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RESUMO: As lesdes ulcerativas de cérnea representam um desafio ao clinico veterinario, ja que podem
evoluir para descemetocele e perfuragdo do globo ocular. Uma agressao grave promove a destruicdo das
células germinativas do limbo, obrigando que o reparo da cérnea ocorra pelas células conjuntivais o que
resulta em neovascularizagdo corneana e opacidade que podem torna-se irreversiveis, causando cegueira
no paciente. Atualmente, a membrana amniotica € o material mais utilizado para coberturas de defeitos
corneanos em humanos. Porém, o alto custo do material preservado e sua curta durabilidade limitam o uso
na medicina veterinaria. A facilidade de obtengéo e preparacdo da cérnea suina para uso oftalmico, pode
torna-lo uma ferramenta importante & medicina referido a lesbes corneanas, uma vez que espera-se garantir
a descelularizagdo completa do material com dodecil sulfato de sédio (SDS). Foram utilizados 20 coelhos
machos provenientes do biotério da UEM (Universidade estadual de Maringa), estes foram aleatoriamente
divididos em dois grupos (A e B). O grupo A foi o grupo controle, onde foram realizadas queimaduras com
hidroxido de sédio sobre o olho direito e enxague do mesmo com solugéo cloreto de sédio a 0,9%. O grupo
B, além da queimadura e lavagem, recebeu o implante de membrana suina. Os animais tiveram os olhos
fotografados e corados com fluoresceina a cada sete dias por um periodo de 30 dias. Contudo analises
macroscopicas ndo revelaram diferencas significativas entre os animais do grupo A e B decorridos 30 dias
do procedimento de fixacdo da membrana.

PALAVRAS-CHAVE: ulcera, cérnea, implante.

1 INTRODUGAO

A cérnea é um tecido avascular localizado na superficie anterior do globo ocular e
€ responsavel por aproximadamente 75% do poder refrativo necessario para focar a
imagem na retina (ZHANG, 2007).

Ulceragbes corneanas podem ocorrer devido contato dos olhos com substancias
quimicas, traumas e secundarias a doengas locais ou sistémicas. Descemetocele e
perfuracdo da cornea sado as principais complicacbes relacionadas as ceratites
ulcerativas (KHANNA, 2008).

Sabe-se que as queimaduras quimicas causadas por agentes alcalinos, como
amoénia e soda caustica, tem pior prognéstico que as queimaduras causadas por
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substancias acidas, devido as grande capacidade de penetragdo nas estruturas oculares.

Uma agressao quimica grave (WAGONER, 1977). Uma agressao quimica grave,
com consequente destruicao das células germinativas do limbo, faz com que o reparo da
cérnea ocorra pelas células epiteliais conjuntivais, resultando em neovascularizagao,
inflamacao cronica, defeito epitelial persistente e opacificacao estromal, causando perda
visual e desconforto crénico (KENYON, 1989).

Atualmente, a engenharia de tecidos tem oferecido novas oportunidades
terapéuticas, por meio de bioengenharia, coordenando o desenvolvimento de substitutos
biolégicos. A tecnologia in vivo viabiliza materiais biodegradaveis, conhecidos como
matrizes. Independente do procedimento cirurgico, quando matrizes biolégicas
heterdlogas sdo utilizadas, é necessario instituir rigoroso preparo que garanta a
descelularizacdo. A reacdo imunoldgica ocasionada pela implantacdo de um material
celular em outro organismo indubitavelmente compromete a viabilidade do procedimento.
Dentre os importantes beneficios inerentes ao uso de matrizes acelulares, destaca-se a
pronta disponibilidade do material.

A disseccdo e liofilizacdo sdo métodos fisicos utilizados para preparo e
conservagdo de membranas bioldgicas. Métodos quimicos também podem ser
empregados na descelularizagdo de matrizes. A utilizacdo de coérnea preservada de
suinos foi experimentalmente descrita como forma de tratamento em ulceras quimicas de
coelhos, com bons resultados. Os autores relatam que o preparo da matriz foi feito com o
detergente enzimatico Triton X-100 (ZHANG, 2007). Outro detergente comumente usado
em descelularizagdes € o dodecil sulfato de sédio (SDS). Esta substancia faz parte da
composicdo quimica de muitos cosmeéticos, produtos para higiene e limpeza. A
investigacdo das suas propriedades aplicadas a bioengenharia € observada
principalmente nas pesquisas cardiovasculares, envolvendo descelularizacdo de
préoteses valvares (Da COSTA, 2004). Schaner et al. (2004) referem que o detergente é
capaz de lisar células uniformemente, em todas as camadas do tecido. O uso da matriz
de cérnea suina, preparada com SDS, ainda nao foi utilizada como cobertura corneana.

2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 20 coelhos machos proveniente do biotério da UEM (Universidade
Estadual de Maringa), divididos em 2 grupos, Grupo A ( queimadura quimica) e Grupo B (
queimadura quimica e posterior cobertura com camada estromal de cérnea suina).

Os animais receberam acepromazina (1 mg/kg) e fentanil (3ug/ kg) intramuscular (IM).
Posteriormente receberam quetamina (30 mg/ kg) e diazepam (2 mg/ kg) IM.

Foram provocadas queimaduras corneanas quimicas unilateral direita em todos os
coelhos (Grupo A e B), com a instilacao de 0,2 mL de solugdo de NaOH 0,5N, utilizando
um recipiente plastico de 15 mm de didmetro, para delimitar a area que permaneceu 20
segundos em contato com a substancia quimica. A seguir, foi feita a lavagem do olho com
500 mL de solugéo fisiolégica (NaCl 0,9%).

Nos animais selecionados aleatoriamente para o grupo B, apds a queimadura
quimica, foi realizadas a fixagdo da membrana estromal suinas sobre o olho direito. Com
o auxilio de magnificacdo Optica, iniciou-se o procedimento com uma dissecacao
perilimbar de conjuntiva a 360 graus e sutura da membrana estromal na conjuntiva
bulbar, com fio absorvivel de poliglactina 8.0 em pontos simples isolados distribuidos em
8 pontos de fixagao dispostos as 12, 2, 3, 5, 6, 8, 9 e 11 horas.

Apos o procedimento cirurgico todos os animais receberam a administracdo de
cetoprofeno na dose de 3 mg/kg a cada 24 horas e Meperidina na dose de 12 mg/kg a
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cada 12 horas por via subcutanea (SC) até o 5° dia de pds operatoério. Além disso, foi
instilado no olho direito uma gota de colirio a base de tobramicina e dexametasona,
quatro vezes ao dia, durante 15 dias. Apds 7-15-21 e 30 dias, os olhos dos animais foram
fotografados afim de mostrar a evolugéo clinica macroscépica do quadro.

Seguidos 30 dias os animais pertencentes aos dois grupos, foram submetidos a
eutanasia. O protocolo estipulado foi 0 mesmo descrito para o procedimento cirurgico,
seguido pelo uso intravenoso de tiopental sédico na dose de 50 mg/kg, posteriormente foi
administrado cloreto de potassio (KCI) até que os batimentos cardiacos.

Apés a eutanasia foi realizada a ceratectomia da coérnea direita dos animais
pertencentes aos dois grupos, as corneas foram acondicionadas em formalina tamponada
10% e posteriormente enviadas ao servigo de patologia ocular da UNIFESP-EPM.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Passados 7 dias do procedimento cirurgico os 10 animais do grupo B (100%)
apresentavam opacidade corneal, secrecao purulenta intensa e blefaroespasmo, 4
animais (40%) apresentavam colabamento de palpebras, nesse periodo 3 animais (30%)
vieram a 6bito por complicagées pulmonares hiperagudas relacionadas a brusca queda de
temperatura no periodo, levando a uma redugao de 30% na amostra B. Nenhum dos
animais apresentou formagao de microvasos corneais visiveis a olho nu sob a membrana
inserida. Nao houveram animais com perda parcial ou total da membrana nesse periodo.
No grupo A foram observados opacidade corneal, secregdo purulenta intensa e
blefaroespasmo nos 10 animais (100%), 2 animais apresentavam colabamento de
palpebras, 6 animais (60%) apresentavam microvasos corneais visiveis a olho nu.

Ao completar 15 dias do procedimento de insercdo da membrana estromal suina os
animais foram reavaliados. No grupo B observou-se secreg¢ao ocular discreta em 2 (25%)
dos animais e auséncia de secregdo em 5 animais (75%); 7 animais (100%) né&o
apresentavam microvasos corneais visiveis, a opacidade corneal era menos acentuada
embora permanecesse em 100% dos animais. No periodo, 1 (13%) dos animais tiveram
perda total da membrana.

Entre os animais pertencentes ao grupo A, contatou-se aos 15 dias: 10 animais
(100%) com opacidade corneana moderada, 1 animal (10%) com secregéo purulenta, 8
animais (80%) com presenga de microvasos corneais que se prolongavam em dire¢cao ao
centro da cérnea, sendo mais longos que aos 7 dias, .

Ao seguimento de 21 dias do implante biolégico constatou-se no grupo B auséncia
de secregao ocular purulenta em 100% dos animais, auséncia de microvasos corneais
visiveis em 100% dos animais e presenca de opacidade, embora menos acentuada que
aos 15 dias, em 100% dos animais. Nesse periodo 2 (25%) dos animais tiveram perda
total da membrana.

No grupo A observou-se auséncia de secrec¢ao purulenta, presenga de microvasos
corneais em 9 animais (90%) e opacidade corneana leve em 100% dos animais.

Completando 30 dias apds a rafia da cérnea suina sob a conjuntiva dos coelhos
(grupo B) observou-se auséncia de secrecao purulenta em 7 (100%) dos animais,
auséncia de microvasos em 100% animais, opacidade corneana presente em 100% dos
animais, embora menos acentuada que nos periodos anteriores. Nesse periodo foi
realizada a eutanasia e enucleagao de todos os animais e constatou-se que 3 (38%) dos
animais tiveram queda parcial da membrana, totalizando portanto: 3 (38%) quedas
parciais, 1 (13%) permanéncia total e 3 (38%) quedas totais da membrana estromal suina
aos 30 dias.
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No grupo A foram encontrados auséncia de secrecdo purulenta, presenca de
microvasos corneais em 9 animais (90%) e opacidade corneana leve em 100% dos
animais.

Apds a eutanasia foram feitas a remogao das corneas dos animais de ambos os
grupos, fixadas em formol e encaminhadas ao servigo de patologia ocular da UNIFESP-
EPM para o estudo histopatolégico e anatomopatolégico destas. Até o presente momento
aguarda-se o laudo histopatoldgico para realizacdo das comparagcdes microscopicas entre
os grupos A e B.

As alteracbes macroscépicas relacionadas ao descolamento das membranas
estromais suinas, constatadas no decorrer dos dias, nos animais do grupo B podem estar
relacionadas a varios fatores, entre eles podemos destacar a ndo permanéncia de colar
elisabetano nos animais, a inicio tentou-se instituir o uso do colar, entretanto notou-se que
0s animais apresentavam sinais evidentes de estresse e mutilagdo tais como: trauma
induzido por prurido, anorexia, prostragao e redugdo de ingestdo hidrica, sinais estes
incompativeis ao quesitos de bem estar animal recomendados pelo comité de bioética
animal do CESUMAR, portanto julgou-se necessario a remogao dos colares, embora néo
tenha sido observado trauma ocular em nenhum dos animais, é possivel que a nao
permanéncia do colar permitisse que os animais tivessem livre acesso ao olho lesionado.
Outro fator predisponente ao descolamento foi a reagao inflamatdria ocular intensa gerada
nas primeiras semanas podendo ter enfraquecido a resisténcia dos fios de poliglactina
que sao comumente degradados por hidrélise, como citado por Andrade et al (2000).

As reagdes de neovascularizagédo presentes em 9 animais (90%) do grupo A eram
esperadas ja que como descrito por Thoft (1977) Queimaduras quimicas causadas por
substancias alcalinas, podem levar a graves complicagcbes como: defeitos epiteliais
persistentes, ulceras troficas, neovascularizagdo, necrose corneana ou até perfuragdes
oculares, interferindo diretamente na perda da transparéncia corneana e reducado da
acuidade visual. Embora a opacidade corneana notada em ambos os grupos ao final do
experimento tenha sido de 100% os animais do grupo B n&o apresentaram presenga de
microvasos corneais visiveis a olho nu, mesmo sendo a queimadura corneana
padronizada igualmente para os dois grupos. Acredita-se que mesmo com o
comprometimento das células germinativas do limbo causado pela queimadura alcalina
como descrito por Kenyon (1989), a membrana estromal suina possa ter fornecido
subsidios necessarios para que a reparag¢ao precoce da cdérnea queimada, impedindo
assim que a reparagado ocorresse através das células epiteliais conjuntivais, resultando
em sequelas neovasculares descritas pelo mesmo autor.

A opacidade corneana constatada nos animais do grupo B apds os 30 dias pés
cirurgicos pode estar relacionada a espessura da camada estromal suina e o pouco
tempo para que toda a membrana fosse absorvida ou entdo ao baixo indice de
permanéncia total da membrana ao final dos 30 dias (13% de permanéncia total).

4 CONCLUSAO

Macroscopicamente nao houveram diferengas significativas entre os animais do
grupo A e os animais do grupo B. Portanto a insercdo de camada estromal de cdrnea
suina, descelularizada com SDS, sobre a lesdo corneal quimica, causada pelo hidréxido
de sddio, fixada com pontos simples de fio absorvivel de poliglactina 8.0 sob a conjuntiva
dissecada e observada macroscopicamente apdés 30 dias do procedimento cirurgico
parece nao ser uma boa alternativa para impedir defeitos de opacidade corneana, embora
tenha demonstrado baixos resultados de rejeicdo e ndo surgimento macroscopico de
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vasos corneais. Todavia faz-se necessario o resultado do estudo anatomopatoldgico e
histopatolégico das corneas para que o resultado possa ser considerado fidedigno.
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