Ceratoplastia lamelar em caes utilizando membrana fetal
eqiiina como enxerto. Estudo experimental

Lamelarkeratoplasty in dogs using equine fetalmembrane as graft. Experimental study
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Paulo Sergio de Moraes Barros® Objetivo: Avaliar o emprego damembranafetal (membranaamnictica,
corionealantéide) eqliinacomo enxerto em ceratopl astialamelar em caes.
Métodos: Foram utilizados 9 animais SRD, respeitando as normas para
experimentosemanimaisdaARV O - Associationfor ResearchinVision
and Ophthalmology. Ceratectomia semipenetrante foi realizada com o
auxiliodetrépano de5 mmdediametro emregidotemporal superior, com
subseqgiiente fixacdo de fragmento de membranafetal eqlinade 6 mmde
didmetrocomfiomononylon 8-0. Realizou-seavaliagdo clinicadurante?2,
7, 15 e 60 dias. Os animais foram sacrificados e os olhos enucleados
submetidosaestudo histol 6gico. Resultados: Observou-seclinicamente
edemamoderado nas areas circunjacentes ao implante desde o inicio até
afase intermediaria do experimento. A neovascularizacao apareceu de
maneira progressiva, com maior intensidade no periodo intermediario,
regredindo paul atinamente. Aos60dias, notava-seumamaculanolocal da
cirurgia. Os achados histol 6gicos demonstraram epitelizacdo e perfeita
integracdo do enxerto ao tecido autéctone logo aos 7 dias de evolugao,
guando também evidenciou respostas celular e vascular mais intensas.
Aos15dias, verificou-sediminuicéo doselementosvascul aresemrel acgo
aquantidade de matriz e elementos cel ulares proliferados. Constatou-se
ausénciaquasetotal deinfiltrado inflamatério no enxerto enospontosde
sutura. Conclusio: O empregodamembranafetal (membranaamnidtica,
corion ealantoide) eqliinacomo enxerto em ceratopl astialamel ar em cées
é factivel e produz bons resultados.

Descritores: Transplante de coérnea/veterinaria; Membranas fetais/transplante; Animal;
Céaes/cirurgia; Cavalos/cirurgia

RESUMO

INTRODUCAO

1 Pés-graduanda do Curso de Cirurgia da Faculdade de L . ) . )
Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade de A reconstitui¢do dasuperficie ocular tem sido desafio em oftalmol ogia
S&o Paulo - USP/ bolsista do CNPg. . , . .

2 Professor Doutor do Departamento de Patologia da A ceratoplastia (lamelar ou pepetrant(?) € um dos metodos/m rargicos
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dade de o Paulo - USP. . ¢80 da superficie ocular tem sido extensa.

B e 1o o ot (o Neste contexto, a utilizagio de membranas bioldgicas tem ganhado
CEP 02478-000 - FAX (11) 3091-7667. énfase naultimadécada. Em oftalmologiaveterinaria, pericardio®?, perito-
E;‘:t')'; d m'ag"d;y@'g'c"m'b' nio®, cépsularenal®, tinicavaginal ™, submucosa de intestino del gado®
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anuénaia na divulgagéo desta nota, agradecemos a Dra, Atualmente, amembranaamni6ticaé o alvo maisfreqiiente dos pesqui-
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também relatos de sua utilizacdo em cirurgias de glaucoma®®-29)
e paraareducdo de “haze” em cornea de coel hos submetidos a
fotoablacgio com“ excimer laser” (PRK)®@), além datentativade
utilizé-la como substrato parao cultivo de célulasdo limbo a
serem transplantadas para a superficie corneana®.

Em 1998, relataram-se bons resultados com a utilizacdo de
membrana amniética eqliina em ceratoplastia profunda em
caes®, o que foi fundamental paraarealizacao deste estudo,
cujo objetivo foi avaliar a aplicabilidade da membrana fetal
equiinapreservadaem glicerina 98% como enxerto em cerato-
plastialamelar em cées.

METODOS

A membranafetal foi colhida de égua clinicamente sadia,
logo apdsaocorrénciado parto em 1994. Em seguida, foi lavada
com aguacorrente e com solucéo fisiol6gicanaseqliéncia. Para
sua preservacdo, foi imersaem solucéo de glicerinaa 98%, na
gual permaneceu até o momento de sua utilizacao.

O uso dosanimaisfoi de acordo com asnormasdaARVO
paraautilizacdo de animais em pesquisa.

Nove cées SRD, adultos, com peso médio de 10 kg foram
divididos em 3 grupos de 2 animais cada e 1 grupo de 3
animais. Os animais, apés adequadamente anestesi ados (pré-
anestesia- Acepromazina- 0,05 - 0,2 mg/kg; indugéo - Thio-
pental: 12,5 mg/kg; anestesiainalatoria- Hal otano) foram sub-
metidos a ceratectomia semipenetrante com o auxilio de trépa-
no de’5 mm dedi@metro, em quadrantetemporal superior, onde
foi suturado fragmento de 6 mm de didmetro, previamente
hidratado, da membrana fetal, com sutura simples separada
com mononylon 8-0.

Os cdesforam mantidos em canisindividuais e com colar
protetor elizabetano. Optou-se pelanao utilizacdo de colirios
ou pomadas oftal micas contendo antibi6ticos, apenasalim-
peza com solucéo fisiol 6gica, o que possibilitou a avaliacdo
dapossivel funcédo antibiética da porcao amni6ticada mem-
branafetal. Se, durante aevolucéo do experimento, ocorres-
sem episoddios de infeccdo que exigissem a utilizacdo de
antibiéticos, estesteriam sido utilizados, parando submeter o
animal a desconfortos desnecessarios. Contudo, ndo houve a
necessidade.

Asavaliagdesclinicasforamdiarias, comluz direcionadae
magnificagdo, durante 2, 7, 15e60 dias. Aofinal destesperio-
dos, os animais foram sacrificados, realizando-se anestesia
profunda com a aplicacéo de Thiopental na dose 25 mg/kg
seguida de injecdo intravenosa de cloreto de potassio para
inducdo de parada cardiorrespiratoria. Os olhos enucleados
foram fixados em formol a 10%. Cortes de 0,5 cm de largura
foram feitos ao longo do didmetro do tecido implantado e da
escleravizinhaaessetecido eincluido em parafina. Cortesde
0,5 pum foram corados por hematoxilina-eosina, de acordo com
rotina classica para esse tipo de procedimento®,
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RESULTADOS

Todas as alteragdes obser vadas foram compativeis com as
habitual mente vistas no pos-operatorio de ceratoplastias.

Osanimaisapresentaram maior grau defotof obia/blefaros-
pasmo nos periodosiniciais, bem como ahiperemia. A quanti-
dade de secrecao foi variavel entre os animais; sua qualidade
pode ser classificadacomo mucosanamaior parte dos grupos,
sendo raro o aparecimento de componente purulento. Edema
foi observado somente nas areas circunjacentes ao enxerto,
ndo interferindo com a transparéncia da cérnea nas areas
distantes, principalmente nos periodos iniciais (Figural). A
vascul arizacéo da areado implante apareceu apartir dos 7 dias
namaioriadosanimais, commaior intensidadeno 17°/18° dia,
guando inicia sua regressdo. Aos 60 dias, apenas um dos
animais apresentou vascul arizag&o discretarelacionadacom a
presenca de 3 pontos de sutura (Figura 2). Todos apresenta-
vam umaméculanestelocal ao final do experimento.

Osachados hi stol 6gi cos demostraram infiltrado inflamat6-
rio discreto de polimorfonucleares neutréfilos no estroma
subjacente a membranafetal, aos 2 dias. Aos 7 dias, o tecido
implantado encontrava-se perfeitamente integrado ao tecido
autéctone, com sua epitelizacdo em toda extensdo, com epité-
lio plano estratificado; notou-se proliferacéo de fibroblastos
sobre o substrato (membranafetal) (Figura3) e, naperiferiado
implante, resposta celular e vascular mais intensas. Aos 15
dias, verificou-se aumento dos elementos matriciais amorfos,
com diminui¢cdo dos vasos neoformados. Fato relevante diz
respeito aausénciaquasetotal deinfiltrado inflamatério. Essas
mesmas observacOes sdo validas aos pontos de sutura, onde
ndo se observou, em nenhuma oportunidade, resposta in-
desgjavel como formagao de granuloma tipo corpo estranho.
Aos 60 dias, observou-se epitelizacdo completa da area do

Figura 1 - Fotografia correspondente ao periodo de 2 dias de pos-
operatério. Observa-se perfeita aposi¢cdo da membrana fetal ao leito
corneano, com aumento de sua opacidade, em relagdo ao periodo
anterior, bem como a hiperemia da conjuntiva bulbar. Nota-se o inicio
da invaséo dos neovasos a partir do limbo na regido temporal
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implante, com formagado de epitélio pavimentoso estratificado
e, na regido subjacente, a presenca de colageno modelado
com poucacelularidade (Figura4).

DISCUSSAO

Em 1910, houveo primeiro relato do emprego de membra-
nas fetais para enxertos de pele®. No olho, a membrana
amnidticafoi utilizadapelaprimeiravez em 1940, nareparacéo
de simbléfaro e defeitos conjuntivais®, passando por um
periodo obscuro nas décadas seguintes, até que, em 1995,
foram publicados os resultados da utilizagdo da membrana
amniotica em cornea de coel hos severamente danificadas™.
Atualmente, é vasta a publicacdo concernente a este assun-
to-293341) - destacando diversas propriedades da membrana

Figura 2 - Fotografia correspondente aos 60 dias de evolug&o.
Observa-se a permanéncia de 3 pontos de sutura, com vasos enca-
minhando-se para os mesmos. Notam-se vasos fantasmas. A area do
enxerto apresenta-se como uma macula localizada fora do eixo visual
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Figura 3-Fotomicrografiade corte histolégico da areade implante com

7dias deevolugdo, evidenciando o tecido implantado,com regeneragao

epitelial, além da presenc¢a de inumeras células fusiformes. Coloragao:
HE. Aumento 140X

4

Figura 4 - Fotomicrografia de corte histolégico da area de implante,
delimitada pela regido esclero-corneana, com 60 dias de evolucgéo,
mostrando tecido implantado revestido por epitélio pavimentoso
estratificado ndo queratinizado. Nota-se o tecido implantado com
escassez de células e abundante quantidade de matriz, estando,
portanto, colagenizado. Coloragdo: HE. Aumento: 34X

&

amniética que a tornam bom material para o tratamento de
diversas oftalmopatias.

No presente estudo, as avaliagdes clinicas demonstraram
os mesmos fenémenos ja observados por outros autores que
realizaram procedimentos semel hantes com aimplantacdo das
mai s variadas membranas-"1029,

A fotofobia/blefarospasmo pode ser considerada decor-
rente do trauma cirdrgico com exposicdo das fibras nervo-
sas“? e da presenca do fio de sutura sem o sepultamento dos
nos“). A secrecdo mucosa constante ocorreu por estimulo
das células caliciformes conjuntivais. A remisséo espontanea
dos raros episodios de secrecdo purulenta foi resultado dos
mecanismos de defesa da prépria cérnea como também da
possivel propriedade antimicrobianaatribuidaamembranaam-
niética®. O edema de cornea, observado como uma opacida-
de circunjacente a area do implante, é esperado, pois com a
ceratectomia provoca-se a quebra da integridade da camada
epitelial, alterando amanutencéo da osmolaridade do estroma
anterior®. O seu desaparecimento, por volta dos 15 dias de
evolucdo, deve-se arecuperacdo do recobrimento epitelial. A
vascularizacdo da cornea é esperada e necessaria, desde que
controlada, nos processos envolvendo reparagdo cicatricial
da cornea®; o seu padréo de apresentacédo foi corresponden-
te ao observado em estudos que utilizaram outras membranas
biol 6gicas®™” com um diferencial: a presenca desses neovasos
nos periodos mais tardios, de 60 até 100 dias de poOs-o-
peratério, o que ndo foi encontrado no presente trabalho. A
presenca de alguns neovasos em um dos animais, aos 60 dias,
deve-se a permanéncia de 3 pontos de sutura. Nos demais
animais, os pontos desprenderam-se espontaneamente por
voltados 30 dias. A méacula resultante que, por sua localiza-
¢do, provavelmente ndo interfere com a visdo funciona do
animal, deve-se ao préprio processo de cicatrizagdo, no qual,
mesmo ocorrendo natural mente, produz col geno de diametro
e caracteristicas diferentes do nativo“®. A distribuicao das
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cadeias de colageno (1V) na membrana basal da membrana
amnidticaé similar adistribuicdo existente naconjuntiva, mas
nado a existente na cornea®”,

Quanto aresposta inflamatoriainduzida pela enxertia da
membranafetal, umavez que o infiltrado é formado somente
por polimorfonucleares neutréfilos, ndo caracteriza umares-
posta de rejeicdo do tecido implantado, apenas reacéo infla-
matoria aguda necessariaparaacicatrizacao estromal “?, ape-
sar da presenca do corion, que € considerado a por¢do mais
imunogénicadamembranafetal®. Essarespostainflamatoria
mostrou-se menor em duragdo e intensidade que a apresenta-
dapelautilizagdo damembranaamni6ticaxendgenadeforma
penetrante®; do peritbnio homdélogo®, no qual havia tam-
bém a presenca de mononucleares; e do pericardio xenége-
no® que, no 100° dia de evolucéo, ainda se notava infiltrado
inflamatério crénico discreto.

Futuras perguntas serdo respondidas quando comparar-
mMos 0s atuai s resultados com as reacdes encontradas quando
implantadas“ membranafetal” e“membranaamniética’ alége-
nas e aumentando o nimero de animais daamostra.

Conclui-se, portanto, que o emprego da membrana fetal
eqliinaem ceratoplastialamelar em cées éfactivel, produzindo
bons resultados na reconstrucéo da integridade da superficie
corneana.

ABSTRACT

Purpose: Toevaluatethe applicability of the equinefetal mem-
brane (amniotic membrane, chorion and alantoid) as graft in
lamelar keratoplasty in dogs. Methods: 9 mixed breed dogswere
used, according to the ARV O statement for use of animalsin
ophthalmic and vision research. Superficial keratectomy was
performed with a5 mm trephineand a6 mm diameter fragment of
the fetal membrane that was sutured in place with 8-0 nylon
simpleinterrupted stitches. Clinical examination were performed
during 2, 7, 15 and 60 days and, afterwards, the animals were
euthanized; the eyes were enucleated for histological study.
Results: Clinically, one could observe slight corneal edema
near theimplant sincethe early phases, until the middle stage of
the investigation. Neovascularization appeared progressively;
its higher intensity was observed in the intermediate phase,
disappearing gradually. At 60 days, one could notice a macula
at the surgery site. The histological findings showed epithelia-
lization and perfect integration of the graft to the receptor tissue
at early stages; the cellular and vascular reactions were more
intense in this phase. On day 15, the vascular elements were
reduced in relation to the matrix and cellular elements. At any
stage, inflammatory infiltratein the graft, aswell at the site of
the suture were not observed. Conclusions: The equine fetal
membrane (amniotic membrane, chorion and alantoid) can be
useful asgraft inlamellar keratoplasty in dogs.

Keywords: Corneal transplantation/veterinary; Fetal membra-
nes/transplantation; Animal; Dogs/surgery; Horses/surgery
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