 1985). Nas
feridas ndo complicadas do estroma, a cicatrizacdo ocorre sem o
incremento de suprimento sangUineo, ou seja, ocorre sem que
haja a necessidade de infilirado vascular. Nestes casos, leucocitos
e ceratécitos proliferam e migram para a drea afetada auxiliados
pelo fime lacrimal e dos vasos presentes no limbo. Macréfagos
removem os restos celulares e as fibrilas de coldgeno perdidas sdo
temporariamente substituidas por uma matriz de fibrina. Assim,
durante as duas primeiras semanas apds a lesdo, os fibroblastos
proliferam e rapidamente sintetizam coldgeno e oufros
componentes da matriz extracelular (STARTUP, 1984; SWANK &
HOSGOOD, 1996). Nas feridas infectadas ou com grande perda de
estroma, observa-se a cicatrizacdo com neoformacdo vascular, a
exemplo do que acontece em outros tecidos. Nestes casos, a
infiltracdo celular € mais extensa e com invasdo da drea por vasos
sangUineos originados do plexo limbico. Desta forma, o tecido de
granulacdo se acumula e gera uma cicatriz mais densa que na
forma anterior. Apds a completa reparacdo da ferida, os vasos

sanguineos enfram em colapso, mas ndo desaparecem,
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permanecendo o endotélio vascular atrofiado na forma de “vasos
fantasmas” (STARTUP, 1984). Em ambos os casos, as fibrilas de
coldgeno no estroma regenerado encontram-se desorganizadas,
levando 4 perda da transparéncia corneal no local da cicatriz.
Com o tempo, pode ocorrer uma diminuicdo na densidade da
cicatriz e recuperacdo de parte da transparéncia perdida
(NASISSE, 1985; SWANK & HOSGOOD, 1996; GAN et al., 1999).

Devido & sua elasticidade, quando agredida, a
membrana de Descemet retrai, expondo uma pequena porcdo
do estroma. A sua reparacdo se dd por meio do deslizamento das
células endoteliais vizinhas, que recobrem a drea perdida e
formam uma nova membrana (STARTUP, 1984).

Ao confrdrio das células que compdem o epitélio e
o estroma, as células endoteliais ndo se dividem ativamente na
maioria das espécies. Para compensar este problema, possuem
grande capacidade de ampliacdo e de migracdo para o local
afetado, resultando num adelgacamento e expansdo das células
restantes (STARTUP, 1984; NASISSE, 1985; SWANK & HOSGGOD,
1996). Alguns estudos demonstram que a regeneracdo do
endofélio da cérnea varia de acordo com a espécie, podendo ser
mediada por um ou dois mecanismos independentes: mitose e/ou
ampliacdo e migracdo celular. Com base nos resultados obtidos
por estes estudos, observou-se que o endotélio do cdo pode
regenerar mediante os dois mecanismos descritos (BEFANIS et al.,
1981). Se a perda da camada de endotélio for muito extensa,
impedindo o restabelecimento de uma camada Unica novamente
funcional, tem-se como conseqUéncia uma drea focal de edema
corneal permanente (STARTUP, 1984; SWANK & HOSGOOD, 1996;
BLAKE et al., 1997).
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Mesmo  possuindo  mecanismos de  defesa
relativamente eficientes, a reparacdo de uma ferida corneal pode
complicar. Isto acontece quando o processo normal de cicatrizacdo
é impedido pela persisténcia do agente primdario ou pela invasdo da
ferida por microorganismos (NASISSE, 1985). Se os leucdcitos
polimorfonucleares que formam a primeira linha de defesa sdo
incapazes de deter a multiplicagcdo bacteriana, inicia-se uma
destruicdo tecidual com liquefacdo do estroma, resultando na
degradacdo enzimdtica das lamelas de coldgeno. Apesar das
enzimas colagenoliticas de origem bacteriana exercerem importante
funcdo na penetracdo de bactérias nas camadas profundas da
corneq, enzimas de origem local sdo igualmente responsdveis pela
destruicdo tecidual. A liberacdo de colagenase a partir do epitélio e
do esfroma lesionados, bem como a acdo de proteases e
peptidases, contribuem para favorecer a destruicdo do coldgeno.
Leucdcitos polimorfonucleares contém numerosas enzimas liticas, as
quais tfambém auxiliom na destruicdo tecidual, tornando o processo
de liguefacdo autbnomo, desde que iniciado, apesar do sucesso na
erradicacdo dos microorganismos (STARTUP, 1984; NASISSE, 1985;
NASISSE & NELMS, 1992; GARRANA et al., 1999; Lu et al., 1999).Se ndo
houver a interrupcdo do processo litico, a destruicdo do estroma
pode, rapidamente, atingir as camadas mais profundas da cornea e
causar descemetocele e eventual perfuracdo. Quando ocorre a
perfuracdo, o humor aquoso tende a passar pelo defeito,
normalmente carreando também a iris. A iris protusa pode unir-se a
fibrina, formando um tampdo na ferida corneal que bloqueia
eficientemente o local da perfuracdo. Caso isto ndo ocorra, ou se o
grau de contaminacdo for elevado, pode-se ter como conseqUéncia

final um quadro de atrofia do bulbo ocular ou, se ocorre
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contaminacdo, uma endoftalmite e provavel perda do olho
acometido (GONCALVES, 1975; NASSISE, 1985; SLATTER, 1990; NASISSE
& NELMS, 1992; GELATT, 1999).

Outro fator complicador sobre a cicatrizacdo da
coérnea diz respeito as doencas que atingem o limbo, destruindo as
células da linhagem tronco presentes neste local. Estas situacoes,
conhecidas como deficiéncia de células fronco do limbo, aumentam
a gravidade dos fendbmenos que se manifestam comumente na
coérnea agredida, potencializando a fotofobia e aumentando orisco
de perda da visdo, como resultado da persisténcia dos defeitos
epiteliais na auséncia das células limbais. Nestas situacoes, as andlises
histopatoldégicas revelam uma progressiva invasdo do epitélio
conjuntival sobre a cdérnea, vascularizacdo corneal superficial
cronica, destruicGo da membrana basal corneal, além da
identificacdo de infitrado inflamatdrio crénico. Estes achados
corroboram para a pequenaresposta de reparacdo de codrneas cuja
regido limbal foi destruida, quando submetidas aos métodos
fradicionais de ceratoplastia. Isto pode ser comprovado quando
apenas um olho demonstra a deficiéncia de células tronco,
permitindo o transplante autdlogo de células limbais do olho normal
para o olho com deficiéncia. Nestes casos, o autofransplante de
células fronco do limbo restaura as caracteristicas do epitélio com
bastante eficiéncia (MORGAN & MURRAY, 1996; DUA & AZUARA-
BLANCO, 1999a; ANDERSON et al., 2001; KIM et al., 2001; GRUETERICH
et al., 2002a; STOIBER et al., 2002; DONISI et al., 2003; ESPANA et al.,
2003; MARINHO et al., 2003).

Devido ao rico suprimento nervoso local, todos os
eventos acima relacionados a agressdo da superficie ocular sdo

manifestados na forma de sinais clinicos como dor, caracterizada
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por fotofobia e blefarospasmo, lacrimejomento ativo, secrecdo
ocular e uveite reflexa (STARTUP, 1984). Outros sinais podem estar
presentes, dependendo da intensidade da lesdo, do grau de
contaminacdo e do tipo de microorganismo presente; bem como,
da capacidade de resposta do organismo. Entre estes, citase o
aparecimento de secrecdes oculares, presenca de um halo
esbranquicado ou acinzentado indicando a presenca de células
polimorfonucleares e protedlise local, além de edema corneal. A
vascularizacdo sangUinea e linfatica e a pigmentacdo também se
fazem presentes nas ceratites ulcerativas, sendo mais comuns Nos
processos cronicos ou nas perdas graves de substéncia da coérneaq,
bem como nas deficiéncias das células fronco do limbo
(GONCALVES, 1975; STARTUP, 1984; NASISSE, 1985; GRUETERICH et
al., 2002b; DONISI et al., 2003; STOIBER et al., 2002; ESPANA et al.,
2003; MARINHO et al., 2003).

A infensidade e a duracdo destas manifestacdes
dependerd do curso clinico da doenca que, por sua vez, é
determinado pelo equiliorio enfre os fatores de agressdo do
agente patogénico e dos mecanismos de defesa do organismo
(NASISSE, 1985; KERN, 1990).

Conhecendo-se as consequéncias das lesdes da
cérnea sobre a acuidade visual, e com base nos seus mecanismos
de reparacdo frente aos diversos processos morbidos, torna-se
necessaria a rdpida instituicdo de medidas terapéuticas eficazes.
As condutas terapéuticas baseiom-se na eliminacdo do agente
etfioldgico e no combate aos sinais clinicos, objetivando-se impedir
a progressdo da lesdo para descemetocele ou perfuracdo e
permitir uma cicatrizacdo adequada, com drea minima de

opacidade no final do processo de reparacdo. O dmbito da
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terapéutica das feridas sediadas na coérnea abrange os
procedimentos clinicos e as condutas cirdrgicas. A instituicdo de
um ou de outro fratamento depende do diagndstico correto da
causa primdria, bem como da identificacdo dos agentes
secunddrios envolvidos, além do prognoéstico do problema
(STARTUP, 1984; KERN, 1990; SLATTER, 1990).

Nos casos onde a lesdo inicial é responsdvel por
grande perda tecidual ou quando os procedimentos clinicos sdo
insuficientes para a obtencdo de uma perfeita cicatrizacdo, estdo
indicadas as condutas cirdrgicas. Os objetivos do tratamento
cirirgico incluem, entre outros, a prevencdo da progressdo da
lesGdo para a perfuracdo, reparacdo de feridas perfuradas e
protecdo da superficie corneal durante o processo de
cicatrizacdo (KERN, 1990).

Porém, para que se possa entender os mecanismos
infrinsecos e extrinsecos envolvidos na agressdo e na reparacdo
da coérnea, faz-se necessdrio o pleno conhecimento dos

mecanismos envolvidos na defesa da superficie ocular.

2.3. MECANISMOS DE DEFESA DA SUPERFICIE OCULAR

Em funcdo da freqUente exposicdo das estruturas
que compdoem a superficie ocular ao meio ambiente, & possivel
encontrar, neste local, uma grande variedade de mecanismos
protetores. Muitos destes sdo mecanismos ndo especificos,
também conhecidos como paraimunoldgicos. Estes mecanismos
ndo possuem memoria imunoldgica, agindo independentemente
da origem do agente agressor e sGo, ha sua maioria, dependentes

de propriedades anatémicas e fisioldgicas de estruturas anexas
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como pdlpebras, filme lacrimal e a superficie mucosa conjuntival,
além da acdo de substdncias com atividade proteolitica (LEMP &
BLACKMAN, 1981; GILLETTE et al., 1982; CHANDLER & GILLETTE, 1983;
GACHON & LACAZETTE, 1998; CORDEIRO & KROLOW, 1999; HAYNES
et al., 1999; ENKELA et al., 2001; CHIE, 2000).

Outros mecanismos sdo mais complexos e
especificos, possuindo memodria imunoldgica; sendo, portanto,
dependentes da resposta imune propriamente dita. Com excecdo
do trato uveal e da conjuntiva, o olho ndo possui drenagem
linfatica. Antigenos da superficie ocular sGdo processados por
agregados linféides especializados no interior da conjuntiva, mais
especificamente no tecido linféide associado a conjuntiva (CALT);
ou nas células de Langerhans, encontradas no limbo (FRANKLIN &
REMUS, 1984; EICHENBAUN et al., 1986; STOIBER et al., 2002).

Estudos recentes tém revelado que os antfigenos
presentes na superficie ocular sdo assimilados pelo epitélio
conjuntival e posteriormente transportados no interior de células
fagociticas diretamente para a substéncia propria da conjuntiva,
onde ocorre um processamento imunolégico local. Apds esta
etapa, o anfigeno capturado € encaminhado para um linfonodo
regional, a partir de células mononucleares circulantes ou via
canais linfaticos adjacentes. Linfocitos estimulados migram, entdo,
para a conjuntiva (células T) e gléndulas lacrimais (células B) onde
participam das reacdes imunes mediadas por células e producdo
local de imunoglobulinas, respectivamente. Todas as cinco classes
de imunoglobulinas sdo encontradas na superficie do estroma
conjuntival, apesar da IgA parecer ser a Unica imunoglobulina que
é ativamente secretada. As outras imunoglobulinas sGo cogitadas

por ganhar acesso & superficie ocular quando a integridade da
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superficie € comprometida por um processo inflamatoério (GILLETTE
et al., 1982; PEDERSEN et al., 1982; SULLIVAN & ALLANSMITH, 1984;
PEPPARD & MONTGOMERY, 1987; BISTNER, 1994; DAY, 1996;
GACHON & LACALZETTE, 1998; CORDEIRO & KROLOW, 1999; HAYNES
et al., 1999; CHIE, 2000; ENKELA et al., 2001).

No paciente alérgico, niveis elevados de IgE sdo
encontrados na glédndula lacrimal e na ladgrima. Reacdes alérgicas
podem ainda ser direcionadas por mediadores liberados pelos
mastocitos localizados no estroma conjuntival e em associacdo
com vasos sanguineos do limbo. Cada uma das quatro maiores
reacoes imunoldgicas de hipersensibilidade ocorrem dentro do
olho; porém, somente os tipos | e IV sdo importantes nas alergias
oculares, o que comprova a importdncia dos sistemas especificos
de defesa presentes na superficie do olho (LEMP & BLACKMAN,
1981; CHANDLER & GILLETTE, 1983; BISTNER, 1994; CORDEIRO &
KROLOW, 1999; PLSKOVA et al., 2002; COOK et al., 2004).

2.3.1. MECANISMOS DE DEFESA NAO ESPECIFICOS

2.3.1.1. BARREIRAS ANATOMICAS

a) Pdlpebras

A primeira barreira anatdbmica de protecdo da
superficie ocular é representada pelas pdlpebras. Estas estruturas,
anexas ao bulbo ocular, encontram-se recobertas externamente
pelo tecido dérmico e internamente pela mucosa conjuntival
palpebral. As pdlpebras possuem ainda inUmeras glandulas que

sdo responsaveis pela producdo de secrecdes, que auxiliom na
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defesa da superficie ocular (SLATTER, 1990; EVANS, 1993; ANDERSON
& ANDERSON, 1994; GELATT, 1999).

As pdlpebras protegem o olho por meio da resposta
mecdnica de abrir e fechar, que age, simultaneamente,
lubrificando a superficie ocular, mediante da dispersdo do fiime
lacrimal, e removendo particulas estranhas presentes no local. Este
reflexo é originado a partir do aparato nervoso da codrneq,
composto de receptores da dor no epitélio e de receptores de
pressdo no estroma, sendo de grande importdncia para a defesa
da coérnea. A partir da estimulacdo sensitiva da via aferente,
representada pelo ramo oftdimico do V par de nervos cranianos, o
impulso € transmitido para o nucleo do nervo facial, responsavel
pela inervacdo do musculo orbicular do olho que, quando
estimulado por esta via eferente, responde mecanicamente por
meio do fechamento da fissura palpebral (EVANS, 1993; ANDERSON
& ANDERSON, 1994; GELATT, 1999).

b) Filme lacrimal

A pelicula de lagrima pré-corneal ou filme lacrimal
é, em grande parte, responsdvel pelas caracteristicas peculiares d
cornea, mantendo a sua superficie sempre lubrificada e brilhante.
Além disto, exerce funcdo importante na manutencdo do grau de
hidratacdo da coérneaq, produzindo hipertonicidade durante sua
evaporacdo e, desta maneira, extraindo dgua por osmose. A
ldgrima € ainda responsdvel pela remocdo de material estranho ¢
superficie ocular, conducdo de oxigénio, metabdlitos, células
inflamatdérias e imunoglobulinas para a coérnea, particularmente

IgG, IgA e IgM, além de conter substdncias com propriedades



20

antibacterianas como lisozima, B-lisina e lactoferrina, entre outras
(ROBERTS & ERICKSON, 1962; SELINGER et al, 1979; GILLETTE et al,
1981; KIM et al., 1999; YOU et al, 1999; KUNERT ef al., 2002).

A lagrima é o principal componente que faz a
interface entre o ar atmosférico e o epitélio da superficie ocular e,
para o exercicio de suas funcoes, possui complexos mecanismos
inflamatdrios e ndo inflamatdrios, que agem, de forma
coordenada, na defesa da superficie do olho. O filme lacrimal é
composto de 5 fases distintas, sendo que, cada uma, desempenha
um papel especifico. A camada mais externa € produzida pelas
gléndulas tarsais e de meibdmio, sendo composta principalmente
de lipidios, o que Ihe confere a funcdo de controlar a evaporacdo
da lagrima e evitar o seu derramamento excessivo pelas margens
palpebrais (MARTIM et al., 1988; GACHON & LACAZETTE, 1998).

A porcdo média, que representa a fase aquosa da
ldgrima, destaca-se por ser a porcdo mais espessa do filme
lacrimal, sendo originada, na maior parte das espécies
domeésticas, principalmente a partir da gladndula lacrimal orbital e
da gléndula da terceira pdlpebra. Estas gléndulas secretam a
porcdo da ldgrima responsavel pela conducdo de grande parte
dos nutrientes necessdrios a coérneaq, incluindo, entre estes, sais
inorgdnicos, glicose, proteinas e oxigénio (SLATTER, 1990; GACHON
& LACAZETTE, 1998; GELATT, 1999; DI PASCOALE et al., 2004).

A camada mais interna, produzida pelas células
caliciformes infra-epiteliais da conjuntiva, possui caracteristicas
mucosas, sendo composta basicamente por mucina, uma
mucoproteina que facilita a dispersdo do fime lacrimal sobre o
epitélio da cérnea e garante a hidratacdo necessdria para a

cérnea. Além disto, esta camada permite uma boa estabilidade



21

do filme lacrimal sobre o epitélio corneal, principalmente da fase
aguosa. Isto se deve a caracteristica anfipdtica da mucina, a qual
lhe permite aderir tanto as microvilosidades hidrofébicas presentes
na porcdo superior do epitélio quanto a fase aquosa e hidrofilica
da lagrima. Mais recentemente tem sido creditada maior
importdncia  a esta camada, composta por inUmeras
glicoproteinas solUveis de alto peso molecular. Em outras
superficies mucosas que ndo a ocular, os componentes da mucina
sdo reconhecidos por desempenhar inUmeras funcodes, entre as
quais se destacam as atividades tampdo e antioxidante, além da
capacidade de inibir a adesdo de bactérias sobre a superficie
tecidual. JUMBLATT et al., (1999), foram uns dos pioneiros em
demonstrar experimentalmente a importdncia estrutural e
funcional das mucinas como componentes do fime pré-cornedl,
comprovando o que outros autores j& haviam especulado (LEMP
et al., 1970; FRIEDELAND et al., 1972; LEMP & BLACKMAN, 1981;
EICHENBAUM et al., 1986; MARTIM et al.,, 1988, CORDEIRO &
KROLOW, 1999; GARRANA et al., 1999).

A importéncia do filme lacrimal pode ser atestada
pelas alteracdes encontradas em olhos que, por algum motivo,
apresentam deficiéncia na producdo lacrimal. Nestas situacoes, o
olho se apresenta seco e inflamado, o que, em grande parte das
vezes, impdem ao paciente uma situacdo desconfortdvel,
caracterizada por uma condicdo denominada de
ceratoconjuntivite seca, normalmente de curso crénico e
ireversivel, quando ndo se tem uma intervencdo terapéutica
adequada. O aspecto cronico da inflamacdo pode ser atestado a
partir de achados como um grande infiltrado de linfocitos T e niveis

elevados de citocinas, representadas principalmente pelo fator de
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necrose tumoral alfa, interleucinas 1, 6, 8 e 10, além de uma maior
expressdo de marcadores celulares relacionados ao complexo
maior de histocompatibiidade e moléculas de adesdo celular. A
cronicidade e a intensidade da resposta inflamatdria na superficie
ocular de olhos com deficiéncia lacrimal sédo, em grande parte,
responsdaveis diretos pela manifestacdo clinica da doenca que,
indiferentemente da causa, gera grande desconforto pela dor e
fotofobia, além de limitar a visdo em funcdo da opacidade
corneal que se forma. Ensaios imunoldégicos e estudos
microscopicos revelam que, além dos achados clinicos, alteracoes
morfoldgicas e funcionais como a diminuicdo na populacdo de
células caliciformes e a alteracdo do epitélio pelo mecanismo de
metaplasia escamosa, sdo comuns durante a evolucdo das
doencas relacionadas ao decréscimo na producdo e secrecdo do
filme lacrimal (KUNERT et al., 2002; DI PASCOALE et al., 2004).

Com base no que foi comentado, e de acordo
com o que a literatura ilustra, a estrutura fisico-quimica e os
mecanismos de funcionamento da lagrima confribuem, em seu
conjunto, para que ela se torne o componente de defesa ndo
especifico mais importante da superficie ocular (ROBERTS &
ERICKSON, 1962; JOSEPHSON & LOCKWOOD, 1964; LEMP et al,
1970; SLATTER, 1990; ENGLISH, 1999; JUMBLATT et al., 1999;
HRDLICKOVA-CELA et al. 2001; KUNERT et al., 2002; DI PASCOALE et
al., 2004).
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c) Substancias antibacterianas

A lagrima funciona como veiculo para inUmeras
substancias que participam ativamente na defesa das estruturas
qgue compoem a superficie ocular. Tanto os fatores envolvidos na
resposta  paraimunolégica, quanto aqueles encontrados na
resposta imunoldgica propriamente dita, utilizam o fime lacrimal
como meio de fransporte para atingir principalmente a cérneaq,
qgue naturalmente é desprovida de sistema vascular linfatico e
sanguineo. Dos fatores envolvidos na resposta ndo especifica,
destacam-se o0s seguintes conjugados protéicos isolados na
ldgrima de cdes e gatos: Lisozima, B-lisina e lactoferrina (LEMP et
al., 1970; GILLETTE et al., 1981; HAYNES et al., 1999; HRDLICKOVA-
CELA et al., 2001).

A lisozima € a substé@ncia antibacteriana isolada em
maior quantidade na ldgrima humana em olhos normais,
respondendo por 30% do total de proteinas isoladas por
eletroforese, destacando-se por ser a proteina mais eletropositiva.
Apesar de presente na lagrima de cdes, a sua concentracdo é
substancialmente mais baixa, respondendo por apenas 3% das
proteinas totais isoladas pelo mesmo método (EICHENBAUM et al.,
1987). A sua acdo se dd mediante a quebra das ligacdes de
acucar, presentes nos polimeros de peptideoglicanos que formam
a parede celular das bactérias. Esta acdo € mais efetiva no
combate as bactérias Gram-positivas, visto que as Gram-negativas
possuem uma cdpsula de lipopolissacarideos externamente d
parede celular, a qual impede a acdo da lisozima sobre as
ligacdes de acucar. A origem desta subst@ncia ainda € uma

incognita, mas ensaios recentes, que utilizaram como método
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cientifico a imunohistoquimica, tém demonstrado que o provavel
sitio de producdo estd localizado no epitélio acinar e ductal da
gladndula lacrimal (MACMASTER et al., 1967; GILLETTE et al., 1981;
LEMP & BLACKMAN, 1981; CHANDLER & GILLETTE, 1983;
EICHENBAUM et al., 1987; CORDEIRO E KROLOW, 1999; HAYNES et
al., 1999).

A segunda substancia isolada do filme lacrimal é
conhecida por B-lisina, e se caracteriza por uma potente atividade
antibacteriana, que supera a anteriormente descrita para a
lisozima. O mecanismo de acdo da B-isina ndo € ainda
inteiramente conhecido, sabendo-se apenas que ela age
rompendo a membrana celular; sendo, portanto, efetiva contra
uma colecdo maior de patdgenos, quando comparada mais uma
vez como a lisozima. A B-lisina encontra-se presente tanto na
circulacdo quanto na lagrima, como também a lisozima; porém,
enquanto aquela é secretada na circulacdo a partir das
plaquetas, suspeitase que a presenca da B-lisina no filme lacrimal
se dé a partir de um processo de concentracdo plasmdatica ou
secrecdo ativa (CHANDLER & GILLETTE, 1983; EICHENBAUM et al.,
1987; CORDEIRO E KROLOW, 1999; HAYNES et al., 1999).

Completando e} quadro de substancias
antibacterianas inespecificas isoladas no fime lacrimal, a
lactoferrina  é caracteriza pela sua atividade protetora e
reguladora sobre a resposta imune e por ser onipresente, sendo
isolada em todas as secrecdoes do corpo. Sua acdo se dd
principalmente por meio de uma ligacdo bastante estdvel com
dtomos de frro, além do cobre e imunoglobulinas como IgA e
IgG. O ferro é elemento importante no metabolismo bacteriano, e

sua escassez confrola o crescimento de microorganismos
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oportunistas que, eventualmente, possam colonizar a superficie
ocular. E ainda provavel que a lactoferrina desempenhe uma
funcdo reguladora da resposta imune, ligandose a fatores
protéicos presentes na cascata do complemento. Isto tem sido
sugerido a partir da observacdo de que a lagrima possui acdo
antrcomplemento, e de que a lactoferrina, um dos componentes
da lagrima, liga-se com relativa facilidade as proteinas. Esta
regulacdo da resposta imune é importante no controle da
resposta inflamatdria da superficie ocular, sem que haja a perda
da acdo antibacteriona da lactoferrina  (JOSEPHSON &
LOCKWOQOOD, 1964; FRIEDLAND et al., 1972; VEERHUIS & KIJLSTRA,
1982; CHANDLER & GILLETTE, 1983; EICHENBAUM et al., 1987; WILLCOX
etal., 1997, GACHON & LACAZETTE, 1998; CORDEIRO EKROLOW, 1999;
HAYNES et al., 1999; HRDLICKOVA et al., 2001).

As caracteristicas semelhantes entre a superficie
mucosa ocular e a cobertura mucosa de outras regides do
organismo tém suscitado inUmeros estudos, que tém como
objetivo identificar componentes presentes na Iadgrima que sdo
comuns em outras superficies mucosas. Seguindo estes principios,
GACHON & LACALZETTE (1998), estudaram, por métodos
imunonenzimdticos, a composicdo da ldgrima e de outras
secrecoes como saliva, secrecdes nasal e bronquica. Os resultados
permitiram comprovar que, além das proteinas j& conhecidas, a
ldgrima possui também cistatina e lipocalina, subst@ncias com
comprovada acdo antibacteriana, jd identificadas em outras
secrecoes.

Observa-se também que, mais recentemente, com
a infroducdo das técnicas imunoenzimdticas no estudo dos

componentes do filme lacrimal, novas proteinas tém sido
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identificadas. Muitas desempenham atividades relacionadas a
defesa da superficie ocular; porém, outras alternam suas funcoes
enfre a defesa e a reparacdo dos defeitos provocados pela
agressdo das estruturas que compdem a superficie do olho. Como
exemplo, podemos citar a galectin-3, recentemente isolada da
superficie ocular em humanos, mas reconhecida por estar
presente em todos os mamiferos. Esta proteina, cujo peso
molecular varia, de acordo com a espécie em estudo, de 29.000 a
35.000 daltons, pode ser secretada e expressada na superficie de
inUmeras células, entre as quais, destacam-se: mondcitos,
macrofagos, mastdcitos e células  epiteliais, incluindo aquelas
presentes na superficie da cérnea. A galectin-3 possui importante
acdo mitogénica, estimulando a proliferacdo das células
presentes na superficie ocular, particularmente dos fibroblastos,
além de funcionar como agente inibidor de apoptose e
estimulador do crescimento celular. O que torna mais interessante
estes achados, € o fato de que, apesar da galectin-3 ser
normalmente secretada por vdarios tipos celulares, a mesma so foi
isolada na secrecdo ocular de pacientes cuja superficie
conjuntival se mostrava inflamada no momento da colheita, ndo
tendo sido isolada de olhos assintfomdticos. Outro achado revela
que esta proteina, derivada das lecitinas, ndo esta presente na
glandula lacrimal. Isto permite especular que a superficie ocular
POsSsUi  mecanismos proprios de comunicacdo que ativam
determinadas vias de protecdo, quando os sistemas normais de
defesa e reparacdo falham na sua funcéo (HRDLICKOVA-CELA et
al., 2001).

Deve-se imaginar que estas substdncias ndo agem

isoladamente, estando presentes simultaneamente no filme
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lacrimal, o que permite concluir que uma boa parte dos
microorganismos invasores tém seu desenvolvimento inibido por

estes agentes antibacterianos presentes em olhos sauddveis.

d) Microbiota autoctone

A constante e direta exposicdo da superficie ocular
ao meio ambiente permite, de forma natural, que as estruturas
externas cao bulbo passem a conviver com uma série de
microorganismos, j& a partir do nascimento. Alguns destes
microorganismos tornam-se residentes, mantendo uma populacdo
relativamente constante e indbcua, quando em condicdes normais.
Além disto, esta populacdo de bactérias autdéctones desempenha
uma importante missdo no auxilio & defesa da superficie ocular,
pois, como comentado, a porcdo externa do olho encontra-se
permanentemente exposta a inUmeras particulas estranhas,
presentes em suspensdo no ar atmosférico. Entre estas particulas
enconframos, além da microbiota autdéctone, um enorme niUmero
de microorganismos oportunistas que possuem, em maior ou
menor grau, uma caracteristica patogénica sobre as estruturas
oculares. Os microorganismos residentes, mais adaptados ds
condicbes da superficie ocular, competem com = ©s
microorganismos oportunistas, muitos destes patogénicos, pela
mesma cadeia alimentar local, reduzindo drasticamente o0s
nutrientes essenciais para o crescimento de microorganismos
estranhos. Além disto, a microbiota autdctone tem a capacidade
de secretar subst@ncias que interferem no ciclo celular dos
agentes oportunistas (GASKIN, 1980; MOORE et al., 1988; RIBEIRO et
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al., 1991, GERDING et al., 1993a; GERDING et al., 1993b; ALLAN &
DART, 1995; SALISBURY et al., 1995).

e) Renovacgao do tecido epitelial conjuntival e corneal

Apesar das suas caracteristicas ldbeis, cérnea e
conjuntiva possuem mecanismos proprios de defesa, os quais
estdo diretamente relacionados a sua estrutura histoldégica. A
porcdo mais externa, representada pelo epitélio, estd
constantemente em renovacdo, mediante a descamacdo das
células superficiais e producdo de novas células a partir da
membrana basal adjacente. As células recém formadas pela
camada basal vao sendo conduzidas para a superficie e, a
medida que se fornam maduras, passam a ocupar O espaco
deixado pelas células que se desprenderam e foram removidas,
pela acdo conjunta do fime lacrimal e dos movimentos
palpebrais. Esta renovacdo se dd de forma ciclica, sendo
completada a cada periodo de 5 a 7 dias. Este mecanismo é
importante, pois, devido a constante exposicdo da superficie
ocular ao meio ambiente, inUmeras particulas estranhas e
microorganismos oportunistas aderem a sua superficie, sendo
eliminados juntamente com as células epiteliais que se
desprenderam da superficie ocular, o que diminui a probabilidade
da formacdo de colbnias de microorganismos neste local
(CHANDLER & GILLETTE, 1983; EICHENBAUM et al., 1987).

Além da funcdo de renovar o epitélio da cérnea, a
membrana basal adjacente funciona ainda como uma barreira
fisica contra a penetracdo de agentes para o estroma. A

membrana de Descemet também exerce funcdo semelhante &
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membrana basal sendo, porém, permedvel as toxinas bacterianas

(LEMP & BLACKMAN, 1981; SLATTER, 1990; GELATT, 1999).

2.3.2. MECANISMOS ESPECIFICOS DE DEFESA

Além dos mecanismos inespecificos, a superficie
ocular conta também com um complexo sistema de defesaq,
comandado pelo sistema imunoldgico, que é capaz de
reconhecer e combater anfigenos especificos, criando um sistema
de memodria que mantém os tecidos oculares que possuem
propriedades linféides, em constante alerta contra particulas
estranhas que comumente se apresentam & superficie ocular
(ENGLISH, 1999).

Vale lembrar que o estimulo para o inicio da
resposta do sistema imune pode ser originado a partir da presenca
de um microorganismo patdégeno, bem como pela presenca de
um material estranho & superficie ocular, como membranas
utilizadas na forma de enxerto na reconstrucdo da cdrneaq, esclera
e conjuntiva. Assim, apesar da resposta imune possuir um cardter
mais especifico de atuacdo, os primeiros mecanismos envolvidos
no combafte a um agente agressor obedecem a um comando
central, que na sua esséncia, segue as regras bdsicas da
inflamacdo. Podemos, desta forma, afiimar que a resposta
inflamatdria precede o desencadeamento dos mecanismos
especificos de defesa (GILLETTE et al., 1982; CHANDLER & GILLETTE,
1983; EICHENBAUM et al., 1987; CORDEIRO E KROLOW, 1999; SUZUKI
et al., 2002).

Nestas circunstncias, a inflamacdo deve ser vista

como uma resposta natural do organismo a uma agressdo, que
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acontece com o infuito de protegé-lo da injuria inicial e de
providenciar outros mecanismos para a defesa, caso o agente
agressor permaneca no local. Os fatores que determinam a
severidade e a duracdo da inflamagdo da superficie ocular estdo
relacionados principalmente com a poténcia e o tempo de
exposicdo ao estimulo, além da capacidade de resposta do
hospedeiro. Devese levar também em consideracdo a regido
onde houve a agressdo, visto que determinados tecidos, como a
coérneq, apresentam mecanismos proprios de reacdo ao estimulo
agressor, quando comparados com outros tecidos que
naturalmente sdo vascularizados (WILKIE, 1990; ENGLISH, 1999;
SUZUKI et al., 2002).

Desta forma, se considerarmos que a superficie
mucosa ocular, pela sua posicdo topogrdfica e pela grande
extensdo, representa o primeiro sitio para a entrada de patdégenos
no bulbo ocular, € natural imaginarmos que esta representa o
principal sitio de defesa da superficie ocular. Por outro lado, a
cornea é imunologicamente bastante diferente da conjuntiva,
possuindo, em condicdes normais, uma pobre populacdo de
células imunes. Dos tipos mais enconfrados na cérnea, destacam-
se as células dendrticas e  macréfagos,  presentes
preferencialmente na periferia corneal, e os linfécitos T e B,
presentes, em maior proporcdo, no centro (VANTRAPPEN et al.,
1985; SCHEIFFARTH, 1987; WILKIE, 1990; ENGLISH, 1999).

A relativa deficiéncia de células do sistema imune e
a auséncia de suprimento sanglineo na coérnea intacta fazem
com que este tfecido tenha uma baixa taxa de resposta
imunoldgica, o que o torna um sitio privilegiado para o transplante

e aplicacdo de membranas bioldgicas. Porém, durante as injurias
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da coérneaq, esta passa a receber suprimento sanglineo a partir do
limbo e consequUentemente tem sua imunogenicidade alterada
pela presenca de um maior nUmero de células inflamatodrias. Alem
disto, a lagrima também reflete a condicdo do olho inflamado e
passa a responder também confra a presenca dos agentes
estranhos, o que pode comprometer a técnica de reparo utilizada
(MCGILL et al., 1984; SULLIVAN & ALLANSMITH, 1984; PEPPARD &
MONTGOMERY, 1987; MARTIM et al, 1988; FRANKLIN, 1989).

Os primeiros sinais de inflamacdo aparecem apds a
lesdo celular, quando os fosfolipidios oriundos da membrana das
células epiteliais agredidas ddo origem a inUmeras substancias
vasoativas, as quais aumentam o fluxo de sangue para o local
afetado e alteram a permeabilidade vascular. Na superficie ocular,
esta etapa pode ser vista na forma de hiperemia e edema
conjuntival, aumento da secrecdo ocular e dor (WILKIE, 1990).

Além das subst@ncias vasoativas, outros elementos
solUveis estdo presentes na ldgrima, dentre os quais destacam-se as
citocinas, que sdo glicoproteinas com capacidade mensageira e
sdo responsaveis pela comunicacdo intercelular. As citocinas sdo
subst@ncias pluripotenciais que agem de forma ndo enzimdtica,
em concentracoes infinitfamente pequenas. Dentre as atividades
desempenhadas pelas citocinas, particularmente na fase aguda
da resposta inflamatdria, podemos destacar a quimiotaxia ou
atracdo de células com atividade fagocitica e outras com
capacidade de processar e apresentar os antigenos presentes na
superficie ocular. As citocinas participam ainda do controle da
intensidade da acdo do sistema imune celular e humoral e da
resposta de reparacdo que se instala apds a eliminacdo do agente

agressor. Grande parte dos mecanismos fisiologicos envolvidos na
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resposta imune é coordenada pelas citocinas, que agem de forma
organizada e complexa por meio de uma grande reacdo em
cascata, com a participacdo de vdrias proteinas com atividade
mensageira (SOTOZONO, 2000; TEIXEIRA, 2000).

Além dos aspectos relacionados a funcdo de
subst@ncias mensageiras, tem sido sugerido que as citocinas, em
situacoes especificas, ddo inicio a um ciclo vicioso na superficie
ocular, perpetuando o processo inflamatdrio e conseqientemente
a agressdo sobre a cérnea. No dmbito desta questdo, discute-se a
inter-relacdo entre o processo inflamatodrio da superficie ocular e a
destruicdo dos tecidos inflamados (GARNELLI-PIPERNO et al., 1990;
GARRANA et al., 1999; JUMBLATT et al., 1999; SMITH et al., 1999;
SOTOZONO, 2000; SOLOMON et al., 2001).

Das substancias envolvidas neste mecanismo, a
maftriz de metaloproteinases &, até o presente momento, a mais
estudada. De acordo com a literatura, estas subst@ncias sdo
enzimas capazes de clivar proteinas, atacando diretamente os
componentes protéicos da matriz extracelular e da membrana
basal. As metaloproteinases sdo secretadas como proenzimas e
ativadas a partir de seriadas clivagens proteoliticas, em uma regido
da molécula denominada de terminal N, localizada no
compartimento extracelular. Apds esta etapa, as proenzimas
sofrem mudancas na conformacdo bioquimica e alteracdo do
peso molecular. Até o presente momento, j& foram identificadas 20
proenzimas que compdem a famiia da matriz  de
metaloproteinases (SMITH et al., 1999; SOLOMON et al., 2001).

GARRANA et al., (1999), observaram que, em 13
amostras de fragmentos de cdrneas provenientes de pacientes

com erosdo epitelial recorrente, 12 revelaram a presenca de um ou
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mais tipos de metaloproteinases. Nos debris de olhos sauddveis,
ndo foi identificada a presenca destas substGncias. Como
conclusdo, os autores propuseram que a expressdo da matriz de
metaloproteinases & inteiramente regulada na superficie ocular,
particularmente naquelas onde o epitélio € afetado por episddios
recorrentes de erosdo. Os achados permitiram evidenciar que estas
enzimas estdo localizadas preferencialmente no interior das células
epiteliais basais, onde desempenham a funcdo de degradacdo
celular, principalmente no sistema de ancoragem do epitélio sobre
a membrana basal, confribuindo para a recorréncia dos defeitos
do epitélio corneal.

Com o objetivo de comprovar esta hipotese,
SOTOZONO (2000), propds, por meio de metodologia cientifica,
que a inflamacdo da cérnea, comum em vdarias doencas,
frequentemente leva a destruicdo tecidual, podendo contribuir
para o desenvolvimento de Ulceras e perfuracdes, mesmo quando
o processo inflamatdrio inicial ndo se caracteriza pela perda de
substancia do tecido corneal. Utilizando um modelo experimental
baseado na criacdo de feridas por queimadura, com agentes
alguilantes, na cérnea de ratos, o autor induziu precocemente a
producdo de interleucina 1 e 6. Estas citocinas sdo implicadas
como importantes fatores pré-inflamatdrios, contribuindo, tanto
para a infitracdo de células infamatdrias, quanto para «a
reparacdo dos tecidos localmente destruidos. Este experimento
demonstrou que, em algumas situacoes, o processo inflamatdrio se
perpetua, contribuindo para o agravamento da lesdo inicial, e que
esta acdo patoldgica das citocinas se dd, principalmente, quando
ocorre a inducdo para a producdo de matriz de

metaloproteinases. Os resultados, obtidos em duas etapas,
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permitiram confirmar a atividade citotdxica das metaloproteinases,
além de identificar que estas, por sua vez, sdo induzidas pelas
citocinas e que, quando um inibidor de matriz de
metaloproteinases & utilizado, a concentracdo de citocinas
diminui, indicando que, desde que iniciado 0 processo
inflamatdrio, o ciclo se torna auto-suficiente, contribuindo para a
destruicdo tecidual, mesmo quando o fator agressor inicial ja tenha
sido eliminado. Como conclusdo, a pesquisa aqui descrita
demonstra que o processo inicial de agressdo € seguido por uma
segunda agressdo, agora governada pela  matriz  de
metaloproteinases, e perpetuada pelas citocinas Concluiu-se que
o confrole da concentracdo das citocinas €& importante no
combate da inflamacdo da superficie ocular e na prevencdo de
uma segunda escala de agressdo tecidual pelas
metaloproteinases, responsdvel pelo agravamento das lesdes
iniciais e perpetuacdo da inflamacdo.

Se 0s mecanismos paraimunoldgicos e a resposta
inflamatdria local ndo sdo capazes de neutralizar a acdo dos
agentes agressores, a inflamacdo provavelmente se perpetuard,
dando origem a uma resposta imunoldgica, mais complexa e
especifica. Apesar do sistema imunoldgico ser bastante dindmico,
executando todas as suas etapas simultaneamente, contra
inUmeros antigenos, para um melhor entendimento destes
processos, passaremos a descrevelos em duas etapas, divididas
didaticamente em resposta imune aferente e resposta imune

eferente.
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2.3.2.1. RESPOSTA IMUNE AFERENTE

As diferentes estruturas que compdem a superficie
ocular respondem de forma variada ao estimulo antigénico. A
corneq, que em condi¢cdes normais NAo POssUi VASOS sanguineos e
linfaticos, €& considerada um sitio imunoldgico privilegiado,
respondendo pobremente d presenca de antigenos e, quando o
faz, normalmente a resposta é lenta e fugaz, caracterizando-se por
uma baixa atividade imunoldgica, tanto celular quanto humoral. E
esta caracteristica que faz da cdérnea um elemento altamente
favordvel ao transplante, quando comparada com outros tecidos
(SMOLIN & O’CONNOR, 1981; GILLETTE et al., 1982; LIGHTMAN, 1989;
BORDERIE et al., 1998; KARABATSAS et al, 1999; KUFFOVA et al., 1999;
SCHAUMBERG et al., 1999; SOONG et al., 2000).

A conjuntiva é a Unica estrutura da superficie ocular
com afividade linféide comprovada, podendo esta ser
comparada a atividade das membranas mucosas dos tratos
gastrointestinal, respiratério e genito-urindrio, que sédo conhecidos
como um tecido especializado, denominado sistema imune de
mucosa (FRANKLIN & REMUS, 1984; VANTRAPPEN et al., 1985; LARKIN
& CREE, 1997; YOSHIDA et al., 1997; ENGLISH, 1999).

O tecido conjuntival funciona como um centro
linfdide primdrio, sendo responsdvel pelo processamento dos
antigenos presentes na superficie ocular. A conjuntiva possui, na
sua intimidade, um tecido altamente especializado, conhecido
como tecido linféide associado & conjuntiva (CALT), que em
medicina veterindria € conhecido como fecido linféide da
membrana nictitante, o qual é recoberto por um tecido epitelial

caracterizado pela presenca de inUmeras microvilosidades, as
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quais facilitam a assimilagcdo dos anfigenos. A partir do momento
que os antigenos provenientes da superficie ocular sdo
incorporados pelo tecido linféide local, entfram em acdo as células
de Langerhans. Estas células, de origem mesenquimal, sdo
encontradas preferencialmente na regido do Ilimbo, e
desempenham papel semelhante ao dos macréfagos no
processamento e apresentacdo dos antigenos aos linfécitos T
circulantes, ou diretamente ao linfonodo regional, promovendo a
sensibilizacdo do hospedeiro ao antigeno em questdo (LEMP &
BLACKMAN, 1981; GILLETTE et al., 1982; CHANDLER & GILLETTE, 1983;
FRANKLIN & REMUS, 1984; YOSHIDA et al., 1997; CORDEIRO &
KROLOW, 1999).

A origem do comando para o desenvolvimento de
uma resposta imune especifica na superficie ocular é a
apresentacdo de um antigeno a um linfécito T CD4*, também
conhecido como linfécito T auxiliar, por meio de uma célula
apresentadora de antigeno. As caracteristicas da resposta imune
sdo, em grande parte, determinadas pelas interacdes moleculares
entre estes dois tipos celulares. Outras células ndo pertencentes ao
sistema imunoldgico, representadas em geral por células epiteliais,
fibrocitos e células endoteliais provenientes de capilares
sanguineos, também participam deste processo. Estes tipos
celulares normalmente sofrem as primeiras agressoes, respondendo
a lesdo celular mediante da liberacdo de fosfolipidios de
membrana que, a partir deste instante, dardo origem a fatores pré-
inflamatarios, representados por moléculas cComo as
prostaglandinas, leucotrienos, fator ativador de plaquetas e
inUmeras citocinas, entre as quais se destacam o fator de necrose

tumoral alfa e alguns fipos de interferon. As atividades
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desempenhadas por estes fatores ddo origem a uma inflamacdo
local, caracterizada pela vasodilatacdo, expressdo de moléculas
especificas de adesdo e liberacdo de fatores quimiotaticos
(PEIFFER, 1980; FRANKLIN & REMUS, 1984; VANTRAPPEN et al., 1985;
LARKIN & CREE, 1997; ENGLISH, 1999).

Os eventos anteriormente citados tendem a
amplificar a resposta imune local, a partir do recrutamento de
neutréfilos, mondcitos, células dendriticas e células do tipo
assassinas naturais (NK). Paralelamente ao aumento da circulacdo
destas células no local da agressdo, as células dendriticas sGo
ativadas, passando a executar com mais eficiéncia a funcdo de
capturar e apresentar antigenos. Neste momento, a resposta de
defesa da superficie ocular tem uma dupla inalidade, seja ela a
de dar inicio a destruicdo inespecifica do agente agressor ou de
originar uma resposta imune especifica. Inicialmente, como parte
da resposta inespecifica, verifica-se a liberacdo de inUmeras
subst@ncias com atividade tdéxica principalmente sobre os
microorganismos. Estas subst@ncias sdo liberadas principalmente
pelos neutréfilos e macréfagos locais, e sdo representadas por
moléculas de oxigénio reatfivo, Oxido nifrico e enzimas com
atividade proteolitica. Ao mesmo tempo em que estas substéncias
sdo liberadas, ocorre a fagocitose das estruturas estranhas &
superficie ocular. Estes eventos sdo seguidos mais uma vez da
liberacdo de substéncias quimiotdticas que intensificam a ativacdo
e o recrutamento de células apresentadoras de anfigeno. As
principais citocinas envolvidas neste mecanismo de sensibilizacdo e
amplificacdo do sistema de defesa da superficie ocular sdo:
interferon alfa, fator de necrose tumoral alfa, interleucina 1 e

interleucina 2. As células apresentadoras de anfigeno, entdo
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ativadas por estas subst@ncias, passam a capturar os antigenos e
transportélos para o linfonodo regional, onde ocorrerd a
apresentacdo dos mesmos aos linfocitos T CD4+ (CORDEIRO E
KROLOW, 1999; ENGLISH, 1999).

A cadeia de eventos acima descrita representa uma
rotina para a superficie ocular, pois, a todo instante, moléculas
diferentes entram em contato com a conjuntiva e a coérneq,
exigindo esforcos sem precedentes para a sua eliminacdo. Porém,
nem toda molécula lesa a estrutura celular local, pois, se assim
fosse, a superficie ocular permaneceria insistentemente inflamada.
Desta forma, entende-se que boa parte do material estranho
depositado na superficie ocular ou € eliminado pelos mecanismos
anatdmicos ou sofre processamento e destruicdo local, sem alarde
desnecessario ao sistema especifico de defesa. Cabe também
comentar que a resposta inflamatéria € o ponto de partida de
toda a seqUéncia de eventos que se segue G agressdo celular
local, e é prérequisito fundamental para o desenvolvimento da
resposta munoldgica especifica, a qual, a partir de agora, iremos

comentar.

2.3.2.2 RESPOSTA IMUNE EFERENTE

Por meio do mecanismo citado acima, ocorre o
desencadeamento da atividade imune que dard origem, a partir
da sensibilizacdo do hospedeiro, ao desenvolvimento da resposta
eferente. Este complexo sistema de resposta imunoldgica que
envolve a estimulacdo de linfécitos T e B, producdo de citocinas e

antficorpos, além da ativacdo da cascata do complemento, gera
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ainda bastante discussdo e tem suscitado inUmeros debates
acerca do seu real mecanismo.

Toda a cascata de eventos que resultard na
resposta imune especifica tem inicio com a ativacdo dos linfécitos
T auxiliares (T CD4+), na infimidade do linfonodo regional, a partir
do momento em que ocorre a apresentacdo do antigeno. As
células dendriticas tém a capacidade de expressar pequenos
peptideos do agente que se deseja combater, junto ds moléculas
que compodéem o complexo maior de histocompatibilidade de
classe Il. Além dos antigenos do agente agressor, as células
apresentadoras expressam também moléculas provenientes das
células destruidas durante a agressdo da superficie ocular, além de
moléculas acessoérias, que facilitam o reconhecimento do antigeno
pelas células T CD4+, presentes no linfonodo regional. A ativacdo
das células T auxiliares (CD4+) se dd em duas etapas. Na primeira,
ocorre a ligacdo do receptor de células T, presente na superficie
da célula T auxiliar, aos antigenos expressados pelo complexo
maior de histocompatibilidade do ftipo Il, presentes nas células
apresentadoras de antigeno. A esta etapa se segue a ligacdo de
moléculas necessdrias a estimulacdo das células T auxiliares,
presentes em sua superficie, aos cofatores especificos para a sua
estimulacdo, expressos na superficie das células apresentadoras de
antigeno. Este primeiro contato entre os dois tipos celulares
desencadeia uma série de alteracoes intracelulares nas células T
auxiliares, que resultam nas seguintes atividades: inicio de
proliferacdo celular por mitose, liberacdo de imunomediadores,
representados pelas citocinas, denfre as quais, nesta etapa, se
destaca a interleucina 2, capaz de estimular a proliferacdo e

diferenciacdo das células T auxiliares em tipo 1 (T1) e tipo 2 (T2).
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ApOGs esta etapa, as células T auxiliares, ja ativadas e diferenciadas,
deixam o linfonodo regional em direcdo a corrente circulatdria, ao
mesmo tempo em que outros linfocitos T auxiliares presentes no
linfonodo regional dardo origem & mesma cascata de eventos,
enquanto persistir a aftivacdo das células apresentadoras de
antigeno pelo antigeno em questdo. A este evento, se segue a
expansdo do clone de células T auxiliares especificas confra os
antigenos apresentados, e a diferenciacdo dos linfécitos.
Finalmente, para que estas células sejam efetivas no combate ao
antigeno, € necessdrio que sejam orientadas, o que se dd pela
acdo de uma série de citocinas liberadas pelas células T auxiliares,
previomente ativadas. Os linfocitos T auxiliares ativados possuem
subpopulacdes celulares, capazes de produzir citocinas
especificas, cada uma responsdvel por uma etapa da resposta
imunologica (PEIFFER, 1980; FRANKLIN & REMUS, 1984; WILKIE, 1990;
ENGLISH, 1999).

Os primeiros linfécitos ativados, denominados células
T0, j& produzem uma pequena quantidade de interleucina 2 (IL 2),
necessdria para o inicio da proliferacdo e diferenciacdo das
subpopulacdes de linfocitos. A partir deste momento, os linfocitos
T0 ddo origem a linfécitos T auxiliares T1, que produzem
predominantemente IL 2 e interferon gama e linfécitos T auxiliares
T2, responsdveis pela liberacdo de interleucina 4, 5 e 6. As citocinas
desempenham multiplas acdes durante a resposta imune; porém,
pode-se destacar as atividades desempenhadas pela IL 2 e pelo
interferon gama, imprescindiveis no desenvolvimento da imunidade
mediada por células, como a acdo dos linfécitos T citotdxicos e
ativacdo de macréfagos e células assassinas naturais (NK). J&, as

citocinas produzidas pelos clones de células T2, sdo responsdaveis
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pela ativacdo dos linfécitos B e producdo de imunoglobulinas. Os
subtipos de linfécitos T auxiliares acima citados ainda apresentam
mecanismos de regulacdo cruzada, onde as citocinas liberadas
por uma subpopulacdo regulam a proliferacdo da outra (LARKIN &
CREE, 1997; SOTOZONO, 2000; HRDLICKOVA-CELA et al., 2001;
ENGLISH, 1999).

E ainda reconhecido que as subpopulacdes de
linfocitos T auxiliares ndo sdo originadas em quantidades iguais e,
que ambas ndo estdo presentes em todas as respostas imunes da
superficie ocular, estando isto condicionado ao tipo de antigeno
presente na superficie das células apresentadoras de antigenos,
grau e tipo de resposta inflamatdria e de aspectos imunogenéticos
inerentes ao organismo  hospedeiro  (SOTOZONO,  2000;
HRDLICKOVA-CELA et al., 2001; ENGLISH, 1999).

Uma outra populacdo de linfécitos T tem sido
implicada na amplificacdo e regulacdo da resposta imune ocular.
Sdo as células T CD8+, ativadas também mediante a ligacdo de
receptores de células T, presentes em sua superficie. Porém,
enquanto nas células T CD4+, a ligacdo é feita com moléculas
MHC de classe |Il, presentes na superficie das células
apresentadoras de antigeno, os receptores das células T CD8+ se
ligam as moléculas MHC de classe |, presentes na superficie de
qualguer célula nucleada. Aparentemente, o inicio de atividade
das células T CD8+ ocorre preferencialmente nos linfonodos, o que
permite inferir que, além da ligacdo com moléculas MHC de classe
|, outros fatores locais, como a interleucina 2, sdo importantes para
o processo de ativacdo destes linfocitos. Classicamente, estos
células desempenham uma funcdo citotdxica, sendo, portanto,

reconhecidas como linfécitos T citotoxicos (TC), que agem
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destruindo as células que expressam os antigenos para os quais
elas foram ativadas. Outro subtipo de linfécito T CD8+ tem sido
implicado em um mecanismo de regulacdo da resposta imune,
além de participar da geracdo de resposta de defesa especifica
Nno mecanismo imunoldgico, presente na cdmara anterior do bulbo
ocular. Como acontece com as células T CD4+, os linfécitos T CD8+
também sdo divididos em subpopulacdes, de acordo com o tipo
de citocina liberada. Assim, de maneira semelhante as células T
auxiliares do tipo 2, as células citotoxicas tipo 2 também produzem
subst@ncias que auxiliam a ativacdo dos linfécitos B, contribuindo
para o desenvolvimento da resposta imune humoral (ENGLISH,
1999).

O desenvolvimento dos eventos acima citados
ainda ndo atingiu o objetivo desejado, qual seja o de emergir a
superficie ocular e neutralizar o agente agressor. Para que isto
aconteca, os linfécitos ativados abandonam o linfonodo regional
em direcdo aos vasos sanguineos, os quais transportam as células
ativadas em direcdo ao local da resposta inflamatdria. Nestas
condicoes, os linfocitos ativados apresentam moléculas de adesdo
em sua superficie, que sdo capazes de reconhecer substdncias
ligantes presentes na superficie das células endoteliais de dreas
inflamadas. Apds o estabelecimento desta ligacdo, os linfécitos
deixam a luz do vaso em direcdo a drea agredida, por meio de um
mecanismo conhecido como diapedese leucocitdria. J& fora do
vaso, os linfécitos migram em direcdo ao local da inflamacgdo,
guiados por gradientes de concentracdo de substéncias
quimiotdticas presentes nos locais inflamados, onde desempenham
suas funcdes na defesa da superficie ocular (PEIFFER, 1980;
EICHENBAUM et al., 1987; WILKIE, 1990; ENGLISH, 1999).
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Esta complexidade no reconhecimento dos
antigenos, paralelamente & identificacdo de vdarias outras
moléculas acessoérias, presentes na superficie das células
apresentadoras de antigeno, € que torna o sistema imunoldgico
seguro, impedindo a atuacdo do sistema de defesa contra o

proprio organismo.

a) Resposta imune humoral

As imunoglobulinas formam a frente de combate
durante a resposta imune humoral, diferenciando-se de outros
sistemas pela sua especificidade antigénica. Da mesma forma que
em oufras secrecdes corpoéreas, a lagrima exerce papel
importante na mediacdo desta resposta, visto ser ela o veiculo
destas proteinas. A producdo dos anticorpos ocorre apds a
sensibilizacdo do hospedeiro pelo antigeno e ativacdo dos
linfécitos T, que organizam o recrutamento de linfocitos B para o
local desejado, onde estes se transformam em plasmadcitos e ddo
inicio a producdo das imunoglobulinas. Este mecanismo é
governado pelas células T ativadas, que passam a produzir duas
classes de citocinas: fator de crescimento e fator de diferenciacdo
das células B. A primeira citocina estimula a multiplicacdo dos
linfocitos, enquanto que a segunda promove sua diferenciacdo
em plasmocitos, dando inicio & producdo de imunoglobulinas.
Todas as classes de imunoglobulinas podem ser isoladas da
superficie ocular, apesar de que, somente a imunoglobulina do
tipo A (Ig A), é enconfrada em condicdes normais, Ao pPasso que
as outras classes sdo mais faciimente dentificadas quando existe

algum estimulo anfigénico como, por exemplo, durante processos
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inflamatdrios da superficie ocular. Esta faciidade para o
isolamento da IgA pode ser explicado pelo fato desta ser a Unica
imunoglobulina ativamente secretada na lagrima, apesar do
consenso de que todas as imunoglobulinas sGdo encontradas no
local. A IgA é a imunoglobulina que predomina em todas as
secrecoes corpoéreas, ndo sendo diferente na lagrima. A IgA das
secrecoes difere daquela encontrada no sangue, visto que
enquanto estas sdo vistas na forma de mondmeros, aquelas sdo
enconfradas formando pares (dimeros), ligadas entre si por um
peptideo denominado de cadeia J. Além deste peptideo, a
combinacdo das duas moléculas de IgA, que originam a IgA
secretoria (IgAs), apresenta ainda uma outfra peca conectada,
denominada de peca secretdria, que funciona como um
marcador para este tipo especial de IgA, além de conferir A IgAs
uma maior resisténcia d acdo de enzimas proteoliticas,
enconfradas em grande quantfidade na ldgrima. Desta forma, a
IgAs tem uma meia vida maior nas secrecoes, o que faz desta
imunoglobulina o principal mecanismo especifico de defesa da
superficie ocular normal (THOMPSON & OLSON, 1950; WITMER, 1955;
ALLANSMITH & HUTCHISON, 1967; VAERMAN & HEREMANS, 1969;
ALLANSMITH et al., 1973; MONTGOMERY et al., 1983; SULLIVAN &
ALLANSMITH, 1984; PEPPARD & MONTGOMERY, 1987; HALL &
PRIBNOW, 1989; CHENG et al., 1996; HALLER, et al., 1997).

Com excecdo do cristalino, todas as outras
estruturas oculares sdo povoadas por imunoglobulinas, existindo
diferencas apenas em relacdo ao fipo e quantidade de
anticorpos disponiveis em cada estrutura (SMOLIN & O'CONNOR,
1981; LIGHTMAN, 1989).
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Apesar de suas caracteristicas peculiares, a cérnea
é o tecido ocular que concentra a maior quantidade de IgG,
sendo, porém, pobre em IgM, podendo este fato ser explicado
pelo alto peso molecular desta Ultima, qguando comparado com o
baixo peso da IgG. Em condicdes normais, a maior concentracdo
de imunoglobulina da cérnea é vista no estroma, aonde estas
chegam por difusdo. Nos processos reparativos da coérnea
acompanhados de neovascularizacdo, ocorre uma  maior
facilidade para o acesso das imunoglobulinas & cérnea. Nas lesdes
superficiais, estas tfendem a invadir o leito da ferida auxiliadas pelo
filme lacrimal, contribuindo, portanto, na defesa do local (MARTIM
et al., 1988; MISSOTTEN, 1994).

Na conjuntiva, enquanto o epitélio € desprovido de
anticorpos, nas camadas mais profundas sdo encontfradas as
cinco classes de imunoglobulinas, que estdo localizadas
principalmente nas porcdes superficiais da [Gmina prdpria,
decrescendo em concentracdo a medida que se aprofundam as
camadas (PEPPARD & MONTGOMERY, 1987).

b) Resposta imune celular

Paralelamente a acdo dos anticorpos, um outro tipo
de resposta imune auxilia na defesa da superficie ocular. E a
resposta celular mediada pelos linfécitos T que, sabe-se hoje, sdo
divididos em trés grupos especificos: linfécitos T auxiliares, linfocitos
T citotdxicos e linfocitos T supressores.

A resposta celular tem inicio com a apresentacdo
do anfigeno por uma célula de Langerhan, ou pelo tecido linféide

associado a conjuntiva, a um linfécito T auxiliar circulante, que se



46

torna ativado e dirige-se para o linfonodo regional, local onde,
num periodo de aproximadamente trés dias, este se transforma em
linfoblasto. Apds esta diferenciacdo, o linfoblasto ativado prolifera
por mais quatro dias e migra para o tecido conjuntival,
localizando-se na substéncia propria da conjuntiva. As células T
citotdxicas sdo responsdveis pela destruicGo de células que
apresentam uma antigenicidade estranha ao organismo, sendo,
portanto, citotdéxica para os microorganismos e também para
células do préprio hospedeiro que tiveram seus marcadores de
superficie alterados pela acdo de algum agente viral ou mesmo
por processos neopldsicos. As células T citotdxicas sdo ativadas
pelos linfocitos T auxiliares. Ao contrdrio dos linfocitos T citotdxicos,
as células T supressoras tém a funcdo de regular a resposta imune
celular e humoral, a partir do controle da proliferacdo e migracdo
das populacodes de linfocitos T e B. Paralelamente a este processo,
os linfocitos sensibilizados, e os macréfagos que apresentam
antigenos ligados & superficie, comecam a secretar algumas
proteinas solUveis, denominadas citocinas, que participam da
inducdo, expressdo e regulacdo da resposta imune celular. Estas
subst@ncias promovem a comunicacdo enfre as células envolvidas
nesta resposta, ampliando o processo e recrutando células para
efetuar a defesa da superficie ocular. Além disto, as citocinas
regulam a intensidade do processo inflamatdrio e comunicam as
células envolvidas no processo o fim da resposta, quando do éxito
do combate (LIGHTMAN, 1989; WILLCOX et al., 1997; YOSHIDA et
al., 1997; CORDEIRO & KROLOW, 1999; ENKELA et al., 2001).

As citocinas envolvidas neste processo sdo inUmeras,
cada uma com uma atividade especifica, sendo as principais as

seguintes:
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® Interleucina 1: é produzida por macréfagos que
funcionam como células apresentadoras de antigeno e se ligam a
célula T auxiliar. Agem promovendo a diferenciacdo dos linfécitos
T em linfoblastos e a ativagcdo dos linfécitos T auxiliares e linfocitos T
citotoxicos. Além disto, participa do mecanismo da febre e da
producdo da interleucina 2.

® Interleucina 2: é secretada pelos linfocitos T
afivados, promovendo a estimulacdo e manutencdo do
crescimento das células T.

® Fator inibidor da migracdo de macrofagos: tfem
como funcdo estimular a concentracdo de macréfagos na drea
afetada, sendo produzido por ambas as populacdes de linfocitos T
e B.

O Fator ativador de macréfagos: tem como funcdo
estimular a afividade fagocitdriac dos macréfagos e sua
transformacdo em células tipo assassinas naturais (NK).

® Fatores quimiotdticos: sdo citocinas menos
especificas, que agem promovendo a migracdo de inumeros tipos
de células inflamatdrias para o local afetado, entre estas,
neutrdfilos, eosindfilos, basofilos, mastdcitos e macréfagos.

® Inferferon: este grupo de citocinas tem a
responsabilidade de regular a resposta imune, inibindo a
maturacdo de novos macréfagos e regulando a atividade das
células T citotdxicas. E produzido pelos linfécitos T e B ativados.

A cinética da resposta imune celular corneal foi
estudada mediante a injecdo intfracorneal de citocinas. Observou-
se que, 6 horas apds a aplicacdo, a regido do limbo, principal sitio
de interacdo enfre os componentes envolvidos na resposta imune

celular, j@ se encontrava povoada por células mononucleares,
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representadas principalmente por macréfagos e linfocitos. Neste
mesmo intervalo, o estudo microscédpico da cdédrnea revelou uma
populacdo aumentada de células polimorfonucleares,
principalmente na regido do estroma, representadas por neutrdfilos
e eosinofilos. A auséncia de linfécitos e macrofagos no interior do
estroma pode estar relacionada a uma pequena capacidade de
mobilidade destes tipos celulares, quando comparados com os
neutrdfilos e eosindfilos e também aco fato das citocinas utilizadas
terem desenvolvido uma acdo quimiotdtica mais eficiente sobre
este segundo grupo de células (HALL & PRIBNOW, 1989).

c) Complemento

Além da acdo conjunta dos anticorpos e das células
inflamatdrias na resposta imune da superficie ocular, outro
mecanismo, tfambém envolvido na defesa da superficie ocular, € o
sistema complemento. Este sistema, relacionado tanto com a
resposta imune celular quanto humoral, € formado por um grupo
de nove proteinas séricas termoldbeis que, quando combinadas
com alguns fatores especificos, sGo capazes de causar lise celular.
A ativacdo deste sistema pode ser realizada por duas vias j&
conhecidas: a via cldssica, que se dd a partir da interacdo de
complexos antigeno-anticorpo (IgG e IgM) e a via alternativa, que
possui varios atfivadores, entre eles microorganismos, endotoxinas
bacterianas, enzimas provenientes de tecidos lesados e IgA
secretdria  (IgAs). As trés maiores atividades bioldgicas do
complemento podem ser resumidas a partir da atfivacdo de
fagdcitos, incluindo macréfagos e neutrdfilos; lise de células alvo e

opsonizacdo de microorganismos € complexos imunes, de modo
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que eles possam ser reconhecidos pelas células fagocitdrias que
expressam receptores para complemento (ROBERTS & ERICKSON,
1962; JOSEPHSON & LOCKWOOD, 1964; MONDINO et al., 1980;
MONDINO et al., 1982; VEERHUIS & KIJLSTRA, 1982; EICHENBAUM et
al., 1987; WILLCOX et al., 1997; CORDEIRO & KROLOW, 1999).

As proteinas que compdem o sistema complemento
sQo reconhecidas pela letra C, a qual vem seguida de um
algarismo ardbico que identifica cada elemento da cadeia. Assim,
podemos identificar os seguintes componentes do complemento:
C1,C2,C3,C4,C5,C6, C7, C8 e C9. A maior parte destas proteinas
encontra-se naturalmente inativada, exigido uma clivagem
proteolitica para ser ativada. A forma enzimaticamente ativa é
representada por uma barra acima do seu simbolo original. Alem
da sua acdo sobre a célula, mediante a lise da membrana
citoplasmdtica, o sistema complemento participa das principais
vias efetoras da inflamacdo. As porcdes C3a e Cba, liberadas
durante a ativacdo do complemento, atuam na potencializacdo
do aumento da permeabilidade vascular, além de agirem
estimulando a liberacdo de histamina pelos mastocitos. Alguns
componentes possuem ainda acdo quimiotdafica, como o
componente Cb5a, que promove a atracdo de células
polimorfonucleares e o componente C3b que, enquanto ligado ao
complexo antigeno anticorpo, estimula a aderéncia de
macrofagos ao complexo (MONDINO et al., 1980; MONDINO et al.,
1982; VEERHUIS & KIJLSTRA, 1982; EICHENBAUM et al., 1987; WILLCOX
et al., 1997; CORDEIRO & KROLOW, 1999).

A cdérnea possui 0s elementos necessarios para a
ativacdo de ambas as vias do sistema de complemento; porém, o

componente Clqg, a primeira fracdo a se ligar ao complexo
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anfigeno-anticorpo e responsavel pelo reconhecimento e
desencadeamento da reacdo, € encontrada "in vivo" apenas na
periferia da cdérnea. Isto pode ser explicado pelo fato de que esta
fracdo possui um alto peso molecular, sendo o maior elemento da
cascata do complemento. Pode-se concluir, com isto, que a via
cldssica do complemento sé ocorre na periferia da cdérnea, e que
a principal fonte de fatores do complemento seria o aparato
vascular limbal; porém, estudos "in vitro" tém demonstrado que os
fibroblastos do estroma sdo capazes de sintetizar o fator CI,
sugerindo que esta poderia ser uma fonte alternativa de fatores do
complemento (MONDINO et al.,, 1980; MONDINO et al.,, 1982;
ENGLISH, 1999).

2.4. METODOS DE REPARACAO DA CORNEA

Os procedimentos clinicos disponiveis para o
tratamento das Ulceras de cornea sdo inumeros, e a escolha dos
métodos a serem aplicados muda de acordo com a lesdo de
cada paciente. Os métodos variam desde uma simples limpeza,
tantfo da coérnea quanto do saco conjuntival, e terapia
antimicrobiana, quando se faz presente uma contaminacdo, até o
uso de substancias mais especificas, como substitutos da Idgrima e
fatores de crescimento (NASISSE, 1985; LANCE et al., 1988;
MARQUES et al., 1989; KIRSCHNER et al., 1990; SHARIF & CASEY,
1993; BESSANT & DART, 1994; SWANK & HOSGOOD, 1996; DELLAERT
et al., 1997; ZHANG & AKHTAR, 1997; GATON et al., 1998; WU et al.,
1998; SHAH et al., 2001). Orientase ainda para o uso de agentes
que auxiliam no combate a dor e de drogas anticolagenoliticas

(NASISSE, 1985). O uso de agentes hiperosmoticos locais, bem
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como a aplicacdo de vitaminas A, C e E, betadirradiacdo,
proteinas, enzimas e gamaglobulinas, além de lubrificantes
oculares e cauterizacdo quimica, sdo citados amplamente na
literatura (STARTUP, 1984; HELPER, 1989; SLATTER, 1990; BURDON &
McDONNELL, 1995; JOHANSEN et al., 1998).

O recobrimento do olho com tampodes externos As
pdlpebras também sdo mencionados; porém, num estudo pioneiro
em humanos, ARBOUR et al., (1997), observaram que este
procedimento resultou em menor taxa de oxigenacdo da
superficie epitelial da cdérnea, reducdo da renovacdo do fime
lacrimal, diminuicdo da taxa de eliminacdo dos produtos do
metabolismo corneal, além de impedir o controle do crescimento
bacteriano. Neste estudo, ndo se observou diferenca estatistica no
grau de cicatrizacdo entre olhos com Ulceras superficiais fratados
apenas com medicamentos e aqueles que receberam o tampdo
além do fratamento convencional com colirios antibidticos.

Nos casos onde a lesdo inicial é responsdvel por
grande perda tecidual, ou quando os procedimentos clinicos sdo
insuficientes para a obtencdo de uma perfeita cicatrizacdo, estdo
indicadas as condutas cirdrgicas. Os objetivos do tratamento
cirirgico incluem, entre outras medidas, a prevencdo da
progressdo da lesdo para a perfuracdo, reparacdo de feridas
perfuradas e protecdo da superficie corneal durante o processo
de cicatrizacdo (VAN EE et al., 1986; MARQUES et al., 1989; KERN,
1990; BESSANT & DART, 1994).

Vdarios métodos de reparacdo cirirgica das lesoes
da cdérnea tém sido estudados ao longo de mais de 200 anos de
pesquisas e, j& no século XVII, QUENGSY, em 1789, citado por
GUIMARAES (1979), propds a utilizacdo de placas de vidro em



52

substituicdo as corneas lesadas. Porém, o pioneiro na utilizacdo
deste método foi Nussbaum, em 1856, citado por Paton (1955). A
partir desta época, inUmeros trabalhos neste sentido tém sido
desenvolvidos (LANCE et al., 1988; HILL, 1995; NEWMAN et al., 1995;
HUDDE et al., 1999).

Os transplantes de cdérnea sdo, hd muitos anos,
amplamente estudados, tendo sido VON HIPPEL, em 1888, citado
por JENSEN (1963), o primeiro cientista a realizar um transplante de
coérnea. Apesar do insucesso inicial na execucdo do
procedimento, devido as limitacdes técnicas, este estudo
conftribuiu significativamente para o desenvolvimento de novas
metodologias. Seguindo os mesmos objetfivos, as técnicas de
transplante de coérneas autdégenas, aldgenas e xendgenas foram
aperfeicoadas e executadas com sucesso por  diversos
pesquisadores, traduzindo-se em um grande avanco nas cirurgias
da coérneqa, com beneficio direto na restauragcdo da fransparéncia
da cornea em diversas doencas da superficie ocular (PATON, 1955;
BERNIS, 1961; JENSEN, 1963; DIETZ et al., 1975, BURDON &
McDONNELL, 1995; HILL, 1995; ARMITAGE & EASTY, 1997; HUDDE et
al.,, 1999). As indicacdes para a readlizacdo de transplantes
penetrantes de cdérnea sdo inUmeras, e merecem destaque na
espécie humana, na qual, em muitos olhos, é restabelecida a visdo
mediante a execucdo desta técnica, ao mesmo tempo moderna
e centendria (COSTER, 1994; NEWMAN et al., 1995; TANURE et al.,
1997; NISCHIWASKI-DANTAS et al., 1998; LAM et al., 1998; OFFORD et
al., 1999).

Apesar da coérnea ser considerada um orgdo
privilegiado para a transplantacdo, com alto poder de aceitagdo

pelo receptor, mais recentemente, estudos sobre transplantes
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penetrantes de coérnea tém se voltado para a descricdo de
fendbmenos imunoldgicos relacionados a inflamacdo e a rejeicdo,
além de primar pelo desenvolvimento de métodos de cultura de
tecidos que permitam o crescimento de cérneas em laboratdrio e
diminuam a ocorréncia de complicacdes, como a vascularizacdo
dos tecidos transplantados e a consequente rejeicdo (LOPATIN et
al., 1989; COSTER, 1994; ARMITAGE & EASTY, 1997; LAM et al., 1998;
MATSUDA et al., 1999; PLSKOVA et al., 2002).

Apesar dos resultados animadores nos estudos
voltados para a medicina veterindria, e da aplicacdo rotineira dos
transplantes de cdérnea em humanos, poucas sdo as citagcoes
sobre o uso terapéutico de enxerto ou fransplante de cérnea em
animais, devido & auséncia de bancos de cérnea, o que contribui
para limitar o uso desta técnica em nosso meio (BRIGHTMAN et al.,
1989; HACKER, 1991; MORALES, 1994).

Na tentativa de suplantar estes problemas, técnicas
utilizando outras estruturas oculares tém sido estudadas. Merecem
destaque as tarsorrafias e os recobrimentos com a membrana
nictitante. Ambos sdo de facil aplicacdo, e tém como objetivo
principal oferecer protecdo mecdnica ao tfecido lesado
(HAKANSON & MERIDETH, 1987). Porém, estas técnicas limitam a
exposicdo do olho para a aplicacdo tépica de medicamentos e,
a menos que a sutura seja ancorada no bulbo ocular, o©s
movimentos do olho podem provocar uma friccdo indesejavel
entre a cérnea e o tecido de recobrimento (STARTUP, 1984;
NASISSE, 1985; KERN, 1990; BARROS et al., 1995). Sendo assim, suas
indicacodes sdo voltadas para as Ulceras ndo complicadas, para a

protecdo da coérnea em exoftalmias, lagoftalmias e ceratites
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neurotroficas (STARTUP, 1984; MARQUES et al., 1989; MORALES, 1994;
MATSUDA et al., 1999).

Quando se tem lesdes ulceradas que atingem
dimensdes maiores que dois fercos de profundidade da cdérneaq,
sdo recomendadas cirurgias reconstrutivas. A conjuntiva, por se
apresentar como uma membrana mucosa intensamente
vascularizada e, somando-se a isto, possuir mecanismos de defesa
especificos e inespecificos, com uma otima proximidade da
corneqa, tem se prestado muito bem para o recobrimento das
feridas da cérnea (HENDERSON, 1951; NASISSE, 1985; HAKANSON &
MERIDETH, 1987; NASISSE & NELMS, 1992; MORALES, 1994).

SCHOLER em 1899, citado por HENDERSON (1951),
utilizou pela primeira vez um retalho de conjunfiva para a
reparacdo de Ulcera de cdérnea. Desde entdo, as caracteristicas
do tecido conjuntival tém sido exploradas como método de
reparacdo da cornea.

MORALES (1994), apds estudar, comparativamente,
os enxertos autdgenos livres e pediculados de conjuntiva no
reparo de ceratectomias experimentais em cades, observou melhor
evolucdo clinica para os enxertos pediculados. Aos 60 dias de pos-
operatdrio, os enxertos livres apresentaram-se mais transparentes,
com as coérneas mais claras. Em ambos os casos, houve
substituicdo do epitélio conjuntival implantado, por epitélio corneal
normal, a partir de 30 dias apds a realizagcdo da cirurgia. Os
resulfados  finqis permitram concluir que 0os implantes
pedunculados conferiram subsidios froficos mais favordveis G
cérnea receptora, ao passo que os enxertos livres promoveram

maior fransparéncia, sendo mais eficientes nas lesdes axiais.
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Como alternativa para a aplicacdo de enxertos,
inUmeras membranas bioldgicas tém sido estudadas para
reparacdo das feridas corneais.

Em busca de novos materiais para a reparacdo de
perdas parciais de estroma corneal, Laus (1994), investigou @
escama de sardinha (Sardinella brasiliensis), como substituto de
lamelas de cdrnea em ceratectomias superficiais. Os resultados
findis demonstraram que o material proposto & exeqUivel na
restauracdo de porcoes lesadas da cdrnea.

Em 1994, Barros utilizou membrana amnidtica
xendloga em ceratectomias penetrantes em cdes, com resultados
animadores.

Seguindo os mesmos principios, Barros et al., (1995),
utilizaram pericdrdio equino conservado em dlicerina em
ceratoplastias lamelares experimentais em cdes. Os resultados
demonstraram uma pressdo intra-ocular baixa nos primeiros dias
de pds-operatdrio, com aumento gradativo até os valores normais.
Ao exame morfologico, identificou-se infilirado inflamatdrio agudo
nas fases iniciais, com  subsequUente  epitelizacdo. O
acompanhamento mostrou os olhos em boas condicdes apds 18
meses de cirurgia.

No ano seguinte, em 1996, Andrade testou a
cdpsula renal eqUlina, conservada em glicerina, na ceratoplastia
experimental em cdes. Ao avaliar os resultados, obtidos apds a
aplicacdo do implante em 14 animais, o autor concluiu que o
procedimento foi substancial para a indicacdo da membrana
testada nas ceratoplastias, visto que as cdrneas evoluiram

seguindo os padrdes cldssicos da reparacdo cicatricial.
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Em estudo mais recente, GALERA (1999) testou a
tUnica vaginal a fresco na ceratoplastia lamelar experimental em
cdes. Dos resultados obtidos, péde-se concluir que a aplicacdo de
enxerto com tunica vaginal a fresco revelou ser eficaz e de baixo
custo na realizacdo de ceratoplastias lamelares em cdes. Os
resultados demonstraram que o procedimento € coincidente com
os padroes cldassicos da reparacdo do tecido corneal, com
evidéncia final de poucas sequelas cicatriciais.

Outras técnicas, como o uso de lentes terapéuticas
e adesivos cirurgicos, sdo também citados na literatura, sem no
entanto, revelarem grande interesse na medicina veterindria.
Como fatores que inviabilizam o uso das lentes de contato, citam-
se o alto custo de producdo e a diversidade de convexidade e
dimensdes do didmetro da cdérnea. Isto jG ndo acontece com os
adesivos, que apresentam uma grande variedade de situacoes
onde podem ser aplicados com baixo custo (WENDLER et al., 1983;
STARTUP, 1984; KERN, 1990; SAMPAIO, 1999; SU & LIN, 2000;
DUCHESNE & GALAND, 2001).

O uso de adesivos em tecidos vivos ja vem sendo
experimentado por diversos pesquisadores hd muitos anos, com
vistas ao desenvolvimento de um método que possibilite uma
sinfese rapida e eficiente dos tecidos, com formacdo minima de
reacdo granulomatosa no local da ferida. Inicialmente, esperavo-
se que a subst@ncia proporcionasse efeito hemostdatico, firme
aderéncia dos tecidos e auséncia de efeitos colaterais, como por
exemplo, acdo carcinogénica (MORANDINI & ORTIZ, 1992).

TARLOV (1940) e YOUNG (1944), ambos citados por
MORANDINI & ORTIZ (1992), deram o impulso inicial ao

desenvolvimento de substdncias adesivas para uso em tecidos
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vivos. Estes autores utilizaram respectivamente plasma enriquecido
com fibrinogénio heterdlogo e homdlogo na confeccdo de colas
biologicas. Estes estudos sdo lembrados pela iniciativa historica,
pois, os resultados NGo comprovaram as expectativas iniciais.

A partir desta época, o desenvolvimento e
aplicacdo de adesivos sintéticos passaram a despertar o interesse
de pesquisadores e inUmeras substdncias, como a mistura de
caseina e dlcool polivinil, derivados da borracha, policrilatos, resina
de epdxi e resina de formaldeido foram testadas (MORANDINI &
ORTIZ, 1992; SAMPAIQO, 1999; DUCHESNE & GALAND, 2001).

2.5. UTILIZACAO DA MEMBRANA AMNIOTICA NA REPARACAO DE
DEFEITOS DA SUPERFICIE OCULAR

A primeira referéncia a utilizacdo de membranas
fetais em cirurgias reparadoras data de 1910, quando, o entdo
estudante Wiliam Thornton, aluno do Ultimo ano do curso de
medicina do Hospital John Hopkins, sugeriu aos seus professores a
utilizagdo das membranas fetais como tratamento coadjuvante na
cicatrizacdo de feridas. A partir desta data, a membrana
amnidtica tem se mostrado Ut como método auxiliar na
reparacdo de diversos tecidos, inclusive o olho (MATTHEWS et al.,
1982; DUA & AZUARA-BLANCO, 1999b; CHOI & TSENG, 2001;
DEKARIS et al., 2001; CREMONINI, 2003).

J& o primeiro relato da utilizacdo de membranas
fetais em oftalmologia data de 1940, quando Rotth, citado por Tl &
TSENG, 2002, idealizou um modelo de reconstrucdo da conjuntiva
a partir da aplicacdo de um enxerto composto de dmnio e cdrion

a fresco. A dificuldade de se obter a membrana a fresco, no exato
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momento da cirurgia, e as reagcdes imunoldgicas causadas pelo
perfil deste enxerto multilamelar, estimularom a procura por
métodos que preservassem as caracteristicas desejdveis das
membranas fetais e diminuissem as reacoes inflamatdrias locais.

Mais recentemente, com a utiizacdo dos
conhecimentos adquiridos ao longo de anos de pesquisa, o
transplante de membrana amnidtica tem sido indicado como
método coadjuvante no fratamento de inUmeras doencas
oculares, principalmente aquelas relacionadas & superficie do
olho, como a reconstrucdo de defeitos da cérnea e esclera, no
tratamento dos defeitos epiteliais recorrentes ou refratdarios a outros
tipos de fratamento e nas lesdes da cdrnea associadas a
deficiéncia de células limbais, que normalmente ocorrem nas
lesdes por queimadura da superficie ocular. Existem também
relatos da utilizacdo da membrana amnidtica no tratamento do
pterigio e da sindrome de Steven-Johnson em humanos, € no
tratamento do seqUestro corneal dos felinos, além da correcdo de
cicatrizes corneaiss secunddrias a outras patologias inflamatorias
cronicas da superficie ocular, além da utilizacdo na reconstrucdo
de defeitos secunddrios a resseccdo de fumores (BARROS et al.,
1998; BLEGGI-TORRES et al., 1998; AZUARA-BLANCO et al., 1999;
BECKER et al., 1999; CHEN et al., 2000; GABLER & LOHMANN, 2000;
DEKARIS et al., 2001; GEORDIADIS & TERZIDOU, 2001; HEILIGENHAUS
et al., 2001; PARIDAENS et al., 2001; ESPANA et al., 2002; GRIS et al.,
2002; KAVINSKI et al., 2002; CREMONINI, 2003; OH et al., 2003;
NISHIDA et al., 2004).

Para completar o espectro de situacdes onde esta
versatii e eficiente membrana fetal pode ser utilizada,

pesquisadores tém empreendido estudos na tentativa de permitir
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que a membrana amnidtica possa ser aplicada como matriz de
suporte no cultivo de células tronco do limbo, objetivando a sua
proliferacdo e expansdo em condicdes de laboratdério e no
tfratamento das complicacdes de cirurgias para correcdo do
glaucoma (PRABHASAWAT et al., 1997; CHIOU et al., 1998; DUA &
AZUARA-BLANCO, 1999a; BUDENZ et al., 2000; MA et al., 2000; TSAI
et al., 2000; ANDERSON et al., 2001; GOMES et al., 2001; SIPPEL &
FOSTER, 2001; CHAN et al., 2002; Tl & TSENG, 2002; TOUHAMI et al.,
2002; MARINHO et al., 2003).

O conhecimento das propriedades das membranas
fetais na reparacdo tecidual exige, antes de qualquer coisa, o
perfeito conhecimento de sua estrutura e caracteristicas
histologicas, além da terminologia aplicada as mesmas. Para o seu
perfeito desenvolvimento, o feto precisa ao mesmo tempo estar
livre e protegido, além de enconfrar condicdes térmicas, quimicas
e osmoticas relativamente constantes. Para tanto, o feto enconftra-
se, enquanto na fase intra-uterina, recoberto por tecidos extra
embriondrios, representados pela placenta, que € uma estrutura
que se forma pela aposicdo de membranas fetais e tecidos
maternos, tendo como principais funcdes promover o intercdmbio
fisioldgico e manter a homeostasia entre a mde e o feto. Além
disto, os tecidos que compdem a placenta possuem propriedades
enddécrinas e funcionam como uma barreira contra a mistura do
sangue materno com o sangue fetal (MATTHEWS et al., 1982;
NODEN & LAHUNTA, 1990; BLEGGI-TORRES et al., 1998; BECKER et al.,
1999; GABLER & LOHMANN, 2000; TOUHAMI et al., 2002).

Histologicamente, a membrana amnidtica é
composta de 3 camadas distintas, representadas por uma

camada epitelial colunar simples, responsdvel pela secrecdo do
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liguido amnidtico, uma espessa membrana basal e um estroma
naturalmente avascular. O estroma é rico em fibras de coldgeno
dos tipos IV e V. Estas caracteristicas, associadas as propriedades
antiinflamatdrias e antibacterianas da membrana amnidtica, tém
estimulado a utilizacdo deste anexo fetal na reconstrucdo da
superficie ocular em diversas situacoes (MATTHEWS et al., 1982;
SHIMMURA et al, 2001).

DUA & AZUARA-BLANCO, 1999b, em estudo clinico
que utilizou o transplante de membrana amnidtica no tratamento
de lesdes persistentes do epitélio da cornea destacaram, entre
outras propriedades j& conhecidas da membrana amnidtica, que
os efeitos anfiadesivo, bacteriostatico, protetor, analgésico e
epitelizante contribuiram, de forma efetiva, no tratamento de
lesdes epiteliais secunddrias a abscessos, radiacdo e queimaduras,
além de auxiliar no tratamento das cicatrizes corneais secunddrias
ao simbléfaro. J& os defeitos corneais profundos, causados por
agentes quimicos e perfuracdes traumdticas recentes, ndo
obtiveram os mesmos resultados, sugerindo que a acdo tectdénica
da membrana amnidtica como enxerto ndo produziu os resultados
esperados.

A promocdo da cicatrizacdo da cérnea e a inibicdo
da atfividade de proteinases em feridas agudas da coérnea,
causadas por queimaduras por dlcalis, foi observada por Kim et al.
(2000), apoiados em uma metodologia que utilizou, como modelo
experimental, a aplicacdo de discos de nitrocelulose de 6,0 mm de
diGmetro, embebidos em solucdo de NaOH TN e mantidos sobre a
regido central da cdérnea de coelhos por um periodo de 30
segundos. Imediatamente apds a aplicacdo do dlcali, procedeu-

se a enxertia de um retalho de membrana amnidtica ancorado na
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regido perilimbal. Os resultados contribuiram para entender o
mecanismo de inibicdo de proteinases e consequentemente os
insultos inflamatdrios comuns nestas feridas. Foram identificados 5
inibidores de proteinase, representados pela antiquimiotripsing,
macroglobulina, antitripsina, anfiplasmina e inibidor de tripsina
inter-xi. Observou-se também que os efeitos benéficos da
aplicacdo da membrana amnidtica sobre a cicatrizacdo das
feridas corneais ndo se limitaram apenas d acdo dos inibidores de
proteases, mas também ao sinergismo entre estes fatores com
outros componentes presentes na membrana, como a
fioronectina, laminina, coldgeno, integrina, hialuronato e fatores
de crescimento. Atestou-se, ainda, que a membrana amnidtica
impede a infiltracdo de polimorfonucleares no estroma da cérneq,
inibindo a continua degradacdo do coldgeno que ocorre nas
lesdes causadas por subst@ncias abrasivas, o que contribui para
acelerar o processo de reparacdo e diminuir as sequelas sobre a
acuvidade visual. Concluiu-se que a membrana basal da
membrana amnidtica possui a capacidade de bloquear a acdo
inflamatdria do insulto causado sobre a cérnea, além de permitir a
cicatrizacdo mediante a inibicdo dos danos causados pelos
agentes proteoliticos, presentes neste tipo de ferida.

O efeito antiinflamatério da membrana amnidtica
pdde ser comprovado, ainda, em estudos que ufilizaraom o
transplante da membrana fetal no tfratamento de desordens da
superficie ocular, caracterizados pela persisténcia de defeitos no
epitélio corneal. Estas lesdes, comuns quando se tem o
desenvolvimento anormal da membrana basal epitelial, podem
estar presentes como sequUelas de inUmeras patologias traumaticas
ou infecciosas (KIM & TSENG, 1995b; LEE & TSENG, 1997; BECKER et
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al., 1999; MELLER et al., 2000; MEJIA et al., 2000; MONTEIRO et al.,
2000; AVILA et al., 2001; GRIS et al., 2002; UETA et al., 2002).

Com base nestas evidéncias, SHIMMURA et al., 2001,
estudaram os efeitos do transplante de membrana amnidtica em
20 olhos com defeito epitelial persistente da coérnea. Apds a
concorddncia dos pacientes com os procedimentos, 05 mesmos
foram submetidos ao tratamento, que consistiu na aplicacdo da
membrana amnidtica criopreservada sobre a cdérnea, e fixacdo
do enxerto, na esclera, com o auxilio do fio absorvivel sintético
multiflomentado poligalactina 910, de espessura 10-0. Todas as
membranas foram retiradas e armazenadas para posterior
avaliacdo, apds uma semana de aplicacdo. Os resultados
permitiram concluir que a membrana amnidtica agiu como
suporte para o desenvolvimento do epitélio da cdérnea, além de
funcionar com uma importante barreira que limitou a infiltracdo de
células inflamatdrias na superficie da coérnea lesionada, o que
corroborou para atestar sua virtuosa capacidade de adesdo.
Mesmo concordando que o epitélio da membrana amnidtica
possui fatores de crescimento que auxiiom na cicatrizacdo da
cornea, pelo fato das membranas utilizadas neste experimento
terem sido preservadas em nitrogénio liquido por vdrias semanas,
os autores ndo conseguiram demonstrar suas presencas. Porém, os
resultfados permitiram concluir que a utilizacdo da membrana
amnidtica homodloga, como um enxerto tempordrio, aplicado
sobre a superficie ocular, contribuiu beneficamente promovendo a
reepitelizacdo da cérnea e sequUestrando os linfécitos presentes no
infiltrado inflamatdrio. Este infiltrado estd normalmente presente na
infimidade da cdérneq, principalmente nos episddios de inflamagdo

cronica da superficie ocular acompanhada de defeitos epiteliais,
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o que, de forma direta, indica que a membrana amnidtica
contribui para reduzir a inflamacado local.

Outros estudos tém demonstrado que a presenca
de componentes da membrana basal e de vdrios inibidores de
proteinases na membrana amnidtica contribui para interromper os
insultos causados na superficie ocular pela resposta inflamatdria
local, além de permitir uma rdpida cicatrizagcdo e inibicdo na
formacdo de simbléfaro. Estas evidéncias sdo apoiadas em
achados clinicos que atestam que a membrana amnidtica
funciona como uma barreira  confra a entrada de
polimorfonucleares no estroma de cérneas que sofreram a perda
do epitélio (KIM et al., 2000; MEJIA et al., 2000; MELLER et al., 2000;
STOIBER et al., 2002).

A aceleracdo do processo de cicatrizacdo nos
defeitos persistentes do epitélio da cérmea, em funcdo da
deficiéncia de membrana basal, foi comprovada por SHIGETO et
al., (2001) que, ao tratarem problemas desta natureza em 20
pacientes humanos, observaram que a aplicacdo de membrana
amnidtica homodloga resultou numa epitelizacdo rdpida, com
prevencdo da fibrose, adesdo e infeccdo. Os autores concluiram
ainda que a falta de antigenos de histocompatibilidade na
membrana amnidtica tornam-na um excelente substrato; pois,
apresenta pouca ou nenhuma resposta imunoldgica. Estes
resultados sGo coincidentes com outros estudos, nos quais fambém
foi observada uma baixa resposta inflamatdria na superficie de
olhos submetidos & ceratoplastia com membrana amnidtica
homologa, além da reducdo no indice de apoptose nas corneas
que receberam o enxerto (MELLER & TSENG, 1999; PARK & TSENG,
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2000; ADDS et al., 2001; HELIGENHAUS et al., 2001; WANG et al.,
2001).

As propriedades antibacterianas também foram
testadas em laboratério e, KIAERGAARD et al., (2001), num estudo
pioneiro, testaram estas propriedades “in vitro”, a partir da
utilizacdo de membrana coribnica e amnidtica obtida de forma
estéril, de 13 mulheres submetidas a cesariana eletiva. O material
foi exposto a culturas bacterianas em dgar-sangue, tendo sido
observado um halo de inibicdo no crescimento dos
microorganismos expostos as membranas tfestadas, permitindo
concluir que as membranas fetais possuem efeito inibitério sobre o
crescimento bacteriano.

Em humanos, inUmeras pesquisas tém demonstrado
os beneficios da utilizacdo da membrana amnidtica no
tratamento de diversas lesdes da coérnea. Histologicamente, a
membrana amnidtica consiste de uma camada epitelial simples,
uma membrana basal e uma camada estromal avascular. Estudos
recentes tem demonstrado que a camada intermedidria,
representada pela membrana basal, possui a propriedade de
promover o crescimento e a diferenciacdo epitelial, além de
reforcar a adesdo das células epiteliais basais sobre o estroma e
diminuir a apoptose, ao mesmo tempo em que suprime a
formacdo de cicatrizes exuberantes, por meio de complexos
mecanismos antiinflamatorios (MELLER & TSENG, 1999; PARK &
TSENG, 2000; ADDS et al., 2001; HANADA et al., 2001; HELIGENHAUS
et al., 2001; SHIMMURA et al., 2001; WANG et al., 2001; Tl & TSENG,
2002).

A utilizacdo da membrana amnidtica homadloga ja

foi testada no tfratamento do pterigio primdrio e recidivante por



65

diversos autores. A doenca, que se manifesta como uma
desordem degenerativa da superficie ocular e tem distribuicdo
mundial, com maior prevaléncia nos trépicos, caracteriza-se pela
formacdo de tecido fibrovascular em excesso sobre a coérneq,
limitando a visdo e condicionando o portador a um constante
desconforto no local. InUmeros beneficios tém sido apontados
com a utilizacdo do transplante de membrana amnidtica no
fratamento desta doenca, entre os quais podemos citar a baixa
reacdo inflamatdria na superficie ocular e a possibilidade da
terapia conjunta com outras técnicas, como o transplante de
células limbais e utilizacdo de substncias antimetabdlicas. Os
resultados tém demonstrado que o fransplante de membrana
amnidtica € um procedimento efetivo do ponto de vista clinico e
cosmético, representando uma modalidade de tratamento
eficiente, tanto para o pterigio primdrio quanto para o recidivante,
podendo seus efeitos ser comparados com aqueles obtidos pelos
enxertos de conjuntiva (SHIMAZAKI et al., 1998; TSENG &
PRABHSAWAT, 1998; MA et al., 2000; TSAI et al., 2000; CHAN et al.,
2002).

Além disto, a utilizacdo da membrana acima citada
torna-se bastante Util quando existe um grande defeito conjuntival,
o qual pode impedir a aproximacdo das margens cirdrgicas do
pterigio primdrio, ou quando se deseja preservar a conjuntiva
bulbar para uma futura cirurgia de glaucoma, o que faz do
transplante de membrana amnidtica a primeira opcdo de
tratamento nestas situacoes (PRABHASAWAT et al., 1997; SHIMAZAKI
et al., 1998; MA et al., 2000; CHAN et al., 2002; Tl & TSENG, 2002).

HUI-KANG et al., (2000), compararam a utilizacdo do

tfransplante de membrana amnidtica com estudos retrospectivos
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que empregaram a aplicacdo de mitomicina-c e enxerto
conjuntival autégeno no tratamento do pterigio. Os resultados,
obtidos a partir do tratamento de 80 olhos de 71 pacientes,
inicialmente com a excisdo cirirgica do pterigio e posterior
transplante de membrana amnidtica homodloga, conservada em
uma mistura de partes iguais de meio modificado de Dulbecco e
meio de Eagle, permifiram concluir que o fransplante de
membrana amnidtica homodloga foi efetivo no tratamento do
pterigio recidivante, quando comparado com os métodos
tradicionais, ndo apresentando complicacdes e se mostrando Ufil
naqgueles pacientes que apresentavam grande drea de
conjuntivalizacdo da cdérnea, ou que aguardavam cirurgia
fistulizante para tfratamento do glaucoma.

O ftransplante de membrana amnidtica tem sido
testado também na reconstrucdo da superficie ocular em olhos
acometidos por pénfigo cicatricial e na Sindrome de Steven-
Johnson. Nestas situacoes, frequentemente as lesdes oculares
evoluem para a cegueira, o que tem exigido o desenvolvimento
de técnicas que amenizem a manifestacdo clinica e restaurem a
transparéncia da cérnea. A combinacdo do transplante de células
limbais, associado ao transplante de membrana amnidtica e
tarsorrafia, tem demonstrado eficdcia na reconstrucdo de grande
parte dos olhos tratados (TSUBOTA et al., 1996; TSENG &
PRABHASAWALT, 1998; HONAVAR et al., 2000).

Segundo BARABINO & ROLANDO, (2003), o pénfigo
cicafricial &€ uma doenca bastante severa, de origem
desconhecida, que leva rapidamente a cegueira. A doenca se
manifesta como uma inflamacdo crénica que contribui para o

espessamento da conjuntiva, diminuicdo da profundidade do
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fornice conjuntival, aparecimento de simbléfaro e, nos estagios
mais avancados, deficiéncia na producdo do fime lacrimal em
ambos os olhos. A andlise microscopica de material obtido dos
olhos de pacientes portadores da doenca demonstra que os
achados clinicos se caracterizam por inUmeras alteracdes da
superficie ocular, como diminuicdo da populacdo de células
caliciformes e metaplasia escamosa no epitélio conjuntival. Ainda,
segundo os autores, o fratamento conservador, baseado na
aplicacdo de drogas antinflamatérias e imunossupressoras,
contribui para reduzir a inflamacdo; porém, em longo prazo,
apresentam efeitos colaterais amplamente conhecidos. Os
resultados apresentados sugerem que a utilizacdo da membrana
amnidtica é efetiva na reconstrucdo da superficie ocular em olhos
com pénfigo cicatricial, contribuindo para a reducdo do
desconforto. Observou-se ainda que as complicacdes como o
simbléfaro, Ulceras da cdérnea e o entropio secunddrio, comuns
nestes casos, foram abolidos ou minimizados, € que houve uma
recuperacdo da profundidade do férnice conjuntival. A citologia
por impressdo revelou um aumento na populacdo de células
caliciformes e povoamento da superficie conjuntfival com células
epiteliais morfologicamente normais.

Sdo reportados, ainda, estudos que indicam a
utilizacdo da membrana amnidtica no tfratamento da ceratopatia
bolhosa. A doenca se apresenta com a formacdo de edema na
infimidade do estroma da cdérnea, simultaneamente ao
aparecimento de bolhas epiteliais e subepiteliais, decorrentes de
alteracdes endoteliais que acontecem secundariomente o
traumatismo cirdrgico, glaucoma ndo confrolado, distrofias

endoteliais e alteracdes congénitas. Os pacientes se apresentam
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com acuidade visual diminuida, dor, fotofobia e epifora. Nestes
casos, o transplante de membrana amnidtica tem se mostrado
eficaz no controle dos sinftomas da doenca, principalmente a dor.
Refere-se ainda, que este fratamento apresenta resultado
satfisfatdrio no aspecto estético e na manutencdo da acuidade
visual, devendo ser considerada uma alternativa vidvel para o
tfratamento de pacientes portadores de ceratopatia bolhosa
(PIRES et al., 1999).

Tanto em humanos, quanto em animais, a grande
indicacdo para a utlizacdo do fransplante de membrana
amnidtica estd relacionada com a reconstrucdo da cérnea
acidentalmente lesada, seja por agentes fisicos ou quimicos. As
Ulceras causadas por queimaduras quimicas e térmicas se
caracterizam pela dificil cicatrizacdo, em funcdo da deficiéncia
de células tronco limbais, o que faz destas situacdoes, importantes
modelos experimentais no estudo dos efeitos da membrana
amnidtica sobre a cicatrizacdo da cornea (MORGAN & MURRAY,
1996; LEE & TSENG, 1997; PRABHASAWAT & TSENG, 1997; BARROS et
al., 1998; KRUSE et al., 1999; TSUBOTA et al., 1999; DUA & AZUARA-
BLANCO, 2000; GABLER & LOHMANN, 2000; KIM et al., 2000;
MONTEIRO et al., 2000; SRIDHAR et al., 2000; AVILA et al., 2001;
HANADA et al., 2001; LETKO et al., 2001; CREMONINI, 2003).

As células epiteliais localizadas no limbo possuem a
caracteristica de células mde, confribuindo para a rdpida e
perfeita cicatrizacdo da cérnea e da conjuntiva, sendo essenciais
para a sobrevivéncia destes tecidos em condicdes normais.
Quando estas células sdo destruidas, caracterizando uma
deficiéncia das células limbais, os pacientes desenvolvem

fotofobia e defeitos persistentes do epitélio da cdérnea, o que
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contribui para a limitacdo da visdo. Ao estudo histopatoldgico, a
deficiéncia de células limbais se caracteriza pela invasdo
progressiva de tecido epitelial conjuntival sobre a cdrneq,
vascularizacdo superficial, atrofia da membrana basal do epitélio
e infiltrado inflamatério crénico. Nestas condicdoes, as
ceratoplastias convencionais ndo demonstram eficdcia, ao passo
que as caracteristicas da membrana amnidtica sugerem uma
alternativa no tratamento destes problemas. Os efeitos benéficos
do transplante de membrana amnidtica no tratamento das lesdes
por queimadura ja foram amplamente testados, e os resultados
indicaram que a aceleracdo do processo de cicatrizacdo com
supressdo da fibrose local contribuiu para uma melhor
reconstrucdo da superficie ocular, conferindo um progndstico
favordvel quanto a restauracdo da visdo (SHIMAZAKI et al., 1997;
CHOl et al., 1998; TSENG et al., 1998; GAN et al., 1999; ANDERSON et
al., 2001; WOO et al., 2001).

E consenso que, apesar da evolucdo no fratamento
clinico e cirdrgico das lesdes por queimadura da superficie ocular,
estes ainda ndo sdo plenamente satisfatérios, o que exige
persisténcia no estudo de métodos que minimizem os prejuizos
causados a visdo por esta modalidade de agressdo. Com este
objetivo, inUmeras pesquisas tém experimentado a utilizagcdo do
transplante de membrana amnidtica no tratamento das feridas
por queimadura da superficie ocular. Avancos no conhecimento
da biologia molecular e celular permitiram identificar os fatores
presentes na superficie do olho que tornam estas lesdes tdo
perversas para a visdo. A explicacdo, j& conhecida de todos, recai
sobre a funcdo exercida pelas células tfronco presentes no limbo

que, diante da acdo abrasiva dos agentes cdAusticos e térmicos,
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comuns como agentes etioldgicos nestas feridas, sdo destruidas.
Assim, a capacidade de regeneracdo do epitélio da cérnea fica
comprometida, o que favorece a persisténcia do defeito e
contribui para o aparecimento de vascularizacdo, expansdo de
tecido fibroso sobre a cdérnea e desconforto seguido de
comprometimento da visdo (KIM & TSENG, 1995a; KM & TSENG,
1995b; LEE & TSENG, 1997; SHIMAZAKI et al., 1997; GAN et al., 1999;
KIM et al., 2000; SRIDHAR et al., 2000; JOSEPH et al., 2001).

SRIDHAR et al.,, (2000), comprovaram os efeitos
benéficos do transplante de membrana amnidtica no tratamento
de injurias térmicas e quimicas da superficie ocular. Em estudo
clinico, observaram que a membrana amnidtica favoreceu a
epitelizacdo, minimizou os sinais de inflamacdo e reduziu a cicatriz
inicial e a expansdo da conjuntiva sobre a cérnea. Estes achados
foram seguidos de uma melhora na acuidade visual dos pacientes
tratados, os quais demonstraram também menor desconforto apds
o tratamento com a membrana amnidtica.

Seguindo os mesmos principios, KIM et al., (2000),
discutiram a eficiéncia da membrana amnidtica no tratamento
das Ulceras causadas por queimadura quimica. Segundo o0s
autores, apds a instalacdo da lesdo, ocorre uma rdpida infiltracdo
de células inflamatdrias polimorfonucleares, as quais invadem o
estroma a partir dos capilares presentes no limbo. As células
inflamatdrias comecam entdo a liberar enzimas com acdo
proteolitica, que contribuem para a destruicdo da codrneaq,
particularmente do coldgeno presente no estroma. A agcdo destas
enzimas pode ser percebida por meio da manifestacdo clinica
que se caracteriza pela formacdo de bolhas e perpetuacdo do

defeito. Estes eventos sGo seguidos de tentativas, muitas vezes sem
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éxito, de reparacdo pelos mecanismos infrinsecos. Observa-se,
nesta fase, um aumento da populacdo de fibroblastos e
ceratdcitos, simultaneamente a diminuicdo da destruicdo do
coldgeno. Se bem sucedido, o processo de reparacdo deixa
como sequUela uma cicatriz normalmente exuberante. Apesar dos
esforcos locais para a neutralizacdo dos efeitos primdrios e
secunddrios da lesdo por queimadura, o que £ observa € que a
organizagdo dos eventos de reparacdo se dd de forma lenta,
quando comparado com outros tipos de lesdes da superficie
ocular, o que forna a regido susceptivel a invasdo por
microorganismos, que tendem a prorrogar O processo de
recuperacdo. Nestes casos, os autores sugerem que a aplicacdo
da membrana amnidtica favorece a reparacdo do local
agredido, por inibir a infilfracdo de células polimorfonucleares e
conseqglentemente limitar a acdo proteolitica das enzimas
liberadas por estas células inflamatdrias, o que torna este método
efetivo na cicatrizacdo de Ulceras causadas pela acdo abrasiva
de agentes quimicos.

Além dos efeitos benéficos no controle da
cicatrizacdo e da inflamacdo, o transplante de membrana
amnidtica tem demonstrado acdo inibitéria na formacdo de
vascularizacdo de coérneas tratadas por este método, quando
comparadas com coérneas tratadas por outras técnicas. A
explicacdo recai mais uma vez sobre a composicdo da
membrana, rica em coldgeno fipo IV, laminina, e integrinas
(BECKER et al., 1999; KIM et al., 1999).

Apesar dos resultados favordveis, em diversas
pesquisas, sob situacdes confroladas, o wuso clinico tem

demonstrado algumas restricdes, muitas delas relacionadas a
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gravidade das situacdes, como lesdes profundas da cdrnea ou
com perda de grande quantidade de tecido estromal, como nas
perfuracdes, como atestam DUA & AZUARA-BLANCO (1999b),
quando testaram o transplante de membrana amnidtica em
pacientes com defeitos epiteliais persistentes e lesdes profundas da
cornea. Os resultados revelaram uma melhor eficiéncia do
tratamento com transplante de membrana amnidtica na
cicatrizacdo dos defeitos epiteliais  superficiais, quando
comparado com o efeito tectdbnico da membrana amnidtica no
fratamento das lesdes profundas, situacdo na qual o transplante
ndo se mostrou satisfatorio.

Soma-se as propriedades afribuidas ad membrana
amnidtica no tfratamento das patologias da superficie ocular, os
resulfados de pesquisas mais recentes, que tém indicado que seu
uso € mais amplo, incluindo o tratamento de complicacdes pods-
operatdrias de cirurgias de trabeculectomia para a correcdo do
glaucoma (BUDENZ et al., 2000).

Seguindo estes principios, GOMES et al., (2001),
trataram 4 pacientes que apresentavam complicacdoes pos-
trabeculectomia com mitomicina-A. Os olhos que apresentavam
vazamento de humor aquoso e bolha hiperfiltrante foram
submetidos 4 cirurgia reparadora com membrana amnidtica. A
técnica para a correcdo do vazamento consistiu na disseccdo da
conjuntiva sobre a drea da trabeculectomia. Procedeu-se,
posteriormente, & remocdo de todo o tecido alterado, e em
seguida, confeccionou-se fragmento de membrana amnidtica de
tamanho semelhante ao da drea exposta. O fragmento foi entdo
suturado na episclera, com pontos separados, com fio de ndilon

10-0. Na auséncia de conjuntiva suficiente ou, quando a drea a ser
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coberta possuia extensa necrose, um segundo fragmento de
membrana amnidtica, maior que o primeiro, era suturado por
cima, como reforco. O fratamento da bolha hiperfiltrante,
complicada pelo adelgacamento escleral, consistiv na disseccdo
da conjuntiva na drea da bolha cistica, seguido de reparo do
local com fragmento de esclera, obtido de caddver, e suturado
no leito receptor com fio tipo poligalactina 210 &0. Sobre este
reparo escleral foi aplicado fragmento de membrana amnidtica
do mesmo tamanho, o qual foi ancorado por meio de sutura com
o mesmo fio, na episclera. Os resultados permitiram concluir que a
inflamacdo pods-operatdria se apresentou de forma branda e que
houve vascularizacdo do enxerto, contradizendo seus efeitos
inibitérios sobre a neogénese vascular, como atestaram BECKER et
al.,, 1999. Contudo, os autores constataram que a membrana
amnidtica constituiu numa opcgdo vidvel para o tratamento dos
casos de bolha com vazamento de humor aquoso e de bolhas
cisticas hipefiltrantes, resistentes ao tratamento convencional.

A literatura apresenta ainda variagcdes quanto d
forma de preparo e conservacdo da membrana amnidtica. E
consenso que a obtencdo do material deve ser feita de forma
estéril, devendo-se descartar a possibilidade do doador ser
portador de alguma doenca infecto-contagiosa (MARQUES et al.,
1992; MELLO et al., 1997; MAZZANTI et al., 2000; DUA & AZUARA-
BLANCO, 199%b).

Definidos os pardmetros para a selecdo do doador,
devese estabelecer o método de preparo e a técnica de
preservacdo do material. Com a preocupacdo de preservar as
caracteristicas naturais da membrana amnidtica, KIM & TSENG,

19950, propuseram a seguinte técnica de preparo e preservacdo:
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as placentas obtidas a partir de cesarianas eletivas foram lavadas
exaustivamente com solucdo salina estéril, para a remocdo de
codgulos sanguineos, sob uma capela de fluxo laminar. Apds a
lavagem, promoveu-se a disseccdo romba da placenta,
separando-se a membrana amnidtica do restante dos anexos
fetais. A membrana amnidtica foi entdo aplicada sobre um filme
de papel de nitrocelulose e lavada novamente; agora, com uma
solucdo contendo 1000 Ul/ml de penicilina, 20 mg/ml de
estreptomicina e 2,5 mcg/ml de anfotericina B. Os filmes de
nitrocelulose contendo a membrana foram entdo cortados em
discos de 1,5 cm de didmefro e armazenados em solucdo de
glicerina a 100%, em temperatura de 40C. As membranas
passaram a ser utilizadas 30 dias apds o preparo. No momento da
aplicacdo, a membrana amnidtica era submetida a uma nova
laovagem com solu¢do salina e, em seguida, imersa o mesmo tipo
de solucdo, por um periodo de 30 minutos, apds o que estava
pronta para ser aplicada sobre o defeito corneal. O experimento,
qgue consistivu na aplicacdo da membrana amnidtica conservada
em glicerina sobre dreas de ceratectomia previamente
preparadas, permitiu concluir que as cérneas dos animais tratados
com o fransplante se mostraram livres de neovascularizacdo e
edema, 3 meses apds a aplicacdo da membrana, enquanto que
as corneas do grupo controle, que ndo receberam o transplante
de membrana amnidtica preservada em glicerina, apresentaram
vascularizacdo com granuloma central. Os resultados obtidos
neste experimento permitiram concluir que as medidas adotadas
para facilitar a epitelizacdo corneal foram clinicamente eficientes,
demonstrando a viabilidade da utilizacdo da membrana

amnidtica preservada em glicerina como sucedé@neo da cornea.
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InUmeros  oufros  experimentos seguiram a
metodologia apresentada por KIM & TSENG, (19959), com
pegquenas modificacdes que, de maneira geral, ndo interferiram
nas indicacdes e nos resultados obtidos pela utlizacdo da
membrana amnidtica no tratamento das lesdes da superficie
ocular, o que pode ser comprovado mediante a andlise das
pesquisas executadas por KIM et al., (2000).

Seguindo o} mesmaos principios, algumas
metodologias revisadas sugerem a utilizagdo do meio de
Dulbecco, modificado por Eagle, estocado a -80°C, como
método de preservacdo da membrana amnidtica (PRABHASAWAT
& TSENG, 1997; PRABHASAWAT et al., 1997; HONAVAR et al., 2000;
MA et al., 2000; AVILA et al., 2001; CHOI & TSENG, 2001). Outros
autores sugerem a utilizacdo do dimetil sulfoxido como meio de
preservacdo da membrana, estocando-a -80°C (SHIMAZAKI, et al.,
1997; SHIMAZAKI, et al., 1998; HANADA et al., 2001; SHIMMURA et al.,
2001).

Apesar do grande nUmero de  estudos
empreendidos nos Ultimos anos sobre a utilizagcdo do transplante
de membrana amnidtica no fratamento de diversas patologias da
coérneqa, persiste a necessidade de pesquisas que testem a
eficiéncia da utillizacdo de membranas xendlogas. Supondo-se
que as propriedades da membrana amnidtica sdo mantidas,
mesmo quando aplicadas entre individuos de espécies diferentes,
a utilizacdo da mesma seria favorecida pelo aumento do nUmero
de doadores disponiveis, incluindo animais de producdo. Na
tentativa de conftribuir para o entendimento dos mecanismos
envolvidos na utilizacdo do transplante de membrana amnidtica

xendgena, apresentamos a seguinte proposta de trabalho.
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3. OBJETIVOS

Na ftentativa de elucidar o0s mecanismos
anteriormente mencionados, o presente frabalho teve como
objetivos:

1. Pesquisar a evolucdo clinica da resposta
inflamatdria da superficie ocular, apds a aplicagcdo de enxerto de
membrana amnidtica xendloga coletada de bovino, preservada
em glicerina e a fresco, no tratamento de lesdes superficiais da

corneq;

2. Pesquisar a presenca das células do sistema imune
presentes na coérnea, por meio de ensaios imunoldgicos em olhos

submetidos a ceratoplastia com membrana amnidtica xendloga;

3. Contribuir para o estudo dos mecanismos
envolvidos na defesa da superficie ocular e na reparagcdo corneal

frente & aplicacdo de materiais imunogenicamente estranhos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencgado e sele¢cao dos animais

Para a execucdo da metodologia proposta, foram
utiizados 70 coelhos da raca Nova Zeldndia, com idade de 6
meses, machos e fémeas, sem distincdo de cor da pelagem e com
peso médio de 2,5 kg. Os animais foram fornecidos pelo setor de
cunicultura das Faculdades Associadas de Uberaba (FAZU.

Durante a readlizacdo do experimento, os animais
foram mantidos em gaiolas suspensas, em local apropriado, com

dgua e comida a vontade.

4.2. Divisdo dos grupos experimentais

Os animais selecionados foram numerados de 1 a 70
e distribuidos, aleatoriamente, por sorteio, entre os grupos
experimentais. Foram estipulados 5 grupos, 3 deles com 20 animais
cada e outros 2 grupos com 5 animais, identificados de acordo
com o fratamento em:
a) Grupo 1 (Gl): grupo de 20 animais selecionados
aleatoriomente, os quais foram submetidos G ceratectomia
superficial sem a aplicacdo de nenhuma técnica de ceratoplastia;
b) Grupo 2 (G2): grupo de 20 animais selecionados
aleatoriomente, os quais foram submetidos & ceratectomia
superficial e ceratoplastia com membrana amnidtica xendgena

conservada em glicerina a 100%;
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c) Grupo 3: grupo de 20 animais selecionados aleatoriamente, os
quais foram submetidos & ceratectomia superficial e ceratoplastia
com membrana amnidtica xendgena a fresco;

d) Grupo 4: grupo de 5 animais selecionados aleatoriamente, os
quais receberam a aplicacdo da membrana amnidtica xendgena
a fresco sobre a superficie da cérnea integra, sem a remocdo do
epitélio pelo n-heptanol ou qualquer outro procedimento;

e) Grupo 5: grupo de 5 animais selecionados aleatoriamente, os
quais foram mantidos sem a realizagcdo de nenhum procedimento
cirdrgico, servindo de testemunha para os demais grupos.

Apss a distribuicdo dos animais de acordo com o
tratamento proposto, os 20 espécimes selecionados para os grupos
Gl, G2 e G3 foram novamente divididos aleatoriamente em 4
subgrupos de 5 animais cada, sendo que, para cada subgrupo, foi
determinado um periodo para a colheita dos materiais necessarios
a avaliacdo da metodologia proposta. Os tempos para a colheita
dos materiais foram estabelecidos em:

a) Subgrupo 1 (T1): colheita apds 72 horas de realizacdo do
procedimento proposto;
b) Subgrupo 2 (T2): colheita apds 7 dias de realizacdo do
procedimento proposto;
c) Subgrupo 3 (T13): colheita apds 14 dias de readlizacdo do
procedimento proposto;
d) Subgrupo 4 (T4): colheita apds 21 dias de realizacdo do
procedimento proposto.

Somente os grupos G4 e G5 contaram com apenas

5 animais, tendo sido os mesmos avaliados durante foda a

execugdo do experimento, em todos os intervalos descritos acima.
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Tabela 1: Distribuicdo dos animais por grupo e subgrupo, de acordo com o tipo

de fratamento e o tempo de observagdo clinica e colheita dos materiais

GRUPO SUBGRUPO
IDENTIFICACAO NUMERO DE | TEMPO DECORRDO DESDE A CIRURGIA
ANIMAIS ATE A COLHEITA DE DADOS E MATERIAIS
1 5 72 HORAS
GRUPO 1 T2 5 7 DIAS
T3 5 T4 DIAS
T4 5 21 DIAS
IDENTIFICACAO NUMERO DE | TEMPO DECORRIDO DESDE A CIRURGIA
ANIMAIS ATE A COLHEITA DE DADOS E MATERIAIS
T1 5 72 HORAS
GRUPO 2 T2 5 7 DIAS
13 5 14 DIAS
T4 5 21 DIAS
IDENTIFICACAO NUMERO DE | TEMPO DECORRIDO DESDE A CIRURGIA
ANIMAIS ATE A COLHEITA DE DADOS E MATERIAIS
1 5 72 HORAS
GRUPO 3 T2 5 7 DIAS
T3 5 T4 DIAS
T4 S 21 DIAS
GRUPO 4 5 ANIMAIS OBSERVADOS DURANTE TODA A REALIZACAO DO EXPERIMENTO
GRUPO 5 5 ANIMAIS OBSERVADOS DURANTE TODA A REALIZACAO DO EXPERIMENTO
TOTAL DE
ANIMAIS 70

4.3. Obtencado e preparo da membrana amnidtica

4.3.1. Membrana amniética xenégena conservada em glicerina

A membrana utilizada na ceratoplastia dos animais

do grupo 2 foram obtidas de bovinos no momento do abate, em

frigorifico fiscalizado pelo Servico de Inspecdo Federal (SIF)!, por

meio de colheita asséptica e transportadas para uma sala isolada,

onde foram preparadas, respeitando-se a seguinte metodologia:
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as placentas foram obtidas apds o abate e abertura da cavidade
abdominal. O Utero gestante foi colocado sobre uma bandeja,
protegida por panos estéreis, com o auxilio de material cirdrgico
previomente autoclavado. Separou-se, entdo, a membrana
amnidtica dos demais tecidos adjacentes, por meio de manobras
manuais, posteriormente ao que, a membrana amnidtica foi
lavada exaustivamente com solucdo salina estéril. Apds esta
primeira higienizacdo, promoveu-se uma nova lavagem, com uma
solucdo contendo 1000 Ul/ml de penicilina G Benzatina?, 20 mg/ml
de estreptomicinad e 2,5 mcg/ml de anfotericina B, segundo a
metodologia sugerida por KIM & TSENG, 1995. A membrana foi
entdo colocada sobre discos de papel de nitrocelulose
previamente esterilizado, de 10 cm de di@metro, com a porcdo
epitelial voltada para cima e a porcdo representada pela
membrana basal em contato com o papel de nitrocelulose. Os
discos de nitrocelulose contendo a membrana foram por fim
armazenados em solucdo de dglicerina a 100%° e refrigerados a
40C, por um periodo minimo de 30 dias e mdximo de 90 dias antes

da utilizacdo.

4.3.2. Membrana amniética xenégena a fresco

A membrana amnidtica xendégena a fresco,
utiizada na ceratoplastia dos 20 animais do grupo 3 € no
recobrimento da cérnea integra dos 5 animais do grupo 4,

também foi obtida de bovinos no momento do abate, em

! Frigorifico Boi Bravo, Uberaba-MG.

% Penretard®-Laboratério Cibran

3 Estreptomicina 5g-Laboratério Fort Dodge do Brasil
* Anfotericina B 50 mg- Laboratério Cristalia
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frigorifico fiscalizado pelo Servico de Inspecdo Federal (SIF), por
meio de colheita asséptica e transportadas para uma sala isolada,
onde foram preparadas seguindo a mesma metodologia citada
no item anterior (4.3.1), ndo tendo sido realizada, porém, a fase de
imersdo na glicerina e conservacdo sob refrigeracdo. Apds as
etapas de lavagem, a membrana foi colocada sobre um pano
estéril e recoberta por outro semelhante, ambos umedecidos com
solucdo fisiolodgica, tendo sido utilizada no recobrimento das
coérneas dos animais dos grupos 3 e 4, imediatamente apds o

preparo.

4.4. Procedimento cirirgico

4.4.1. Pré-operatoério

Antecedendo a conduta operatdria propriamente
dita, procedeu-se aos cuidados relativos ao preparo dos animais
pAra a cirurgia; como se segue:

e Jejum hidrico de 2 horas e alimentar de 12 horas.

e Pré-medicacdo anestésica com Acepromazinaé na dose de 0,5
mg/kg de peso corpdreo, por via infra-muscular, 30 minutos antes
da aplicacdo da anestesia.

e Manutencdo dos animais sob anestesia dissosciativa, utilizando-
se quetamina’ na dose de 30,0 mg/Kg de peso vivo, pela via
intramuscular, associada ao cloridrato de xilazina® na dose de

5,0mg/Kg de peso corpdreo, pela mesma via.

® Glicerina 100%: Laboratério Myaky Ltda
6 Acepran 0,2%® - Univet S.A. Industria Veterinaria
! Dopalen® - Laboratério Agribrands do Brasil Ltda

8 Dopaser® — Laboratério Calier do Brasil
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e Apds a aplicacdo dos anestésicos os animais foram
monitorados, observando-se o grau de  consciéncia.
Imediatamente antes do inicio do procedimento cirdrgico, foi
instilada uma gota de colirio anestésico? a base de cloridrato de
tetracaina, cloridrato de fenilefrina e dcido bdrico, sobre o olho a
ser operado.

e Todos os animais, incluindo aqueles pertencentes ao grupo 5,
que serviu de confrole, foram submetidos aos procedimentos

acima mencionados.

4.4.2. Trans-operatoério

4.4.2.1. Preparo da drea para recebimento do enxerto

Tomados os cuidados citados para o periodo pré-
operatdrio, os animais dos grupos 1, 2 e 3 foram submetidos G
anestesia e, apds atingirem plano anestésico satisfatério, o qual foi
determinado pela auséncia de reacdo ao toque da cdrnea, foram
cuidadosamente posicionados em decubito lateral. Os olhos foram
lavados inicialmente com solucdo fisiologica estéril, visando a
remocdo de particulas contidas no espaco conjuntival, apds o que
foram submetidos G antisepsia com colirio a base de vitulinato de
prata a 10%'0. Realizou-se a fixacdo mecdnica das pdlpebras com
blefarostato auto-estdtico e fixacdo do bulbo ocular com a
aplicacdo de duas pincas hemostdticas, tipo mosquito, na esclera.
Foi entdo colocado um pano de campo fenestrado, com orificio de 5

cm de di@metro, ao redor da drea a ser operada. Com o campo

9~ -
Colirio anestésico” - Allergan
10 5
Argirol® - Allergan
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operatdrio devidamente preparado, procedeu-se d remog¢do do
epitélio da cdérnea para a aplicacdo do enxerto. A remocdo do
epitélio da cérnea foirealizada a partirda associacdo de um agente
guimico com manobras mecdanicas. Para tanto, utilizou-se uma
peqguena porcdo de algoddo fixado em uma haste e embebido em
n-heptanol, o qual possui acdo abrasiva sobre o epitélio. Apds a
aplicacdo do n-heptanol, a por¢cdo do epitélio que se desprendeu foi
removida com o auxilio de uma l&mina de bisturi 11, levemente
aplicada sobre a superficie da cérnea, com movimentos horizontais,
de uma extremidade do limbo até a outra. A confimacdo da
remocdo do epitélio foirealizada mediante a aplicacdo do colirio de
fluoresceinall, o qual foi instilado sobre o olho, observando-se, com
ajuda de uma fonte luminosa, a impregnacdo do estroma pelo

corante, apods lavagem da superficie ocular com solucdo fisioldgica.

4.4.2.2. Aplicagao do enxerto

a) Membrana amniética xenégena conservada em glicerina a 100%

(grupo 2)

Apds a redlizacdo da ceratectomia, como
mencionado anteriormente no item 4.4.2.1, foi efetuada a aplicacdo
do enxerto de membrana amnidtica xendégena conservada em
glicerina, sobre a coérnea de todos os animais do grupo 2. A
membrana, previamente preparada como especificado no item
4.3.1, foi retirada da geladeira 2 horas antes do procedimento
cirdrgico e lavada em condicdes estéreis, com solucdo fisioldégica,

durante 5 minutos. Apds esta primeira lavagem, a membrana

11 - .
Colirio de Fluoresceina: Allergan
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permaneceu imersa em solucdo fisiologica até o inicio do
procedimento cirdrgico. As memlbranas foram recortadas momentos
antes da aplicacdo, em tamanho suficiente para recobrir toda a
superficie da cornea, tendo sido as mesmas ancoradas na regido do
limbo, por meio de suturas simples separadas, com fio de ndilon
monofilamentado ou de polietileno 6-0. O excesso de membrana foi
retirado com auxilio de uma tesoura romba, j& com o enxerto
aplicado sobre a superficie ocular, de forma que o enxerto se
encontrasse recobrindo apenas a cérnea e a regido limbal, sem

invadir a esclera.

b) Membrana amnidtica xenégena a fresco (grupo 3)

Apos 0 manejo da membrana, como relatado no item
43.2, o enxerto a fresco foi aplicado sobre o leito receptor,
previomente preparado, como relatado anteriormente para a
aplicacdo da membrana amnidtica conservada em glicerina, nos
animais do grupo 1. Neste caso, as membranas foram aplicadas apds

as etapas de lavagem.

c) Membrana amniética xenégena a fresco (grupo 4)

Os animais deste grupo receberam a aplicacdo do
enxerto de membrana amnidtica xendgena a fresco sem que fossem
submetidos d remocdo do epitélio da cérnea, como descrito no item

4.4.2.1; ou seja, o enxerto foi aplicado sobre a cérnea intacta.
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4.4.3. Pos-operatorio

Foi aguardado o retorno anestésico dos animais,
com posterior aplicacdo de colares do tipo Elisabetano, com o
objetivo de se evitar fraumas sobre o local operado. Os animais
foram entdo conduzidos para suas respectivas gaiolas, onde se
procedeu a avaliagcdo clinica dos olhos operados durante todo o

periodo de realizacdo do experimento.

4.5. Protocolos de avaliagao

4.5.1. Avaliagdo clinica

Os animais de todos os grupos foram avaliados em
intervalos  pré-determinados, quando  foram  observados
fendbmenos relacionados com a evolucdo clinico-cirdrgica dos
pacientes, tais como dor, representada pelos sinais de fotofobia e
blefarospasmo, secrecdo ocular, edema da cérnea e da
conjuntiva, neovascularizacdo corneal e grau de tfransparéncia da
cornea. Observou-se ainda o fempo de permanéncia da
membrana sobre a cérnea e o intervalo de tempo necessdrio para
a total epitelizacdo da drea de ceratectomia. Estas alteracoes
permitiram estabelecer a evolucdo clinica da inflamacdo da
superficie ocular e a capacidade de cicatrizacdo do epitélio da
cornea tratada pelos métodos propostos. Todas as alteracoes
foram qualificadas e posteriormente quantificadas de forma

subjetiva, como representado na tabela 2.
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TABELA 2: Interpretacdo dos indices de escore utilizados na avaliagdo clinica

dos olhos em estudo

ESCORE 0 1 2 3 4

INTERPRETACAO | Auséncia de Manifestacdo | Manifestacdo | Manifestagdo | Manifestacdo
DO manifestacdo leve moderada infensa grave
ESCORE do fendmeno

O exame consistiu na abertura da fissura palpebral e
identificacdo das alteracdes anteriormente  relacionadas.
Inicialmente, o exame foi realizado sem aplicacdo de qualquer
colirio. Apds esta inspecdo prévia, os olhos foram lavados com
solucdo fisiologica estéril e receberam uma gota de fluoresceina,
para a devida identificacdo da presenca do enxerto sobre a
coérnea dos animais dos grupos 1, 2, 3 e 4 e do grau de
epitelizacdo do defeito criado nos animais dos grupos 1, 2 e 3,
tendo sido possivel a verificacdo deste par@dmetro nos olhos dos
animais que receberam a aplicacdo da membrana (grupos 2 € 3),
somente apds o desprendimento da mesma.

As alteracdes macroscopicas foram registradas por
meio de fotografias, realizadas com o uso de uma lente macro
10012 acoplada a uma cdmara fotogrdfical3. As fotografias foram
realizadas apds a execucdo do exame clinico, respeitando-se os
intervalos anteriormente citados para a colheita dos materiais para
andlise.

Os intervalos de observacdo dos fendmenos clinicos
foram padronizados da seguinte forma:

a) até o sétimo dia: intervalo de 24 horas entre as observacoes;

13| ente macro 100 Vivitar
16 Camara Vivitar modelo V400
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b) do sétimo ao décimo quarto dia: intervalo de 48 horas;
c) do décimo quarto ao vigésimo primeiro dia: intervalo de 72

horas.

4.5.2. Avaliagdo morfolégica

Ao final dos tempos anteriormente determinados
para cada subgrupo, os animais foram novamente anestesiados,
utilizando-se o mesmo protocolo descrito no item 4.4.1. Foram
retirados fragmentos das cérneas e da conjuntiva de todos os
olhos observados durante o experimento.

As corneas foram cuidadosamente retiradas com o
uso de bisturi e tesoura de coérnea, aplicados sobre a regido do
limbo. O fragmento de conjuntiva foi obtido com o auxilio de
tesoura de iris. O material foi entdo fixado em formaldeido
tamponado em solucdo aquosa a 10%, reduzido, incluido em
parafina, cortado em uma espessura padrdo de 5 micrometros e
corado pelo método de hematoxilina e eosina. Posteriormente ao
preparo histoldgico do material, procedeu-se o exame
microscopico e fotomicrografia. Foram avaliados os pardmetros
referentes G presenca de edema, neoformacdo vascular,
infiltracdo de leucodcitos polimorfonucleares e mononucleares e
grau de epitelizacdo do defeito criado na cérnea, além do tempo
de permanéncia da membrana utilizada na forma de enxerto.

Imediatamente apds o término dos procedimentos
de colheita, aprofundou-se o plano anestésico e executou-se a
eutandsia, com a aplicacdo de 10 ml de cloreto de potdssio pela
via intraperitoneal. As funcdes cardiaca e respiratéria foram

monitoradas até se atestar o ébito dos animais.
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4.5.3. Avaliagdo da resposta imune especifica da superficie ocular

pela técnica de imunohistoquimica

A caracterizacdo da resposta imune especifica foi
avaliada pela técnica de imunohistoquimica, com a qual pesquisou-
se a presenca de linfocitos T CD4 e linfocitos T CD8, em todos os

tecidos obtidos, nos intervalos citados no item 4.2.

4.5.3.1. Obtengdo do material e preparo das Iaminas

Para a execucdo desta etapa, procedeu-se a
seguinte seqUéncia de eventos: apds o cumprimento do tempo de
observacdo para cada subgrupo, como consta no item 4.2, foram
colhidos fragmentos de cérnea e conjuntiva, como realizado no
item 4.5.2. Para a padronizacdo da técnica de imunohistoquimica,
foram utilizados também, nesta etapa, fragmentos de linfonodo
mesentérico. Apds a colheita, os materiais foram acondicionados
em criotubo devidamente identificado com o nUmero do animal,
grupo experimental e tempo de obtencdo, e armazenados em
botijcdo contendo nitrogénio liquido, a uma temperatura de —-196°
Celsius. O material foi fixado em meio OCT!4, sobre uma plataforma
metdlica e cortado em aparelho tipo criostato!s, em fragmentos de
5 micrébmetros, a uma temperatura de —-26°¢ Celsius. Os cortes foram
entdo fixados sobre IGdminas de vidro para microscopia, proprias

para tecidos congelados', as quais jd possuem uma camada

" Tissue-Tek®: OCT compound (Embedding Médium for Frozen Tissue Specimens to Ensure
Optimal Cutting Temperature). Sakura Finetek U.S.A., Inc. Torrance, CA 90501, USA.

"% Cryocut 1800%: Reichert-Jung

'® Dako® Silanized Slides: DAKO Corporation, Carpinteria, CA 93013, USA.
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adesiva sobre a sua superficie e mantém o corte de tecido
firmemente aderido sobre a ldmina. Apds a fixacdo dos tecidos em
lGdmina, as mesmas foram separadas por papel aluminio e
armazenadas em congelador, a uma temperatura de —12° Celsius.
Os cortes dos animais dos mesmos subgrupos foram realizados
sobre a mesma I&mina, como esquematizado na figura 1, tendo
sido fixados, portanto, 5 cortes por I&mina. Padronizou-se que o
corte mais proximo da identificacdo da ldmina (parte superior da
|&Gmina), corresponderia ao animal 1 do subgrupo correspondente
(T1, T2, T3 ou T4) e assim sucessivamente, encontrando-se o corte
do animal 5 mais distante da identificacdo da ldmina (parte inferior
da lémina). Para contemplar a proposta, foram produzidas 5
l&Gminas semelhantes, contendo cortes do mesmo material, as quais
foram numeradas em L1, L2, L3, L4 e L5. Estabeleceu-se também
que as I&minas 1 (L1) seriam utilizadas na pesquisa dos linfocitos T
CD4; as ldminas 2 (L2) para a pesquisa dos linfocitos T CD8 e as
I&Gminas 4 (L4) serviram de conftrole. As IGminas 3 (L3) e 5 (L5), foram
novamente armazenadas, em congelador, como |dminas de

reserva.
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Identificagéo
Tempo de colheita da lamina
Identificagdo do  Grupo do material
animal
4 4 *
G1T1L1 G1T2L1 G1T3 L1 G1T4L1
cornea cornea Cornea cornea »  Tecido
coletado
 S—  S—  S— —  ———S1———P» A
T o>t A2
S S S <  o>t—P» A3
e e — <  ——>1+——P A4
— S— S— — _—>t+—P A5

Figura 1: Desenho que ilustra a configuracdo das I&minas de imunohistoquimica,
tendo como exemplo as I&Gminas com cortes de cérnea do grupo 1. Para cada
lGmina, de cada subgrupo, foram realizadas 5 repeticdes.

4.5.3.2. Execugdo da técnica de imunohistoquimica

a) Bloqueio da peroxidase

No momento de realizacdo da técnica de imunohistoquimica, as

lGdminas  foram  retiradas do congelador e  distribuidas,
individualmente, em sentido vertical, dentro de uma cuba de vidro,
contendo dgua oxigenada 30 volumes (H202 30V)17, diluida em
metanol puro para andlise (PA)18, em uma solucdo a 3% (Figura 2).
Para o preenchimento da cubag, utilizou-se uma mistura de 150 ml
de metanol PA com 4,5 ml de H202 30V. As IGminas ficaram
submersas nesta mistura por um periodo de 10 minutos. Esta etapa

teve como objetivo bloquear a peroxidase presente nos tecidos, a

7 Perhidrol: 30% H,O, para analise, Merck S.A. Industrias Quimicas.
'8 Alcool metilico P.A. CH30H, Casa Americana Artigos para Laboratério Ltda.
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qual, guando ativa, interfere na ligacdo dos demais componentes

dareacdo.

—— Laminaem

incubagao

Espaco
> preenchido
pela solugao
para
incubacao

Figura 2: Desenho ilustrando a cuba utilizada na execucdo de algumas etapas
da técnica de imunohistoquimica.

b) Lavagem com PBS tween a 0,05%

Apos o blogueio da peroxidase, como ilustrado
acima, as ldminas foram submetidas a 3 lavagens seriadas de 10
minutos cada, utilizando-se, para tal, uma solucdo balanceada de
PBS tween!?, numa concentragcdo de 0,05%. Estas lavagens foram
realizadas na mesma cuba utilizada no bloqueio da peroxidase,
cobrindo as I&minas com a solugcdo e trocando a mesma apds o
tempo pré-determinado para cada sessdo de lavagem. Esta etapa
teve como objetivo inibir a presenca de possiveis ligacoes

indesejdveis nos tecidos que se desejou estudar.

"% PBS tween a 0,05%: solucéo salina tamponada com fosfato com adi¢do de detergente
tween, a 0,05%.
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c) Incubagcdo em PBS BSA20 a 2%

Realizadas as lavagens com a solucdo de PBS tween
a 0,05%, realizou-se a incubacdo das Idminas em solucdo de PBS
BSA a 2%, por um periodo de 30 minutos. Nesta etapa, as lGminas
foram dispostas em sentido horizontal, apoiadas sobre um suporte
de acrilico, com a face que continha os cortes voltada para cima,
em uma cuba de acrilico opaco. O espaco da cuba foi
preenchido com dgua, até uma altura inferior  que se
encontfravam as Idminas, permitindo que a incubacdo
acontecesse em ambiente Umido e temperatura ambiente. A
solucdo para incubacdo foi entdo depositada sobre as I&Gminas,
até que recobrisse toda a sua superficie, permanecendo sobre a
mesma durante tfodo o periodo de incubacdo. Decorridos 30
minutos, a solucdo foi removida mediante a inclinacdo das

l&Gminas, permitindo que a mesma escorresse pela borda lateral.

d) Incubagcao com anticorpo primdario

ApOs a etapa anterior, e utilizando-se a mesma cuba
preenchida por dgua, sem cobrir as I&dminas e em temperatura
ambiente, procedeu-se a incubacdo do material com o©s
antficorpos primdrios. O anticorpo primdrio possui  afinidade
especifica para o fipo celular que se deseja marcar. Neste
experimento foram utilizados anticorpos especificos para linfécitos T
CD421 e TCD822, produzidos em camundongo, contra linfocitos T
CD4 e CD8 de coelhos.

20 BSA: albumina de soro bovino
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Para a execucdo desta etapa utilizou-se,
inicialmente, as l&minas com cortes dos linfonodos, para a
padronizacdo da diluicdo adequada dos reagentes. Procedeu-se
entdo a incubacdo nas seguintes diluicdes dos anticorpos primdrios
em solucdo balanceada BSA 2%:

a) diluicdo de 1/25 (1ul de anticorpo para 50ul de
PBS BSA 2%)

b) diluicdo de 1/50 (lul de anficorpo para 50ul de
PBS BSA 2%).

Para cobrir totalmente cada Idmina, foram utilizados
500ul da solu¢cdo acima descrita. Esta etapa exigiv a incubacdo
por um periodo de 2 horas. Ao final de todo o processo, verificou-se
que a diluicdo de 1/50 foi satisfatdria, permitindo uma boa
marcacdo dos tfipos celulares pesquisados, tendo sido entdo
estabelecida esta diluicdo para a execucdo da imunohistoquimica

nos tecidos oculares colhidos.

e) Lavagem

Procedeu-se mais uma vez d lavagem das I&minas,
na mesma cuba ilustrada na figura 2. Nesta etapa foram realizadas
4 lavagens seriadas, onde as lGminas permaneciam, durante cada

uma, 10 minutos embebidas em solucdo PBS Tween a 0,05%.

! Mouse anti Rabbit CD4 (MCA 799), Clone Number KEN-4: Serotec Ltd, 22 Bankside,
Station Approach, Kidlington, Oxford, UK.
22 Mouse anti Rabbit CD8 (MCA 1576), Clone Number 12C7: Serotec Ltd, 22 Bankside,
Station Approach, Kidlington, Oxford, UK.
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f) Incubagdo com conjugado (anticorpo secundario marcado)23

O conjugado € representado pelo antficorpo
secunddrio, produzido em coelho e com afinidade pelo anticorpo
do camundongo, marcado com a substéncia que ird corar os tipos
celulares em estudo. Este conjugado é formado, portanto, por um
anticorpo que tem afinidade pelo anticorpo primdrio, ligando-se a
ele com bastante especificidade e por uma substdncia corante, a
qual é responsdvel pela reacdo imunoenzimdtica. A incubacdo
com o conjugado ocorreu na mesma cuba ulilizada para a
incubacdo do anticorpo primdrio, nas mesmas condicdes, por um
periodo de 1 hora. Para esta etapa, utilizou-se uma diluicdo de

1/200 do conjugado em solucdo balanceada PBS BSA a 2%.

g) Lavagem

Realizou-se a lavagem das IGminas na cuba ilustrada
na figura 2. Também nesta etapa foram realizadas 4 lavagens
seriadas, onde as Idminas permaneciam, durante cada etapa, por

10 minutos imersas em solucdo PBS Tween a 0,05%.

h) Incubagdo com Streptoavidina Peroxidase (Strpt ABComplexo24)

Nesta etapa procedeu-se 4 incubacdo com

Streptoavidina conjugada com a peroxidase por 30 minutos, nas

2 Biotinylated rabbit anti-mouse immunoglobulins, code n, E 0354: Dakocytomation DenmarK
A/S. Produktionsvey 42 DK-2600, Glostrup, Denmark.

24 EstreptABComplex Cdédigo K 0377: 1 ml de streptavidina/ 1ml de biotinylated horse adish
peroxidase, Dakocytomation, Denmark A/S. Produktionsvey 42 DK-2600, Glostrup, Denmark.
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mesmas condicdes utilizadas para a incubacdo dos anticorpos

primdrio e secunddrio.

i) Lavagem

Realizou-se a lavagem das I[&dminas como ilustrado
na figura 2. Também nesta etapa foram realizadas 4 lavagens

seriadas, de 10 minutos cada, em solucdo PBS Tween a 0,05%.

j) Revelagao com DAB/H202

Finalizando a técnica de imunohistoquimica as [dminas
foram incubadas em uma solucdo contendo 1 mg/ml de liquido DAB
e 0,05% de HO2 em tampdo tris/HCIl, em pH 7,2, & temperatura
ambiente, por um periodo de 10 minutos. Decorrido o tempo
necessario para a revelacdo, interrompeu-se a reacdo com a

lavagem das Iéminas em agua corrente.

k) Contra-coloragdo com hematoxilina e montagem das Iaminas

com laminula e balsamo

Para melhor visualizacdo da reacdo que permitiu a
marcacdo da superficie das membranas celulares em estudo,
procedeu-se a coloracdo com hematoxilina, a qual, por meio da
coloracdo do nucleo aciddfilo, promove um contraste com a
membrana celular corada pela técnica de imunohistoquimica.
Esta etapa foi seguida da aplicacdo de laminula sobre os cortes j&
completamente preparados, preservando assim o material para

posterior leitura e interpretacdo.
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5. RESULTADOS

Com o objetivo de contemplar a proposta de trabalho
anteriormente apresentada e ilustrar os resultados obtidos a partirda
aplicacdo dos métodos descritos, foram avaliados parédmetros
referentes d evolucdo clinica, histopatoldgica e imunohistoquimica, os

quais, a partir de agora, passo a apresentar.

5.1. AVALIACAO CLINICA

Durante todo o periodo de execucdo do experimento,
foram avaliados par&metros referentes a inflamacdo da superficie
ocular e reparacdo da cérnea, representados pela manifestacdo
clinica de fotofobia e blefarospasmo, hiperemia conjuntival, secrecdo
ocular, guemose e neovascularizacdo da cérnea, além do tempo de
permanéncia do enxerto sobre a superficie ocular e da taxa de
reepitelizacdo do defeito criado nas cérneas em estudo, em todos os
tfratamentos realizados. A evolucdo destes indices permitiu identificar,
de forma bastante precisa, a cinética da resposta inflamatdria da
superficie ocular e o desenvolvimento do processo de reparacdo
corneal.

Observou-se que, tanto na ceratoplastia com a
membrana amnidtica conservada em glicerina (grupo 2), quanto na
ceratoplastia com a membrana a fresco (grupo 3), a sensibilidade G
luz e o blefarospasmo se mostraram com indices que variaram de leve
a moderado nas primeiras 72 horas de observacado. Estes achados,
porém, pareceram estar relacionados com a acdo abrasiva do n-
heptanol aplicado sobre a coérneaq; pois, no grupo 1, o qual foi

submetido apenas a ceratectomia superficial, observou-se fendbmeno
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semelhante. Os olhos tratados com a membrana amnidtica
xenégena a fresco se mostraram menos doloridos nas primeiras 24
horas, em todos 0s animais, comportamento este que se mostrou mais
favordvel que o do grupo que ndo recebeu nenhuma membrana.
Apods as primeiras 72 horas, observou-se que os animais do grupo 1
passaram a ter uma reducdo nos indices relacionados ao desconforto
ocular até o décimo quarto dia, guando os olhos se apresentaram
sem fotofobia e blefarospasmo. Nos olhos do grupo 2, os fendmenos
relacionados a dor se mostraram mais intensos, quando comparados
com os olhos do grupo 3. Enquanto que naqueles, a fotofobia e o
blefarospasmo atingiram niveis graves no séfimo, os olhos que
receberam a aplicacdo da membrana a fresco mantiveram-se com
manifestacdo intensa no mesmo periodo. Tanto no tratamento coma
membrana conservada quanto com a membrana a fresco, houve
reducdo dos parémetros de dor a partirdo décimo quarto dia, tendo
estes se manifestado de forma leve aos 21 dias tanto nos olhos que
receberam a membrana a fresco quanto nos olhos que receberam a
membrana conservada em glicerina (figuras 3, 4 e 5).

A evolucdo clinica do fendbmeno de hiperemia
conjuntival se mostrou semelhante d apresentada para a fotofobia e
blefarospasmo. No grupo 1, a hiperemia conjuntival se mostrou
moderada nos primeiros 7dias, tendendo a diminuir a partir de entdo,
tornando-se ausente no vigésimo primeiro dia de observacdo (figura
6). Nos olhos que receberam a membrana conservada em glicering,
observou-se que, j& nas primeiras 24 horas, a hiperemia conjuntival
variou de moderada a intensa, progredindo para indices graves no
sétimo dia, regredindo para indices moderados no décimo quarto dia
e, a partir dai, regrediu novamente para indices leves, aos 21 dias de

observacado (figura 7). Os olhos que receberam a membrana a fresco
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apresentaram a mesma tendéncia que os olhos que receberam a
membrana conservada, demonstrando, porém, indices menores.
Assim, observou-se, nestes olhos, hiperemia conjuntival moderada nas
primeiras 24 horas, a qual progrediu para um quadro mais severo nos
trés primeiros dias, atingindo niveis graves no sétimo dia. A partirdai, a
hiperemia conjuntival dos olhos tfratados com a membrana a fresco
apresentaram tendéncia de queda, mostrando-se moderada no
décimo quarto dia e ausente no vigésimo primeiro dia de pds—
operatorio (figura 8).

Ainda com énfase aos fendmenos relacionados &
inflamacdo, observou-se que a evolucdo clinica da secrecdo ocular
se mostrou mais moderada no grupo 1 nos primeiros 7 dias, tendendo
a desaparecer a partir do décimo quarto dia e, finalmente,
mostrando-se ausente 21 dias apds a aplicacdo do nheptanol e
remocdo do epitélio corneal. Nos olhos tfratados com a membrana
amnidtica xendgena conservada em glicering, registraram-se indices
infensos de secrecdo ocular j@ nas primeiras 24 horas, os quais
progrediram para indices graves no fterceiro dia, mantendo-se assim
até o sétimo dia de pds-operatdrio, quando passaram a regredir
sistematicamente, mostrando-se leves 21 dias apds a cirurgia. A
membrana a fresco, mais uma vez, se mostrou menos agressiva,
impondo indices moderados nas primeiras 24 horas, 0s quais evoluiram
para indices intensos em 72 horas e graves aos 7 dias. A partir de
entdo, caiu bruscamente para padroes leves no décimo quarto dia,
estando ausente no vigésimo primeiro dia de pds-operatdrio (figuras 9,
10ell).

A guemose também serviu de parémetro para aferir o
grau de resposta inflamatdéria, demonstrando perfil semelhante aquele

verificado na hiperemia conjuntival, visto que ambos os fendmenos
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sdo governados pela mesma cadeia de eventos biogquimicos e
celulares. Nos olhos submetidos apenas a remocdo do epitélio,
representados pelo grupo 1, observou-se que a quemose evoluiu de
leve, nas primeiras 24 horas, para moderada, nos primeiros 7 dias,
diminuindo até o décimo quartodia, quando, entdo, desapareceu.
Nos olhos que receberam o implante de membrana conservada em
glicerina, o edema da conjuntiva apresentou evolucdo clinica
semelhante aos olhos que receberam a membrana a fresco. Em
ambos os tratamentos a quemose apresentou indices moderados no
dia seguinte a readlizacdo da cirurgia, evoluindo para intenso no
terceiro dia e mantendo-se assim até o sétimo dia de observacdo. A
partir de entdo, em ambos os tratamentos, houve tendéncia de
quedaq, sendo que No grupo que recebeu a membrana a fresco esta
foi mais rapida, permitindo o desaparecimento dos sinftomas aos 21
dias, o que ndo aconteceu com o grupo tratado com a membrana
conservada, o qual apresentou, ao final das observacdes, indices
leves de quemose (figuras 12, 13 e 14).

A neovascularizacdo da cdérnea se mostrou ausente
nas primeiras 72 horas em todos os grupos, mantendo-se como tal no
grupo 1 em quase todos os momentos de observacdo do
experimento, tendo sido verificada uma ligeira tendéncia de
neoformacdo vascular, em alguns animais, no sétimo dia (figura 15).
J& nos grupos tratados, observou-se discreta injecdo ciliar a partir do
limbo, j& no terceiro dia de pds-operatdrio, a qual progrediu para
niveis moderados até o sétimo dia. Quatorze dias apds a aplicacdo
das membranas, ambos o0s grupos tratados apresentaram
vascularizagcdo intensa, a qual regrediu para indices moderados no
grupo que recebeu a membrana conservada em glicerina e leves nos

olhos fratados com a membrana a fresco (figuras 16 e 17).
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FIGURA 3: Representacdo grdfica da evolucdo clinica dos fendmenos de fotofobia e
blefarospasmo em olhos submetidos & remocdo do epitélio corneal com n-heptanaol.
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FIGURA 4: Representacdo grdfica da evolucdo clinica dos fendmenos de
fotofobia e blefarospasmo em olhos submetidos & ceratoplastia com membrana
amnidtica xendgena conservada em glicerina.
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FIGURA 5: Representacdo grdfica da evolucdo clinica dos fendmenos de
fotofobia e blefarospasmo em olhos submetidos d ceratoplastia com membrana
amnidtica xendgena a fresco.
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FIGURA é: representacdo grdfica da evolucdo clinica do fendmeno de hiperemia
conjuntival em olhos submetidos & remocdo do epitélio corneal com n-heptanol .
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FIGURA 7: representacdo grdfica da evolucdo clinica do fenémenos de
hiperemia conjuntival em olhos submetidos & ceratoplastia com membrana
amnidtica xendloga conservada em glicerina.
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FIGURA 8: representacdo grdfica da evolucdo clinica do fendmeno de
hiperemia conjuntival em olhos submetidos & ceratoplastia com membrana
amnidtica xendloga a fresco.
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FIGURA 9: representacdo grdfica da evolucdo clinica do fendmeno de secrecdo
ocular em olhos submetidos & remocdo do epitélio corneal com n-heptanol.
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FIGURA 10: representacdo grdfica da evolucdo clinica do fendémeno de
secrecdo ocular em olhos submetidos  ceratoplastia com membrana amnidtica
xendloga conservada em glicerina.

N W A

ESCORE

-

0 T T T T
24 horas 72 horas 7 dias 14 dias 21 dias

EVOLUCAO CLINICA

== moda === desvio padrao

FIGURA 11: representacdo grdfica da evolugcdo clinica do fendmeno de
secrecdo ocular em olhos submetidos & ceratoplastia com membrana amnidtica
xendloga a fresco.
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FIGURA 12: representacdo grafica da evolucdo clinica do fendmeno de quemose
em olhos submetidos a remocdo do epitélio corneal com n-heptanol.
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FIGURA 13: representacdo grdfica da evolucdo clinica do fenémeno de
guemose em olhos submetidos & ceratoplastiac com membrana amnidtica
xendloga conservada em glicerina.
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FIGURA 14: representacdo grdfica da evolugcdo clinica do fendmeno de
guemose em olhos submetidos & ceratoplastia com membrana amnidtica a
fresco.
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FIGURA 15: representacdo grdfica da evolucdo clinica do fenémeno de
neovascularizacdo corneal em olhos submetidos & remocdo do epitélio corneal
com n-heptanol.
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FIGURA 16: representacdo grdfica da evolucdo clinica do fenbmeno de
neovascularizacdo corneal em olhos submetidos & ceratoplastia com
membrana amnidtica xendloga conservada em glicerina.
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FIGURA 17: representacdo grdfica da evolucdo clinica do fendmeno de
neovascularizacdo corneal em olhos submetidos & ceratoplastia  com
membrana amnidtica xendloga a fresco.



105

O edema da coémea ndo foi representado
graficamente, pois, a presenca da membrana impediu o seu registro
até que a mesma se mostrasse ausente da superficie ocular. Porém,
observou-se que o edema se fez presente, de forma leve, em alguns
olhos do grupo 1, enfre o segundo e o sétimo dia de observacdo,
desaparecendo totalmente a partir do oitavo dia de pds-operatdria.
Vale ressaltar que o edema de cérnea apresentado por estes olhos
nAdo comprometeu a visdo, como pode ser comprovado mediante a
andlise das figuras 18 a 22. No grupo fratado com a membrana
conservada em glicerina, observou-se edema corneal com indices
gue variaram de moderado a intenso apds o desprendimento do
enxerto, o que ocorreu em média no décimo dia, fornando-se mais
grave a partirdo décimo quarto dia, o que coincidiu com o aumento
da vascularizacdo da cérnea. A partir desta data e, simultaneamente
ao decréscimo da intensidade da vascularizacdo, o edema corneal
diminuiu, apresentando-se, aos 21 dias, com indice leve de
manifestacdo (figuras 32 a 34). Nos olhos que receberom a
membrana amnidtica xendgena a fresco, o edema também passou
aser observado a partirdo momento que houve a perda do enxerto,
0 que aconteceu, em média, a partir do sétimo dia de pds-operatorio
(figuras 38 a 43). Nesta fase, o edema se mostrou moderado,
tendendo a diminuir a partir de entdo e mostrando-se ausente jd no
décimo quarto dia apds a realizacdo da cirurgia.

Ainda comrelacdo ao edema da cérneaq, vale ressaltar
que, em ambos 0s grupos tratados, o mesmo se mostrou mais intenso
na regido central, diminuindo simultaneamente em tamanho e
intensidade, d medida que ocorria a epitelizacdo do defeito criado
na cornea. Paralelamente ao desaparecimento do edema, em

ambos os grupos tratados, observou-se a instalacdo de uma drea
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opaca na regido central das cérneas que receberam o implante,
fendmeno este que sugere a presenca de uma cicatriz, como sequela
ao processo de reparacdo. Nestes animais, a cicatriz se apresentou
moderada aos 14 dias e leve aos 21 dias de pds-operatdrio, com
tendéncia em se manifestar menos opaca nos animais que
receberam a membrana amnidtica xendgena a fresco (figuras 32 a
34 e 38 a43).

Com relacdo ao tempo de permanéncia da
memlbrana sobre a drea de ceratectomia, observou-se que a mesma
manteve-se por mais tempo nos olhos que receberam a membrana
conservada em glicerina. Em média, a membrana permaneceu
aplicada sobre a superficie da cérnea por um periodo de 10 dias, ndo
se observando, em nenhum dos animais deste grupo, ©
desprendimento do implante com tempo inferior a 7 dias. Dos 10
animais dos subgrupos 3 e 4, 3 apresentfaram a membrana
firmemente aderida ao olho aos 12 dias de pds-operatorio (figuras 27
a 32). No grupo que recebeu a membrana a fresco, o implante
permaneceu firmemente aderido sobre a superficie ocular por
apenas 6 dias, em média, sendo que poucos animais apresentaram a
membrana, ainda integra, no sétimo dia de observacdo (figuras 35 a
39). No grupo que recebeu a membrana a fresco sobre a cérnea
intacta, a mesma ndo permaneceu por tempo superior a 3 dias,
rompendo-se precocemente naregido central e mantendo-se ainda
ancorada na periferia, por meio dos pontos de sutura.

A reparacdo do defeito epitelial artificialmente criado
com a aplicagcdo do dlcool nheptanol e da agcdo mecdnica da
lGdmina de bisturi, se apresentou de forma varidvel nos grupos em
estudo; porém, observou-se que os fendmenos reparativos passaram

a se manifestar de forma mais organizada apds a reducdo dos sinais
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de inflamagcdo. No grupo 1, o qual foi submetido apenas d
ceratectomia, observou-se que 24 horas apds a remog¢ado do epitélio,
acoérnea ainda apresentava-se desnuda, corando inteiramente com
a fluoresceina, o que pode ser visto nas figuras 18 e 19. Decorridas 72
horas da cirurgia, observou-se a epitelizacdo centripeta da coérneq,
com recobrimento epitelial da margem corneal préxima ao limbo
(figuras 20 e 21). Aos 7 dias de pds-operatodrio, dos 15 animais
operados, 5 ainda apresentaram a parte central da cérnea com
auséncia de recobrimento epitelial; porém, a tendéncia foi de
completa epitelizacdo do defeito aos 7 dias, em média, para os
demais animais (figuras 22 e 23).

Nos animais do grupo 2, 0s quais receberam a
membrana conservada em dlicerina, observou-se, apds ©
desprendimento do enxerto, que todos os olhos apresentavam dareas
de tamanho varidvel com auséncia de epitélio. Registrou-se, ainda,
que os fendmenos reparativos foram mais eficientes apds a completa
eliminacdo da membrana, e que a mesma, engquanto presa d
margem da coérnea pela sutura, funcionou como fator limitante ao
processo de cicatrizacdo. Em média, a cicatrizacdo se fez completa
aos 12 dias de pods-operatdrio, sendo que alguns animais ainda
apresentaram pequena drea com auséncia de epitélio aos 14 dias de
observacdo (figura 32).

Nos animais do grupo 3, tratados com a membrana a
fresco, as dreas com auséncia de epitélio se mostraram menores em
todos os tempos de observacdo, quando comparados com 0s
animais que receberam a membrana conservada em glicerina. Aos 7
dias, observou-se pequena lesdo central, a qual, em média,
desapareceu aos 10 dias de pos-operatoério (38 a 41).

Como pode ser observado pela andlise das fotografias,
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a membrana amnidtica xendgena obtida de bovinos apresentou
comportamento diferente, quando aplicada apds um periodo de
permanéncia em glicerina a 100%, comparada com a membrana
tfransplantada a fresco. Dentre as diferencas observadas, o tempo de
permanéncia do enxerto sobre a cérnea se mostrou maior na
membrana conservada em glicerina, tendo sido registrado que a
mesma se manteve, em média, por 10 dias aplicada sobre a cérnea
(figuras 27 a 31). J& a membrana aplicada a fresco permaneceu
sobre o local do enxerto por um periodo médio de 6 dias (figuras 35 a
38). E possivel afirmar que a glicerina diminuiu a taxa de autdlise da
membrana, permitindo-lhe sobreviver em média mais 4 dias sobre a
cornea dos animais que receberam o implante de membrana apds
conservagcdo na dglicerina, quando comparado com os olhos que
receberam o implante da membrana a fresco. Vale também
comentar que apds a autdlise, a membrana normalmente
permaneceu ancorada no limbo pela sutura. Nestes casos, observou-
se que a membrana conftribuiu para agredir a superficie da cérnea,
interferindo de forma negativa nos mecanismos de reparacdo da
superficie ocular, o que pode ser comprovado na andlise das figuras
31,32, 34,38 e 39.

As figuras 27 e 35 ilustram, respectivamente, olhos
submetidos a ceratoplastia com membrana amnidtica xendgena
conservada em glicerina a 100% e a fresco, imediatamente apds a
aplicacdo do enxerto. Observa-se leve hiperemia conjuntival,
resultante da acdo irritante do n-heptanol utilizado para promover
a remocdo do epitélio. Os enxertos foram ancorados na regido do
limbo, com 8 pontos simples separados, utilizando-se fio sintético
monofilamentado 60. Observa-se boa fransparéncia do implante

a fresco, mesmo quando corado com fluoresceina. Os olhos que
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receberam a membrana conservada em glicerina apresentaram
comportamento semelhante, imediatamente apds a aplicacdo do
enxerto. Os olhos fambém se mostraram ligeiramente irritados, com
leve hiperemia conjuntival e quemose. A principal diferenca
observada se limitou a uma moderada opacidade da membrana
amnidtica submetida a conservacdo com a dglicerina, quando
comparada com a membrana a fresco, a qual se mostrou com
melhor tfransparéncia (figuras 27 a 31 e 35 a 34).

E possivel observar ainda que os animais do grupo 1
seguiram um padrdo normal de cicatrizacdo, com a diminuicdo
gradativa dos fendmenos inflamatdrios nos primeiros 7 dias, o que
ocorreu simultaneamente ao avanco dos fendmenos reparativos,
representados pela epitelizacdo do defeito criado na cdérnea
(figuras 18 a 26).

As figuras 32 a 34 e 38 a 43 permitem acompanhar o
desenvolvimento da reacdo de vascularizacdo das corneas dos
grupos 2 e 3, respectivamente, a qual passa de uma
vascularizacdo superficial aos 14 dias para uma vascularizacdo
mais profunda acos 21 das de pds-operatdrio, com tendéncia a
diminuir, visto que a cicatrizacdo do defeito ja se fez completa e a
inflamacdo ja cedeu.

Nos animais do grupo 4, os quais receberam o implante
da membrana amnidtica xendgena a fresco sobre a superficie da
cornea integra, observou-se que 0s mesmos NAo apresentaram sinais
de inflamacdo dignos de nota, em nenhum momento de
observacdo. Houve apenas a manifestacdo de dor leve, 24 horas
apds a cirurgia, tendo a mesma desaparecido apds 3 dias de
observacdo. A membrana aplicada sobre a cdérnea integra

permaneceu por no mdaximo 3 dias, rompendo-se precocemente no
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centfro e permanecendo ainda por algum tempo presa pela sutura
ancorada na regido do limbo. Isto demonstra que ndo houve boa
aderéncia da membrana sobre o epitélio da cérnea. Os animais do
grupo 5 permaneceram como testemunha durante toda a execucdo
do experimento, ndo tendo sido observada, nos olhos destes animais,
nenhuma alteracdo que pudesse responsabilizar os fatores ambientais

nas alteracdes registradas para os grupos 1, 2, 3 e 4.
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5.2. ANALISE ESTATISTICA DA AVALIACAO CLINICA

Executou-se a andlise estatistica dos indicadores
numéricos utilizados na demonstracdo grdfica dos par@metros
anteriormente comentados (tabelas 3 a 17; figuras 3 a17). Utilizou-se,
para tanto, a comparacdo de duas médias, por meio do Teste T de
Student, considerando-se uma significGncia de 5%. A andlise foi
realizada a partir da comparacdo enfre os grupos 2 € 3, em cada
momento de observacdo, para cada pardmetro ilustrado
graficamente. Com base no valor da média e do desvio padrdo,
obtido, a partir dos indices de cada varidvel ao longo do
experimento, obteve-se a seguinte andlise estatistica.

Para os fendmenos de fotofobia e blefarospasmo
conclui-se que, no infervalo compreendido entre 24 horas e 7 dias, o
desconforto apresentado pelo grupo tratado com a membrana
conservada em glicerina foi significativamente maior. A partir do
décimo quarto dia, ndo houve diferenca estatistica desta varidvel
entre os grupos comparados.

O fenbmeno de hiperemia conjuntival apresentou
comportamento semelhante a varidvel anterior. Nos primeiros 14 dias
de observacdo, a manifestacdo clinica de hiperemia conjuntival foi
estatisticamente superior nos animais tratados com a membrana
xendégena conservada em dlicerina, quando comparado com
aqgueles que receberam a membrana a fresco. Aos 21 dias de
observacdo ndo foi verificada diferenca estatistica entre os grupos
avaliados estatisticamente.

J& para o fendbmeno de secrecdo ocular, ndo foi
verificada diferenca estatistica entre os grupos 2 e 3 nos primeiros 7

dlas de pods-operatdrio. Porém, a partir do sétimo dia, a diferenca
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entre os dois grupos foi significativa, com o grupo 2 apresentando um
maior volume de secrecdo que o grupo 3.

Para a quemose, verificou-se diferenca significativa
enfre os grupos 2 e 3 apenas nas primeiras 72 horas, com o grupo 2
apresentando indices significativamente maiores neste intervalo de
tempo. A partir das 72 horas de observacdo, ndo se verificou
diferenca estatistica entre os dois grupos.

A neovascularizacdo sé foi observada apds o sétimo
dia, apresentando diferenca estatistica entre os grupos 2 e 3 apenas
no sétimo dia, quando a neoformacdo vascular foi significativamente
maior no grupo 2. Nos intervalos subseqUentes, ndo se verificou

diferenca significativa entre os dois grupos.
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Figura 18: Fotografia da superficie ocular de animal do grupo 1, imediatamente apds
ser submetido a aplicacdo de nheptanol e remocdo do epitélio corneal, sem
fluoresceina.

Figura 19: Fotografia da superficie ocular de animal do grupo 1, imediatamente apds
ser submetido & aplicacdo de n-heptanol e remocdo do epitélio corneal, corado
com fluoresceina.
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Figura 20: Fotografia da superficie ocular de animal do grupo 1, 72 horas apds a
remocdo do epitélio, sem fluoresceina.

Figura 21: Fotografia da superficie ocular de animal do grupo 1, 72 horas apds a
remocdo do epitélio, com fluoresceina.
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Figura 22: Fotografia da superficie ocular de animal do grupo 1, corada com
fluoresceina 7 dias apds a remocdo do epitélio corneal.

Figura 23: Fotografia da superficie ocular de animal do grupo 1 corada com
fluoresceina, 7 dias apds a remocdo do epitélio corneal.
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Figura 24: Fotografia da superficie ocular de animal do grupo 1, com aplicacdo de
fluoresceina, 14 dias apds a remocdo do epitélio corneal.

Figura 25: Fotografia da superficie ocular de animal do grupo 1, com aplicacdo de
fluoresceina, 14 dias apds a remocdo do epitélio corneal.
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Figura 26: Fotografia da superficie ocular de animal do grupo 1, sem aplicacdo de
fluoresceina, 21dias apds a remocdo do epitélio corneal.

Figura 27: Fotografia da superficie ocular de animal do grupo 2, corada com
fluoresceina, imediatamente apds a aplicacdo do enxerto.
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Figura 28: Fotografia da superficie ocular de animal do grupo 2, sem fluoresceina, 24
horas apds a aplicagcdo do enxerto.

Figura 29: Fotografia da superficie ocular de animal do grupo 2, com fluoresceina, 24
horas apds a aplicagcdo do enxerto.
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Figura 30: Fotografia da superficie ocular de animal do grupo 2, com fluoresceina, 72
horas apds a aplicacdo do enxerto.

Figura 31: Fotografia da superficie ocular de animal do grupo 2, com fluoresceina, 7
dias apds a aplicacdo do enxerto.
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Figura 32: Fotografia da superficie ocular de animal do grupo 2, com fluoresceina, 14
dias apds a aplicacdo do enxerto.

Figura 33: Fotografia da superficie ocular de animal do grupo 2, com fluoresceina, 21
dias apds a aplicacdo do enxerto.
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Figura 34: Fotografia da superficie ocular de animal do grupo 2, com fluoresceina, 21
dias apds a aplicacdo do enxerto.

Figura 35: Fotografia da superficie ocular de animal do grupo 3, corada com
fluoresceina, imediatamente apds a aplicacdo do enxerto.
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Figura 36: Fotografia da superficie ocular de animal do grupo 3, com fluoresceina, 24
horas apds a aplicacdo do enxerto.

Figura 37: Fotografia da superficie ocular de animal do grupo 3, com fluoresceina, 72
horas apds a aplicacdo do enxerto.
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Figura 38: Fotografia da superficie ocular de animal do grupo 3, com fluoresceina, 7
dias apds a aplicacdo do enxerto.

Figura 39: Fotografia da superficie ocular de animal do grupo 3, com fluoresceina, 7
dias apds a aplicacdo do enxerto.
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Figura 40: Fotografia da superficie ocular de animal do grupo 3, com fluoresceina, 14
dias apds a aplicacdo do enxerto.

Figura 41: Fotografia da superficie ocular de animal do grupo 3, com fluoresceina, 14
dias apds a aplicacdo do enxerto.
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Figura 42: Fotografia da superficie ocular de animal do grupo 3, com fluoresceina, 21
dias apds a aplicacdo do enxerto.

Figura 43: Fotografia da superficie ocular de animal do grupo 3, com fluoresceina, 21
dias apds a aplicacdo do enxerto.
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5.2. AVALIACAO MORFOLOGICA

A avaliacdo microscopica permitiv caracterizar, com
bastante precisdo, a cinética do processo inflamatdrio e o perfil do
infiltrado celular que se instalou na cérnea dos olhos estudados, além
de contribuir para a perfeita avaliacdo do fendmeno de reparacdo

do epitélio corneal.

Inicialmente, estabeleceu-se o modelo padrdo para a
cérnea do coelho, mediante a avaliacdo de um corte de cérnea
normal, proveniente dos animais do grupo 5. O estudo evidenciou a
presenca de 4 camadas bem definidas, representadas pelo epitélio,
estroma, membrana de Descemet e endotélio. Observou-se que o
epitélio do tipo estratificado possui um nUmero variado de camadas,
que tendem a aumentar d medida que se aproxima da drea de
transicdo entre o epitélio corneal e conjuntival. As células epiteliais
variaram em sua forma, apresentando-se de aparéncia colunar nas
camadas mais internas e pavimentosas na porcdo mais superficial do
epitélio. No estroma, foi possivel observar uma populacdo regular de
fibroblastos, distribuidos simetricamente por toda a cérnea, enquanto
que na periferia, foi possivel evidenciar a presenca de vasos
sanguineos enfre a esclera e a conjuntiva, como demonstrado na
figuras 44 e 45. NGo se observou a presenca de células inflamatoérias
nos cortes de conjuntiva e cérnea, durante a avaliacdo microscopica

destes animais.

Nos animais que foram submetidos apenas a
ceratectomia superficial, foi possivel observar, 72 horas apds a
remocdo da camada superficial da cérnea, a expansdo epitelial a

partir do limbo, com a formacdo de camada Unica de células na



127

regido central e camadas multiplas O medida que se aproxima da
regido limbal. Nesta fase, é possivel observar também um infiltrado
inflamatdrio composto exclusivamente de células polimorfonucleares,
com predominio de neutrdfilos e alguns eosindfilos. A distribuicdo das
células inflamatdérias ndo se mostrou simétrica, evidenciando-se uma
concentracdo moderada de células do tipo polimorfonuclear na
periferia, proximo ao limbo. J& naregido central da corneaq, o infiltrado
se apresentou leve 3 dias apds a ceratectomia, localizando-se
preferencialmente na porcdo mais superficial do estroma sem
cobertura epitelial e na porcdo subepitelial, onde o processo de
expansdo e migracdo j& haviainiciado (figuras 46, 47 e 48). Foi possivel
também observar uma maior concentracdo de vasos sanguineos na
regido limbal, com a tendéncia destes em avancar para o estroma
da coérneq, particularmente na regido periférica. Alem da expansdo
epitelial, verificou-se, ja nesta fase, um aumento da populacdo de
fibroblastos jovens, indicando mais uma vez que o processo de
reparacdo da coérnea tem inicio imediatamente apds a agressdo,
apesar da auséncia de vasos sanguineos em condicdes normais
(figura 46).

Aos 7 dias, as corneas do grupo 1 demonstraram a
presenca de infiltrado inflamat&io ainda moderado na regido
periférica. J& na regido central da cérneaq, o infiltrado permaneceu
leve; porém, agora, distribuido pelas camadas mais profundas do
estroma. Observou-se uma maior expansdo epitelial, j@ com a
restauracdo quase que completa da camada mais superficial da
cornea. Apesar do nivel de expansdo ter se mostrado satisfatorio
quanto a drea de cobertura, notou-se que o mesmo se apresentou

estreito naregido central, composto, s vezes, por camada Unica de
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células epiteliais que se apresentaram de forma achatada,
caracterizando o processo de expansdo celular (figuras 48 e 49). A
proliferacdo vascular ndo progrediu, mantendo-se igual ao descrito

para o periodo de 72 horas.

Aos 14 dias, o exame microscopico revelou que houve
completa formacdo do epitélio corneal, com multiplicacdo das
camadas e regularizacdo da forma das células, as quais passaram a
se apresentar mais alongadas. Os fendmenos inflamatdrios
comecaram a ceder, tendo sido evidenciado leve infilfrado
inflamatdrio, ainda composto exclusivamente por células
polimorfonucleares, na regido periférica, principalmente ao redor dos
vVasos sanguineos, os quais apareceram em numero e tamanho
semelhante ao encontrado aos 7 dias; porém, presentes em planos
mais profundos na periferia da coérnea. As células inflamatodrias
passaram a ser encontradas ocasionalmente na regido central da
cornea, estando as mesmas distribuidas simetricamente pelas
camadas mais profundas do estroma. Aos 21 dias, observou-se
perfeita organizacdo do epitélio e diminuicdo do infilirado inflamatério
periférico. Uma avaliacdo mais minuciosa permitiu evidenciar a
presenca de pequenos vasos sanguineos proximos d regido central da
coérneqa, ao redor dos quais observou-se um pequeno infiltfrado

inflamatodrio.

Jd nos animais que receberam a membrana
amnidtica xendgena conservada em glicerina, verificou-se que, 3 dias
apdés a aplicacdo do enxerto, os fendbmenos inflamatdrios
apresentaram indices maiores de manifestacdo, quando
comparados ao grupo submetido apenas a ceratectomia. Percebeu-

se infiltrado inflamatdrio intenso distribuido pelas camadas do estroma
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na regido periférica, com tendéncia do mesmo em se estender para
aregido central, na qual a quantidade de células polimorfonucleares
se mostrou moderada, com maior concenfracdo na porcdo
superficial do estroma, principalmente abaixo do epitélio
recentemente formado. Observou-se, nesta fase, que a membrana
funcionou como importante barreira de contencdo confra a
penetracdo de células inflamatdrias, o que pode ser observado na
andlise das figuras 50 e 51. E possivel evidenciar a expansdo do
epitélio corneal a partir do limbo, abaixo da membrana amnidtica
(figura 52). Nestes animais, a proliferacdo vascular se mostrou mais
intensa na periferia, tendo sido observado que alguns vasos
ocasionalmente apresentaram-se mais longos, ultrapassando o limite
de transicdo entre coérnea e esclera, invadindo o estroma em direcdo
ao cenfro. Aos 3 dias de pds-operatorio, 0s animais que receberam a
membrana amnidtica xendgena a fresco apresentaram, ao exame
microscopico, comportamento igual ao grupo tratado com a
membrana conservada em dlicerina. O infilfrado inflamatdrio
apresentou o mesmo perfil de células do tipo polimorfonuclear, com
predominé@ncia de neutréfilos, e a membrana também se mostrou
eficiente na contencdo das células inflamatdrias vindas da superficie
ocular, o que pode ser verificado pelo pequeno nUmero de células

inflamatdrias na porcdo do estroma mais proxima da lesdo (figura 53).

Com 7 dias de pos-operatério, observou-se grande
progresso na formacdo epitelial de ambos 0s grupos que receberam
a membrana amnidtica, com maior expansdo nos animais tratados
com a membrana a fresco. Nesta fase ja foi possivel observar uma
maior proliferacdo de células inflamatdrias nos animais que

receberam a membrana conservada em glicerina. Nestes, o infilirado
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se apresentou intenso na regido periférica, moderado na porcdo
subepitelial central e leve nas camadas inferiores do estroma,
também na regido central da coérnea. A proliferacdo vascular
também se mostrou mais intensa, com tendéncia de expansdo
vascular nas camadas mais profundas e centrais da cérnea. Nesta
fase ainda é possivel identificar a membrana amnidtica que foi
conservada em glicerina presa na superficie ocular (figura 54). Os
olhos tratados com a membrana a fresco apresentaram perfil de
distribuicdo das células inflamatdrias semelhante; porém, o infilfrado se
mosfrou moderado na regido periférica e na porcdo subepitelial
central e leve nas camadas profundas do estroma central. A
neoformacdo vascular se mostrou também menos intensa nesta fase,
no enxerto a fresco, quando comparado com o enxerto conservado

em glicerina (figura 55).

Aos 14 dias j& foi possivel verificar que o epitélio j& se
encontrava completamente formado em todos os animais dos grupos
tratados com enxerto de membrana amnidtica. O infiltrado
inflamatorio se mostrou menor tanto nos olhos que receberam a
membrana a fresco quanto naqueles tfratados com a membrana
conservada em glicerina. Observou-se um menor povoamento das
célulasinflamatdérias naregido subepitelial, que passou a se mostrar de
intensidade semelhante ao infilfrado verificado no estroma. Apesar da
resposta inflamatdria na por¢cdo central da cérnea ter se mostrado
mais amena neste periodo, o mesmo ndo ocorreu na periferia. Nesta
regido, o infiltrado se mostrou moderado em ambos os grupos
tratados com a membrana amnidtica xendégena. Também se
observou o aumento no numero e calibre dos vasos sanguineos, os

quais passam a penetrar na porcdo mais centfral da cdrneq,



131

principalmente no interior do estroma (figuras 56 e 57). E possivel
verificar também a congestdo vascular, a qual passa a existir a partir

deste momento no grupo 2 (figura 56).

Completados 21 de pds-operatdrio, tanto os olhos
tratados com o enxerfo de membrana amnidtica xendgena
conservada em glicerina, quanto aqueles que receberam o enxerto a
fresco, demonstraram indices de resposta inflamatéria bastante
diminuidos. Apesar da neoformacdo vascular ter se mostrado mais
infensa na regido central da cérnea, na regido periférica os vasos
diminuiram em nUmero e tamanho. O epitélio corneal se mostrou
estratificado em toda a superficie onde anteriormente existia alesdo,
com a presenca de algumas células inflamatérias do tipo
polimorfonuclear, distribuidas entre as células epiteliais (figuras 58 e 59).
Nos animais que receberam a membrana a fresco € possivel observar,
aos 21 dias, uma moderada congestdo vascular na infimidade do
tecido corneal (figura 60). J& nos animais que receberam o enxerto de
membrana amnidtica xendgena observou-se que, apesar areducdo
nos sinais mMacroscopicos e microscopicos de inflamacdo, a
congestdo vascular ainda era intensa, como pode ser verificado na
figura 61. Um indicio de que, apesar da instalacdo de um equilibrio
aparente entre os fendmenos inflamatorios e reparativos, ainda havia
estimulo para o recrutamento de leucocitos polimorfonucleares € a
infensa diapedese, observada na figura 62. Nesta figura & possivel
observar a marginacdo leucocitdria e a passagem de células do tipo
polimorfonuclear para o estroma da cérnea do grupo tfratado com a
memlbrana conservada em glicerina, 21 dias apds a aplicagcdo do

enxerto.
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A figura 63 ilustra um corte de cornea que recebeu o
enxerto de membrana amnidtica xenégena conservada em glicering,
72 horas apos a cirurgia, demonstrando a capacidade de adesdo da
membrana amnidtica sobre o estroma. Esta figura contrasta com as
figuras 50 e 53, as quais demonstram a membrana afastada da
superficie do estroma corneal. Isto se deve ao tipo de tfratamento aos
quais as l&dminas foram submetidos. Na figura 63, as IGminas foram
congeladas, o que manteve a intfimidade da ligacdo da membrana
com a cornea. Ja as figuras 50 e 53 foram submetidas a conservacdo
com formol, o que inferrompeu a adesdo da membrana a coérneaq.
Pelos aspectos clinicos, enquanto presente sobre a superficie ocular,
fanto a membrana aplicada a fresco quanto conservada em
glicerina demonstraram uma boa capacidade de adesdo sobre a
superficie da coérnea cujo epitélio foi quimica e mecanicamente

removido.
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Figura 44: Fotomicrografia da regido periférica da cérnea de coelho, em condicoes
normais, com aumento de 100 vezes, corada pela técnica de hematoxilina e eosina,
demonstrando a transicdo do epitélio da cérnea para o epitélio conjuntival.

Figura 45: Fotomicrografia da regido central da cérnea de coelho corada pela
técnica de hematoxiina e eosina, em condicdes normais, demonstrando as
camadas bem definidas e o epitélio integro sobre o estroma (aumento de 100 x).
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Figura 46: Fotomicrografia da regido periférica da cérnea de coelho do grupo 1, 72
horas apds a remocdo do epitélio, com aumento de 100 vezes, corada pela técnica
de hematoxilina e eosina. Observa-se a expansdo do epitélio da cérnea.

Figura 47: Fotomicrografia da regido periférica da cérnea de coelho do grupo 1, 72
horas apds a remocdo do epitélio, com aumento de 400 vezes, corada pela técnica
de hematoxilina e eosina. Observa-se a expansdo do epitélio da cérnea.
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Figura 48: Fotomicrografia da regido periférica da cérnea de coelho do grupo 1, 72
horas apds a remocdo do epitélio, com aumento de 1000 vezes, corada pela
técnica de hematoxilina e eosina. Observa-se a expansdo do epitélio da cérnea.

Figura 49: Fotomicrografia da regido central da cérnea de coelho, corada pela
técnica de hematoxilina e eosina, 7 dias apds a remocdo do epitélio, demonstrando
a total reparacdo do defeito (aumento de 100 x).
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Figura 50: Fotomicrografia de cérnea que recebeu o enxerto de membrana
amnidtica xendgena conservada em glicerina, 72 horas apds a cirurgia, corada pela
técnica de hematoxilina e eosina, com aumento de 100X.

Figura 51: Fotomicrografia de cdérnea que recebeu o enxerto de membrana
amnidtica xenégena conservada em glicerina, 72 horas apds a cirurgia, corada pela
técnica de hematoxilina e eosina, com aumento de 400X.
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Figura 52: Fotomicrografia de cérnea que recebeu o enxerto de membrana
amnidtica xendgena conservada em glicerina, 72 horas apds a cirurgia, corada pela
técnica de hematoxilina e eosina, com aumento de 100X.

Figura 53: Fotomicrografia de cdérnea que recebeu o enxerto de membrana
amnidtica xendgena a fresco, 72 horas apds a cirurgia, corada pela técnica de
hematoxilina e eosing, com aumento de 100X.
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Figura 54: Fotomicrografia de cdérnea que recebeu o enxerto de membrana
amnidtica xendgena conservada em dlicerina, 7 dias apds a cirurgia, corada
pela técnica de hematoxilina e eosina, com aumento de 100X.

Figura 55: Fotomicrografia de cdérnea que recebeu o enxerto de membrana
amnidtica xendgena a fresco, 7 dias apds a cirurgia, corada pela técnica de
hematoxilina e eosina, com aumento de 100X.



Figura 56: Fotomicrografia de cérnea que recebeu o enxerto de membrana
amnidtica xendégena conservada em glicerina, 14 dias apds a cirurgia, corada
pela técnica de hematoxilina e eosina, com aumento de 400X.

Figura 57: Fotomicrografia de cérnea que recebeu o enxerto de membrana
amnidtica xendégena a fresco, 7 dias apds a cirurgia, corada pela técnica de
hematoxilina e eosina, com aumento de 100X.
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Figura 58: Fotomicrografia de cdérnea que recebeu o enxerto de membrana
amnidtica xendégena conservada em glicerina, 21 dias apds a cirurgia, corada pela
técnica de hematoxilina e eosina, com aumento de 100X.
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Figura 59: Fotomicrografia de cdérnea que recebeu o enxerto de membrana
amnidtica xendégena a fresco, 21 dias apds a cirurgia, corada pela técnica de
hematoxilina e eosina, com aumento de 100X.
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Figura 60: Fotomicrografia de cdérnea que recebeu o enxerto de membrana
amnidtica xendgena a fresco, 21 dias apds a cirurgia, corada pela técnica de
hematoxilina e eosina, com aumento de 400X.

Figura é1: Fotomicrografia de cdérnea que recebeu o enxerto de membrana
amnidtica xendgena conservada em glicerina, 21 dias apds a cirurgia, corada pela
técnica de hematoxilina e eosina, com aumento de 1000X.
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Figura 62: Fotomicrografia de cdérnea que recebeu o enxerto de membrana
amnidtica xendgena conservada em glicerina, 21 dias apds a cirurgia, corada pela
técnica de hematoxilina e eosina, com aumento de 1000X.

Figura 63: Fotomicrografia de cdérnea que recebeu o enxerto de membrana
amnidtica xendgena conservada em glicerina, 72 horas apds a cirurgia, corada pela
técnica de hematoxilina e eosina, com aumento de 1000X.
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5.4. AVALIACAO IMUNOHISTOQUIMICA

Os resultados obtidos pela andlise imunohistoquimica
demonstraram que a resposta inflamatdéria apresentada pelo
modelo experimental proposto foi exclusivamente inespecifica,
visto que ndo foi identificada a presenca de linfécitos T CD4+ e
linfécitos T CD8+ em nenhum momento de observacdo, tanto na
cdérnea quanto na conjuntiva dos grupos 1, 2 e 3. Isto complementa
0os achados obtidos mediante a avaliagcdo histopatoldgica dos
tecidos em estudo, os quais permitiram identificar a presenca de
infiltrado  inflamatério  do  tipo polimorfonuclear, com
predomindncia de neutréfilos. A andlise imunohistoquimica revelou
que nos linfonodos existe uma concentracdo permanente de
linfocitos das linhagens CD4+ e CD8+, o que pode ser comprovado
mediante a observacdo das figuras 64, 65 e 66, aonde se verifica
que, ao redor de nucleos de células mononucleares corados pela
hematoxilina, ocorre uma reacdo imunoenzimdtica na parede
celular, a qual passa a se apresentar com granulacdoes marrons.
Esta reacdo indica que nestes cortes existe o tipo celular
pesquisado, permitindo interpretar que as figura 65 e 66
representam, respectivamente, uma reacdo imunohistoquimica
positiva para a presenca de linfécitos T CD4+ e T CD8+, no
linfonodo mesentérico.

As figuras 67 e 68 representam, respectivamente,
cortes de cdérnea na regido central e periférica, contracorados
com hematoxilina, os quais foram submetidos G reacdo de
imunohistoquimica para a pesquisa de linfécitos T CD4+, 7 dias
apods a realizacdo da ceratectomia superficial e aplicacdo de

membrana amnidtica xendégena conservada em glicerina. Ndo se
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observa nestas figuras reacdo tipica para o tipo celular pesquisado,
indicando que neste tecido, neste momento, ndo existe a
presenca de linfocitos T CD4+. O mesmo aconteceu nos demais
momentos de observacdo, tanto para linfécitos T CD4+ quanto
para CD8+, indicando que até 21 dias de pds-operatdrio ndo
ocorre a infilfracdo de linfécitos das linhagens pesquisadas, na
cornea de animais submetidos a ceratoplastia com membrana
amnidtica xendgena conservada em glicerina ou a fresco (figura
69) Isto confirma o que foi estabelecido pela andlise microscopica
dos cortes de cdérnea corados pelo método de hematoxiina e
eosina, os quais demonstraram, como descrito anteriormente, a

presenca de infilfrado do tipo polimorfonuclear.
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Figura 64: Fotomicrografia de linfonodo submetido & técnica de
imunohistoquimica para linfécito T CD4+, com aumento de 100X.

Figura 65: Fotomicrografia de linfonodo submetido & técnica de imunohistoquimica
para linfécito T CD4+, com aumento de 400X.
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Figura 66: Fotomicrografia de linfonodo submetido & técnica de imunohistoquimica
para linfécito T CD8+, com aumento de 400X.

Figura 67: Fotomicrografia da regido central de cérnea que recebeu o enxerto de
membrana amnidtica xendgena conservada em glicerina, 21 dias apds a cirurgia,
submetida a pesquisa de linfécitos T CD4+, com aumento de 100X.
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Figura 68: Fotomicrografia da regido periférica de cérnea que recebeu o enxerto de
membrana amnidtica xendgena conservada em glicerina, 21 dias apds a cirurgia,
submetida & pesquisa de linfécitos T CD4+, com aumento de 100X.

Figura 69: Fotomicrografia da regidio central de cérnea que recebeu o enxerto de
membrana amnidtica xendgena conservada em glicerina, 21 dias apds a cirurgia,
submetida a pesquisa de linfécitos T CD8+, com aumento de 1000X.
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6. DISCUSSAO

N&o sdo raras as situagcdes nas quais o Médico
Veterindrio ou o Médico Oftalmologista se deparam com
condicoes de agravo a superficie ocular, com
comprometimento da integridade das estruturas que a
compoem. Muitos destes episddios colocam em risco a visdo do
homem ou do animal, gquando j& ndo estdo |he causando
grande desconforto hd algum tempo. O comprometimento da
vis@o fraz prejuizos irrepardaveis fanto para o homem quanto para
0s animais, podendo, para estes Ultimos, determinar a sua
propria sobrevivéncia (HELPER, 1989; DYCE et al., 1990; SLATTER,
1990; SCROGGS & KLINTWORTH, 1992; SCHOENAU & PIPPI, 1993;
GELATT, 1999).

SGo inUmeras as patologias que podem se
manifestar na superficie ocular, devendo-se destacar aquelas
com capacidade de lesar a cérnea e alterar a sua
fransparéncia, o que impede a sua funcdo refrativa e
consequentemente a visdo. Outras vezes, as lesdes podem
determinar a destruicdo do tecido corneal, colocando em risco
a integridade do bulbo ocular, j&d que a cérnea esta presente na
porcdo anterior do olho, funcionando com interface entre o
meio ambiente e as estruturas intra-oculares (STARTUP, 1984;
SWANK & HOSGOOD, 1996; PRABHASAWAT et al., 1997; MELLER &
TSENG, 1999; KIM et al., 2000; CHOI & TSENG, 2001).

O reconhecimento da importéncia da cérnea na
execucdo do complexo processo da visdo fez com que, Qo
longo de muitos anos, inUmeros pesquisadores se empenhassem

no estudo da etiologia das enfermidades que afligem a
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superficie ocular, seus mecanismos no desenvolvimento das
doencas e as possibilidades terapéuticas especificas para cada
uma. Além disto, a identificacdo dos mecanismos de reparacdo
da cdérnea foram importantes para que se pudesse determinar as
condicdes necessdrias para o  restabelecimento  da
fransparéncia e consequentemente da sua capacidade
refrativa. O conjunto de conhecimentos cientificos acumulados
por tantos anos vem contribuindo para que métodos empiricos
déem lugar a técnicas comprovadamente eficientes na
recuperacdo da funcdo das estruturas oculares (PATON, 1955;
BERNIS, 1961; JENSEN, 1963; BALLOW & MENDELSON, 1980;
WENDLER et al., 1983; STARTUP, 1984; MARTIM et al., 1988; KERN,
1990; SLATTER, 1990; SCHOENAU & PIPPI, 1993; PRABHASAWAT et
al., 1997; MELLER & TSENG, 1999; KIM et al., 2000; SU & LIN, 2000;
CHOI & TSENG, 2001; DUCHESNE & GALAND, 2001; HRDLICKOVA-
CELA et al., 2001).

Dentre as patologias que acometem a superficie
ocular do homem e dos animais, os fraumas se destacam pelo
alto indice de morbidade e pela gravidade das lesdes, muitas
com potencial de levar a cegueira, quando bilateral. Outro fator
que faz das patologias traumdaticas um capitulo a parte na
oftalmologia € a forma sUbita como estas se manifestam, além
da grande variacdo no tfipo de reacdo do organismo frente ao
agente agressor. Por isto, muitos estudos sGdo empreendidos com
O objetivo de melhorar o conhecimento existente sobre a
fisiopatologia dos traumas da superficie ocular e os mecanismos
envolvidos na reparacdo das lesdes, a partir de diversos métodos
(GONCALVES, 1975; STARTUP, 1984; NASISSE, 1985; CHAVKIN et al.,
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1990; KERN, 1990; SLATTER, 1990; CHIOU et al., 1998, AZUARA-
BLANCO et al., 1999; LU et al., 1999; BRODOVSKY et al., 2000;
CHEN et al., 2000; ANDERSON et al., 2001).

O uso de membranas bioldgicas vem se mostrando
promissor no tratamento das feridas da superficie do olho,
particularmente da cérnea, a qual, como j& vimos, tem grande
importdncia no mecanismo da visdo. De uma maneira geral, as
membranas sdo aplicadas com o objetivo de proteger a
superficie ocular agredida, impedindo a acdo de fatores
externos que possam eventualmente conftribuir para perpetuar
ou agravar a lesdo inicial. Espera-se, também, que a membrana
permita a reparacdo do defeito, contribuindo para o retorno da
funcdo da cdérnea (VAN EE et al., 1986; MARQUES et al., 1989;
KERN, 1990; KIRSCHNER et al., 1990; SHARIF & CASEY, 1993;
BARROS et al., 1994; BESSANT & DART, 1994; BARROS et al., 1995;
ANDRADE, 1996; SWANK & HOSGOOD, 1996; DELLAERT et al.,
1997, IHANG & AKHTAR, 1997; WU et al., 1997; GATON et al., 1998;
GALERA, 1999; SHAH et al., 2001).

Nos Ultimos anos, despertou-se um interesse maior
na utilizacdo de enxertos de membranas fetais no tfratamento de
diversas patologias sediadas na superficie ocular, traumdticas ou
ndo. Pelas caracteristicas demonstradas pela membrana
amnidtica em diversos ensaios experimentais e algumas
aplicagdes clinicas, a mesma fem se destacado como
importante método terapéutico na reconstrucdo da superficie
ocular. Evidéncias cientificas de sua acdo antiinflamatoéria,
antimicrobiana e epitelizante serviram para difundir o seu uso no
tfratamento de patologias degenerativas e na reconstru¢cdo da

superficie ocular acometida por neopldsicas, fraumas e moléstias



151

imunomediadas, estimulando anda mais a procura por
informacodes que sustentem estas hipdteses (MATTHEWS et al.,
1982; BARROS et al., 1998; BLEGGI-TORRES et al., 1998; AZUARA-
BLANCO et al., 1999; DUA & AZUARA-BLANCO, 1999b; BECKER et
al., 1999; CHEN et al., 2000; GABLER & LOHMANN, 2000; CHOI &
TSENG, 2001; DEKARIS et al., 2001; GEORDIADIS & TERZIDOU, 2001;
HEILIGENHAUS et al., 2001; PARIDAENS et al., 2001; ESPANA et al.,
2002; GRIS et al., 2002; KAVINSKI et al., 2002; Tl & TSENG, 2002;
CREMONINI, 2003; OH et al., 2003; NISHIDA et al., 2004).

Grande parte do sucesso na aplicacdo das
membranas bioldgicas no tratamento das lesdes da cdrnea se
deve ao fato da mesma se comportar de forma diferente dos
outros tecidos, funcionando como um sitio privilegiado para o
fransplante. Isto pode ser comprovado pela andlise dos
resultfados obtidos nesta pesquisa, mediante a aplicacdo da
técnica de imunohistoquimica, a qual foi utilizada com o intuito
de identificar linfécitos T na cérnea e na conjuntiva. Ndo se
comprovou a presenca de uma resposta especifica em nenhum
momento de observacdo, visto que os linfocitos responsdveis
pela deflagracdo da resposta especifica ndo foram
identificados nos tecidos pesquisados. Isto sugere que a
membrana amnidtica xendgena ndo foi integrada qos
componentes que ddo inicio 4 resposta imune especifica,
representados pelas células apresentadoras de antigeno, o que
caracteriza a via aferente da reposta imune da superficie ocular.
A resposta inflamatéria inicialmente verificada foi de natureza
inespecifica, tendo sido originada pelo trauma cirdrgico, o qual

determinou a lesdo das células epiteliais da cérnea em maior
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extensdo e da conjuntiva huma escala menor. Isto pode ser
comprovado pela comparacdo da evolugcdo clinica e
histopatolégica entre o grupo submetido apenas &
ceratectomia e os grupos ftratados com a aplicacdo da
membrana sobre a drea de ceratectomia. Observou-se que, Nos
primeiros dias de pds-operatdrio, a resposta inflamatdria foi
semelhante entre os animais dos grupos 1, 2 € 3, 0 que permite
inferir que a inflamacdo inicial se deu a partir dos fatores pré-
inflamatdrios originados a partir da conversdo dos fosfolipidios da
membrana das células destruidas em dcido araquiddnico. Estes
fatores agiram, inicialmente, aumentando o fluxo sanguineo
local, por meio da vasodilatacdo, caracterizada pela
manifestacdo clinica da hiperemia conjuntival. Posteriormente,
aumentaram a permeabilidade vascular, confribuindo para a
saida de liquido, que se manifestou na forma de edema
conjuntival. A permeabilidade vascular aumentada e a
presenca de substéncias quimiotdaticas contribuiram para a
marginacdo leucocitdria e diapedese, a qual aumentou a
capacidade de resposta dos mecanismos de defesa local,
mediante o recrutamento de células de defesa, representadas
inicialmente por polimorfonucleares, os quais estiveram presentes
em todas as fases de observacdo (GILLETTE et al., 1982; PEDERSEN
et al, 1982; SULLIVAN & ALLANSMITH, 1984; PEPPARD &
MONTGOMERY, 1987; WILKIE, 1990; BISTNER, 1994; DAY, 1996;
GACHON & LACAZETTE, 1998; CORDEIRO & KROLOW, 1999;
HAYNES et al., 1999; CHIE, 2000; SOTOZONQO, 2000; TEIXEIRA, 2000;
ENKELA et al., 2001; PLSKOVA et al., 2002; COOK et al., 2004).
E possivel verificar que as lesdes superficiais sofrem

um rdpido processo de reparacdo, quando ndo complicadas por
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fatores como contaminacdo por microorganismos ou acdo
deletéria de algum elemento estranho. Isto indica que a cdérnea
POssUi  mecanismos préprios para a recuperagdo da sua
funcionalidade e que a proximidade com a conjuntiva Ihe confere
subsidios troficos e  defesa necessdria para a sua  plena
recuperacdo. Além disto, a existéncia das células tronco na regido
do limbo também favorece a rdpida restauracdo da coérnea,
conferindo-lhe uma permanente fonte de células de reposicdo
(PFISTER, 1975; STARTUP, 1984; NASISSE, 1985; KERN, 1990; SLATTER,
1990; RAWE et al., 1992; SWANK & HOSGOOD, 1996; BLAKE et al.,
1997; LEE & TSENG, 1997; GAN et al., 1999; GELATT, 1999; LAUS &
ORIA, 1999; SRIDHAR et al., 2001).

Este conjunto de elementos infimamente
relacionados a cornea nos faz acreditar que existe um perfeito
equilibrio entre as estruturas que compdem a superficie ocular. A
cornea, naturalmente transparente e, pelos motivos que lhe
conferem esta caracteristica, mais indefesa, estd cercada pela
conjuntiva e pelo limbo. A conjuntiva é ricamente vascularizada
e com capacidade ilimitada de defender a superficie ocular por
meios especificos e inespecificos, enquanto que o limbo serve de
bercdrio para a linhagem de células tronco, importantes na
reposicdo de células epiteliais da superficie corneal (DUA &
AZUARA-BLANCO, 2000; GRUETERICH et al., 2002a; STOIBER et al.,
2002; DONISI et al., 2003; ESPANA et al., 2003; MARINHO et al.,
2003)..

Os animais do grupo 1 foram testemunhas da
eficiéncia dos fendmenos reparativos da cérnea, demonstrando
a habilidade da mesma em se recuperar de uma agressdo,

quando o agente fraumatizante ndo mais persiste sobre o local.
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A completa remocdo do epitélio a partir da aplicacdo do n
heptanol, o qual possui acdo abrasiva sobre o epitélio corneal,
associado a manobras instrumentais com a Idmina de bisturi, foi
seguida de uma imediata resposta de reparacdo. Verificou-se
que 24 horas apds a lesdo, as células da periferia iniciaram um
processo de expansdo e migracdo em direcdo ao centro,
culminando no preenchimento da superficie por novas células
epiteliais num periodo médio de 7 dias. Durante este periodo,
observou-se que a conjuntiva respondeu favoravelmente ao
estimulo, recrutando células inflamatorias do tipo
polimorfonuclear, as quais passaram a estar presente em maior
quantidade na drea proxima ao limbo e logo abaixo do defeito
criado na coérnea. Este fato sugere a hipdtese de que,
independente da origem da agressdo, a superficie ocular se
prepara para uma possivel permanéncia do agente etioldgico,
formando uma linha de defesa ao redor da lesdo. Estas células
promovem a limpeza da regido agredida, eliminando restos
celulares e agentes contaminantes que, eventualmente, podem
penetrar na intimidade do tecido corneal desprotegido pela
auséncia do epitélio. Simultaneamente a formacdo do infiltrado
inflamatdrio, as células epiteliais vindas do limbo seguem em
plena expansdo em direcdo 4 regido mais centfral da coérnea.
Quando atingem seu objetivo, as células que migram de
maneira centripeta a partir de toda a borda da lesdo
encontram-se no cenfro e, pelo mecanismo de inibicdo por
contato, inferrompem a expansdo sobre a ferida. Observao-se ao
fim desta etapa que o epitélio na regido central é estreito,
muitas vezes formado por apenas uma camada de células,

enquanto que a periferia se destaca por se apresentar
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multilamelar. Esta rdpida epitelizacdo € importante para a
impermeabilizacdo da cdérnea, o que contribui para diminuir a
hidratacdo do estroma e o conseqUente desarranjo das fibras de
coldgeno, que caracteriza o edema corneal. Além de controlar
o edema, a epitelizacdo protege a cérnea contra a entrada de
microorganismos, os quais sdo freqUentemente identificados
como fatores complicadores das lesdes da cornea. A partir da
total epitelizacdo da cdérnea, a recém formada camada epitelial
comeca a se multiplicar, dando origem a novas camadas,
restaurando a integridade do epitélio anteriormente destfruido.
Simultaneamente a evolucdo dos mecanismos de reparagcdo do
grupo 1, observou-se a regressdo dos sinqis clinicos de
inflamacdo e a diminvicdo no nUmero de células
polimorfonucleares presentes no infilirado inflamatdrio que se
formou por ocasido do frauma. Neste mesmo grupo, verificou-se
que a reparacdo se fez presente, em quase todos os animais, na
auséncia de formacdo vascular na cérnea. Isto reforca a
hipdtese de que, nas lesdes ndo complicadas, a reparacdo
acontece de forma rdpida o suficiente para ndo estimular a
liberacdo de fatores angiogénicos e que, desde que as células
limbais se encontrem integras, a cérnea é capaz de restaurar as
suas funcoes de forma rdpida e eficiente.

Comparando-se os resultados observados para o
grupo 1 aos dos grupos que receberam o enxerto da membrana
amnidtica sobre a drea de ceratectomia, podemos afirmar que
nestes Ultimos houve um retardo na conclusdo dos fenémenos
de reparacdo, ao mesmo tempo em que 0s sinais de inflamacdo
persistram por um periodo maior. Péde-se verificar que em

ambos 0s grupos tratados com o enxerto de membrana
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amnidtica, a mesma agiu de forma eficiente na contencdo de
células inflamatdrias vindas da superficie ocular. Apesar da
membrana ter permanecido firmemente aderida a superficie da
cérnea por um periodo ndo inferior a 6 dias, observou-se que
ndo houve limitacdo a expansdo epitelial. Porém, a partir do
momento que a membrana perdeu a sua resisténcia natural e
sofreu ruptura na regido central, tendo permanecido ancorada
pela sutura confeccionada na regido do limbo, esta passou a
agredir a superficie ocular, limitando a capacidade de
reparacdo da superficie da cérnea. E importante atestar que a
membrana, enquanto infegra, ndo interferiu nos processos
reparativos da cornea, apesar da maior intensidade na resposta
inflamatdria que se instalou nos olhos que receberam o implante
da membrana sobre a drea de ceratectomia. Vale também
registrar que parte da diferenca verificada entre a resposta
inflamatdria nos olhos submetidos apenas & ceratectomia e
agueles que receberam a aplicacdo da membrana se deve "a
agressdo causada pela perfuracdo da conjuntiva bulbar com a
agulha de sutura, aonde a membrana foi ancorada. Além disto,
o fio de sutura também se comportou de forma agressiva,
promovendo a iritacdo da conjuntiva e consequentemente
ampliando e perpetuando a resposta a dor na superficie ocular.
A comprovacdo destes fatos pode ser verificada na andlise da
evolucdo clinica dos grupos 2 e 3, quando se observa que apds
a completa eliminacdo da membrana amnidtica os fendmenos
reparativos se consolidaram, ao mesmo tempo que a resposta
inflamatdria tendeu a desaparecer.

A andlise dos resultados obtidos para os grupos

fratados com a aplicagcdo da membrana amnidtica sugere que
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tanto o enxerto a fresco quanto aquele conservado em glicerina
se mostraram favordveis & cicatrizacdo da superficie da cdrneaq,
ndo impondo obstdculos a migracdo do epitélio sob a
membrana. A andlise histopatoldgica revelou que nos 7 primeiros
dias de observacdo a expansdo das células epiteliais, a partir do
limbo, seguiu os mesmos padrdoes do grupo 1; porém, a partir do
momento da ruptura da membrana houve a perpetuacdo da
resposta inflamatdria, seguida do retardo na cicatrizacdo. Ao
comparar os resultados dos grupos 2 e 3, percebemos que a
evolucdo clinica dos olhos que receberam a aplicagcdo da
membrana a fresco foi mais favordvel, o que, em parte, pode ser
explicado pelo fato do enxerto ter sido eliminado mais cedo.
Porém, a presenca de fragmentos da membrana que
permaneceram presos pela sutura insistiv  em agredir a
conjuntiva, contribuindo para perpetuar a resposta inflamatoria
e retardar a cicatrizacdo. Este fato pode ser comprovado pela
intensidade da formacdo vascular na infimidade do tecido
corneal, o que sugere um aspecto de cronicidade,
caracterizando que houve a perpetuacdo da agressdo. Nos
animais que receberam a membrana conservada em glicering,
observou-se uma maior intensidade dos fendmenos relacionados
a inflamacdo, principalmente apds a 19 semana de pos-
operatdrio, podendo este fato, mais uma vez, ser explicado pela
permanéncia da membrana por um periodo longo sobre a
superficie ocular.

De uma maneira geral, os resultados aqui
apresentados sugerem que a superficie ocular possui condicoes
proprias de reagir as agressdes causadas por agentes quimicos e

fisicos. A auséncia de linfécitos do tipo CD4+ e CD8+ reforca a
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importdncia da cdérnea como um sitio priviegiado para o
fransplante e aplicacdo de enxertos com membranas
bioloégicas. Porém, devemos fomar o cuidado de discutilos
respeitando-se o modelo experimental aqui apresentado, o qual
consistiu na remocdo do epitélio da cérnea em condigcdes
controladas. O mecanismo envolvido na resposta imunoldgico
contra a presenca de membranas bioldgicas segue uma
trajetéria diferente da resposta imunolégica observada nas
lesdes inflamatdrias crénicas da superficie ocular com perda de
subst@ncia corneal, comprovando que a aplicacdo da
membrana amnidtica no tratamento das lesdes da superficie
ocular no modelo experimental proposto causa apenas
franstornos locais, os quais sdo esperados em funcdo do tfrauma

causado pela técnica de ceratectomia superficial.
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7. CONCLUSOES

As argumentac¢des anteriormente apresentadas
sobre os aspectos relacionados ¢ inflamacdo e reparacdo de
corneas tratadas com a aplicacdo do enxerto de membrana
amnidtica xendégena permitem inferir que a metodologia
proposta é exequivel como modelo experimental para o estudo
da inflamacdo e reparacdo da superficie ocular e com base na
andlise dos resultados, conclui-se que:

A superficie ocular respondeu prontamente a
agressdo de suas estruturas por meio de uma resposta
inflamatdria aguda, a qual persistiu durante todo o tempo de
permanéncia do agente agressor sobre a superficie ocular;

A superficie ocular tem uma pequena capacidade
de assimilar antigenos provenientes de membranas bioldgicas
utilizadas como enxerto, visto que a resposta imune aos 21 dias
aginda se mostrava inespecifica, sendo representada
exclusivamente por células do tipo polimorfonuclear. Além das
caracteristicas peculiares da cérnea, observou-se que A
conjuntiva também reagiu tardiamente a estimulos antigénicos,
concluindose que o processamento local dos antigenos
provenientes da membrana amnidtica e a sua eliminacdo
precoce pela superficie ocular evitaram a assimilacdo pelas
células apresentadoras de antigeno e a provavel deflagracdo
de uma resposta imunoldgica especifica, tanto celular quanto
humoral;

As avaliacdes clinica, histopatologica e

imunohistoquimica  permitem  concluir que existe um
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antagonismo entre a cinéfica da resposta inflamatéria e a
consolidacdo dos fendbmenos reparativos dos tecidos que
compdem a superficie ocular, demonstrando que enquanto
persiste a fase mais aguda da inflamacdo, a cicatrizacdo se
apresenta lenta. Por outro lado, a capacidade de resposta local
demonstrada pela grande populacdo de células do tipo
polimorfonuclear, presentes apds a lesdo, sugerem que a
superficie ocular possui ampla e eficiente capacidade de
resposta & agressdo de suas estruturas;

A membrana amnidtica xendgena ndo ofereceu
resisténcia a epitelizacdo da cérneaq, desde que perfeitamente
aplicada sobre a superficie ocular, devendo ser completamente
removida até o sétimo dia de pds-operatdrio, quando a
reparacdo ja se encontra em estdgio avancado de evolucdo;

Ndo foi possivel atestar os efeitos inibitérios da
membrana amnidtica sobre a neoformacdo vascular da corneaq,
visto que a mesma funcionou como fator de agressdo da
superficie ocular apds a ruptura, perpetuando a inflamacdo e
retardando a cicatrizacdo, o que reforca a necessidade de
remover a membrana e a sutura até a 1@ semana, guando a
resposta inflamatdria entre o grupo 1 foi semelhante aos grupos 2
e3;

A toler@ncia imunoldgica demonstrada
pela superficie ocular neste modelo experimental demonstra a
viabilidade da utilizacdo da membrana amnidtica xendgena,
proveniente de bovinos, no fratamento das lesdes da superficie
ocular;

Apesar das conclusdes acima citadas, ndo se

deve subestimar a capacidade de resposta da superficie ocular
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frente a acdo de condicdes de agravo contra as suas estruturas,
particularmente a cérnea. A utilizacdo das membranas deve ser
vista como fator coadjuvante de todo o processo de reparacdo,
tendo o momento certo de ser aplicada e refirada, ndo
devendo concorrer com 0s mecanismos infrinsecos de
inflamacdo e reparacdo;

Os resultados obtidos ndo devem ser vistos como
definitivos, mas apenas como elementos de um conjunto de
estudos que tem como objetivo estabelecer métodos vidveis de
fratamento das lesdes da superficie ocular;

A somatdria de conhecimentos adquiridos durante
a realizacdo deste experimento permite concluir, por fim, que a
superficie ocular reserva, ainda, inUmeros subsidios para a
pesquisa dos mecanismos envolvidos na inflamacdo e
reparacdo, visto que por trds de cada resposta obtida
encontrou-se muitas outras perguntas, as quais permitiram o
continuo exercicio da investigacdo dos aspectos aqui

relacionados.
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Tabela 3: Demonstragao dos valores obtidos durante a avaliagao

clinica dos animais do grupo 1, para o fenédmeno de fotofobia e

blefarospasmo, com andlise estatistica dos dados

DIVISAO DO
GRUPO/IDENTIFICACAO TEMPO DE OBSERVACAO/ESCORE
DOS ANIMAIS
SUBGRUPO 1(T1) |24 HORAS|72 HORAS| 7 DIAS |14 DIAS |21 DIAS
1 2 3 2 0 0
2 1 2 1 0 0
3 2 1 1 0 0
4 1 2 2 1 0
5 1 2 1 0 0
SUBGRUPO 2 (T2)
1 2 2 2 0
2 2 3 1 0
3 1 2 1 0
4 2 2 0 0
5 1 2 1 0
SUBGRUPO 3 (T3)
1 2 3 3
2 1 3 1
3 1 2 0
4 2 3 1
5 2 2 2
SUBGRUPO 4 (T4)
1 2 2
2 2 3
3 1 2
4 2 2
5 1 3
ANALISE DOS DADOS
MODA 2 2 1 0 0
MEDIA 1,55 2,35 [1,266667] 0,1 0
DESVIO PADRAO 0,510418 | 0,5871430,7988090,316228] 0
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Tabela 4: Demonstragcao dos valores obtidos durante a avaliagao

clinica dos animais do grupo 1, para o fenomeno de hiperemia

conjuntival, com andlise estatistica dos dados

DIVISAO DO
GRUPO/IDENTIFICACZ\O TEMPO DE OBSERVACAO/ ESCORE
DOS ANIMAIS
SUBGRUPO 1 (T1) 24 HORAS|72 HORAS| 7 DIAS |14 DIAS | 21 DIAS
1 2 3 2 1 0
2 1 2 2 1 1
3 2 3 3 1 0
4 2 2 2 2 0
5 1 2 2 1 0
SUBGRUPO 2 (T2)
1 2 3 2 1
2 2 2 3 1
3 2 2 2 1
4 1 2 3 1
5 2 3 2 2
SUBGRUPO 3 (T3)
1 2 3 3
2 2 2 2
3 3 3 2
4 1 2 3
5 2 2 1
SUBGRUPO 4 (T4)
1 1 3
2 2 2
3 2 2
4 2 2
5 2 2
ANALISE DOS DADOS
MODA 2 2 2 1 0
MEDIA 1,8 2,35  [2,266667(1,181818(0,166667
DESVIO PADRAO 0,523148 | 0,48936 [0,593617/0,40452 (0,408248
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Tabela 5: Demonstragcao dos valores obtidos durante a avaliagao
clinica dos animais do grupo 1, para o fendmeno de secregdo

ocular, com andlise estatistica dos dados

DIVISAO DO
GRUPO/IDENTIFICACAO TEMPO DE OBSERVACAO/ESCORE
DOS ANIMAIS
SUBGRUPO 1(T1) |24 HORAS|72 HORAS| 7 DIAS | 14 DIAS |21 DIAS
1 1 2 2 1 0
2 1 3 2 1 0
3 2 2 3 1 0
4 1 2 2 2 0
5 2 2 3 2 0
SUBGRUPO 2 (T2)
1 2 2 2 0
2 2 3 3 1
3 3 3 2 1
4 2 2 1 1
5 1 2 2 2
SUBGRUPO 3 (T3)
1 2 3 2
2 3 2 1
3 2 2 2
4 2 3 2
5 1 2 2
SUBGRUPO 4 (T4)
1 2 2
2 2 2
3 2 2
4 1 2
5 2 3
ANALISE DOS DADOS
MODA 2 2 2 1 0
MEDIA 1.8 23 [2,066667] 12 0
DESVIO PADRAO 0,615587 | 0,470162 |0,593617[0,632454] 0
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Tabela 6: Demonstragdo dos valores obtidos durante a avaliagao

clinica dos animais do grupo 1, para o fendmeno de quemose,

com andlise estatistica dos dados

DIVISAO DO
GRUPO/IDENTIFICACAO TEMPO DE OBSERVACAO/ESCORE
DOS ANIMAIS
SUBGRUPO 1(T1) |24 HORAS|72 HORAS| 7 DIAS | 14 DIAS |21 DIAS
1 1 2 2 0 0
2 1 2 2 0 0
3 2 2 2 0 0
4 1 1 2 0 0
5 1 2 3 1 0
SUBGRUPO 2 (T2)
1 1 2 2 0
2 2 3 2 0
3 1 2 2 0
4 1 2 3 2
5 2 2 3 0
SUBGRUPO 3 (T3)
1 3 3 2
2 1 3 2
3 2 2 2
4 1 2 3
5 1 3 2
SUBGRUPO 4 (T4)
1 3 3
2 2 4
3 2 2
4 1 2
5 1 3
ANALISE DOS DADOS
MODA 1 2 2 0 0
MEDIA 1,5 2,35 [2,266667] 0,3 0
DESVIO PADRAO 0,688247 | 0,67082 [0,4577380,674949] 0
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Tabela 7: Demonstragcao dos valores obtidos durante a avaliagao

clinica dos animais do grupo 1, para o fendémeno de

neovascularizagdo corneal, com andlise estatistica dos dados

DIVISAO DO
GRUPO/IDENTIFICACAO TEMPO DE OBSERVACAO/ESCORE
DOS ANIMAIS
SUBGRUPO 1(T1) |24 HORAS|72 HORAS| 7 DIAS | 14 DIAS |21 DIAS
1 0 0 1 0 0
2 0 0 0 0 0
3 0 0 1 1 0
4 0 0 1 0 0
5 0 0 0 0 0
SUBGRUPO 2 (T2)
1 0 0 0 0
2 0 0 1 0
3 0 0 1 1
4 0 0 1 1
5 0 0 0 0
SUBGRUPO 3 (T3)
1 0 0 0
2 0 0 0
3 0 0 1
4 0 0 1
5 0 0 0
SUBGRUPO 4 (T4)
1 0 0
2 0 0
3 0 0
4 0 0
5 0 0
ANALISE DOS DADOS
MODA 0 0 1 0 0
MEDIA 0 0 0,533333 0,3 0
DESVIO PADRAO 0 0 0,5163980,483044] 0
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Tabela 8: Demonstragcao dos valores obtidos durante a avaliagao

clinica dos animais do grupo 2, para o fenomeno de fotofobia e

blefarospasmo, com andlise estatistica dos dados

DIVISAO DO
GRUPO/IDENTIFICACAO TEMPO DE OBSERVACAO/ESCORE
DOS ANIMAIS
SUBGRUPO 1(T1) |24 HORAS|72 HORAS| 7 DIAS |14 DIAS | 21 DIAS
1 2 3 4 2 1
2 1 3 4 4 2
3 3 3 4 3 1
4 1 3 3 3 2
5 2 3 3 4 1
SUBGRUPO 2 (T2)
1 2 3 4 3 2
2 1 3 4 4 1
3 1 2 3 2 1
4 2 3 3 3 2
5 2 3 3 3 2
SUBGRUPO 3 (T3)
1 2 3 4
2 3 3 4
3 1 3 4
4 2 3 3
5 1 3 3
SUBGRUPO 4 (T4)
1 1 2
2 2 3
3 1 3
4 2 3
5 3 3
ANALISE DOS DADOS
MODA 2 3 4 3 1
MEDIA 1,75 29 [3,533333 3,1 1,4
DESVIO PADRAO 0,71635 | 0,307794(0,5163980,7378650,547723




204

Tabela 9: Demonstragcao dos valores obtidos durante a avaliagao

clinica dos animais do grupo 2, para o fenomeno de hiperemia

conjuntival, com andlise estatistica dos dados

DIVISAO DO
GRUPO/IDENTIFICACAO TEMPO DE OBSERVAGCAO/ESCORE
DOS ANIMAIS
SUBGRUPO 1 (T1) 24 HORAS |72 HORAS| 7 DIAS |14 DIAS | 21 DIAS
1 3 3 4 3 1
2 2 3 3 2 1
3 2 3 4 2 1
4 3 4 4 2 1
5 2 2 3 2 0
SUBGRUPO 2 (T2)
1 2 3 3 1
2 3 3 4 2
3 3 4 3 2
4 3 4 4 2
5 2 3 4 2
SUBGRUPO 3 (T3)
1 2 3 4
2 3 4 4
3 3 3 4
4 3 3 3
5 2 3 4
SUBGRUPO 4 (T4)
1 2 3
2 3 4
3 2 3
4 2 3
5 2 3
ANALISE DOS DADOS
MODA 2 3 4 2 1
MEDIA 2,45 32  [3,666667] 2 0,8
DESVIO PADRAO 0,510418 | 0,523148 |0,48795 [0,471405(0,44721 4
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Tabela 10: Demonsiragdo dos valores obtidos durante a avaliagao

clinica dos animais do grupo 2, para o fendmeno de secregdo

ocular, com andlise estatistica dos dados

DIVISAO DO
GRUPO/IDENTIFICACAO TEMPO DE OBSERVACAO/ESCORE
DOS ANIMAIS
SUBGRUPO 1(T1) |24 HORAS|72 HORAS| 7 DIAS |14 DIAS | 21 DIAS
1 3 4 4 3 1
2 3 4 4 2 1
3 2 3 3 2 2
4 3 4 3 3 1
5 2 4 4 2 1
SUBGRUPO 2 (T2)
1 3 3 3 1
2 3 4 4 4
3 2 2 3 2
4 2 3 3 2
5 2 3 4 2
SUBGRUPO 3 (13)
1 3 4 4
2 3 3 3
3 2 4 4
4 2 3 4
5 3 4 3
SUBGRUPO 4 (14)
1 3 3
2 3 4
3 3 4
4 2 3
5 2 4
ANALISE DOS DADOS
MODA 3 4 4 2 1
MEDIA 2,55 3,5 3,5625 | 23 1.2
DESVIO PADRAO 0,510418 | 0,606977 10,512348[0,8232730,447214
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Tabela 11: Demonsiragdo dos valores obtidos durante a avaliagao

clinica dos animais do grupo 2, para o fendmeno de quemose,

com andlise estatistica dos dados

DIVISAO DO
GRUPO/IDENTIFICACAO TEMPO DE OBSERVACAO/ESCORE
DOS ANIMAIS
SUBGRUPO 1 (T1) 24 HORAS|72 HORAS| 7 DIAS |14 DIAS | 21 DIAS
1 2 3 3 2 1
2 3 4 4 3 1
3 2 3 4 2 0
4 3 4 3 3 1
5 2 2 3 2 0
SUBGRUPO 2 (T2)
1 2 3 3 1
2 2 3 4 2
3 3 4 3 2
4 2 3 3 2
5 2 3 4 2
SUBGRUPO 3 (T3)
1 2 3 4
2 3 4 4
3 2 2 3
4 2 3 3
5 2 3 3
SUBGRUPO 4 (T4)
1 2 3
2 3 4
3 2 4
4 2 3
5 2 3
ANALISE DOS DADOS
MODA 2 3 3 2 1
MEDIA 2,25 3,2 3,4 2,1 0,6
DESVIO PADRAO 0,444262 | 0,615587 |0,507093|0,567646(0,547723
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Tabela 12: Demonsiragcao dos valores obtidos durante a avaliagdo
clinica dos animais do grupo 2, para o fenémeno de

neovascularizagdo corneal, com andlise estatistica dos dados

DIVISAO DO
GRUPO/IDENTIFICACAO TEMPO DE OBSERVACAO/ESCORE
DOS ANIMAIS
SUBGRUPO 1(T1) |24 HORAS|72 HORAS| 7 DIAS |14 DIAS | 21 DIAS
1 0 0 2 3 2
2 0 0 2 4 1
3 0 0 1 3 2
4 0 0 2 3 2
5 0 0 2 2 1
SUBGRUPO 2 (T2)
1 0 0 3 4
2 0 0 2 2
3 0 0 2 2
4 0 0 3 3
5 0 0 2 3
SUBGRUPO 3 (T3)
1 0 0 3
2 0 0 4
3 0 0 2
4 0 0 3
5 0 0 2
SUBGRUPO 4 (T4)
1 0 0
2 0 0
3 0 0
4 0 0
5 0 0
ANALISE DOS DADOS
MODA 0 0 2 3 2
MEDIA 0 0 2,333333 2.9 1,6
DESVIO PADRAO 0 0  [0,7237470,7378650,547723




208

Tabela 13: Demonsiragdo dos valores obtidos durante a avaliagao

clinica dos animais do grupo 3, para o fendmeno de fotofobia e

blefarospasmo, com andlise estatistica dos dados

DIVISAO DO

GRUPO/IDENTIFICACAO

DOS ANIMAIS

TEMPO DE OBSERVAGCAO/ESCORE

SUBGRUPO 1 (T1)

24 HORAS

72 HORAS

7 DIAS

14 DIAS

21 DIAS

1

1

2

3

3

1

2

3

4

5

]
2
1
2

WIN|WIN

WIN|WlW

AlWlw|N~

—_ =N —

SUBGRUPO 2 (T2)

1

2

3

4

5

1
1
1
2
2

WININ|WIN

N[W|W| MW

WW| M| MW

SUBGRUPO 3 (T3)

1

2

3

4

5

2
1
1
2
1

WA WW

SUBGRUPO 4 (T4)

1

2
3
4
5

1
1
|
2
2

ADOS

MODA

ANALISE DOS
1

2

3

3

1

MEDIA

1,4

2,4

3.066667

34

1,2

DESVIO PADRAO

0,502625

0,502625

0,593617

0,516398

0,447214
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Tabela 14: Demonsiragdo dos valores obtidos durante a avaliagao

clinica dos animais do grupo 3, para o fenomeno de hiperemia

conjuntival, com andlise estatistica dos dados

DIVISAO DO
GRUPO/IDENTIFICACAO TEMPO DE OBSERVACAO/ESCORE
DOS ANIMAIS
SUBGRUPO 1 (T1) 24 HORAS|72 HORAS| 7 DIAS |14 DIAS | 21 DIAS
1 2 3 4 2 0
2 1 2 3 2 1
3 2 2 4 1 1
4 1 2 4 2 0
5 2 3 3 1 0
SUBGRUPO 2 (T2)
1 2 3 3 1
2 2 2 3 2
3 3 4 4 2
4 1 2 3 1
5 2 3 4 2
SUBGRUPO 3 (T3) 2 3 3
1 3 3 4
2 3 3 4
3 2 2 3
4 2 2 4
5 2 3 3
SUBGRUPO 4 (T4)
1 2 3
2 3 4
3 2 2
4 2 3
5 2 2
ANALISE DOS DADOS
MODA 2 3 4 2 0
MEDIA 2,05 2,65 13,533333 1,6 0,4
DESVIO PADRAO 0,604805 | 0,67082 [0,516398(0,516398(0,547723
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Tabela 15: Demonsiragdo dos valores obtidos durante a avaliagao

clinica dos animais do grupo 3, para o fendmeno de secregdo

ocular, com andlise estatistica dos dados

DIVISAO DO
GRUPO/IDENTIFICACAO TEMPO DE OBSERVACAO/ESCORE
DOS ANIMAIS
SUBGRUPO 1(T1) |24 HORAS|72 HORAS| 7 DIAS |14 DIAS | 21 DIAS
1 2 3 4 2 0
2 3 3 4 2 1
3 2 4 4 1 0
4 1 3 3 1 0
5 2 3 3 2 1
SUBGRUPO 2 (T2) 3 4 4 2
1 2 3 3 1
2 2 4 4 1
3 2 4 3 3
4 2 3 2 1
5 3 4 4 2
SUBGRUPO 3 (T3)
1 2 3 3
2 3 4 3
3 2 3 4
4 2 4 4
5 3 3 4
SUBGRUPO 4 (T4)
1 3 4
2 3 3
3 2 3
4 3 3
5 2 4
ANALISE DOS DADOS
MODA 2 3 4 1 0
MEDIA 2.3 3.4  [3,466667] 1,6 0,4
DESVIO PADRAO 0,571241 | 0,502625 [0,63994 10,6992040,547723
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Tabela 16: Demonsiragdo dos valores obtidos durante a avaliagdao

clinica dos animais do grupo 3, para o fendmeno de quemose,

com andlise estatistica dos dados

DIVISAO DO
GRUPO/IDENTIFICACAO TEMPO DE OBSERVACAO/ESCORE
DOS ANIMAIS
SUBGRUPO 1 (T1) 24 HORAS|72 HORAS| 7 DIAS |14 DIAS | 21 DIAS
1 1 3 3 2 1
2 3 3 3 2 0
3 2 3 4 2 0
4 2 2 3 1 1
5 2 2 3 1 0
SUBGRUPO 2 (T2)
1 2 2 3 1
2 2 3 4 2
3 2 3 3 2
4 2 3 3 3
5 2 2 3 2
SUBGRUPO 3 (T3)
1 2 3 3
2 3 3 4
3 2 2 3
4 1 2 3
5 2 3 3
SUBGRUPO 4 (T4)
1 2 3
2 2 4
3 1 2
4 2 2
5 2 3
ANALISE DOS DADOS
MODA 2 3 3 2 0
MEDIA 1,95 2,65 3,2 1.8 0,4
DESVIO PADRAO 0,510418 | 0,587143 |0,414039)0,632456/0,547723
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Tabela 17: Demonsiragdo dos valores obtidos durante a avaliagao

clinica dos

animais

do grupo 3, para o fenébmeno de

neovascularizagado corneal, com andlise estatistica dos dados

DIVISAO DO

GRUPO/IDENTIFICACAO

DOS ANIMAIS

TEMPO DE OBSERVAGCAO/ESCORE

SUBGRUPO 1 (T1)

24 HORAS

72 HORAS

7 DIAS

14 DIAS

21 DIAS

1

0

0

3

1

2

3

4

5

elle] o) (e

elle] o) (e

N — =[N —

NN W]

2
2
1
1

SUBGRUPO 2 (T2)

1

2

3

4

5

O|0|O0|Oo|o

O|0|0|Oo|o

N[—=[N]—IN

WIN|IN|W|W

SUBGRUPO 3 (T3)

1

2

3

4

5

O|Oo|0|Oo|o

O|Oo|0|Oo|o

N|——[N[N

SUBGRUPO 4 (T4)

1

2
3
4
5

>
Z
>

(%)
m
O
O
(%]

ADOS

MODA

2

3

1

MEDIA

1,633333

2,7

1,4

DESVIO PADRAO

o|o|olE|jo|jo|o|o|o

olo|o|D|Oo|o|o|o|O

0,516398

0,674949

0,547723
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