Modelos experimentais de deficiéncia limbar em coelhos -

analise clinica

Experimental models of limbal stem cell deficiency in rabbits - clinical study

Daniel Ramos Parente!

Maria Rosa Bet de Moraes Silva®
Raimundo Gerénimo da Silva Janior?
Maridngela de Alencar Marques*

! Mestre em cirurgia, drea de concentracdo Bases Gerais
da Cirurgia e Cirurgia Experimental, da Faculdade de
Medicina de Botucatu — Universidade Estadual de Sao
Paulo.

2 Professora Assistente Doutora do Departamento de
Oftalmologia, Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabe-
¢a e Pescogo da Faculdade de Medicina de Botucatu —
Universidade Estadual de Sdo Paulo.

3 Ex-residente do Departamento de Anatomia Patolégi-
cadaFaculdade de Medicina de Botucatu— Universidade
Estadual de Sdo Paulo.

4 Professora Doutora do Departamento de Anatomia Pato-
16gica da Faculdade de Medicina de Botucatu — Univer-
sidade Estadual de Sdo Paulo.

Endereco para correspondéncia: Dep. Oftalmologia/
Otorrinolaringologia/Cirurgia de Cabega e Pescogo -
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP — Botu-
catu (SP) CEP 18618-000.

E-mail: rosabet@fmb.unesp.br

Nota Editorial: Pela andlise deste trabalho e por sua
anuéncia sobre a divulgacdo desta nota, agradecemos
a0 Dr. José Alvaro Pereira Gomes.

Recebido para publicacdo em 17.01.2001

Aceito para publicagdo em 17.07.2001

RESUMO

Objetivo: Comparar em coelhos trés modelos experimentais de destrui¢ao
das células germinativas (CG) do limbo corneano quanto a aspectos
clinicos. Métodos: Foram utilizados 54 coelhos, 108 olhos, subdivididos
em 3 grupos experimentais: (G1), (G2) e (G3),cadaum formado pelos OE de
18 coelhos, submetidos as técnicas experimentais (T1), (T2) e (T3), res-
pectivamente, e um grupo controle, formado pelos 54 olhos contralaterais
(OD). Nas trés técnicas foi utilizado o n-heptanol. Na T1, o n-heptanol foi
aplicado por 5 minutos, para remocao do epitélio limbico. Na T2, além da
aplicacdo do n-heptanol, realizou-se peritomia e remocdo da conjuntiva
perilimbica até 4 mm do limbo, juntamente com a escarificacio do tecido
episcleral. Na T3, além dos procedimentos da T2, foi realizada disseccao
lamelar do limbo abrangendo aproximadamente 1,5 mm na periferia da
cérneae 2 mmnasuperficie escleral. Emtodas as cérneas dos animais foram
estudados seis parametros clinicos: neovascularizacio, perda da transpa-
réncia, irregularidade da superficie, reparagdo epitelial, erosdo ou defeito
epitelial, granuloma e outras lesdes corneanas. Resultados: A neovascu-
larizag@o corneana iniciou-se mais precocemente com a Tl e T2; ocorreu
em 100% dos casos com as trés técnicas, de forma ndo homogénea,
variando de leve aintensa; permaneceu estavel a partir do 28°dia até o final
do experimento (56° dia), foi maior nos quadrantes superior e inferior e
menor nos quadrantes nasal e temporal. A perda da transparéncia e a
irregularidade da superficie corneana foram menores com a T1 que com a
T2 e T3, que foram similares entre si. Houve, nas trés técnicas experimen-
tais, laténcia de trés dias para o inicio da reepitelizacdo, que se completou
comaTlno7°diaecomaT2e T3 no 14°dia. Erosdo epitelial corneana e
granuloma corneano foram encontradas de forma similar nas trés técnicas
experimentais. Conclusées: A T2 e T3 mostraram-se adequadas como
possiveis modelos de ampla remocao das CG limbicas, levando a resulta-
dos similares nos diversos parametros estudados. A T1 se mostrou
adequada como modelo de remocdo parcial do epitélio limbico. Ocorreu
conjuntivalizacio e neovascularizacio nas trés técnicas experimentais.

Descritores: Células germinativas; Limbo da cérnea; Modelos animais; Coelhos

INTRODUGAO

A superficie ocular normal é recoberta pelos epitélios conjuntival,
limbico e corneano. Os trés sdo epitélios estratificados e ndo queratiniza-
dos, porém compostos por células de fendtipos diferentes”. O epitélio
limbico, assim como o epitélio corneano, ndo possui células caliciformes,
porém, como o epitélio conjuntival, encontra-se sobreposto a um leito
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vascularizado, estando seu funcionamento intrinsecamente
relacionado a influéncias vasculares”. O epitélio limbico é a
sede da localizacdo de células germinativas (CG) responsaveis
pela regeneracido do epitélio corneano”. Estes epitélios
interagem entre si e com o filme lacrimal e, em condigdes
normais, mantém-se em perfeito estado de equilibrio, funda-
mental para a integridade da superficie ocular®. Essa inter-
relag@o, quando normal, proporciona uma visdo clara, confor-
to ocular e serve como primeira linha de defesa contra agentes
microbianos externos.

Virios modelos de disfun¢do das CG limbicas tém sido
propostos para simular as altera¢cdes encontradas nas doen-
cas da superficie ocular, de forma a servir como meio para
melhor estudd-las“®. Com uma superficie conjuntivalizada e
neovascularizada, podera ser avaliada a eficdcia de uma pro-
posta terapéutica em restabelecer uma superficie ocular proxi-
ma do normal, por meio da regressao dos neovasos, da recupe-
racdo do fenétipo epitelial corneano original e do retorno a
transparéncia corneana.

No entanto, os modelos experimentais de deficiéncia limbar
apresentam resultados varidveis em relacdo a reprodutibilidade,
regularidade e grau de neovascularizagdo corneana. Devido a
necessidade de padronizacgdo nos estudos sobre fisiopatologia
e terapéutica das desordens da superficie ocular, propde-se,
nesse trabalho, comparar clinicamente trés modelos experimen-
tais de deficiéncia limbar em coelhos (remocao dos epitélios
corneano e limbico (T1)*¥, remog@o dos epitélios corneano e
limbico e do tecido limbico sub-epitelial (T2)® e remoc¢do do
epitélio corneano e dissec¢do lamelar do limbo (T3)7®.

METODOS

Foram utilizados 54 coelhos, da raca Norfolk 2.000, fémeas,
pesando entre 1500 e 2200g, com idade variando de 4 a 6

meses. Os 108 olhos, subdivididos em 3 grupos experimentais:
(G1), (G2) e (G3), cada um formado pelos OE de 18 coelhos,
submetidos as técnicas experimentais (T1), (T2) e (T3), respec-
tivamente, e um grupo controle, formado pelos 54 olhos con-
tralaterais (OD). Foram observadas as recomendacdes para
experiéncia em animais estabelecidas pela Comissio de Etica
em Experimenta¢do Animal do Campus de Botucatu - UNESP.
Os coelhos foram anestesiados para realizacdo dos proce-
dimentos com o anestésico pentobarbital s6dico (Thionembu-
tal®, Abbot Laboratérios do Brasil Ltda., Sdo Paulo) na dose
de 30 mg/kg, complementada com instilacdo tépica de uma
gota de proximetacaina 0,5% (Anestalcon®, Alcon, Sdo Paulo).
A seguir sdo descritas as técnicas experimentais (Figura 1):

1. Técnica 1 (T1): remocao dos epitélios corneano e limbico

Com uma esponja de celulose, foi feita aplicagdo do n-hep-
tanol (Merck—Schuchardt, Hohenbrunn, Munique) na totalidade
da superficie corneana, no limbo e na conjuntiva perilimbar dis-
tante até 4 mm do limbo, durante 5 minutos. Em seguida, o
excedente do n-heptanol foi removido com a lavagem do olho
com 50 ml de solucdo salina.

2. Técnica 2 (T2): remocao dos epitélios corneano e
limbico e do tecido limbico sub-epitelial

A fase inicial deste segundo procedimento foi semelhante
aT1. Apds a remogao do excesso de n-heptanol, foi realizada
peritomia em 3609, retirando-se a conjuntiva limbica e bulbar
até 4 mm do limbo, com tesoura tipo Vannas. Apds a peritomia,
com remocdo também do tecido sub-epitelial, foi feita escarifi-
cacdo do tecido episcleral na regido do limbo, utilizando-se
lamina de bisturi n® 15.

3. Técnica 3 (T3): remocio do epitélio corneano e dissec-
¢do lamelar do limbo

Além dos procedimentos realizados para T2, procedeu-se
adissecgdo lamelar do limbo, em 3602, utilizando-se uma lami-
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Figure 1 - Esquema representativo das trés técnicas experimentais; linha tracejada (T1), linha pontilhada (T2), linha continua (T3)
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na de bisturi B 6660 DK (Allergan Medical Optics, Inc., Irvine,
CA, USA), abrangendo aproximadamente 1,5 mm da cérnea
perilimbica e 2 mm do limbo escleral.

Ao final dos trés procedimentos, a desepitelizacio da cor-
nea, do limbo e da conjuntiva adjacente foi completada pas-
sando-se cotonete seco sobre estas superficies e comprovada
pela aplicacdo de gotas de fluoresceina sddica na superficie
desnuda.

Ap6s realizagdo dos procedimentos foi instilado colirio de
gentamicina (Gentamicina®, Allergan, Sdo Paulo) 2 vezes ao
dia até o completo fechamento da ferida cirdrgica.

Foram avaliados seis paradmetros clinicos das corneas dos
animais: neovascularizacio, perda da transparéncia, irregulari-
dade da superficie, reparagdo epitelial, erosdo ou defeito
epitelial e presenca de granuloma.

1. Neovascularizacao: foi classificada, de acordo com a
proliferagdo vascular sobre a cérnea®, em 5 classes: 0, ausen-
te; 1(+), proliferacdo vascular até 2 mm do limbo; 2(+),de 2 a4
mm do limbo; 3(+), de 4 a 6 mm do limbo; 4(+), atingindo o
centro, nos quatro quadrantes corneanos: superior (S), infe-
rior (I), temporal (T) e nasal (N). O somatdrio dos valores por
quadrantes representou um valor de neovascularizag¢io “glo-
bal”. A cérnea foi considerada vascularizada quando apresen-
tou neovasos acima de 2 mm em pelo menos dois quadrantes.
Para efeito de apresentacdo, os valores da neovascularizagcdo
global foram enquadrados em trés subdivisdes: leve, corres-
pondendo a valores até 6; moderada, para valores de neovas-
cularizacdo global entre 7 e 10; intensa, para valores de neo-
vasculariza¢@o acima de 10.

2. Perda da transparéncia: foi classificada, de acordo com
a dificuldade em se observarem detalhes da iris, em 5 classes:
0, quando ndo houve dificuldade para observagao de detalhes
da fris; 1(+), quando houve um pouco de borramento dos
detalhes da {ris; 2(+), quando houve maior dificuldade em
definir detalhes da fris; 3(+), quando ndo foi possivel ver
detalhes da iris; 4(+), quando ndo se observou a iris.

3. Irregularidade da superficie: a superficie corneana,
apos reepitelizacio, foi classificada em lisa, 0, ou irregular de
1(+) a3(+): 1(+), irregularidade leve; 2(+), moderada; 3(+) in-
tensa), de acordo com a presenca de lesdes tipo puntata apds
colorag@o com fluoresceina.

4. Reparacao epitelial: para classificagdo, as fotografias
dos olhos foram colocadas sob papel vegetal transparente
milimetrado, sendo, a seguir, delimitadas, no papel, as mar-
gens da drea total da cérnea e da drea sem epitélio. Apds
contagem dos quadrados no interior das areas delimitadas,
obtinham-se os valores em milimetros quadrados correspon-
dente a fotografia. O valor da drea sem epitélio foi, em seguida,
transformado em percentual da drea total da cérnea.

5. Erosao ou defeito epitelial: foi anotada a presenga (P) ou
auséncia (A) de erosdes epiteliais recorrentes ou defeitos
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epiteliais persistentes, que foram definidas como solucdo de
continuidade epitelial continua com didmetro maior que 1 mm.

6. Granuloma: foi anotada presenca (P) ou auséncia (A) de
lesdes tipo granuloma corneano.

Outras lesdes corneanas: o surgimento de achados nio
esperados foram assinalados, sendo feita uma descrigdo
pormenorizada dos detalhes.

Os parametros clinicos foram avaliados em 7 momentos
experimentais, MO — inicio, M1 — 1°dia, M2 — 3°dia, M3 —
7° dia, M4 — 14° dia, M5 — 282 diae M6 — 562 dia ou até que
o coelho fosse sacrificado.

Foi feita anélise estatistica dos resultados, utilizando-se a
mediana para caracterizar a tendéncia central dos grupos e
dois métodos de andlise ndo paramétricos para as compara-
¢oes entre os grupos experimentais: prova de Kruskal-Wallis e
prova de Friedman. As diferencgas foram consideradas signifi-
cativas quando p<0,05. Nos casos em que 0,05<p<0,10 foi
referida tendéncia a diferenca.

RESULTADOS

1. Neovascularizagdo

A neovascularizag@o da cornea iniciou-se entre 7 e 15 dias
apos a realizacdo das técnicas experimentais, tendo sido mais
precoce na T1 e T2 do que na T3 (Figura 2). Em M3 (7° dia) e
M4 (142 dia), ela se distribuiu na periferia da cérnea em 360°, de
forma igual entre os quadrantes. Houve, entdo, a progressao
da neovascularizagdo em dire¢@o ao centro da cérnea até M5
(282 dia), mantendo-se estdvel no momento seguinte M6 (56°
dia) (Grafico 1, Figura 3). O aumento da neovascularizagio, ao
longo dos momentos, foi estatisticamente significativo para
os trés grupos experimentais.

As trés técnicas experimentais produziram algum grau de
neovascularizacdo em 100% dos casos. No M5 até o final do
experimento (M6), a neovascularizacdo variou de leve a inten-
sa. E preciso lembrar que nenhuma das trés técnicas produziu
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Grafico 1 - Representacao grafica comparativa dos valores da mediana
da neovascularizacdo corneana global em funcao dos momentos, nos
trés grupos experimentais
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C

Figure 2 - Fotografias dos olhos em M3 (72 dia). As cérneas estao coradas
com fluoresceina. Observam-se o surgimento de neovascularizacdo
corneana periférica, principalmente em A (G1), também em B (G2) (setas
pequenas) e ausente em C (G3); a reparacao epitelial corneana, mais
avancada em A, restando 6,07% da superficie corneana a ser reepitelizada
(seta comprida), intermediaria em B, assimétrica e resta 61,05% da
superficie corneana a ser reepitelizada (setas largas) e mais lenta em
C (setas largas), resta 82,05% da superficie corneana a ser reepitelizada;
e a perda da transparéncia corneana, menor em A, 1(+), intermediaria em
B, 3(+) e maior em C, 4(+). Os asteriscos pequenos mostram em B e C
sangue oriundo dorompimento dos frageis neovasos limbicos. (quadrante
superior (S), inferior (I), nasal (N), temporal (T))
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resultados homogéneos de neovasculariza¢do corneana glo-
bal maxima.

A progressdo da neovascularizagdo corneana nos qua-
drantes ocorreu de forma assimétrica, a partir de M4. Houve
um crescimento mais rdapido dos vasos dos quadrantes supe-
rior e inferior, que passaram a ocupar a maior parte da superfi-
cie corneana e pareceram inibir o crescimento dos vasos dos
quadrantes nasal e temporal. Essa diferenga de neovasculari-
zacdo entre os quadrantes, maior nos quadrantes superior e
inferior e menor nos quadrante nasal e temporal, foi estatisti-
camente significativa nos momentos utilizados para avaliagdo
(M4 e M6). Interessante ressaltar também que, em M4, houve
tendéncia de neovascularizagdo maior na T2 e T3 do que na
T1, nos quadrantes superior e temporal.

2. Perda da transparéncia

Ap6s arealizagdo das técnicas experimentais, percebeu-se
uma progressiva opacificagio da cérnea até M2 (3° PO), nos
trés grupos experimentais, de forma semelhante. Em M3, hou-
ve aumento da opacificacdo corneana para T2 e T3, enquanto
paraa T1 houve diminui¢do. Nos momentos seguintes, a perda
da transparéncia corneana tendeu a manter-se estavel nos trés
grupos experimentais (Grafico 2, Figura 3). No entanto, a prova
de Friedman mostrou ndo haver diferenca significava na pro-
gressdo da perda da transparéncia corneana, ao se compara-
rem os momentos dentro de cada grupo. A prova de Kruskal-
Wallis mostrou que a perda da transparéncia similar entre a T2
e T3, ambas maiores que a T1, foi estatisticamente significati-
va nos momentos M3, M4, M5 e houve tendéncia a significan-
ciaem M6.

3. Irregularidade da superficie

Cabe lembrar que, como em M1 e M2 ndo havia cérneas
dos trés grupos experimentais epitelizadas, esse parametro
ndo foi avaliado. Em M3 e M4, parte das cérneas nio estava
epitelizada, de forma que isso impossibilitou qualquer andlise.
Somente em M5, quando todas cérneas dos trés grupos epite-
lizaram, e em M6, a irregularidade da superficie pdde ser esta-
tisticamente comparada entre os grupos (Grafico 3).
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Grafico 2 - Representacao grafica comparativa dos valores da mediana
da perda da transparéncia corneana em funcdo dos momentos, nos
trés grupos experimentais
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Figura 3 - Fotografias dos olhos em M6 (56° dia). Observam-se a
neovascularizacao e a perda da transparéncia corneana, maiores em B
(G2) e C (G3) e menores em A (G1). A superficie corneana esta corada com
fluoresceina apenas em A, onde percebem-se erosdo epitelial central
(seta grande) e lesGes puntatas confluentes (estrelas pequenas). Em B,
percebem-se perda da transparéncia corneana e neovascularizacao
corneana maximas (asterisco grande). Em C, observe-se, a similari-
dade com B. Percebe-se um neovaso corneano sangrante no quadrante
temporal (seta larga)
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A irregularidade da superficie foi observada na totalidade
das cérneas operadas e manteve-se constante em ambos os
momentos (M5 até M6). A superficie corneana mostrou ten-
déncia a ser mais irregular na T2 e T3 do que na T1.

4. Reparacdo epitelial

O inicio da reparagdo da superficie epitelial corneana nos
trés grupos experimentais ocorreu a partir do M2.

As curvas de reparacdo da superficie epitelial corneana
mostram retardo significativo na reparacio da superficie cor-
neana na T2 e T3 em relagdo a T1 (Figura 2, Gréfico 4). O
retardo para a reparagdo foi similar na T2 e T3.

5. Erosdo epitelial, granuloma e outras lesées corneanas

A presenca de erosdo epitelial inequivoca foi observada
em 2 corneas do G1, em M6; em 2 cérneas do G2, 1 em M5 e
outra em M6, e em 2 corneas do G3, em M6. Foi observado
granuloma em uma cérnea do G1, em M6, em 2 cérneas do G2,
uma em M5 e a outra em M6 e em uma cérnea do G3, em M6.
Observou-se uma tlcera, provavelmente infecciosa, na cérnea
9 do G3, no M4. O coelho foi excluido. Observou-se uma
macrobolha sub-epitelial na cérnea 10 do G3, no M4.

DISCUSSAO

Um modelo de destruicao das CG deve proporcionar ob-
tencdo de conjuntivalizag@o (recobrimento da cérnea por epi-
télio de fendtipo conjuntival) e neovascularizagdo (crescimen-
to de tecido fibrovascular abaixo do epitélio) em alto percen-
tual de cérneas operadas, deve ser reprodutivel e, de preferén-
cia, ter facil execucdo. As alteracdes provocadas devem ser
superficiais na cérnea, de forma a permitir a correlagio com as
alteracdes provocadas pelas doencgas da superficie ocular. O
modelo deve estimular a neovascularizagdo, a perda da trans-
paréncia corneana, a conjuntivalizacdo e outras alteracdes
similares as vistas nessas doencas. No entanto, deve-se con-
siderar a existéncia de dificuldades ao se compararem modelos
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Grafico 3 - Representacao grafica comparativa dos valores da mediana
da irregularidade da superficie corneana em funcdo dos momentos,
nos trés grupos experimentais
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Gréfico 4 - Representacao grafica comparativa dos valores da mediana
da porcentagem da area desepitelizada da superficie corneana em funcao
dos momentos, nos trés grupos experimentais

em animais com doencas humanas, devido as diferencas ana-
tomicas e histolégicas inerentes a cada espécie.

Para remocao do epitélio corneano, ja foram utilizados varios
métodos: escarificacdo mecanica, dlcool etilico, n-heptanol e
outros®. O n-heptanol é capaz de remover o epitélio corneano
sem lesar sua membrana basal®. Esta técnica também foi u-
tilizada aplicando o n-heptanol até 2 a 3 mm da conjuntiva
perilimbica®. Posteriormente outros autores, ao estudarem as
células caliciformes e a vasculariza¢do durante o processo de
transdiferenciacdo conjuntival (processo de transformacao,
atualmente considerado superado, pelo qual passariam as cé-
lulas conjuntivais, que migraram sobre a cérnea em casos de
reparacao epitelial com disfun¢do das CG, ao assumir o fenoti-
po corneano®’1% incluiram também a escarificagdo mecénica
perilimbica®. Utilizando esta técnica, autores mencionaram a
ocorréncia de vascularizacdo em parte das cérneas e nao vas-
cularizacio na outra parte, de forma imprevisivel®. A partir
deste ultimo trabalho®, os que se seguiram, visando estudar a
suposta transdiferencia¢io conjuntival, incluiram a escarifica-
¢do mecanica da conjuntiva perilimbica para remog¢do das
CG""1% Posteriormente ainda, outros utilizaram para remog¢ao
das CG, debridamento por iodo, aplicacdo de n-heptanol ou
escarificacdo, ao qual associaram incisdes penetrantes linea-
res ou trepanag¢oes'.

Com uso do n-heptanol com ou sem escarificacdo mecani-
ca, foi mencionada incidéncia, nao previsivel, de corneas vas-
cularizadas”. Trabalhos prévios®¢!""1319 mostraram incidén-
cia de 14 a 68% de cérneas vascularizadas e o restante de
corneas nao vascularizadas com suposta transdiferenciacao
conjuntival. Sugeriram acrescentar um novo passo as técnicas
de ablacdo do limbo que visassem a vasculariza¢iao corneana,
aremocao de todo tecido epitelial limbico por meio da dissec-
cdo lamelar daregido e obtiveram 96% de cérneas vasculariza-
das. A dissec¢@o lamelar foi utilizada em diferentes experimen-
tos, em que se buscava avaliar a reserva proliferativa das CG,
frente a diferentes propor¢des de lesdo ao limbo'""!'? e para
obten¢do de cérneas vascularizadas®2-23),

No presente trabalho, as técnicas experimentais foram
idealizadas buscando-se obter a remog¢do completa das CG,
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variando-se a profundidade da remocao da regido limbica. A
técnica 1 (T1) consistiria na remocao dos epitélios corneano e
limbico e foi idealizada baseando-se em trabalhos preceden-
tes®. A técnica 2 (T2) consistiria da remogdo dos epitélios
corneano e limbico e do tecido limbico sub-epitelial e foi ideali-
zada baseando-se em outro®. A técnica 3 (T3) consistiria da
remocao do epitélio corneano e dissec¢do lamelar do limbo e
foi idealizada baseando-se também em outros trabalhos”®.
Utilizou-se, nas trés técnicas experimentais, o n-heptanol, por
5 minutos, que por si s seria suficiente para remover a totali-
dade do epitélio limbico™.

As trés técnicas experimentais produziram algum grau de
neovascularizacdo em 100% dos casos. O surgimento foi mais
precoce na T1 e T2. Percebeu-se que, embora o surgimento de
neovasos tenha ocorrido mais tardiamente no T3, a progres-
sdo da neovascularizagdo foi mais rapida e logo se tornou mais
acentuada do que na T1 e T2. Ao final do experimento, a
neovascularizagio, nos trés grupos variou de leve a intensa. E
preciso lembrar que nenhuma das trés técnicas produziu resul-
tados homogéneos de neovasculariza¢do corneana global méxi-
ma. Embora ndo tenha havido diferenca significativa entre os
grupos na obtengdo de cérneas vascularizadas, no geral, a T1
proporcionou uma neovascularizacdo menor quando compara-
da as outras técnicas. O padrdao de neovascularizacdo men-
cionado foi semelhante ao ja referido na literatura®>, A
neovascularizacio corneana assimétrica também é referida por
outros autores®!'3, Por outro lado, mencionava-se vasculariza-
¢éo concomitante e simétrica em todos os quatro quadrantes®?.

A opacificacdo da cérnea é de grande importancia, pois
estd diretamente relacionada a diminui¢do da visdo. A
progressdo da perda da transparéncia foi similar a comentada
por outros autores®?. Foi possivel perceber uma correlagao
proporcional entre perda da transparéncia corneana e a neo-
vascularizacdo, ou seja, notou-se que uma cérnea acentuada-
mente vascularizada também apresentou um maximo de opaci-
ficagd@o, o que também jé foi observado®.

O inicio da reparagdo da superficie epitelial corneana nos
trés grupos experimentais ocorreu a partir do M2. Essa demora
no inicio da reparacdo nos grupos experimentais corresponde
a uma fase latente aumentada e se deve, talvez, ao tempo
necessario para que antes ocorra o reparo da regido limbica.
Utilizando a microscopia confocal, foi possivel perceber clara-
mente as bordas do epitélio regenerativo em casos de defi-
ciéncia limbica, somente a partir de uma semana®. O maior
retardo da reparacdo da superficie epitelial corneana na T2 e
T3 emrelacdo a T1 correlacionou-se bem com a maior destrui-
cdo do epitélio limbico nesses dois grupos. No entanto, a
avaliacdo deste parametro ficou prejudicada em virtude do
espacamento de dias entre os momentos, quando as cérneas
submetidas as técnicas experimentais ndo foram examinadas.
Para uma melhor avaliagdo desse parametro, seria necessario,
no minimo, uma avaliacdo didria.

Na maior parte das corneas submetidas as técnicas experi-
mentais, a epitelizagdo se iniciou pela periferia préxima ao
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limbo de alguns quadrantes e houve tendéncia a progredir
circunferencialmente e, a0 mesmo tempo, de forma centripeta,
em direcdo ao centro. Em geral, a ltima area a epitelizar foi a
periferia de algum quadrante, mais comumente o superior,
tendo sido completada com a unido das margens de cresci-
mento circunferencial e centripeto. Esse padriao de epiteliza-
¢do foi muito semelhante ao descrito no homem®*. No entan-
to, observaram-se varios casos de padrao de epitelizacio ape-
nas centripeta, na qual a regido central foi a tiltima a epitelizar.
A forma da area desepitelizada foi muito irregular, ndo poden-
do ser estabelecido um formato predominante.

A maioria dos autores € uninime em apontar a alta freqiién-
cia de erosdes epiteliais em disfungdo das CGU7-8202325_ Eles
indicam que o dano a superficie ocular envolvendo CG pode
afetar seriamente a reparacdo do epitélio, resultando em epite-
lizagdo deficiente, caracterizada por erosdes recorrentes e de-
feitos epiteliais persistentes. A presenca de erosdes epiteliais
foi observada em 45% das cdrneas operadas com técnica
similar a T3?%. Ao discutir, a reparagio da superficie epitelial
na deficiéncia parcial de limbo, alguns trabalhos ressaltando a
dor e o desconforto oculares ocasionados pelas alteragdes
epiteliais, além da conseqiiente diminui¢@o da visdo devida a
irregularidade da superficie éptica®.

Os granulomas corneanos sdo alteracdes vistas tardia-
mente no processo de neovascularizacdo corneana. Nesse
trabalho foram observados em aproximadamente 8% das
corneas. Trabalho precedente mencionou alta freqiiéncia de
aparecimento de granulomas em disfun¢do das CG, mas ndo se
referiram aos nimerosV.

Contrariando, em parte, o que foi observado”, obtivemos
um padrdo de regularidade na obtencéo de cérneas neovascu-
larizadas e conjuntivalizadas ndo s6 com a dissec¢do lamelar
do limbo (T3), mas também com a peritomia e escarificacio do
limbo (T2). A similaridade dos resultados obtidos com as duas
técnicas (T2 e T3) pode ser explicada pelo fato de a escarifica-
¢do do limbo proporcionar também remog¢do substancial do
epitélio limbico e de suas CG.

Os modelos correspondentes a T2 e T3 podem ser utiliza-
dos quando se deseja causar ampla destruicao das CG. Como
vimos, tais modelos produziram altera¢des bastante similares
nos diversos parimetros estudados. E preciso lembrar que a
T2 é de execuc@o mais rdpida, além de tecnicamente ser de
mais fécil realizacdo, sendo esta uma razdo que justificaria a
sua utilizac¢do no lugar da T3. Por outro lado, devemos consi-
derar que, nos ultimos trabalhos publicados na literatura mun-
dial 78202229 nos quais se precisou obter cérneas vasculari-
zadas, foi utilizada a dissecc¢do lamelar do limbo para remogao
completa das CG.

A T1, podemos concluir, é inadequada como modelo de
destruicdo total das CG por diversos motivos ji apresentados
anteriormente, mas, principalmente, pela remog¢do apenas
parcial do epitélio limbico e uma neovascularizagdo corneana
mais débil. No entanto, esse modelo pode ser ttil quando se
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deseja causar apenas a remogao parcial do epitélio limbico de
forma a simular uma disfun¢éo limbica.

ABSTRACT

Purpose: To compare the clinical aspects of three experi-
mental models of limbal stem cell (SC) deficiency in rabbits.
Methods: In the present study, 54 rabbits (108 eyes) were
divided into 3 experimental groups - (G1), (G2) and (G3). Each
group consisted of 18 rabbits. The left eyes were submitted to
3 different experimental techniques - (T1), (T2) and (T3), res-
pectively. A control group was formed with the 54 remaining
eyes (RE). In all 3 techniques n-heptanol was used. In T1, the
epithelium was removed by applying n-heptanol for 5 minutes.
In T2, the n-heptanol application was followed by a 360°
conjunctival peritomy at 4 mm beyond the limbus and scra-
ping of the episcleral tissue. In T3, besides the procedure
followed in T2, a lamellar dissection towards the limbus was
performed, including 1.5 mm of the peripheral cornea and 2 mm
of the scleral surface. Six clinical parameters of the corneas
were studied: neovascularization, opacity, surface irregulari-
ty, epithelial wound healing, epithelial erosion, presence of
granuloma and other injuries. Results: Corneal neovasculari-
zation started earlier in G1 and G2. It occurred heteroge-
neously, ranging from mild to intense, in 100% of the cases. It
remained stable from the 28th day up to the end of the experi-
ment (56th day). It was more intense in the upper and lower
corneal quadrants and less intense in the nasal and temporal
quadrants. Corneal opacity and irregularity of the corneal
surface were less intense in G1 than in G2 and G3, which were
similar. Reepithelialization started after a 3-day latency period
in all the animals submitted to the three experimental techni-
ques and was complete on day 7 in G1 and day 14 in G2 and G3.
The rate of occurrence of corneal epithelial erosion and
corneal stromal granuloma were similar in the 3 groups.
Conclusions: T2 and T3 seemed to be suitable experimental
models for total limbal stem cell deficiency and most of the
parameters showed similar results. T1 was found to be an
appropriate model for the partial-thickness removal of limbal
SC. Conjunctivalization and neovascularization occurred in all
experimental models.

Keywords: Germ cells; Limbus corneal; Models, animal;
Rabbits
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