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Membrana amniética canina utilizada como bandagem em tlcera superficial
de cornea de coelhos — aspectos clinicos
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RESUMO

Realizou-se a ceratectomia superficial em 28 coelhos, distribuidos em dois grupos. No grupo tratado,
composto por 14 animais, utilizou-se a membrana amnidtica canina como bandagem, suturada com sua
face epitelial voltada contra a superficie corneana. O grupo controle nio recebeu tratamento. A avaliagdo
clinica foi realizada 24 horas apds a cirurgia, a cada dois dias durante uma semana e a cada quatro dias até
180 dias. Avaliaram-se os efeitos da membrana amnidtica como bandagem, comparando-se o tempo de
epitelizagdo da cornea entre os grupos e verificando o periodo necessario para que a cornea apresentasse
transparéncia completa. A opacidade corneana esteve presente em todos os animais durante o periodo
observado. O tratamento instituido resultou clinicamente em neovascularizagdo corneana, opacidade de
cornea mais intensa no periodo inicial de reparagdo, retardou o processo de epitelizagdo e causou mais dor
e desconforto que nos animais do grupo-controle.
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ABSTRACT

Twenty-eight rabbits were submitted to superficial keratectomy. The treated group consisted of 14
animals received canine amniotic membrane as a bandage, sutured in a way that its epithelial surface
was in contact with the corneal surface. The control group did not receive any treatment. The animals
were submitted to clinical evaluations 24 hours after surgery, at each two-day interval during one week
and at each four-day interval during 180 days. The amniotic membranes were evaluated as a bandage
comparing the time needed for corneal epithelization in the treated and non-treated groups and
determining the period necessary for the cornea to become completely transparent. The corneal opacity
was present during the entire time of observation. The treated animals presented more opaque cornea in
the early period of regeneration, with neovascularization and more pain and discomfort than the animals
from control group, showing a delayed epithelization.
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INTRODUCAO e gatos. Nos casos de ceratite ulcerativa grave,

pode ocorrer a perda do globo ocular devido a

As ulceras de cornea, ou ceratite ulcerativa, sdao complicagdes como endoftalmites, glaucoma ou
uma das doengas oculares mais comuns em caes phthisis bulbi. No entanto, as ceratites ulcerativas
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sdo as doengas oculares que melhor respondem
ao tratamento entre todas as doengas oftalmicas
trataveis (Whitley, 1991). Podem se complicar
quando o mecanismo de reparagdo normal ¢
inibido ou desequilibrado, quando a causa que
resultou na ulceracdo ndo foi eliminada ou
quando a lesdo foi contaminada por agentes
infecciosos. Se o equilibrio entre a regenerag@o e
a destruigdo no processo de reparac¢do ndo existir,
desenvolve-se uma destruicdo progressiva do
estroma (Kern, 1990).

As ceratites ulcerativas persistentes, ndo
responsivas ao tratamento clinico, requerem a
terapia cirargica para a sua reparagdo (Portnoy et
al., 1989). Os objetivos deste tipo de terapia sdao
reparar a ulcera e prevenir a sua progressio,
proteger a superficie da cornea durante a fase de
reparacdo e retardar a degeneracdo do estoma.

Muitos tipos de membranas bioldgicas
tétm sido estudadas em cirurgias oftalmicas
reconstrutivas na medicina humana e veterinaria.
Sdo utilizados implantes de membranas
autogenos, aldogenos e xendgenos na tentativa de
reconstruir superficies oculares ap6s traumas ou
excisdes cirurgicas, obtendo-se resultados
considerados satisfatorios. Dentre os diversos
tipos de membranas bioldgicas, o uso da
membrana amnidtica tem demonstrado bons
resultados em cirurgias oculares (Woo et al.,
2001; Dua et al.,, 2004; Barros et al., 2005;
Cremonini et al., 2007).

A ultra-estrutura do epitélio da membrana
amnidtica tem muitas fungdes especializadas,
entre elas destacam-se: efeito antiadesivo,
propriedades bacteriostaticas, protecdo da lesdo,
reducdo da dor, efeito na epitelizacdo, e auséncia
de imunogenicidade (Trelford e Trelford-Sauder,
1979; Azuara-Blanco et al., 1999; Sampaio et al.,
2006).

A utilizagdo da membrana amnidtica em
cirurgias oftalmicas pode se dar de duas formas.
Como enxerto, quando a membrana ¢ usada
como um substrato para a migragdo celular,
tornando-se epitelizada e incorporada ao tecido
receptor, devendo ser posicionada com sua face
epitelial voltada para cima e como bandagem,
primariamente para conter a reacdo inflamatoria
enquanto a epitelizacdo esta ocorrendo sob ela.
Nesse caso, a membrana devera ser posicionada
com a sua face epitelial contra a superficie ocular
(Dua et al., 2004).
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Neste experimento, a membrana amnidtica foi
utilizada como bandagem, sendo suturada com a
sua face epitelial posicionada contra a cdrnea
lesada apds a realizagdo de ceratectomia
superficial. Os objetivos desta pesquisa foram: a)
estudar os efeitos clinicos da membrana
amniotica canina, utilizada como bandagem, no
tratamento de tlceras de cornea superficiais; b)
avaliar clinicamente o tempo necessario para
ocorrer a transparéncia completa da cornea, apos
0 processo de reparagdo nos dois grupos; c)
comparar, clinicamente, o tempo de epitelizagdo
corneana entre os grupos.

MATERIAL E METODOS

Este estudo seguiu as normas para
experimentagdo oftalmolégica seguindo os
critérios da Association for Research in Vision
and Ophthalmology (ARVO), no qual apenas um
dos olhos de cada animal foi comprometido’.
Assim, as alteracdes relacionadas ao ato
cirirgico e ao processo de reparagdo corneana
produziram minima interferéncia com o bem-
estar do animal, durante o periodo pos-
operatorio.

As membranas utilizadas foram coletadas, de
forma asséptica, de uma cadela gestante com
fetos a termo. As membranas amnidticas foram
separadas do corion, imersas em solugdo tampao
fosfato?  estéril, contendo 1000UI/ml de
penicilina G, 20mcg/ml de estreptomicina e
2,5mcg/ml de anfotericina B', estendidas sobre
papel de nitrocelulose, com sua face epitelial
voltada para cima, cortadas no tamanho de 3cm’;
imersas em frascos individuais, contendo
glicerina a 99% e estocadas em temperatura
ambiente, por um periodo minimo de 30 dias
antes da avaliagdo microbiologica.

Foram utilizados 28 coelhos da raca Nova
Zelandia, adultos, higidos, com pesos entre 3kg e
4kg, separados aleatoriamente em dois grupos
eqitativos, sendo um tratado, que recebeu a
bandagem com a utilizagdo de membrana
amnidtica xendgena, e um grupo-controle, sem
tratamento.

' Aprovado pela Comissdo de Etica da Universidade Federal
de Vigosa — protocolo n® 85/2006.
Ophthalmos Formulas Oficinais Ltda. — Sdo Paulo, SP.
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Apds os procedimentos pré-cirurgicos e
anestésicos de rotina, em todos os animais
realizou-se a ceratectomia superficial no olho
esquerdo, com auxilio de um trépano de
Castroviejo’, a 3mm do limbo na posigio 2
horas, retirando-se um fragmento corneano de
5,0mm de diametro ¢ 0,15mm de espessura.

No grupo tratado, um fragmento da membrana
amniodtica, previamente hidratado por 10
minutos, foi posicionado no defeito corneano
com sua face epitelial voltada contra a coérnea. A
membrana foi fixada a cérnea por meio de sutura
com pontos simples separados ao redor do
defeito corneano, utilizando-se fio de nylon 9-0°.
A sutura deixou as bordas do defeito livre e
atravessou totalmente o implante, mas ndo
totalmente a cornea receptora.

No tratamento pos-operatorio, foi feita a
aplicagdo de colirio a base de neomicina,
polimixina B e bacitracina' e de colirio a base de
atropina', na dose de uma gota a cada quatro
horas, por 15 dias. Todos os animais foram
mantidos em baias individuais e utilizaram colar
do tipo elizabetano até a completa epitelizacao
da lesdo corneana.

A remogdo da sutura, dos animais do grupo
tratado, foi feita apos o inicio da queda do
implante, com os animais submetidos a sedacdo,
seguida pelo uso de colirio anestésico.

O exame clinico constou de oftalmoscopia direta
para a avaliagdo de blefarospasmo, secregdo
ocular, congestdo de vasos conjuntivais,
neovascularizagdo corneana e permanéncia do
implante e presenca de prurido. Tais pardmetros
foram considerados como presentes ou ausentes.
Foi feito o teste de fluoresceina para verificar a
presenca da membrana no grupo tratado e o grau
de epitelizagdo da area que sofreu a ceratectomia
no grupo-controle e no grupo tratado apos a
remog¢do do implante.

Todos os pardmetros foram verificados 24 horas
ap6s a cirurgia, a cada 48 horas durante os
primeiros sete dias de pds-cirurgico e, a cada
quatro dias, até o final do periodo de observacao
de cada grupo.

*Petrovich Instrumentos Cirargicos — Sao Paulo, SP.
*NP6590 Oftalmologia/ PolySuture Ind. e Com. Ltda. — Sdo
Sebastido do Paraiso, MG.
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A opacidade da comea e do implante foi
classificada como ausente, quando um ou outro
se apresentaram completamente transparentes,
discreta, quando se apresentaram com coloragao
branca, mas ainda permitindo a visualiza¢do da
camara anterior ¢ intensa, quando se
apresentaram com coloragdo branca, sem
permitir a visualizagdo da camara anterior.

O teste estatistico utilizado foi o ndo-paramétrico
de Wilcoxon, considerando o nivel de
significancia P<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O blefarospasmo foi significativamente maior até
o nono dia de pos-operatério nos animais do
grupo tratado. A partir do décimo dia, ndo houve
diferenca entre os grupos (Tab. 1). Acredita-se
que o atrito do fio de sutura com a conjuntiva
palpebral pode ter causado o blefarospasmo
(Barros et al, 1998), e que uma possivel
formacdo de tecido de granulagdo sepultando o
fio pode ter levado a sua resolucdo espontanea
(Garcia et al., 1996).

A secre¢do ocular foi estatisticamente mais
acentuada nos animais do grupo tratado até o 12°
dia de po6s-operatorio; a partir do 13° dia, ndo se
observou diferenga entre os grupos (Tab. 2). A
variavel congestdo dos vasos conjuntivais
também se mostrou mais significante nos
animais do grupo tratado até o 15° dia de pods-
operatorio (Tab. 3). Como descrito por Azuara-
Blanco et al. (1999), a membrana amnidtica
apresenta propriedades bacteriostaticas e ndo
possui imunogenicidade. Além disso, foi
identificada a  presenga de inibidores
inflamatorios nas células epiteliais da membrana
amnidtica (Hao et al.,, 2000) e a auséncia de
leucocitos no amnio, permitindo a pratica do
halo-transplante por ndo induzir a rejei¢do
(Trelford e Trelford-Sauder, 1979). Dessa forma,
esses sinais sugerem a possivel ocorréncia de
reacdo inflamatoria ao fio de sutura e ndo a
presenga da membrana amnidtica atuando como
corpo estranho no local.
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Tabela 1. Valores médios obtidos relacionados ao blefarospasmo em coelhos dos grupos tratado (T) e

controle (C) ap6s o procedimento cirurgico

Dia de observagao

G 1 B 3 8 9 10 14
T 1,00a 1,14a 1,28a 1,71a 1,78a 1,86a 1,93a
C 1790 1,78  2,00b  2,00b  2,00b  2,00b  200a  2,00a

Valores seguidos por letras distintas na coluna diferem entre si (P>0,05).

Tabela 2. Valores médios obtidos relacionados a secrecdo ocular em coelhos dos grupos tratado (T) e

controle (C) apds o procedimento cirurgico

Dia de observagdo

(G 1 B 7 9 12 14 15
T 1,00a 1142 136a  1,50a 1.64a 1.86a 1.93a
C 1.64b 2000  2,00b  2,00b 2,00b 2,00a 2,00a

Valores seguidos por letras distintas na coluna diferem entre si (P>0,05).

Tabela 3. Valores médios obtidos relacionados a congestdo dos vasos conjuntivais em coelhos dos grupos

tratado (T) e controle (C) apds o procedimento cirurgico

Dia de observagdo

Grupo

1 2 4 7 8 12 14 15 16 17 19
T 1,00a 1,14a 1,36a 136a 1,50a 1,50a 1,58a 1,79a 1,86a 193a 1,93a
C 1,29b  1,50b 2,00b 2,00b 2,00b 2,00b 2,00b 2,00b 2,00a 2,00a 2,00a

Valores seguidos por letras distintas na coluna diferem entre si (P>0,05).

Somente os animais do grupo tratado
apresentaram prurido, que persistiu por até sete
dias durante o periodo pds-operatorio, quando foi
realizada a remoc¢do da sutura (Tab. 4). Este
resultado sugere que o fio de sutura atuou como
um corpo estranho causando desconforto.

Até o quarto dia apds a cirurgia, nenhum animal
apresentou neovasculariza¢do corneana. Entre o
quinto ¢ o 30° dia, a neovascularizagdo foi
significativa nos animais do grupo tratado. A
partir dai ndo houve diferenga entre os grupos
(Tab. 5). Estes resultados diferem dos de Hao et
al.  (2000), que demonstraram a agdo
antiangiogénica da membrana amnidtica por

meio da  expressio de um  potente
antiangiogénico quimico, em todas as células
epiteliais e em 20% das células mesenquimais do
amnio. Além disso, esses autores afirmaram que
as propriedades antiinflamatérias da membrana
amnidtica diminuem o estimulo a angiogénese e,
conseqiientemente, a neovascularizagio
corneana. A neovascularizagdo nos animais do
grupo tratado pode ser explicada pela presenca
do fio de sutura, pois, apos a sua remogao, houve
involucdo dos vasos neoformados, e, como
descrito por Slatter e Hakanson (1998), essa
involugdo ndo se deu por completo, e 0s vasos
puderam ainda ser vistos através de magnificagdo
e iluminagdo.

Tabela 4. Valores médios obtidos relacionados ao prurido em coelhos dos grupos tratado (T) e controle

(C) apds o procedimento cirirgico

Dia de observagao

Gy 1 2 7
T 1,00a 1,00a 1,00a
C 2,00b 2,00b 2,00b

Valores seguidos por letras distintas na coluna diferem entre si (P>0,05).
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Tabela 5. Valores médios obtidos relacionados a neovascularizagdo em coelhos dos grupos tratado (T) e

controle (C) ap6s o procedimento cirurgico

Dia de observagao

Gy 4 5 7 15 30 60 180
T 1,93a 1,50a 1,29a 1,43a 1,57a 1,86a 1,96a
C 2.00a 2.00b 2.00b 2.00b 200b  2,00a 2.00a

Valores seguidos por letras distintas na coluna diferem entre si (P>0,05).

Nao houve diferenga entre os grupos quanto ao
resultado do teste de fluoresceina nos primeiros oito
dias apds a cirurgia. Do nono ao 23° dia, os animais
do grupo tratado apresentaram resultados positivos
ao teste com maior significancia que os animais do
grupo-controle, ¢ a partir desse dia ndo houve
diferenca entre os grupos (Tab. 6). Esperava-se que
os animais do grupo tratado apresentassem
epitelizagdo em menor espago de tempo se a
membrana tivesse sido posicionada como implante,
servindo como substrato para a migracdo celular,
como descrito por Dua et al. (2004), ou se os
grupos fossem constituidos por animais com
ceratopatia autoimune ou com algum tipo de
deficiéncia no processo de reparagdo corneana
normal. Assim, os animais do grupo tratado

apresentariam resultados mais satisfatorios do que
os do grupo-controle.

Os animais utilizados apresentavam corneas com
capacidade de regeneragdo perfeita e a membrana
foi utilizada como bandagem. Dessa forma,
esperava-se que os dois grupos tivessem tempo de
reparagdo corneana semelhantes, j4 que a
epitelizagdo ocorre sob a membrana (Dua et al,
2004), mas o grupo tratado apresentou retardo na
reparagdo. Este fato poderia ser explicado pela
incorporagdo da membrana amnidtica ao epitélio
corneano, mesmo com a membrana sendo utilizada
somente como bandagem. Ainda assim, seriam
necessarios estudos histologicos adicionais para um
diagnostico mais preciso.

Tabela 6. Valores médios obtidos relacionados ao teste de fluoresceina em coelhos dos grupos tratado (T)

e controle (C) apds o procedimento cirtirgico

Dia de observagao

Cay 7 8 9 11 13 15 23 24 e
T 1292 1582 1,582 157a l.64a 1642 1,782 1.86a 193
C 143a  1.64a  1,93b 193b  2,00b 2,00b 2,00b 200a  2,00a

Valores seguidos por letras distintas na coluna diferem entre si (P>0,05).

Houve inicio de queda da membrana no sétimo dia
apos a cirurgia, sendo necessaria a remog¢do da
sutura e da por¢cdo da membrana que ndo estivesse
aderida a cornea.

Até o 18° dia, a opacidade corneana foi mais
intensa nos animais do grupo tratado, e a partir dai
ndo houve diferenca no grau de opacidade entre os
grupos estudados, sendo que esta variavel esteve
presente em todos os animais durante o periodo em

que foram observados (Tab. 7). Este resultado pode
ser devido a presenca de neovascularizagdo
corneana nos coelhos do grupo tratado, a qual
permitiu a deposi¢do de tecido de granulagdo e a
formacdo de cicatriz, que foi mais densa e mais
opaca que nos coelhos do grupo-controle. Nos
animais do grupo-controle a repara¢do corneana se
deu de forma avascular (Slatter, 1992; Slatter e
Hakanson, 1998).

Tabela 7. Valores médios obtidos relacionados a opacidade corneana em coelhos dos grupos tratado (T) e
controle (C) ap6s o procedimento cirurgico

Dia de observagao

Gy 2 7 10 18 19 30 60 180
T 1,83a 2,60a 2,75a 3,00a 2.83a 2,50a 2,00a 2,00a
C 200b  1,40b  1,62b  250b  267a  250a  250a  250a

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca ao nivel de 5% de significancia.
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CONCLUSOES

De acordo com os resultados deste trabalho, a
membrana amnidtica canina utilizada como
bandagem suturada a coérnea de coelhos nao
demonstrou ser um método de tratamento eficaz
em ulceras superficiais de cornea. Neste caso,
nao se indica esse método de tratamento.
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