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RESUMO

Objetivos: Pesquisa experimental, com laser de diodo infravermelho, para
estimar a seguranga, a reprodutibilidade e a permeabilidade da parede
ocular a sua atuagao clinica, quando aplicado via transescleral, em condi-
¢coes de baixa visibilidade. Métodos: Submetemos olhos de coelhos
pigmentados da raga Nova Zelandia a fotocoagulagéo retiniana por laser
de diodo infravermelho. No olho direito, realizamos fotocoagulacio via
transescleral sob parametros de poténcia e tempo pré-determinados
clinicamente. No olho esquerdo, foram repetidos os mesmos valores da
poténcia e tempo usados no olho direito, desta vez, via transpupilar.
Imediatamente e apds 2 meses, estudos clinicos baseados na retinografia e
histopatol6gicos foram realizados. Resultados: A permeabilidade da pa-
rede ocular, quando da aplica¢do do laser de diodo infravermelho via
transescleral, variou entre 58,95 e 63,87%. A média da permeabilidade da
parede oculara300 mW (63,14 %) mostrou-se significativamente superior
aqueladapermeabilidade da parede ocular encontradaa 500 mW (59,11%),
(P<0,05). Conclusdes: Este estudo sugere a existéncia da relagdo dose-
resposta em relagdo aos parametros empregados na aplicag@o do laser de
diodo infravermelho via transescleral, com permeabilidade da parede
ocular mensurdvel e reprodutivel. Nenhuma rotura, hemorragia ou
descolamento da retina ou vitreo foi constatado aos exames subseqiientes
as aplicacoes do laser de diodo infravermelho, o que torna o uso da fotocoa-
gulacdo via transescleral, no modelo experimental, seguro, mesmo sob
condigdes de baixa visibilidade dos meios.

Descritores: Retina; Doengas retinianas; Coagulagao por laser; Fotorreceptores; Epitélio
pigmentado ocular; Baixa visdo; Procedimentos cirurgicos oftalmoldgicos; Relacdo dose-
resposta em radiacdo; Animais; Coelhos

INTRODUCAO

Freqiientemente, a fotocoagulagio retiniana via transpupilar (FRP) tem
uso limitado devido as opacidades dos meios oculares, comuns na periferia
de implantes de lentes intra-oculares, retinopatia da prematuridade, roturas
hemorragicas da retina, hemorragia vitrea periférica e edema de cérnea,
dentre outras situagdesV.

Para tratamento destes casos, a terapéutica mais difundida a FRP ¢é a
crioterapia que, no entanto, induz acentuada inflamacio e desconforto. E
causa, muitas vezes, de hemorragia coroidé€ia, necessita dissec¢do conjun-
tival, apresenta baixa precis@o de foco, além de ocasionar exagerada disper-
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sdo de pigmentos do epitélio pigmentar da retina (EPR) quan-
do comparada a FRP®. Outra possibilidade de tratamento é a
cirurgia vitreo-retiniana, ndo isenta de complicacdes, tais co-
mo recorréncia de hemorragia vitrea, cujas taxas podem atingir
75% em diabéticos®.

Frente as dificuldades inerentes a FRP, a crioterapia e a
cirurgia vitreo-retiniana, e cientes da facil penetracdo do laser
de diodo infravermelho (LDI) através da esclera, realizamos
um estudo experimental em olhos de coelhos, comparando o
resultado da aplicacao do LDI via transpupilar com a transes-
cleral (FRT)®. Partimos do principio que o LDI tem sua efi-
ciéncia parcialmente dissipada pela parede ocular e procura-
mos estimar o que denominamos permeabilidade da parede
ocular (PPO) a atuagdo clinica do LDI via transescleral®. Tive-
mos, como objetivo, estabelecer pardmetros de reprodutibili-
dade e confiabilidade deste procedimento, ainda que realizado
sob condi¢des de baixa visibilidade.

METODOS

Realizamos estudo comparativo entre um grupo de olhos
de coelhos submetidos a FRP (grupo controle) e outro, a FRT
(grupo de estudo). Atentamo-nos a observacao clinica, regis-
trada por retinografia, com métodos de mensuragdo 6pticos.
Incluimos breve confirmacdo histopatoldgica.

A amostra constou de 18 olhos de 9 coelhos pigmentados
adultos, da raca Nova Zelandia (Oryctolagulos cuniculus), ma-
chos, com peso variando entre 2,5 e 3 kg, e pigmentagao retiniana
de coloracdo castanha, procedentes do Biotério do Departamen-
to de Cirurgia Experimental da Santa Casa de Sao Paulo.

Todos os procedimentos cirtirgicos e clinicos foram reali-
zados no Setor de Retina e Vitreo do Departamento de Oftal-
mologia da Santa Casa de Sao Paulo, e respeitaram as normas
da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da-
quela instituig@o.

Os animais de experimentagao tiveram as pupilas de ambos
os olhos dilatadas com tropicamida a 1% e cloridrato de feni-
lefrina a 10%, colirio, 1 gota cada. Foram, entdo, anestesiados
com inje¢do intramuscular de cloridrato de cetamina 5% (Parke
& Davis®), na dosagem de 10 mg/kg, associado a cloridrato de
xilazina 2% (Bayer®), na dosagem de 2 mg/kg.

Para FRT, cada animal foi posicionado em dectbito lateral
esquerdo para aplicacdo do LDI no olho direito (OD). Com
auxilio do oftalmoscépio indireto e lente de 20 dptr, utilizamos
a sonda de diopexia transescleral IRIS Medical DioPexy Probe
(IRIDEX Corporation®), com didmetro de 1000 wm, acoplada ao
o fotocoagulador de diodo semicondutor modelo FTC - 2000
(Opto Eletronica S.A.®), com amplitude de onda de 810 nm.

A seguir, guiando-nos por transiluminacdo transescleral,
geramos 30 queimaduras retinianas, nos quadrantes nasal infe-
rior e superior dos olhos, préximas ao equador, entre 3 ¢ 6 mm
dos limites do limbo corneano, com espago minimo, de uma
vez a area das marcas provocadas pelo LDI. A técnica, a rigor,
poderia ter sido dita “transconjuntival”; preferimos a nomen-

clatura “transescleral”, no entanto, ndo somente devido ao
uso consagrado na literatura, mas também a total similarida-
de dos resultados clinico-patoldgicos entre ambas®.

Para estabelecermos o limite inferior dos pardmetros de
fotocoagulacdo, utilizamos um coelho “piloto”, em cuja retina
procuramos gerar marcas discerniveis por FRT. A partir de 100 ms
e 100 mW, aumentamos os parametros até que as primeiras
marcas atingiram o grau 1 do critério de correlagdo clinico-
patoldgica introduzido por alguns autores®.

Segundo esses critérios, lesdes sdo referidas como per-
tencentes ao grau 1 quando, a oftalmoscopia, apresentam-se
levemente acinzentadas em sua totalidade, caracterizadas grau
2, quando contém centro branco circundado por dois halos
acinzentados e, grau 3, quando apresentam fino halo acinzen-
tado que circunda centro branco bem distinto.

No coelho “piloto”, como parametros tempo e poténcia limi-
trofes inferiores encontramos 500 ms e 300 mW, respectiva-
mente. Gradualmente, aumentamos o pardmetro poténcia até
600 mW, situac@o na qual a aparéncia clinica das marcas ge-
radas ultrapassou o grau 3 proposto pelo critério supracitado.
Por isso, consideramos 500 mW o valor limitrofe superior do
parametro poténcia. Analogamente, a partir da poténcia 300 mW,
aumentamos o parametro tempo até 1000 ms, situagdo na qual,
a aparéncia clinica de marcas geradas também ultrapassou o
grau 3 proposto por aquele critério. Consideramos, esse, o valor
limitrofe superior do parametro tempo.

Portanto, foi possivel dividir os coelhos em 3 grupos. No
primeiro grupo, mantivemos constante o tempo de 500 ms; no
segundo, 800 ms e no terceiro, 1000 ms. Dentro de cada grupo,
variamos a poténcia entre 300, 400 e 500 mW; somente perfize-
mos uma Unica combinag¢do de pardmetros em cada coelho.

No olho esquerdo (OE) dos coelhos, em regido andloga ao
OD, foi repetida a mesma quantidade de queimaduras, sob
idénticos parametros aqueles utilizados no OD, mas, desta
vez, sob uso da técnica de FRP. Nesta técnica, utilizamos
lampada de fenda acoplada ao fotocoagulador pelo Adap-
tador de Lampada de Fenda (Opto®) com a mira de 500 um
de didmetro e auxilio da lente fundoscépica de contato Super
Quad 160° (Volk®), com capacidade para amplia¢do da mira em
2X, o que resultou numa mira final de 1000 um de didmetro,
dimensao esta que objetivou proporcionar drea de aplicacdo
do LDI o mais préximo possivel daquela fotocoagulada duran-
te a FRT no OD.

Retinografias e medigcoes

Ap6s 30 minutos as aplica¢des do LDI, procedemos com
as medi¢des retinograficas das dreas das marcas geradas. O
aparelho utilizado para captura da imagem e subseqiiente
medi¢do das dreas fotocoaguladas foi o retindgrafo TRC 50X
Retinal Camera (Topcon®) digitalizado pelo sistema Lepton
Lite versdo 2.1.7 (Lepton®) e, devidamente, calibrado em
conformidade com o protocolo Digital Angiography Reading
Center (DARC). Cada procedimento e posterior tracejado
para mensuracao (Figura 1A) foi elaborado, respectivamen-
te, por dois observadores diferentes. Igualmente, obtivemos
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o valor final de cada uma das 4reas, a partir da média aritmé-
tica entre duas medidas, aferidas por dois observadores dis-
tintos.

Completados 2 meses dos procedimentos, procedemos com
a enucleacdo e estudo histopatolgico desses olhos.

Método da andlise estatistica

Para estimar a PPO do LDI apés a FRT, calculamos o
quociente entre as medidas das dreas ocupadas pelas marcas
transesclerais e transpupilares. Baseamo-nos no principio
que as dreas ocupadas pelas marcas transpupilares corres-
ponderiam ao total da PPO, ja que consideramos desprezivel
a absorc@o na cérnea, humor aquoso, cristalino e humor
vitreo, todos estes meios transparentes a transmissdo do
LDI. Calculada a relagdo, optamos por expressa-la em por-
centagem. Assim, um valor de PPO igual a 100% corres-
ponderia, virtualmente, a transmissao total do LDI pela pare-
de ocular.

Para a comparagdo das dreas fotocoaguladas via transes-
cleral e transpupilar, consideramos as amostras pareadas, ja
que, para cada animal de experimentacao, consideramos o OE
controle e, o OD, de estudo.

Inicialmente, analisamos todas as variaveis descritivamen-
te. Realizamos a andlise das dreas fotocoaguladas vias trans-
escleral e transpupilar e o quociente entre estas duas medidas
(PPO) através da observagao de valores minimos e maximos,
dos quartis, do cdlculo de médias e desvios-padrdo. Para a re-
presentagdo grafica dos quartis, minimo, maximo e “outliers”,
construimos os diagramas de Box-Plot.

Para estudarmos o comportamento médio das PPO con-
forme os pardmetros da poténcia aplicada (300 mW, 400 mW
e 500 mW) e do tempo (500 ms, 800 ms e 1000 ms), utilizamos
modelo de Andlise de Variancia (ANOVA). Em seguida realiza-
mos comparagdes multiplas C de Dunnett para verificarmos em
quais grupos a PPO apresentou médias distintas.

Nos testes estatisticos adotamos nivel de significincia de 5%.

RESULTADOS

Retinografias imediatas

Ap6s 30 minutos das fotocoagulacdes, as marcas torna-
ram-se discerniveis e regulares, de contorno ovalado ou arre-
dondado. Este padrao se manteve até 72 h apds a aplicacdo do
laser.

Passados 2 meses, as marcas se apresentavam mal delimita-
das; assumiram contornos variados, com aspecto hiperpldsico e
de leve achatamento do relevo central, que tinha coloragdo
acinzentada e periferia escurecida e elevada. No entanto, as quei-
maduras provocadas por FRT apresentaram melhor precisdo de
limites quando comparadas aquelas provocadas pela FRP.

O humor vitreo e a hialdide apresentaram-se transparentes
e ndo houve aparecimento de opacidades cristalinianas, des-
colamento da retina, formagdo de buracos ou roturas em ne-
nhum dos casos estudados, mesmo naqueles olhos submeti-
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dos as intensas queimaduras que excederam o grau 3 durante
a aplicagdo transpupilar.

Histopatologico

Para fins ilustrativos, enfocados primordialmente na FRT,
submetemos os olhos, ji enucleados, identificados e fixados
numa solucdo de formaldeido a 10% durante 48 h, e secciona-
dos na regido nasal, a microscopia de luz.

A drea das lesdes provocadas pela FRT (grupo de estudo)
mostrou preserva¢io da camada nuclear interna, células gan-
glionares e fibras nervosas, mas desorganizagdo da camada
plexiforme externa e necrose da camada de fotorreceptores e
do epitélio pigmentar de retina (EPR), além de dano tecidual da
camada coriocapilar, as vezes, ocluida por trombos, com for-
mato retiniano de “escalope” no segmento tratado, o que esta
compativel com marcas pertencentes ao grau 2 pelos critérios
de Tso et al. (Figura 1B).

As lesdes geradas por FRP (grupo controle), sem objeti-
vos clinicos, caracterizaram-se, na maior parte dos cortes da
retina, por compactacio e atrofia de todo o segmento tratado,
desde o EPR até as camadas nuclear e plexiforme internas, com
a camada coriocapilar ocluida por trombos, o que, as vezes,
reduziu-a a um unico folheto, aderente a restos de EPR necrotico.

Andlise descritiva dos dados

Através das tabelas 1 e 3, observamos que, independente-
mente dos tempos de aplicagdo, a média da PPO tende a di-
minuir com o aumento da poténcia. Também observamos este
padrdo através do grafico 1 de intervalo de confianga de 95%
para a média.

Comparagdo da média das PPO por poténcia e tempo

Inicialmente realizamos Anélise de Variancia com dois fa-
tores fixos (tempo e poténcia). Nao pudemos detectar efeito da
interacao desses dois fatores (p=0,9754), conforme a tabela 2.
A auséncia de interacdo entre a poténcia e o tempo implica que
o comportamento da PPO por poténcia independe do tempo de
aplicacdo conforme podemos observar através do gréfico 2.
Além disso, ndo encontramos evidéncias do efeito de tempo

Figura 1 - A) Avaliacao clinica por mensuracao retinografica imediata:
flechas azul (grau 1), amarela (grau 2) e vermelha (grau 3); B) Exame
histopatoldgico tardio (grau 2)
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Tabela 1. Medidas - resumo da permeabilidade da parede ocular (%) por tempo e poténcia
Tempo Poténcia Média Erro padrao Desvio padrao Minimo Maximo Percentis
25 50 75
500 ms
N=30 300 mW 62,98 1,21 6,64 51,41 78,04 57,38 63,64 67,37
N=30 400 mW 60,32 1,32 7,23 4717 73,67 54,73 59,49 66,10
N=30 500 mW 58,95 1,14 6,26 4417 71,58 55,08 59,14 62,83
800 ms
N=30 300 mW 62,56 1,86 10,20 44,09 84,97 54,90 62,61 67,06
N=30 400 mW 61,50 1,63 8,95 48,71 89,59 55,21 62,13 66,64
N=30 500 mW 59,26 1,04 5,72 48,18 73,17 54,50 59,41 62,73
1000 ms
N=30 300 mW 63,87 0,85 4,65 54,44 75,68 60,75 63,95 66,25
N=30 400 mW 61,44 0,93 5,12 49,27 70,00 58,55 62,14 64,76
N=30 500 mW 59,73 1,07 5,86 50,75 77,34 55,44 58,62 62,38

Tabela 2. Andlise de variancia para comparacdo de médias
Fonte de variacao Soma de Quadrado Graus de liberdade Quadrado Médio Estatistica F p-value
Poténcia 658,78 2 329,39 6,82 0,0013
Tempo 39,90 2 19,95 0,41 0,6619
Poténcia* 23,10 4 5,77 0,12 0,9754
Tempo 12.600,9
Residuo 3 261 48,28
Total 13.322,7

2 269
Teste de Levene para igualdade de variancias (F= 2,996; gl numerador= 8; gl denominador= 261; p= 0,003)

Goit De acordo com a tabela 4, ndo detectamos diferenca entre as
80,00 243 o 1% R médias associadas as poténcias 500 mW e 400 mW, em nivel de
74,004 % g significancia de 5% (Subgrupo 1). Da mesma forma, ndo detec-
gggg: %224 % - tamos diferenca entre as médias associadas as poténcias 400 mW

40,004 e300 mW (Subgrupo 2). Porém verificamos que a média de PPO
90,00 T2 = a 300 mW foi significativamente superior a de 500 mW.

gg-gg: A PPO, quando da aplicagdo do LDI via transescleral,
] % % variou entre 58,95 e 63,87%. Verificamos que a média de
50,004 PPO a 300 mW (63,14%) foi significativamente superior a de
40,00+ 500 mW (59,11%) ao nivel de significancia de 5%, haven-

Sw 008
odwaj

Permeabilidade escleral (%)

$0,00 do, portanto, influéncia do pardmetro poténcia que, a medi-
80,004 - .
on oLl a da que aumenta, reduz a PPO. O mesmo ndo pudemos afir-

5 o A . ~ . A .
60,00 % % 3 mar do pardmetro tempo, pois nao encontramos evidéncias
50,004 63 do seu efeito sobre a PPO.
40,00+ 1 r '

300 mwW 400 mW 500 mW
Poténcia =
DISCUSSAO
|Nota-se a presenca de alguns valores de PPO destoantes
Gréfico 1 - Box-Plot da PPO (%) por tempo e poténcia Nao foi objetivo deste estudo constatar as propriedades

opticas e fisicas do LDI na esclera. Tentativas experimentais de
mensurar as caracteristicas espectrais de transmissao, absor-
de aplicagdo (p=0,6619), somente da poténcia (p=0,0013) na ¢ao e reflexdo do LDI na parede ocular, com auxilio de espec-

PPO. Nesse caso, a média da PPO tende a diminuir com o trofotdmetro tém sido objeto de estudo™’®. Procuramos ater-
aumento da poténcia em qualquer tempo de aplicacdo. nos as caracteristicas clinicamente detectdveis da permeabi-

Como detectamos somente os efeitos poténcia na ANOVA, lidade escleral, logo apds a aplicacdo do LDI via transescleral.
utilizamos comparagdes multiplas C de Dunnet para verificar E importante reconhecer que nossas afericdes da drea de
em quais poténcias a PPO apresentou médias distintas. acometimento pelo LDI corresponderam a estimativas aproxi-
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madas, ji que os aparelhos usados, ainda que calibrados,
foram projetados para uso no olho humano. Entretanto, vale
salientar que nosso enfoque priorizou a PPO, ou seja, o quo-
ciente daquelas medidas, que ndo € afetado por esses fatores.

Algumas consideracdes devem ser feitas no que diz res-
peito ao olho do coelho. Muito embora sua parede ocular
tenha espessura de 0,2 mm, inferior a do ser humano, é sabido
que o LDI apresenta constante de transmitancia escleral 1,8
vezes maior nela®. Além disso, a regido trabalhada nio sofre
interferéncia de musculatura extrinseca”.

Clinicamente, foi possivel correlacionar inversamente a
poténcia com a PPO nos pardmetros empregados durante a
FRT. Todavia, isto implica apenas no aumento da drea da
marca gerada via transpupilar, detectado clinicamente, de ma-
neira desproporcionalmente maior aquele constatado na via
transescleral, simultaneamente ao aumento da poténcia. O
mesmo ndo foi observado em relagdo ao tempo, pois houve
pouca ou nenhuma diferenca clinica entre as lesdes produ-
zidas ap6s aplicagdes de 500, 800 ou 1000 ms. Tal asserto
encontra suporte noutros estudos que concluiram ser menor a
atuacdo do fator tempo na FRT, o que torna, portanto, mais
segura a alteracdo deste parametro, para mais ou para menos,
durante o procedimento®!"12),

Também observamos que as queimaduras provocadas por
FRT apresentaram melhor definicdo das bordas quando com-

paradas aquelas provocadas pela FRP. Possivelmente, este fato
se deva a absorcdo da energia na esclera e nos pigmentos da
cordide, mais saturados no coelho que no ser humano, o que
também corrobora para explicar a queda da PPO em poténcias
mais elevadas; os pigmentos da cordide funcionariam, ao me-
nos teoricamente, como “barreira” a passagem do LDI em dire-
cdo a retina. Tais constata¢des estdo coerentes com o que foi
encontrado na bibliografia pesquisada*!9.

CONCLUSAO

Dentro dos parametros utilizados, a FRT mostrou-se ade-
quada ao modelo experimental; sua absor¢@o variou dentro de
faixas apropriadas e previsiveis, podendo ser aplicada como
método reprodutivel, inclusive, sob condi¢des de mé visibilida-
de da retina.

ABSTRACT

Purpose: Retinal photocoagulation under poor visualization
condition is often required. Transscleral infrared laser can be
used as an alternative to regular transpupillary treatment. Ba-
sed upon retinographic measurements, we proposed to esti-

Tabela 3. Média e desvio padrao para PPQ (%) por poténcia segundo Tempo
os tempos de aplicacao 64,00 e
Poténcia Tempo Média Desvio padrao N s 800 ms
300 mw 500 ms 62,98 6,64 30 £ 63,001 aQ e
800 ms 62,56 10,20 30 2 A\
1000 ms 63,87 4,65 30 E 62,00 \ :
Total 63,14 7,46 90 % o
400 mW 500 ms 60,32 7,23 30 "E’ 61,004 \
800 ms 61,50 8,95 30 ©
1000 ms 61,44 5,12 30 i - S N
Total 60,91 8,09 90 I e
500 mW 500 ms 58,95 6,26 30 E 59,00 “‘--\;)
800 ms 59,26 5,72 30 w o
1000 ms 59,73 5,86 30 w
Total 59,11 5,94 90 59,004
Total 500 ms 60,75 6,85 90 300 MW 400mW 500 mW
800 ms 61,11 8,52 90 Poténcia
1000 ms 61,68 5,45 90
ol clnlc L 20 Grafico 2 - Estimativa da média marginal a PPO (%)
Tabela 4. Comparacao muiltipla de C de Dunnett
Poténcia () Poténcia (J) Diferenca entre as médias (I-J) Erro padrao Intervalo de confianca de 95% para a diferenca
Limite inferior Limite superior
300 mW 400 mwW 2,05 1,09 -0,56 4,66
500 mW 3,82* 1,00 1,43 6,21
400 mW 300 mW -2,05 1,09 -4,66 0,56
500 mW 1,77 0,98 -0,57 4,11
500 mW 300 mW -3,82¢ 1,00 -6,21 -1,43
400 mW -1,77 0,98 -4,11 0,57
*= diferenga significante ao nivel de 5%

Arq Bras Oftalmol. 2008;71(3):342-7



Estudo experimental da aplicagdo retiniana do laser infravermelho via transescleral sob condi¢des de baixa visibilidade

mate the reproducibility as well as ocular wall permeability
rate for this treatment. Our primary goal was to evaluate
whether this technique can deliver adequate photocoagula-
tion at predetermined parameters without direct retinal visua-
lization. Methods: In New Zealand pigmented rabbits,
optimal transscleral infrared diode laser settings were admi-
nistered to the right eye. With the same parameters, transpu-
pillary photocoagulation was repeated in the left eye. Re-
tinographic and clinical examinations were performed im-
mediately and two months later. Results: Ocular wall per-
meability rate varied between 58.95 and 63.87%. Average
permeability using a power of 300 mW (63.14%) was found
to be higher than that encountered before its enhancement up
to 500 mW (59.11%), (P<0.05). Conclusions: Setting para-
meters showed dose-response effect. No retinal hole or retinal
detachment was noticed in any rabbit. Transscleral infrared
photocoagulation appeared to be a reproducible and secure
method in the experimental model.

Keywords: Retina; Retinal diseases; Laser coagulation;
Photoreceptors; Pigment epithelium of eye; Vision, low;
Ophthalmologic surgical procedures; Dose-response
relationship, radiation; Animals; Rabbits
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