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1. INTRODUGAO



1.1 - Embriologia

As camadas da retina, a pigmentar externa e a neural interna tém
origem comum, isto é, do ectoderma neural (vesicula Optica primitiva). Até
aproximadamente 25 dias de gestagdo, o ectoderma neural sofre invaginagdo,
formando a vesicula dptica. Na quarta semana (4,5 mm), a cavidade da vesicula
oOptica fecha-se completamente pela invaginagdo das suas paredes. formando o
calice dptico. As conseqiiéncias desse processo de invaginagdo sdo a formagao
de dois folhetos: o folheto interno (cavidade vitrea) e o folheto externo do
calice dptico (superficie externa). Esses folhetos ou camadas apresentam agora
um espago virtual (fechamento da cavidade da vesicula Optica), que persiste
durante a vida. As células da camada externa do calice optico se diferenciam
em epitélio pigmentar definitivo da retina, corpo ciliar e camada anterior do
epitélio pigmentar da iris; as células da camada interna formam a retina
sensorial definitiva, epitélio ndo pigmentado do corpo ciliar e camada posterior
do epitélio pigmentado da iris (DANTAS, 1989).

Em condigdes patologicas, o liquido pode penetrar no espago virtual
entre as camadas interna e externa da retina. Clinicamente, essa separagdo das
duas camadas da retina ¢ conhecida como descolamento da retina (DR)
(KOZART, 1979)

Conceitualmente, DR é o acimulo de fluido no espago virtual entre a
retina sensorial e o epitélio pigmentado da retina (EPR). No DR regmatogénico,
o liquido proveniente da cavidade vitrea tem acesso a esse espago através de

uma rotura da retina.
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1.2 - Descolamento de retina

Antes da invengdo do oftalmoscopio, o DR era observado apenas
histologicamente (WARE. 1805) ou pela alteragdo do reflexo vermelho do
fundo de olho (CUMMING, 1846). Apds a invengdo do oftalmoscopio por
HELMHOLTZ em 1850, apareceram varias teorias sobre a patogenia do DR.
Observou-se que as roturas e a tragdo do vitreo sobre a retina sdo as
responsaveis por essa alteragao.

COCCIUS, em 1853, descreveu pela primeira vez o DR. Em 1854,
von GRAEFE descreveu as roturas retinicas e o curso natural do DR
regmatogénico.

Em 1870, DE WECKER e JAEGER supuseram que o liquido sub-
retinico (LSR), oriundo do humor vitreo, seria responsavel por alguns casos de
DR. Mas foi LEBER (1882) quem provou definitivamente que as roturas da
retina eram as causas do DR.

Em 1882, LEBER provocou DR em animais colocando fragmentos
de metal no corpo vitreo e foi o primeiro a acreditar que as roturas eram
secundarias a tragdo do vitreo. responsavel pelo DR.

Introduzida a oftalmoscopia indireta em 1852 por RUETE e
inventado o oftalmoscépio binocular indireto (OBI) em 1861 por GIRARD-
TEULON, Gonin ndo lhes dava a devida importancia, preferindo o uso do
oftalmoscopio direto (GONIN, 1921). Somente em 1947. com o OBI
modificado por Schepens (SCHEPENS, 1947), que apresentava iluminagdo e
sistema Optico adequados. o examinador passou a ser capaz de observar a

periferia da retina com estereopsia.



Com o aperfeigoamento do OBI e com a depressdo escleral
idealizada por TRANTAS em 1900. os cirurgides de retina passaram a
encontrar maior facilidade no tratamento das roturas e alteragdes vitreo-
retinicas, tanto pré como per-operatoriamente. O corpo vitreo e a anatomia
vitreoretinica podem ser melhor avaliados através da biomicroscopia com a
lente de trés espelhos (GOLDMAN. 1954) ou lente panfundoscopica .

Em casos nos quais ha opacificacdo dos meios transparentes. outros
meétodos propedéuticos sdo necessarios para o diagnostico das alteragdes vitreo-
retinicas como eletro-retinografia (BROWN, 1968, PEN & HAGINS. 1969),
registro do potencial visual evocado (HIROSE et al. 1979), ultra-sonografia
(COLEMAN et al, 1977) e “Scanning Laser Ophthalmoscopy” (TIMBERLAKE
et al. 1982; SUNNESS et al, 1995).

1.2.1 - Tratamento do descolamento da retina

O tratamento do DR consiste em reposicionar a retina no seu lugar
original. isto €, em contato com o EPR e a cordide. O principal objetivo €
fechar o buraco da retina e aproximar a retina descolada do EPR. A oclusdo da
rotura impede a passagem do liquido da cavidade vitrea para o espago sub-
retinico. Se todas as roturas da retina forem tratadas, o liquido sub-retinico ¢
reabsorvido e a retina se aplica espontaneamente. A reaproximagdo dessas duas
camadas pode ser obtida pelo deslocamento da parede ocular ¢ do EPR em
dire¢do a retina, por meio de introflexdo escleral ou, alternativamente, pelo
deslocamento da retina em dire¢do a parede ocular por meio da drenagem do

liquido sub-retinico (LSR) ou da injegdo de gas (GONIN, 1921).
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A cirurgia do DR era fadada ao insucesso antes de Gonin (GONIN.
1921), que demonstrou a necessidade de selar as roturas.

O liquido sub-retinico era observado em todos os casos de DR e era
drenado através de uma esclerectomia posterior. WARE, em 1805, foi o
primeiro cirurgido a realizar esse tipo de cirurgia.

Em 1863, von GRAEFE descreveu a técnica de puncionar a esclera e
realizar incisdes na retina, pois acreditava que o LSR saia pela retinotomia.

Em 1899, DEUTSCHMANN foi o primeiro a usar o galvanocautério
para puncionar a esclera perto da rotura. mas nédo foi levado em consideragao,
pois na €poca ndo se dava muita importancia as roturas da retina.

Em 1863, von GRAEFE, com a ajuda de uma agulha, tentou eliminar
as tragdes do vitreo para ocasionar a adesdo corio-retinica.

LAGRANGE, em 1912, apos drenagem do liquido sub-retinico,
tentou aumentar a PIO fazendo trés fileiras de cauterizagdo, circundando o
globo ocular logo atras do limbo.

MULLER, em 1903, tentou reduzir o tamanho do globo ocular
fazendo ressecg¢do escleral. Acreditava que o alongamento da retina era
responsavel por DR e a ressecgdo da esclera reduziria a tensdo da coroide.

Apesar dos varios procedimentos para o tratamento do DR. o sucesso
cirurgico era insignificante antes dos trabalhos de Gonin (DUFOUR. 1906). Em
1912, VAIL convidou 460 oftalmologistas americanos e, desses, 281 atenderam
ao convite. Reportaram que cada um havia diagnosticado cerca de 5 pacientes
com DR antes do encontro e 250 convidados afirmaram que ndo obtiveram
sucesso no tratamento do DR. Os 31 restantes relataram que curaram 41 olhos.

Metade dos casos ndo foram convincentes e, dos 20 curados. 2 eram DR por



toxemia gravidica. Vail concluiu. na ocasido, que a porcentagem de cura era de
1 para 1000 casos.

Em 1906, JULES GONIN determinou as diretrizes para o tratamento
do DR. Ele identificou corretamente as roturas da retina como ocasionadoras do
DR e foi o primeiro cirurgido que drenou o LSR e selou a rotura por
ignipun¢do, provocando adesdo corio-retinica. Sua técnica cirurgica para DR
continua sendo usada até os dias atuais, com algumas modificagoes.

Existem outras maneiras de provocar adesodes corio-retinicas, como o
procedimento de GUIST-LINDNER (1931), que consiste na cauterizagido
quimica da parede da cordide onde se localizam as roturas. Na mesma época,
LARSON (1932), WEVE (1932) e SAFAR (1932) introduziram a diatermia
para tratamento das roturas da retina. Esta técnica minimizou as complicagdes.
BIETTI, em 1933, usou dioxido de carbono para criar adesdo corio-retinica
(criopexia).

Com o moderno oftalmoscopio binocular indireto (OBI), 1dealizado
por SCHEPENS (1947). iniciou-se a nova era para observagdo da retina. A
visdo estereoscopica associada a depressdo escleral corrigiu os erros da
oftalmoscopia indireta e da oftalmoscopia monocular indireta (OMI).

Em 1949, CUSTODIS realizou a primeira operagdo com explante
escleral, com a finalidade de identa¢do. A rotura era tratada com diatermia
sobre a esclera e uma pega cilindrica de material sintético (poliviol) era usada
para identagao.

Em 1965, LINCOFF et al modificaram o método cirargico de

Custodis. Trocaram o poliviol por esponja de silicone para identagdo escleral



com objetivo de selar as roturas, melhoraram a agulha para sutura escleral e
trocaram a diatermia por criocoagulagio.

Em 1957, SCHEPENS et al publicaram a classica cirurgia que
consistia na localiza¢do da rotura, delaminagido escleral e diatermia e a técnica
denominada “scleral buckling ~. Os métodos cirtrgicos de Custodis e de
Schepens continuam com grande aceitagdo até os dias atuais.

Em 1958, ARRUGA relatou o uso de fio ndo absorvivel. como
cerclagem na altura do equador, apos tratamento da rotura com diatermia e
drenagem do LSR. Esse procedimento foi muito usado na Europa, mas ocorria
rapida erosdo transescleral. o que levou ao abandono da técnica.

Existem outras técnicas para a cirurgia do DR, como baldo inflavel
epiescleral (LINCOFF et al, 1979) e retinopexia pneumatica (RP) associada a
crioterapia ou fotocoagulagdo da rotura (HILTON &GRIZZARD. 1986;
HILTON et al, 1987). Nos casos mais complicados, deve-se associar a

vitrectomia.

1.3 - Vitrectomia

A associagdo de alteragdes do vitreo com DR regmatogénico foi
reconhecida logo apos a invengdo do oftalmoscopio. Graefe (von
GRAEFE.1863) e Deutschmann (DEUTSCHMANN, 1913) afirmavam que era
necessario o corte das membranas do vitreo para o tratamento do DR. Mas, a
cirurgia do vitreo s6 teve importante desenvolvimento a partir da década de 60,
quando o vitreo pdde ser manipulado e excisado, €poca ainda na qual a perda

do vitreo era considerado um grande desastre na cirurgias de catarata.



Nessa época. David Kasner (KASNER. 1969) procurava cortar o
vitreo com tesouras € pingas com auxilio de esponjas de silicone através de una
ampla abertura escleral ou ceratotomia total (“open-sky approach™)
principalmente nos traumatismos penetrantes severos € nas facectomias com
perda do vitreo. Muitos colegas duvidaram desse procedimento, até que, em
1968. KASNER et al relataram a remogdo total do vitreo num paciente com
amiloidose primaria do vitreo, obtendo bom resultado.

Robert Machmer. o primeiro cirurgido a realizar a vitrectomia por
via pars-plana, em 1971, descreveu, com a colaboragdo de colegas, toda a
metodologia referente & moderna microcirurgia do vitreo. A vitrectomia foi
usada em casos selecionados de doengas do segmento posterior. Com ela,
minimizaram-se as alteragées no segmento anterior, manteve-se o controle da
PIO e retiravam-se tecidos alterados do vitreo.

Para a vitrectomia, sdo necessarios instrumentos especiais. COmo
microscopio  cirargico, vitreofago com todos o0s acessorios como
endoiluminagdo, vitredtomos, pingas € tesouras especiais. além das lentes de
contato. Além disso. necessitam-se de endodiatermia, endofotocoagulador,
endocrino-coagulador e bombas para trocas fluido-gas e gas-liquido.

No Brasil, SUZUKI et al, a partir de 1976, iniciaram as primeiras
microcirurgias do vitreo com instrumentais desenvolvidos pelo proprio autor,
obtendo bons resultados (SUZUKI, 1976, 1977, 1982, 1989, SUZUKI et al,
1982. 1982). A vitrectomia € atualmente usada em varios tipos de DR
complicados que ndo podem ser tratados através de retinopexias com explantes

esclerais.



1.4 - Retinopexia pneumatica: Hexafluoreto de Enxofre (SF 6)

Retinopexia pneumatica (RP), termo introduzido por HILTON em
1986. é usada para o tratamento de DR regmatogénicos. Uma bolha de gas
expansivel ¢ injetada na cavidade do vitreo e o paciente ¢ posicionado de forma
que a bolha tampone a rotura e permita a reabsor¢do do LSR. Uma adesdo
corio-retinica, criada ao redor da rotura. mantém a retina posicionada e colada.

O efeito terapéutico de uma bolha de gas na cavidade vitrea baseia-
se em trés elementos principais: tensdo superficial, for¢ga de flutuagdo e
interrupgdo de correntes intra-oculares (De JUAN Jr et al, 1985). Por meio de
sua tensdo superficial, o gas impede o acesso de liquido a rotura retinica,
interrompendo assim, o seu fluxo para o espago sub-retinico. Esse liquido, €
entdo removido por intermédio da bomba ativa do EPR. Por meio da sua forga
de flutuagdo, o gas comprime a retina contra 0 EPR e protege as bordas da
rotura das correntes liquidas até a cicatrizagdo.

OHM, em 1911, realizou a primeira injegdo intra-vitrea de ar para
tratamento de descolamento de retina (apud, NORTON 1973), com o intuito de
empurrar a retina de volta a sua posig¢do normal.

Somente em 1938, ROSENGREN utilizou a injeg¢do de ar na cdmara
vitrea. em associagdo com a diatermia sobre a rotura, drenagem do LSR e
posicionamento adequado do olho do paciente, obtendo sucesso cirurgico em
21 dos 25 casos tratados. Em 1952, ROSENGREN, tratando 300 casos de DR
sem rotura, com uma rotura, roturas multiplas ou roturas maiores do que um

quadrante e até dialises retinicas, conseguiu cura cirurgica em 78 % dos casos.
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CHAWLA, em 1973, preconizou retinopexia pneumatica (RP) nas
roturas superiores. ARRUGA (1952) preconizou o uso do ar em varios tipos de
DR.

PILLAT (1957) acreditava que a injegdo de ar servia para o DR
inferior; o ar empurraria o vitreo para baixo, tamponando a rotura.

MACHEMER, AABERG E NORTON (1969) relataram trabalho
experimental em 56 olhos de macacos. em que substituiram quase todo o vitreo
por ar e posicionaram o animal de tal forma que a bolha de ar tamponasse a
rotura e possibilitasse a reaplicagdo da retina. Obtiveram sucesso em 8 de 20,
olhos com roturas entre 180 e 360 graus, e admitiram que o tamponamento com
ar intra-ocular poderia auxiliar no tratamento de roturas gigantes.

Nos ultimos 40 anos, grandes avangos tecnologicos ocorreram para a
elucidagdo da patogénese e tratamento do descolamento de retina. SCHEPENS
(1947) popularizou o uso do oftalmoscopio indireto com ajuda da depressdo
escleral. LINCOFF (1967) propds a crioterapia, esponja de silicone segmentar e
cirurgia sem drenagem do liquido sub-retinico. Varios investigadores trabalham
com gas que se expande dentro do olho quando pequeno volume € injetado e
permanece por mais tempo que o ar, criando um tamponamento intemno,

empurrando a retina em diregdo ao EPR até ocorrer a adesdo coriorretinica.
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1.4.1 - Investigacoes Recentes

Em 1986. HILTON e GRIZZARD apresentaram na Academia
Americana de Oftalmologia os primeiros 20 casos consecutivos tratados com
RP. Os casos foram selecionados e os DR uma ou mais roturas dentro de dngulo
de uma hora, localizados entre 8 e 1 h do fundo de olho e sem sinais de
proliferacdo vitreo-retinica (PVR) de acordo com a classificagdo de Comité de

Terminologia da Sociedade de Retina (1983). O sucesso apos 6 meses de
seguimento foi de 90%.

HILTON et al, em 1987, relataram a experiéncia conjunta de 6
cirurgides usando RP em 100 casos, que incluiam DR com pseudofacia, afacia,
DR macular, roturas maculares, hemorragia vitrea, traumatismos e
descolamentos antigos. Usaram hexafluoreto de enxofre (SF6) em 77% e
perfluorocarbono (C3F8) em 23% dos casos. Conseguiram cura inicial em 91%
deles, porém tendo recorréncia em 7 casos em seguimento de 6 meses. Com a
introflexdo escleral, houve a reaplicagdo da retina em 98% dos casos. As
complicagdes encontradas foram retinopatia vitreoproliferativa (PVR), “macular
pucker”e novas roturas.

Sd0 poucos os trabalhos publicados no Brasil sobre o tema
(MOTTA, 1989; ROISENBLAT & COSTA,1992). Em 1993, UNO et al
mostraram que a porcentagem de cura com a RP varia entre 50 a 90%, sendo
maior o sucesso na clinica particular.

Os gases podem ser utilizados tanto no tratamento do DR simples
como nos DR complexos, associados a traumatismos. PVR, retinopatia

diabética, roturas gigantes da retina ou roturas posteriores (NEHEMY, 1996).



1.4.2 - Escolha dos gases

Varios parametros devem ser levados em conta para o tratamento do
DR como tamanho, namero, localizagdo das roturas, distancia entre as roturas e
grau da tragdo vitrea. Uma pequena rotura na posi¢do das 12h pode ser tratada
com pequena bolha de gas. de pouca duragdo, ao passo que uma grande rotura
na posi¢do das 4h necessita grande bolha de gas, de longa permanéncia
(TORNANBE, 1998).

O hexafluoreto de enxofre (SF6) e o perfluoropropano (C3F8) sdo os
gases mais usados na retinopexia pneumatica. Sdo gases insoluveis e de longa
duragdo. Atraem o nitrogénio (N), oxigénio (0O2) e dioxido de carbono (CO2)
para dentro do olho, expandindo assim o volume inicial. O SF6 pode expandir
2.5 vezes o seu volume em 48h e o tempo de permanéncia ¢ de 7 a 10 dias
(ABRAMS et al 1974, ABRAMS et al, 1982; LINCOFF et al, 1984).

O C3F8 expande 4 vezes seu volume em 96 horas e se mantém
efetivo por 35 dias (LINCOFF, A. et al, 1980; LINCOFF, H. et al, 1980, 1984;
PARVER, 1979).

O efeito terapéutico de uma bolha de gas na cavidade vitrea €
baseado em trés elementos principais: tensdo superficial, for¢ca de flutuagdo e
interrupgdo de correntes intra-oculares (DeJUAN et al, 1985).

O ar ¢ o gas mais utilizado para inje¢do intra-ocular. Outros gases
freqiientemente utilizados sdo o hexafluoreto de enxofre (SF6) e
prefluoropropano (C3F8). Esses gases sdo incolores, inodoros, ndo toxicos e

quimicamente ndo reativos.



Para a cirurgia vitreo-retinica, o SF6 e o C3F8 apresentam vantagens
em relagdo ao ar, como expansibilidade da bolha de gas e maior permanéncia na
cavidade vitrea. A expansibilidade da bolha de gas permite a obtengdo da bolha
de tamanho adequado, com a inje¢do de pequeno volume de gas, muito util na
RP. A vantagem da permanéncia prolongada permite que a retina permane¢a
aplicada por tempo suficiente para que uma adesdo corio-retinica se forme em
torno das roturas. A longevidade e a expansibilidade dos gases aumentam
conforme aumenta o tamanho da cadeia de carbono. A longevidade € o tempo
que a bolha de um gas necessita para desaparecer completamente do globo
ocular. A vida média do gas é o tempo necessario para a bolha ser reduzida a
metade do seu tamanho, a partir do tempo de sua expansdo maxima. Isso €
importante para o cirurgido saber quanto tempo a bolha permanecera
funcionante e benéfica.

A longevidade e a vida média de uma bolha de gas intravitrea
dependem de varios fatores: tipo de gas, sua concentragdo inicial, volume da
bolha. volume da cavidade vitrea e se o olho € facico ou afacico (MICHELS et
al. 1990).

A expansdo pos-operatoria do gas de longa duragdo ¢ devida
principalmente a difusdo do nitrogénio (N2) para dentro do olho. A pressdo
parcial de N2 nos tecidos extraoculares ¢ maior do que na bolha de gas intra-
ocular. Por esse motivo, o N2 difunde-se na bolha até que a pressdo parcial do
gas nos dois compartimentos seja a mesma. O N2 difunde-se na bolha mais
rapidamente do que o gas de longa duragdo. Pode difundir fora da bolha e,
dessa forma, ela se expande. A expansdo maxima de uma bolha de SF6 puro

ocorre entre 24 e 48 horas apds a inje¢do. A expansdo € maior nas primeiras 6
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horas apds a injegdo e. apos a expansdo maxima. a bolha decresce, lembrando
uma curva exponencial (MICHELS et al, 1990; CHANG, 1994).

Deve-se lembrar de que ao injetar gas intraocularmente durante
anestesia geral. havera a interagdo do gas com o agente anestésico. O 6xido
nitroso (NO2), comumente usado durante a anestesia geral, difunde-se
rapidamente na bolha intra-ocular, aumentando o seu volume e podendo causar
elevagdo da pressdo intra-ocular (PIO). O NO2 é rapidamente eliminado do
organismo por via pulmonar. Assim, € necessario descontinuar o seu uso pelo
menos 15 minutos antes da inje¢do do SF6. Entretanto, se o0 NO2 se equilibrar
com o gas na bolha intra-ocular durante a cirurgia, o tamanho da bolha podera
diminuir rapidamente, quando a inalagdo do NO2 for suspensa, devido a saida
dos gases da bolha. o que podera causar hipotensao ocular (MICHELS et al.
1990).

Uma consideragdo importante no pos-operatorio € o efeito da
despressurizagdo atmosférica sobre a bolha de ar. A PIO medida pela
tonometria representa a diferenga entre a PIO absoluta e a pressdo atmosférica
externa. Viagens aéreas, enquanto uma bolha de gas esta presente no interior do
globo ocular, podem causar a elevagio da PIO. E recomendavel que os

pacientes ndo viajem por via aérea se a bolha ocupar mais de 0.6 ml da
cavidade vitrea. (LINCOFF et al, 1989)
1.4.3 - Selecdo do paciente para retinopexia pneumatica

A retinopexia pneumatica requer cooperagdo do paciente. HILTON

& GRIZZARD (1986) recomendam o posicionamento adequado da cabega
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mantido por periodo que varia de 16 horas a 5 dias. O importante ¢ manter a
bolha do gas até a rotura fechar e criar a adesdo corio-retinica.

A RP esta contra-indicada em criangas. retardados mentais, pacientes
com artrites, alteragdes cardiopulmonares e falta de motivagdo, assim como em
individuos que necessitam viajar de avido acima de 4000 pés, pois o gas
expande-se em altas altitudes. (DIECHERT et al, 1986). Conjuntivites,
blefarites ou infec¢des das palpebras ndo sdo contra-indicagdes se o paciente
necessitar de cirurgia. Sdo contra-indicagdes glaucomas severos. estafilomas e
cirurgias recentes bem. como lentes intra-oculares mal posicionadas ou

instaveis (TORNAMBE. 1988).

1.4.4 - Tipos de descolamento de retina

A maioria dos autores selecionam os olhos para a RP quando
apresentam rotura ou roturas situadas dentro de uma area de 30° (1 hora)
(HILTON, 1986: 1987).

Trabalhos mais recentes sugerem que descolamentos de retina
associados a varias roturas nos 2/3 superiores da retina podem ser tratados com
a retinopexia pneumatica (Mc ALLISTER et al, 1987, TORNANBE, 1987).
Naturalmente, olhos com DR regmatogénico inferior com roturas entre 4 e 8 h,
t€m prognostico pobre. pois € dificil posicionar adequadamente o paciente apos
a operagdo. DR associados com degeneragdo em trelica, membranas fixas ou
historia de rotura gigante no olho adelfo também contraindicam a RP.

O SF6 tem sido utilizado com maior freqiiéncia no tratamento de DR

como unico procedimento, de acordo com as técnicas de DOMINGUES (1985)
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HILTON e GRIZZARD (1987). ou em tratamento de descolamentos
complicados ou roturas gigantes (NORTON, 1973; MACHMER e ALLEN,
1976; SABATES et al, 1981), com o objetivo de tamponar “ab interno” as

roturas e possibilitar a reaplicagdo da retina sensorial sobre o EPR.

1.4.5 - Técnica cirurgica (retinopexia pneumatica)

A RP pode ser realizada sob anestesia topica, subconjuntival,
retrobulbar, peribulbar ou geral e a técnica mais utilizada € a idealizada por
Tomambe e col. em 1989, modificada por Nehemy (NEHEMY, 1996).
Consiste em:

1. Assepsia do globo ocular

2. Corio-retinopexia em torno da rotura da retina

3. Marcagdo do ponto escolhido para inje¢do, que deve estar distante do limbo
3 mm nos pacientes afacicos ou pseudofacicos e 4 mm nos pacientes
facicos, na por¢do mais elevada da pars plana. Injetar rapidamente 0,3 a 0,6
ml de SF6 estéril, com agulha de insulina.

4. Remogdo da agulha e cobertura imediata do local da perfuragdo com
cotonete.

5. Rotagdo delicada da cabega do paciente, de forma que a bolha de gas se
desloque do ponto da injecio.

6. Observagdo da artéria central da retina com OBI; se a artéria estiver
fechada, aguardar até 10 minutos: se a artéria ndo comegar a pulsar, realizar
paracentese da camara anterior ou aspiragdo do vitreo.

7. Instilagdo de cicloplégico, antibiotico topico e oclusido do globo ocular.
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1.4.6 - Vantagens e desvantagens da Retinopexia Pneumatica

A RP € um procedimento relativamente facil. O DR € tratado em 2
tempos: crioterapia focal e inje¢do do gas. A evolugdo pods-operatoria € mais
simples para o médico e o paciente do que nas cirurgias tradicionais.

Nao necessita de explantes ou implantes de silicone, mantendo assim
a anatomia do bulbo ocular, minimizando o astigmatismo e miopia no pos-
operatorio.

O posicionamento adequado da cabega ¢ dificil apos a operagao.
principalmente nos pacientes com artrnite, € pode provocar alteragdes psiquicas
durante o repouso.

A RP por ser procedimento ambulatorial. apresenta menor custo,

menor risco no ato operatorio e nao necessita de anestesia geral (BONOMO et

al. 1996).

1.4.7 - Toxicidade do SF6

Até hoje, poucos estudos experimentais foram realizados quanto ao
efeito do hexafluoreto de enxofre (SF6) sobre a retina e o vitreo. VYGANTAS
et al (1973), em estudo experimental. tentaram encontrar um gas ndo toxico
como substituto do vitreo, que fosse reabsorvido mais lentamente do que o ar.
O ar. o nebnio, o argonio. o kriptonio, o xenénio, o SF6 e o
octafluorociclobutano (C4F8 ou freon- 318) foram injetados em olhos de
coelhos. Ndo encontraram nenhuma evidéncia de reagdo inflamatoria ou toxica,
por meio de oftalmoscopia ou histologia, nos 2 olhos em que foram utilizados o

SF6 e o C4F8 no vitreo. Constataram que, até o 3° dia pdés-operatorio, o SF6
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estava presente nos olhos injetados e que o tempo médio de permanencia do gas
foi de 4.7 dias.

FINEBERG, MACHMER, SULLIVAN, NORTON, HAMAKI e
ANDERSON (1975) testaram o SF6 em olhos de macacos e verificaram que o
gas permanécia na cimara vitrea por 10 a 11 dias (o dobro de tempo de
permanencia do ar no vitreo). Observaram que o cristalino se opacificava em
contato constante com o SF6 e, através de eletro-retinografia e histologias.
constataram que este gas era, assim como o ar, atoxico para a retina.

Em 1992, YAMANE et al evidenciaram, através de microscopia
optica e eletronica, em 6 olhos de coelhos submetidos a vitrectomia e injecdo de
SF6. lesdes dispostas aleatoriamente nas hemi-retinas superiores € inferiores,
lesdes também encontradas nos olhos-controle. Os autores supuseram que as
lesoes fossem artefatos gerados durante os procedimentos histologicos e
concluiram que o SF6 intra-vitreo provavelmente nio representa fator de lesdo

retinica.

1.4.8 - Complicacées da Retinopexia Pneumatica

1. Gas no espago sub-retinico

_l\)

Gas no espago sub-pars plana

Novas roturas

(3]

4. Descolamento iatrogénico da macula
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1.5 - Liquidos perfluorocarbonados

Liquidos perfluorocarbonados (LPFC) s3o compostos sintéticos
fluorinados, que contém ligagdes carbono-fluorinado. Tém grande capacidade
de transporte e liberagdo de O2 e CO2. Assim, os LPFC foram usados
inicialmente como substitutos do sangue, capazes de transportar gas em seres
humanos e animais (CLARK & GOLLAN, 1966: GEYER, 1973,1982). Hoje
sdo usados na angioplastia coronariana e para levar O2 para miocardios
isquémicos (RUDE et al, 1984). Os LPFC sdao usados na medicina como
substitutos do sangue. para perfusdo de orgdos e auxilio no diagnodstico por
imagem. Os LPFC puros tém sido considerados biologicamente inertes
(BERROCAL et al,1987; BIRO et al 1987; CLARK et al, 1966). A toxicidade
dos LPFC ¢ freqiientemente causada por compostos que contém hidrogénio e
ligagdes de carbonos insaturados. Dentre as impurezas, encontramos oS
compostos com ligagdes que contém nitrogénio. Estes sdo os mais toxicos
(SPARROW et al, 1990). Também sdo toxicos os compostos que contém
fluoreto de hidrogénio. A purificagdo dos LPFC ¢ feita com a remogdo destes
compostos (FALCO et al. 1992).

Em 1966, CLARK usou os LPFC como agentes transportadores de
02 e como substitutos do sangue.

HAIDT et al. em 1982, usaram pela primeira vez os LPFC como
substitutos do vitreo e Clark (1984) advogou o uso dos LPFC antes e depois de
operagoes vitreo- retinicas.

Em, 1984 ZIMMERMAN e FARIS descreveram o uso dos LPFC

durante o ato cirtrgico para reposi¢do de retina descolada experimentalmente
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na regido inferior de olhos de coelhos. Conseguiram reposicionar a retina
descolada e concluiram que os LPFC sdo uteis nos DR com roturas inferiores.

Ha varios trabalhos que demonstram que o olho ndo aceita bem os
LPFC quando injetados na cavidade vitrea (CHANG et al, 1991.: CHANG,
1987: MIYAMOTO et al.1984, 1986; WILSON et al, 1994).

As propriedades quimicas e fisicas que fazem com que os LPFC
sejam usados como substitutos temporarios do vitreo incluem boa tensdo
superficial no meio aquoso, alta densidade, baixa viscosidade e boa
transparéncia (BERROCAL et al. 1994).

Os LPFC sdo colocados no olho no sentido postero- anterior, isto €,
sdo injetados sobre o disco optico e, por ag¢do hidrocinética. levam a retina
descolada para o EPR. O liquido intravitreo € forgado a sair através da
esclerectomia, enquanto o LSR sai pelas roturas retinicas para a cavidade vitrea
(PEYMAN et al, 1995).

Os LPFC tém densidade maior que a agua. A sua imiscibilidade em
agua, oleo de silicone ou sangue facilita a manipulagdo pelo cirurgido durante a
vitrectomia (PEYMAN et al, 1995).

Quando as membranas vitreas anteriores sdo removidas da superficie
da retina, os LPFC estabilizam a retina posterior, diminuindo o risco de lesdes
1atrogénicas (formagdo de roturas). Nao se necessita nenhuma lente de contato
especial durante a cirurgia, pois seu indice de refragdo € semelhante ao da
solugdo salina (CHANG et al, 1988). A baixa viscosidade dos LPFC facilita sua

inje¢do intraocular, manipulagdo e remogdo dos tecidos (BLINDER et al, 1991)
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Clinicamente, pequenas gotas de LPFC tem sido observadas na
cavidade vitrea por mais de 15 anos com aspecto aparentemente inerte
(CHANG et al, 1988).

Estudos histopatologicos. em olhos de amimais. revelaram que
pequenas gotas de LPFC (0,1 ml) no vitreo sdo bem toleradas por mais de 6
meses (CHANG et al, 1991). No entanto, goticulas sub-retinicas ndo sdo bem

toleradas.

1.5.1 - Liquido perfluorcarbono

Para ser um eficiente agente tampdo e para que seja inerte, €
necessario que a substincia ndo provoque proliferagdo celular, isto €, ndo seja
toxica para as estruturas intra-oculares (SPARROW et al, 1990)

Os LPFC tém sido usados clinicamente como substincias intra-
oculares temporarias nas cirurgias do segmento posterior. em diferentes
condigdes, e removidas ao final da cirurgia, enquanto a cavidade vitrea ¢
substituida por diferentes tipos de substitutos do vitreo. Dentre os LPFC,
podemos citar o perfluoroctane, o perfluorodecalin, a perfluorotributilamina
(CHANG et al, 1988) e o perfluoroperhidrofenantrene (BLINDER et al, 1991)
Esses LPFC, com exce¢do do pefluoroperhidrofenantrene. apresentam
propriedades fisicas semelhantes e tém se mostrado toxicos em experimentos
com animais, quando deixados no olho por longos periodos (BLINDER et al,
1991; CHANG et al, 1988. 1989; CHANG, 1987, MIYAMOTO et al, 1984;
1986). Assim, os LPFC sao usados durante o ato operatdrio das cirurgias vitreo-

retinicas e removidos geralmente no final da vitrectomia.
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ECKARDT et al (1991) compararam a toxicidade intra-ocular dos
LPFC e perfluoropoliéteres de alta e baixa viscosidade, injetados na cavidade
vitrea apds vitrectomia via pars plana. Ndo encontraram alteragdo histologica
nesses olhos. apds 8 horas de inje¢do no vitreo desses LPFC. Observou-se
alteragdo morfologica a microscopia optica e eletronica a partir do 6° dia.

CHANG et al, em 1991, estudaram o perfluoro-n-octano como
substituto do vitreo. Apos 48 h, as estruturas retinicas estavam normais
histologicamente e apresentavam pouca alteragdo no eletro-retinograma (ERG)
escotopico. Com o uso prolongado de perfluoro-n-octano. encontraram
alteragdes histologicas significantes, principalmente na regido inferior da retina.
As alteragdes incluiam rotura dos segmentos externos dos foto-receptores,
afilamento da camada plexiforme externa e presenga de macrofagos na regido
pre-retinica.

CHANG et al (1987), em estudo histologico de olhos de coelhos
apos 12 dias de inje¢do de perfluorotributilamine. demonstraram alteragdes nos
fotorreceptores e presenga de macrofagos no vitreo, concluindo que
perfluorotributilamine ¢ um pobre substituto do vitreo.

O uso dos LPFC em olhos afacicos. pode levar a passagem do
liquido para a camara anterior. MOREIRA et al (1992) apo6s inje¢do de LPFC
na camara anterior de olhos de coelhos, notaram vacuolos de LPFC no
endotélio da cornea. membranas inflamatorias retrocorneais € dano endotelial
no local de contato.

O contato corneal com os LPFC por longo periodo torna-se danoso
para a cornea (MOREIRA et al. 1992, NABIH et al, 1989). Portanto, nos olhos

afacicos, os LPFC devem ser usados com muito cuidado.



Varios estudos demonstraram a toxicidade dos LPFC para a retina.
obrigando sua remogdo ao final da vitrectomia. (BERGLIN et al, 1993, De
QUEIROS et al. 1992, MOREIRA et al. 1992).

BERGLIN et al (1993), apds injegdo sub-retinica de perfluorodecalin
em 28 olhos de coelhos, notaram rotura retinica em 26 olhos e necrose retinica
localizada. em 4 olhos, 4 dias apos a cirurgia. Os segmentos externo e Interno
dos fotorreceptores estavam destruidos ou danificados no 1° dia apos a cirurgia.
A emulsificagdo do perfluorodecalin foi pouco freqiiente e a vacuolizagdo das

por¢des da retina em contato com o liquido também foram relatadas.

1.5.2- Principais aplica¢ées clinicas dos LPFC

Os LPFC sdo usados como substitutos temporarios do vitreo no

tratamento cirurgico de DR complicados.

A - Retinopatia Vitreoproliferativa:

Nos pacientes com PVR que apresentam DR em “funil fechado” os
LPFC facilitam a dissec¢do das membranas tracionais que ocasionaram o
problema, principalmente na vitrectomia e retirada da membrana na periferia,
mantendo fixa a retina posterior, evitando maior tragdo ou roturas iatrogénicas.
Quando as tragdes sdo aliviadas, os LPFC reaplicam a retina ao EPR, sem
necessidade de realizagdo de retinotomia posterior para drenagem interna do
LSR. Todo o liquido coletado naquele espago migra para a parte anterior do

olho. saindo pelas roturas periféricas e depois pelas esclerotomias.
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B - Traumatismo Ocular:

Nos casos de traumatismo perfurante com encarceramento da retina
no ferimento, muitas vezes € necessaria a realizacdo de ampla retinotomia para
obter-se o resultado desejado. Nesses casos, usamos os LPFC, que auxiliam
muito a cirurgia. pois além de facilitarem a retinotomia. mantém o retalho

retinico aplicado ao EPR.

C - Rotura Gigante:

Os DR por rotura gigante. com retalho invertido, sdo de dificil
tratamento. Varias técnicas foram desenvolvidas para a solugdo do problema,
como sondas de endocriocoagulagdo (CIBIS, 1965), mesas cirirgicas rotatdrias
(SCHEPENS et al,1965), encarceramento da retina (SUZUKI,1989), suturas
retinicas (FEDERMAN et al, 1982) e outras técnicas de dificil realizagao e

resultados ndo satisfatorios.

D - Subluxacio do cristalino e LIO no vitreo:

LIU et al, em 1991, usaram com grande sucesso os LPFC para

remogdo de 4 cristalinos e 3 LIOs deslocadas na cavidade do vitreo.

E - Corpos estranhos intra-oculares

F - Drenagem da hemorragia supracoroidea:
Os LPFC podem ser uteis nos casos agudos de hemorragia

supracoroidea, pois aumentam a PIO e tamponam os vasos sangrantes.
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G- Retinopatia Diabética Proliferativa:

Em alguns casos selecionados de PVR com DR individuos
diabéticos, o uso dos LPFC pode ajudar na cirurgia, achatando a retina,
diminuindo o sangramento do disco Optico e da retina, facilitando a

endofotocagulagdo, com bons resultados anatdmicos e visuais (LE MER, 1995)

H- Hemostasia durante cirurgia vitreoretinica

SKOLIK et al, em 1994, preconizaram o uso de LPFC para
minimizar o sangramento durante a vitrectomia via pars plana. em 17 olhos de
diabéticos e 3 olhos que sofreram traumatismo. Injetaram vagarosamente os
LPFC sobre o nervo optico, até que a hemorragia fosse controlada e permitisse
a operagao.

MOREIRA et al, em 1997, demostraram a utilidade dos LPFC para
hemostasia em casos selecionados de hemorragia vitrea durante a vitrectomia,
em olhos de coelhos.

Ainda o LPFC sdo usados nos DR secundarios a coloboma da
coroide, DR com ceratoprotese. na retinopatia da prematuridade, endoftalmite e
remogdo de membrana neovascular subrretinica (MICHELS et al, 1990).

As principais complicagdes pos-operatorias do uso de LPFC na
cavidade vitrea sdo: retinopatia vitreoproliferativa, aumento da pressdo

intraocular, hipotonia, catarata, hemorragia no vitreo e DR (ADILE et al,1994).
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1.6 - A retina como modelo de estudo da neurotoxicidade neuronal

Embrioldgica e histologicamente, a retina tem caracteristicas muito
semelhantes as do cortex cerebral. sendo considerada uma porg¢do anteriorizada
do prosencéfalo, estando ligada ao encéfalo pelas fibras do nervo optico
(COHEN, 1980). Histologicamente, a retina € composta pelas seguintes

camadas:

[a—y

. Epitélio pigmentado da retina (EPR)
2. Camada dos cones e bastonetes (fotorreceptores)

. Membrana limitante externa (MLE)

98}

4. Camada nuclear externa (CNE)

5. Camada plexiforme externa (CPE)

6. Camada nuclear interna (CNI)

7. Camada plexiforme interna (CPE)

8. Camada de c€lulas ganglionares (CCQG)

9. Camada de fibras do nervo optico (CFN)

10. Membrana limitante interna (MLI)

A luz faz o caminho da membrana limitante interna para EPR. A
maioria das sinapses estdo situadas nas camadas plexiformes e os corpos
celulares nas camadas nucleares externa, interna e ganglionar. Os corpos
celulares dos fotorreceptores se encontram na camada nuclear externa e, na
plexiforme externa, localizam-se os axdnios dos foto-receptores que fazem
sinapse com dendritos das células bipolares e horizontais.

Na camada nuclear interna. mais externamente, localizam-se os

corpos celulares das células horizontais e bipolares e mais internamente, as



celulas amacrinas. Na camada plexiforme interna. encontram-se as sinapses das
células amacrinas e células bipolares com as células ganglionares, cujos corpos
celulares ficam na camada ganglionar e. a seguir, seus axonios formam o nervo
optico. Na retina se encontra um unico tipo de célula glial, as células de Miiller
(COHEN. 1980).

Na retina se localizam os mesmos neurotransmissores do sistema
nervoso central (SNC), como a acetilcolina (células amacrinas e ganglionares),
dopamina. noradrenalina, serotonina, histamina (células amacrinas). GABA
(células amacrinas e horizontais), glicina (células amacrinas) e os AAE L-
glutamato (foto-receptores e células bipolares), taurina, L- aspartato e
neuropeptideos (DAW et al ,1989; NOWAK. 1988. )

Para facilidade didatica, classificam-se os neurdnios da retina em
trés grupos funcionais: neurénios de primeira ordem (fotorreceptores),
neurdnios de 2* ordem (células horizontais e bipolares) e neurdnios de 3" ordem
(células amacrinas e ganglionares). O L-glutamato é o neurotransmisor dos
neurdnios de 1* ordem. Os de 2° e 3* ordens sdo muito sensiveis aos AAE, com
graus variados de sensibilidade, por diferirem na quantidade e subtipos de
receptores que possuem. Os de 2* ordem sao mais sensiveis aos agonistas dos
AAE. cainato e AMPA e menos sensiveis a0 NMDA. Os neurdnios de 3° ordem
sdo sensivels a estes mediadores, sendo mais vulneraveis a entrada de calcio
extracelular (BLOONFIELD & DOWLING, 1985; DAW et al, 1989; MILLER
& SLAUGHTTER. 1988)

A grande maioria das sinapses da retina é glutamatérgica (70%) como no
SNC. ficando as restantes divididas entre GABA, glicina, dopamina, acetilcolina e

de outros neurotransmissores (MILLER, 1988).
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1.6.1 - Aminoacidos excitatorios (L-Glutamato) e a neurotoxicidade

neuronal

ROTHMAN et al, em 1986, apontam os aminoacidos excitatorios
(AAE), principalmente o L-glutamato, como o mais importante agente causal da
morte neuronal rapida. Ressaltam a importancia dos mecanismos que alteram a

homeostasia do calcio, seu tamponamento e alteragdes na produgdo de energia

(SIESJO, 1992 a, 1993).

1.6.2 - O L-glutamato como neurotransmissor envolvido na lesao

neuronal isquémica

Em 1957, LUCAS e NEWHOUSE demonstraram que a injegdo
subcutanea de altas doses de L-glutamato monossddico induziam a degeneragao
da retina em ratos recém nascidos, especialmente nas camadas de neurdnios
mais internas, poupando as mais externas.

OLNEY. em 1969, apos administragdo subcutdnea e oral de L-
glutamato monossodico em ratos, observou degeneragdo neuronal em locais
onde ndo ha barreira hémato-encefalica, como os orgdos circunventriculares.
Esse autor descreveu também a especificidade molecular. as caracteristicas
ultraestruturais da neurotoxicidade glutamatérgica e o local presumivel onde se
localizariam os receptores glutamatérgicos. evidenciando que apenas
substancias mimetizadoras da agdo glutamatérgica poderiam exercer as agodes
neurotoxicas (OLNEY, 1971,1971, 1978). A ocorréncia de aumento anormal na

liberagdo do L- glutamato “in vivo” foi demonstrada pela primeira vez por



29

COUTINHO NETTO et al (1981) em ratos com hiperexcitabilidade induzida
pelo implante de cobalto no cortex sensoriomotor, que era bloqueada
reversivelmente, bem como as lesdes neuronais subsequentes. com a perfusido
do antagonista glutamatérgico aminofosfonovalerato.

BENVENISTE et al. em 1984, observaram um aumento de até oito
vezes na concentragdo extracelular do L- glutamato durante os primeiros 10
minutos de isquemia no SNC. A elevagdo do L-glutamato € proveniente da
liberagdo do AA neurotransmissor, presente nos neurdnios e células gliais e ndo
do espago extraceular. A adigdo de L-glutamato a cultura de neurdénios do
hipocampo e neurdnios de retina isolada de galinha provoca um processo de
edema toxico agudo e irreversivel, mesmo na auséncia do calcio extracelular,
semelhante a induzida por isquemia. A lesdo celular produzida pelos AAE era
supostamente mediada pelo sodio e cloro, ja que a substituigdo destes ions por
outros impermeaveis a membrana celular impedia o processo toxico excitatorio
mais agudo. Entretanto. algumas células ainda se degeneravam mais
tardiamente e, em contrapartida. a retirada do calcio em meio com sodio e
cloro, levava a uma diminuigdo da degenera¢do neuronal nas 24 horas
subsequentes, apesar da permanéncia do edema. (CHOI, 1987; 1988). Com
estas observagdes ROTHMAN e OLNEY (1986,1987) postularam a teoria da
toxicidade excitatoria (neurotoxicidade) com uma fase rapida de edema
mediada pelo sodio e uma fase tardia de lesdo, calcio dependente, com

degeneracdo celular prolongada.



1.6.3 - Teoria da toxicidade excitatoria — neuroexcitotoxicidade

A toxicidade excitatoria apresenta duas fases de eventos. Uma fase
rapida. onde a despolarizagdo prolongada permite entrada de grande quantidade
de sodio na célula e por sua vez, uma entrada de cloro para restaurar a
eletronegatividade, em ciclos sucessivos, levando ao edema celular e por vezes
a lise osmotica, independentemente da presenga de calcio. Uma fase lenta,
dependente da eleva¢do da concentragdo do calcio no meio intracelular, com
conseqiiente perda de sua homeostasia. O calcio que entra na célula nesta
situagdo ndo o faz unicamente por canais voltagem dependentes mas,
principalmente, por canais ligados diretamente aos receptores glutamatérgicos
ionotropicos, tipo N-metil-D-Aspartato (NMDA), levando a ativagdo dos
processos bioquimicos, em que o calcio atua como segundo mensageiro (CHO],

1987: 1988; 1993).

1.6.4 - Patogénese da toxicidade excitatoria

O primeiro sinal de toxicidade excitatdria induzida pelo L-glutamato
¢ o edema da célula que. mesmo quando eliminado. ndo impede a lesdo tardia
mediada pelo calcio. (KANAI et al, 1993).

A concentragdo intracelular neuronal do L- glutamato ¢ de 10 microM
(KVAMNE et al, 1985), mas a concentragdo extracelular ¢ mantida em
aproximadamente 0.6 microM. a custa de um eficiente sistema de transporte e
compartimentalizagdo. Sabe-se que as concentragdes de 2 a 5 microM de L-
glutamato sdo substancialmente toxicas e o controle rigoroso destes sistemas €

crucial para evitar a toxicidade excitatoria.



1.6.5 - Metabolismo do glutamato

0 glutaméto € o aminodcido livre que apresenta maior concentragao
no SNC (PERRY.1982), estando envolvido na sintese de proteinas e
oligopeptideos, detoxicacdo da amoénia (VAN DER BERG et al,1975) e na
sintese do acido folico a partir do poliglutamato, além de ser precursor de
outros neurotransmissores, como 0 GABA.

Os AA dicarboxilicos, L-aspartato e L-glutamato sdo os
neurotransmissores quantitativamente mais significativos no SNC de mamiferos
(JOHNSON 1978, FONNUN 1984) e o glutamato ¢ o principal
neurotransmissor excitatorio. A ampla distribuigdo da glutamina nos tecidos do
SNC tem sido observada desde meados da década de 70, juntamente com a sua
compartimentalizagdo e associagdo ao metabolismo do glutamato. A captagdo
da glutamina nos terminais glutamatérgicos ¢ bastante rapida; ela é realizada
por um sistema de transporte saturavel, podendo ser prontamente convertida em
L-glutamato pela glutaminase, uma enzima que ndo ¢ glia especifica
(BRADFORT et al, 1973).

A revisdo da literatura mostra poucos estudos experimentais quanto
ao efeito do SF6 e dos LPFC sobre a retina (CHANG et al, 1991; YAMANE et
al. 1992). Diante disso, avaliaram-se as eventuais alteragdes histologicas e

bioquimicas da retina de olhos de coelhos causadas pelos SF6 e LPFC.
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2. OBJETIVOS
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. Avaliar o efeito do SF6 e do LPFC sobre as células retinicas (neuronios e

glia) de coelhos. através da dosagem dos aminoacidos no humor vitreo .

. Avaliar as eventuais alteragdes da retina de coelhos causadas pelos SF6 e

LPFC, através da microscopia Optica .

. Correlacionar os dados bioquimicos e histologicos determinados pelos SF6 e

LPFC na retina.



34

3. MATERIAIS E METODOS
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Empregamos neste estudo 15 olhos de 15 coelhos albinos da raga
Nova Zelandia, com peso variando entre 2,0 e 2,5 kg. fornecidos pelo biotério
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, da Universidade de Sao Paulo.
Anestesia: os animais foram submetidos a anestesia geral, via
endovenosa. com agulha tipo “butterfly” nimero 21. A droga usada foi
thionembutal. na dose de 45 mg por quilograma de peso, injetado pela veia
marginal da orelha. A técnica cirurgica para a aspiragdo do vitreo e injegdo do
gas hexafluoreto de enxofre ou liquido perfluorcarbono foi realizada como se
segue:
1. colocagdo do blefarostato;
2. abertura conjuntival de 0,5 cm na posig¢do de 12 horas, a 2,5mm do limbo,
paralelo a ele;
3. esclerotomia a 3,0 mm do limbo, apds cauterizagdo, prévia e passagem de
ponto em “U”;
4. mtroducdo de agulha calibre 10, montada numa seringa de insulina, sob

observagdo direta, em dire¢ao ao nervo optico;

W

aspira¢do de 0,3 ml do humor vitreo (vitreo- controle);
0. introdugdo, pela mesma agulha. de SF6 ou LPFC, na mesma quantidade ;
7. fechamento da esclera e da conjuntiva;

8. instilagdo de 1 gota de colirio com antibiotico e dexametasona.

Obs: De quatro olhos, foi removido o humor vitreo e injetado SF6 e dos outros
cinco olhos, ap6s a remogdo do vitreo, foi injetado LPFC. O vitreo removido

serviu de controle. Os outros seis coelhos serviram como controle.



3.1 - Remocio do vitreo tratado e do globo ocular

Apos 3 semanas da injegdo das substancias, sob anestesia geral,
aspirou-se o vitreo tratado com uma agulha calibre 10, montada numa seringa
de insulina e encaminhados para estudo bioquimico. Os olhos foram enucleados
e os amimais foram sacrificados apos este procedimento. Os olhos foram

encaminhados para estudo histolégico.

3.2 - Estudo bioquimico

Foram analisadas neste estudo os aminoacidos excitatorios aspartato,
glutamato.serina,glicina, tirosina e lisina.

Analise de aminoacidos foi feita através da cromatografia de alto
desempenho (HPLC) do vitreo.

Apds a remogdo do vitreo. ele era transferido para tubos tipo
Eppendorf e congelado a —70°C, até a preparagdo da amostra a ser analisada.
Para cada 100 ul de vitreo, adicionava-se 100 ul de r:etanol, agitava-se o

frasco. que era mantido a 4°C por aproximadamente 1 hora, antes da

centrifugagdo a 10. 000 x g por S minutos a 4°C. Entdo, 100 ul do sobrenadante
era transferido para outro tubo Eppendorf e adicionavam-se 100 ul de acido
cloridrico (HCL) 0,5 M. Agitava-se e centrifugava-se como anteriormente. Dez
ul do sobrenadante era transferido para outro tubo Eppendorf contendo 40 ul de
HCL 0.05 M, agitava-se e transferia-se 10 ul para tubo cOnico de 0.5ml.
contendo 10 ul do padrdo interno carboximetilcisteina (12,5 nmoles). Este

frasco era acondicionado na estante do injetor automatico Shimadzu SIL 9 A,



programado para adicionar 50 ul do reagente de pré-derivatizagdo OPA, agitar e

injetar 50 ul da mistura decorridos 2 minutos da adi¢gdo do OPA.

3.3 - Analise histolégica

Foi feita a analise histologica da retina de coelhos controle (olhos
adelfos) tratados com SF6 e LPFC:

Os olhos foram enucleados e fixados em solugdo tamponada de
formaldeido a 10% e processados para a microscopia Optica, obedecendo a
seguinte rotina:

— Desidratagdo em solugdes de alcool com concentragies crescentes de 70%

até absoluto.

[

Clareamento (diafanizagdo) com solugao de xilol.

— Infusionado em parafina

— Secg¢do com microtomo em cortes de 6 micra.

— Deparafinizagdo

— Re-hidratagdo em solugdes de alcool com concentragdes decrescentes de

absoluto até 70%.

Coloragao pelo método hematoxilina-eosina.

A analise das laminas foi realizada com microscopio Zeiss, com
lampada halogenada e filme “Ektachrome” ASA 64 e ASA 100 para fotos em

papel.
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3.4 - Analise das amostras do vitreo

Para a analise dos aminoacidos no vitreo, as amostras foram
submetidas a Cromatografia Liquida de Alto Desempenho (HPLC) em fase
reversa. Esta técnica € rapida e sensivel para a analise de moléculas de massa
molecular inferior a 1000 Daltons.

As analises foram feitas num cromatografo liquido, montado com
duas bombas de alta pressdo (LC-7A), sistema controlador (SLC-6B), injetor
automatico (SIL-6B), (todos da marca Shimadzu, detetor fluorimétrico LDC e
registrador Varian). Utilizou-se coluna de fase reversa (100 X 4 mm), ODS-C
18 Hibar-Supersphere 5 mm. Merck) e pré-coluna (4 X 10 mm), compactada no
laboratorio com Perisorb ODS-C 18 (Merck) Na analise cromatografica, foi
utilizado o método de pré-reagdo com ortoftaldeido (OPA), descrito por

LINDROTH e MOPPER (1979) (figura abaixo), modificado no laboratodrio.

HS -~ CHp - CHp - OH
2-mercaptoetanol

+
THQ S~CH,-CHy-OH
l
R - C - COOH c

é \ / \ COOH

temp. amb.
aminoécido . ]
60-120 seg. C

/ \cop_ncm : / \ /
o)

C - CHO complexo amino&cido/

\\\C/// meicaptoetanol/OPA

Reacdo dos aminoacidos com OPA (ortoftaldeido). A

T—n—

ciclizagdo da amina primaria de aminodcidos, na presenga de ortoftaldeido e

mercaptoetanol, resulta em um composto fluorescente.

R



3.5 - Preparo das amostras para analise cromatografica

Aliquotas de 10 microlitros do vitreo desproteinizado eram
colocadas em tubos proprios para o injetor automatico e misturadas a 10
microlitros de uma solugdo 6,25 nmoles/ml de carboxil-metil-cisteina (CMClys),
que funcionava como padrdo interno. O injetor automatico adicionava a amostra
50 mucrolitros de solugdo de OPA (50 mg de OPA diluido em 1,0 ml de
metanol, 50 microlitros de mercaptoetanol, 11,2 ml de borato de sodio 0,4 M,
pH 9,5). O injetor automatico homogeneizava a amostra com a solugdao de OPA
por duas vezes e injetava 50 ml da solugdo por um minuto e cinqiienta
segundos. O padrdo de aminoacidos, com o qual a amostra seria comparada, era
preparado a partir de uma solugdo estoque de aminoacidos contendo 2.5
micromoles/ml (Pierce), acrescido de ortofosfoserina (OPS) e acido gama-
amino-butirico (GABA). na mesma concentragdo, diluido com cloro 0,1 N para
uma concentragdo final de 4,16 nMoles/ml. O preparo para analise padrdo era
rigorosamente 0 mesmo da amostra a ser analisada e repetido ao inicio de cada
série de oito analises de amostras.

A fase movel utilizada era composta por um gradiente bindrio com
fase A (Na2 HPO4 12 H20 0,025 M, pH 7,2, ajustado com HCl 0. IN,
contendo 20 ml de metanol, 20ml de acetonitila e 20 ml de tetrahidrofurano por
litro), e fase B (solu¢do aquosa de metanol a 65 %), que variava de 7 a 100%.
Ambas as fases eram filtradas num sistema Milipore (filtros Milex de 0,45
micrometros) e deaerados, com o auxilio de uma bomba de vacuo. Toda a agua
utilizada no preparo das solugdes era destilada e purificada num sistema Mili Q

(Milipore).
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O fluxo utilizado no cromatografo foi de 0,7 ml/minuto, durante 60
minutos, deixando-se intervalos de 5 minutos para estabilizacdo entre uma
injecdo e outra.

A quantificagdo dos aminoacidos estudados era feita pela seguinte

formula:

[aa] = ™™ x(P]

P

h1/h2

Em que: [aa]- ¢ a concentragdo de aminoacidos na amostra,

h1- altura do aminoacido padrao,

h2- altura do pico de Cmcys no padrao.

h3- altura do pico do aminoacido na amostra,

h4- altura do pico de CMCys na amostra,

[P]- concentragdo da solugdo padrdo de aminoacidos. A concentragdo de
aminoacidos da amostra ¢ expressa na mesma unidade da concentragdo do

padrao.

3.6 - Método estatistico

Para a analise dos resultados aplicou-se testes paramétricos levando-
se em conta a natureza e a distribuigdo das medidas estudadas. Foram
comparados os resultados obtidos apos os dois tratamentos (SF6 e LPFC) com o
grupo controle. através da analise de varidncia (ANOVA).

Em todos os testes fixou-se em 0,05 ou 5% (alfa < 0,05; p < 0,05) o

nivel de rejeigdo da hipotese da nulidade.
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4. RESULTADOS
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As figuras 1. 2, 3 e 4 mostram os perfis cromatograficos
representativos de analises de aminoacidos de uma amostra padrao (fig. 1)
contendo 18 aminoacidos. 90 picomoles de cada um e de amostras de vitreo
controle (fig. 2) e+ de vitreos obtidos de animais tratados com SF6 (fig. 3) e
LPFC (fig. 4). cujas amostras foram previamente preparadas para analise de

aminoacidos (descrito em material e métodos)

n

i

Figura 1. Perfil cromatografico representativo da analise de 18 aminoacidos por HPLC. A
cromatografia foi obtida por HPLC em coluna de fase reversa ODS-C18. 5um. 100 x 4 mm.
superesférica. utilizando-se pre-derivatizagdo com OPA e gradiente de tampao-fosfato de sodio
0.33 mM (bomba A) e metanol-agua 63% (bomba B). A sequéncia de eluigdo dos amino-
acidos da coluna esta indicada pelos numeros acima dos picos: l=ortofosfoserina; 2 =
aspartico. 3= glutamico: 4=carboximetilcisteina (padrdo interno): 3= serina: 6=histidina; 7=
glicina: 8= treonina: 9= arginina: 10= alanina: 11= GABA: 12= tirosina. 13= metionina:
l4=valina: 13= fenilalanina: 16= isoleucina: 17= leucina e 18=lisina. A concentra¢do de¢ cada
aminoacido era de 90 picomoles. Fluxo de 0.8 ml/minuto.



—_— —_ . = : v
i = e —
B Sl Weyee= o = 2 01 e
§ — 3 ) = Ty = i
7 = = :
] == e —ike—— ] St @“ f—m—-
= [T —_—— .ﬁ.‘%xr--:w
Fus FUe = 2R |-
s R S 5 § : Rz
= I .o Y re
T | g - ;_ t i r kA T o
—— e
e ' ~ e beg et i

—4& Evivtivger]
1 FEv —

. : - R LT T
% _ 1 St {
= » e

b —_ e —— -

| o e = |

Figura 2 — Perfil cromatografico representativo da analise de aminoacidos do vitreo
controle. As condigdes cromatograficas foram realizadas como descrito na figura |.
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Figura 4 — Perfil cromatografico representativo da analise de aminoacidos do vitreo de
animais tratados com LPFC. As demais condigdes cromatograficas foram realizadas
como descrito na figura I

A figuras 5 e 6 mostram os resultados das analises quantitativas dos
amino-acidos neurotransmissores L-glutamato e glicina, respectivamente.
liberados nos vitreos dos coelhos controles e submetidos aos tratamentos com
SF6 e LPFC. Como pode ser verificado na figura 5. ocorreu grande e
significativo (p < 0.01) aumento da liberagdo do L-glutamato para o vitreo dos
animais tratados com SF6 (6,8 vezes) e LPFC (18,4 vezes) em relacdo a
liberagdo nos vitreo controles (4,1 = 2,3 pmoles). Observa-se também que entre
os animais tratados. o maior incremento na liberagdo ocorreu os que foram
tratados com LPFC. sendo este aumento significativo (p < 0,01) e de 2.7 vezes

maior que o aumento provocado pelo SF6.
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Figura 5 — Analise quantitativa da liberagdo de L-glutamato no vitreo de animais
controles. tratados com SF6 e LPFC. A analise foi realizada como descrito na figura 1.
Os resultados expressam a media + desvio padrdo de 6 analises de experimentos
independentes para os controles, 4 para SF6 e 5 analises para o tratamento com LPFC.
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A figura 6 mostra a liberagao do neurotransmissor glicina no vitreo
de animais controle e tratados com SF6 e LPFC. Observa-se nesta figura maior
aumento da liberagdo da glicina no vitreo dos animais tratados com LPFC,

embora nao significativo estatisticamente.
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Figura 6 - Andlise quantitativa da liberagdo de glicina para o vitreo de animais
controles e tratados com SF6 e LPFC. As analises e os experimentos foram realizados
‘como descrito na figura 5.
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As figuras 7. 8, 9 e 10 mostram. respectivamente. o resultado da
analise quantitativa dos aminoacidos ndo neurotransmissores aspartico, serina.
treonina e lisina. Como pode-se observar nessas figuras. ndao ocorreu diferenga
significativa na liberagdo destes amino-acidos para o vitreo dos animais

controles e tratados com SF6 e LPFC.
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Figura 7 - Analise quantitativa da liberagdo de L-aspartico para o vitreo de animais

controles. tratados com SF6 e LPFC. As analises e os experimentos foram realizados
como descrito na figura 3
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Figura 8 - Analise quantitativa da liberagao de treonina para o vitreo de animais

controles e tratados com SF6 e LPFC. As analises e os experimentos foram realizados
como descrito na figura S.
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Figura 9. Analise quantitativa do aminoacido serina liberado para o vitreo de animais

controles. tratados com SF6 e LPFC. As analises e os experimentos foram realizados
como descrito na figura 3.
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Figura 10 - Analise quantitativa do amino-acido lisina liberado para o vitreo de
animais controle e tratados com SF6 e LPFC. As analises e os experimentos foram
realizados como descrito na figura 5.

E interessante ressaltar que o aumento especifico da liberagdo de
ortofosfoserina no tratamento com LPFC, observado na figura 4, ndo ocorreu
nos controles e nos tratados com SF6. A liberagdo especifica de ortofosfoserina
e L-glutamato foram descritos por LOUZADA-JUNIOR et al. (1992) na retina
de coelhos submetidos a isquemia.

A tabela 2 mostra a analise quantitativa dos aminoacidos no vitreo
dos coelhos normais e tratados com SF6 e LPFC. Média + DV sendo que a
analise estatistica mostrou significancia apenas para o L-glutamato quando
compara o controle com os tratamentos (SF6 e LPFC), p < 0,001 e p < 0,004,

respectivamente.



4.1 - Analise estatistica

Para a analise dos resultados aplicou-se testes paramétricos levando-

se em conta a natureza e a distribuigdo das medidas estudadas

Tabela 1 - Analise quantitativa de aminoacidos dosados no vitreo de coelhos
tratados com SF6, LPFC ou dos do grupo controle.

Grupos Asp Glu Ser Gly Thr Lys

14,60 3,80 41,10 29.30 43,20 211,20
17,30 240 63,30 43.70 4470 164,30
Controle 12,70 6,30 74,70 36.80 36,50 238,00
(n=6) 7,60 5,80 55,60 23.60 28,90 204,60
16,70 1,60 48,70 21.40 24,90 188,20
9,30 4,60 51,20 23.20 33,20 207,40

* 13,00+£3,90 4,10+1,90 55,80+11,80  29,7048,90 35,20+7,80 202,30+24,60
SF-6 15,98 31,86 65,41 28.93 42,05 229,38
(n=4) 18,14 26,30 83,46 41.80 37.88 189,37
11,82 22,62 49,26 34,23 31,67 226,19
8.59 30.84 51,18 23.34 37,01 205,63

* 13,60+4,30 27,944.30 62,30+15,80 32,10+7,90 37,2044,30 212,60+18,70
8,22 26,23 67,19 29,77 31,47 236,02
LPFC 9.30 55.62 76,14 3367 44,50 222,48
(n=5) 15,08 50,53 62,85 27.31 37,54 202,13
15,04 188.49 115,15 85.59 69,91 205,63
11,82 56,55 96,76 53,49 84,62 226,19

* 11,9043,20 75,501+64,40 82,40+23,20 46,00+24,40  53,604£22,70 218,50+14,30

Analise quantitativa dos valores das dosagens de aminoacidos, em pmoles, obtidos pelo
método de Lindroth e Mopper, no vitreo de coelhos submetidos a inje¢do de SF-6 ou
LPFC e nos grupos controles.

N = namero de animais

Asp = acido aspartico

Glu = glutamato
Ser = serina

Gly = glicina
Thr = tirosina
Lys = lisina

* = média +desvio padrio



Podemos observar na tabela 2 que ao se comparar a dosagem dos
seis diferentes tipos de aminoacidos antes (grupo controle) e apos o tratamento
com SF6 e LPFC do vitreo, so6 houve diferenga estatisticamente significante na
dosagem do L-glutamato que apresentou aumento ap0s tratamento (p 0.05).

Em relagdo a dosagem dos demais aminoacidos, ndo se observou diferenga
estatisticamente significante entre o grupo controle com os tratados com SF6 e

LPEE

Tabela 2 - Analise quantitativa dos aminoacidos no vitreo de coelhos normais e
tratados com SF6 e LPFC.

Controle SFé LPFC Comparacgio
Aminoacido (n=6) (n=4) (n=5) Estatistica
Aspartato 13,0+3.9 13,6+4.3 11,932 n. s.
L-glutamato 4,1=1,9 27,944 3% 75,5+£64,4%* p<0,05
Serina 55,8+11,8 62,3+15,8 82,4+232 n.s.
Glicina 29.7+8.9 32,1£7.9 46,0+24,4 n. s.
Tirosina 35,2+7.8 37,2443 53,6+22.7 n.s.
Lisina 202.3=24.6 212.6+18.7 218.5+14.3 ns.

Analise da variancia: significante apenas para glutamato — entre grupos
controle, SF6 e de LPFC.
* =p<0.004

** = p< 0,0001 N
3 \

(W

As analises de aminoacidos foram realizadas como descrito na figara=3. Os

resultados estdo expressos em pmoles +desvio-padrdo, n representa o niimero

de animais estudados (um olho de cada animal).



52

4.2 - Analise histolégica

As retinas tratadas com SF6 e LPFC, quando comparadas com as dos
controles, mostraram intensa vacuolizagdo da camada ganglionar, com picnose,
edema e diminui¢do do numero de nucleos. A camada nuclear interna
apresentava-se edemaciada, achado este evidenciado pelo aumento da distancia
entre as camadas ganglionar e nuclear externa, com diminuigdo do nimero de
niucleos. As camadas plexiforme interna e externa apresentavam edema e

alteragGes na arquitetura. Discretas alteragdes foram observadas nas camadas

mais externas.

Figura 11. Aspecto histologico panoramico da retina e cordide normais (100x).
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Figura 12 - Microscopia Optica da retina tratada com SF6, mostrando irregularidades
nas camadas superficiais da retina, sem alteragdes nas camadas externas (200x).

Figura 13. Microscopia Optica da retina tratada com LPFC, mostrando camada de

fibras nervosas e ganglionar com diminuigdo de nicleos, edemaciada e desorganizada
(400x).
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5. DISCUSSAO
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O descolamento de retina € o acimulo de fluido no espago potencial
entre a rétina sensorial e o epitélio pigmentado da retina. No DR
regmatogénico, o fluido proveniente da cavidade vitrea tem acesso a esse
espago através de uma rotura da reuna. O principal objetivo da cirurgia
reparadora do DR € “fechar” essa rotura. interrompendo, assim, a passagem do
liquido para espago sub-retinico. Para que a rotura seja fechada funcionalmente,
€ necessaria a aproximagdo do EPR a retina sensorial, criando uma adesio
corio-retinica, através da  criocoagulagdo, diatermocoagulagdo ou
fotocoagulagdo. A reaproximagdo dessas duas camadas pode ser obtida pelo
deslocamento da parede ocular e do EPR em dire¢do a retina, por meio de
introflexdo escleral ou, alternativamente, pelo deslocamento da retina em
diregdo a parede ocular por meio da drenagem do LSR ou inje¢do de gas.
(NEHEMY, 1996)

O SF6 pode ser utilizado tanto no tratamento de DR simples como
de DR complexos, associados a traumatismos, PVR severa, retinopatia
diabética (RD), roturas gigantes da retina ou roturas posteriores. Para os casos
mais simples, utiliza-se inje¢do intra-ocular de gas associada a fotocoagulagdo
ou criocoagulagdo. procedimento denominado RP. Para os casos mais
complexos, utiliza-se o gas em associagdo com técnicas de vitrectomia,
introflexdo escleral e endofotocoagulagdo. Na RP, o gas tampona a rotura
internamente até o desenvolvimento de uma adesdo coriorretinica. Nos casos de
DR complexos, o gas permite a reaplicagdo da retina durante a operagdo € o
tamponamento interno temporario apds ela. Para a utilizagdo de gas associada a
vitrectomia € usual uma troca fluido-ar e, a seguir, a troca ar- gas na

concentragdo desejada.
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Os liquidos perfluorocarbonados sdo usados como substitutos
temporarios do vitreo no tratamento de DR complicados (PEYMAN et al,
1991); sdo removidos no final do ato cirtrgico. sendo a cavidade do vitreo
preenchida por outros substitutos ndo toxicos, como os gases ou Oleo de
silicone (BLINDER et al, 1991; CHANG et al, 1989; MIYAMOTO et al, 1986)

As propriedades fisicas e quimicas dos LPFC favorecem o seu uso
como substitutos temporarios do vitreo. Elas incluem boa tensdo superficial
num meio aquoso. alta gravidade especifica, baixa viscosidade e transparéncia
optica (SARGENT & SEFFL, 1970)

Os LPFC sdo injetados no bulbo ocular em sentido pdstero-anterior,
isto €. comegando sobre o disco Optico até preencher a cavidade do vitreo.

Os LPFC possuem tensdo superficial duas vezes maior que a agua,
além de ser imisciveis com ela, com o sangue € com o Oleo de silicone. Assim,
o cirurgido tem facilidade em manipular de maneira atraumatica os tecidos
oculares durante a vitrectomia.

Devido ao peso especifico alto, o LSR e o sangue sdo empurrados
para a porgdo anterior da retina, sendo assim desnecessaria a retinotomia para a
drenagem desses liquidos nos DR regmatogénicos. Além disso, os LPFC sio
uteis para o tratamento das altera¢des que seguem abaixo:

Os LPFC usados nos PVR facilitaram bastante a separagdo e
remog¢do das membranas vitreas (CHANG et al, 1988; FORLINI, 1992).

Nos casos de traumatismo ocular com severa hemorragia associada a
DR. o uso dos LPFC facilita bastante a cirurgia, pois, separa o sangue do vitreo,

1solando a retina e facilitando a vitrectomia. (DESAI et al, 1993)
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Nos DR com rotura gigante. o resultado ¢ pobre com tratamento
convencional. Com o uso dos LPFC, muitos cirurgides obtiveram sucessos
anatomicos e fisiologicos bastante satisfatorios (KREIGER et al, 1992;
GLASER et al, 1991; CHANG et al, 1989).

O uso dos LPFC facilita a remog¢do do cristalino, niicleo, fragmentos
do cristalino ou LIO luxados na cavidade vitrea. (LIU et al,1991: PEYMAN &
SCHULMAN, 1986)

Os LPFC sdo usados nas hemorragias expulsivas, per- ou pos-
operatoriamente (DESAI et al. 1992; REYNOLDS et al. 1993), nas vitrectomias
por complicagbes da RD como DR tracionais (MATHIS, 1992:
CORCOSTEGUI, 1992), nos DR associados a colobomas da coroide (LEE et
al, 1992), no tratamento cirargico das ROP avangadas (MILLSAP et al, 1994) e
em outras complicagdes vitreo-retinicas.

CHANG et al, em 1988, demonstraram que uma ou duas gotas de
LPFC deixados na cavidade do vitreo ndo lesam as estruturas do globo ocular,
mas ndo sdo bem tolerados quando se localizam no espago sub-retinico
(CHANG et al, 1991).

Vérios estudos experimentais demonstraram haver intolerancia
quando os LPFC permanecem longo periodo dentro do olho (CHANG et al,
1991; CHANG, 1987, MIYAMOTO et al,1984; WILSON et al, 1994).

ECKARD et al, em1991, demonstraram a toxicidade dos LPFC em
olhos de coelhos. Apos vitrectomia, injetaram os LPFC e, apds 6 dias,
encontraram alteragdes histologicas na microscopia optica e eletronica.

Dados da literatura demonstraram que o contato prolongado de

LPFC provocava alteragdes histologicas significantes na retina de coelhos, com
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disrupgdo dos segmentos externos dos fotoreceptores, afilamento da camada
plexiforme externa e presenga de macrofagos na regido pré-retinica.
Encontraram também alteragdes no ERG escotopico. que persistiram mesmo
apos remogdo do liquido (CHANG et al.1991). Por isso, deve-se remover os
LPFC no final das vitrectomias. O uso de SF6 tem-se mostrado menos toxico.

Entretanto, escassos sdo os dados na literatura para explicar os
efeitos do LPFC e SF6 na retina quando usados cronicamente. Este foi um dos
objetivos deste trabalho. ou seja, estudar quantitativamente a liberagdo de
aminoacidos no vitreo de coelhos submetidos ao efeito do SF6 e LPFC e avaliar
histologicamente as retinas tratadas e correlacionar os dados bioquimicos e
histologicos.

A tabela 1 mostra a liberagdo de neurotransmissores aspartato,
glutamato, serina, glicina. tirosina e lisina. Nota-se grande liberagdo de L-
glutamato apos 21 dias da inje¢do intra-vitrea do SF6 e LPFC em comparagdo
aos do grupo controle. Ndo houve alteragdo significativa do ponto de vista
estatistico com relagdo a liberagdo do aspartato, serina, glicina. tirosina e lisina.
[sto. provavelmente ocorreu por ndo haver quebra da barreira hemato-retinica,
pois nos casos em que ocorrem estes fatos, ha aumento de todos os AA.

Na figura 5. observa-se grande aumento na liberagdo do L- glutamato
no vitreo de animais tratados com SF6 e LPFC, apods 21 dias da injecdo intra-
vitrea destas substdncias, quando comparado com os controles. As
concentragdes de 4.1: 279 e de 75 pmoles encontradas nas analises
cromatograficas das amostras de vitreo controle e tratadas com SF6 e LPFC,
respectivamente, como descrito em materiais € métodos, correspondem aos

valores de 0,91; 6,24 e 16.8 uMolar no vitreo, respectivamente (tabela 2).



Dados da literatura mostram a neuroexcitoxidade do L-glutamato em
neurdénios do SNC (incluindo a retina) quando concentragdes acima de 2 a 5
uMolar sdo atingidas (LUCAS e NEWHOUSE, 1954; OLNEY, 1971, 1978 e
OLNEY, RHEE e HO, 1971).
O aumento da liberagdo de L-glutamato atingindo concentragdes
substancialmente toxicas poderia ocorrer:
1. Nas situagdes em que ocorre faléncia do sistema de transporte deste
aminoacido para o interior das células. Isto ¢ realizado por proteinas
transportadoras, com sistemas de alta e baixa afinidade. encontrados nas

sinapses, dendritos e células gliais.

_t\)

Em situagdes em que a morte celular esta aumentada (neurdnios e glia) e

[98)

. Na ocorréncia de faléncia energética por hipoxia ou andxia ou em casos de

baixa ou falta de perfusdo (1squemia), ou situagdes de inibigdo da glicdlise.

A analise histologica das retinas tratadas com SF6 (figura 12) e
LPFC (figura 13) mostrou intensa vacuolizagdo da camada ganglionar, com
picnose, edema e diminuigdo do numero de nucleos. A camada nuclear interna
mostrava edema evidenciado pelo aumento da distdncia entre as camadas
ganglionar e nuclear externa, com diminuigdo do numero de nucleos. Discretas
alteragOes foram encontradas nas camadas mais externas.

Resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho foram
descritos por LOUZADA-JUNIOR et al. (1992), ou seja, alteragdes histologicas
semelhantes foram descritas em retinas submetidas a isquemia por 45 minutos
bem como aumento especifico da liberagdo de L-glutamato e ortofosfoserina

(OPS).
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O aumento da concentragdo do L-glutamato no vitreo nos animais
tratados com SF6 e LPFC, atingindo concentragdes da ordem de 6,24 uM e 16,8
uM respectivamente. sdo altamente neuroexcitotoxicas para a retina €, por Si.
explicariam as lesdes histoldgicas encontradas, ou seja, induziriam a um quadro
semelhante 4 isquemia retinica. As substdncias SF6 e LPFC poderiam estar
agindo nos neurdnios retinicos ou células gliais. através de qualquer uma das
situagdes acima mencionadas: inibigdo do transporte do L-glutamato, toxicidade
celular ou indugdo de faléncia energética (inibigdo da glicolise ou fosforilagdo
oxidativa mitocondrial).

Experimentos preliminares realizados pelo Prof. Antonio Cardoso
dos Santos (comunicagdo pessoal), na Faculdade de Ciéncias Farmacologicas
de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo, mostram inibigdo da
fosforilagdo oxidativa induzida pelo LPFC em mitocdndrias de figado de rato,
diminuindo. portanto, a produ¢do de ATP mitocondrial, o que explicaria a
faléncia energética. Entretanto, novos experimentos S3o necessarios para
elucidar o mecanismo de agdo dessas drogas na retina.

O L-glutamato ¢ o mais importante neurotransmisor excitatorio da
retina (fotoreptores e células bipolares) incluindo o encéfalo e a medula
espinhal. Liberado por despolarizagdo das sinapses glutamatérgicas, realiza sua
acdo através dos receptores ionotropicos (NMDA, quisqualico/ AMPA e
cainato) e metabolicotropicos, ligados a proteinas G, que intermediam a sintese
de segundos mensageiros (inositol trifosfato, nucleotideos ciclicos) e liberagdo
de calcio intracelular. A lesdo neuroexcitotoxica provocada pelo aumento
excessivo do L-glutamato na fenda sinaptica deve-se a aumento excessivo dos

ions sodio e calcio no interior da célula, principalmente quebra da homeostasia
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do ion calcio. Drogas que antagonizam os receptores do L-glutamato tém sido
utilizadas experimentalmente como agentes neuroprotetores frente a isquemia.
com resultados animadores (ZIVIN & CHOI, 1991).

A utilizagdo de drogas potencialmente neuroprotetoras, bem como
suas associagdes. serdo alvo de investigagdo futura do autor, para verificar a

possibilidade de prote¢do neuronal retinica quando da utilizagdo dos substitutos

do vitreo SF6 e LPFC.
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6. CONCLUSOES
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Nos olhos dos coelhos tratados. houve aumento especifico do L-glutamato
liberado no humor vitreo, com aumento de 6,8 vezes para o SF6 e 18,4 vezes
para o LPFC. em relagdo aos controles. atingindo concentragdes altamente
neuroexcitotoxicas: 6.24 e 16,8 uMolar, respectivamente (A concentragdo

do controle foi de 0,9 uMolar).

As concentragdes do L-glutamato dessa monta sdo encontradas em situagdes
de isquemia retinica. provocando lesdes nas camadas ganglionar e camada

nuclear interna, confirmadas histologicamente.

Os resultados encontrados neste trabalho sugerem a necessidade da
utilizagdo de drogas neuroprotetoras quando os olhos forem subimetidos a

tratamento cirdrgico com uso do SF6 ou LPFC.
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7. RESUMO
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Introducao
A permanéncia prolongada dos substitutos de vitreo SF6 e LPFC
provocam alteragdes histologicas significantes na retina dos olhos de coelho

experimentalmente tratados, sendo o SF6 menos toxico.

Objetivos
Procurou-se avaliar o efeito do SF6 e LPFC sobre as c€lulas retinicas
dos olhos de coelhos tratados com estas drogas. analizando-se os amino-acidos

liberados no humor vitreo e as altera¢des histoldgicas da retina.

Materiais e métodos

No vitreo dos olhos de coelhos foram injetados SF6 e LPFC. Apos 21
dias. o vitreo fo1 aspirado e os olhos enucleados, sob anestesia geral, para
estudo histologico. Os amino-acidos foram analizados por HPLC em fase

reversa.

Resultados

Os olhos de coelhos tratados com os substitutos do vitreo sofreram
grande aumento. especifico, da concentragdo do L-glutamato no vitreo, em
comparagdo com os controles normais. A analise histolégica realizada por
microscopia Optica mostrou na retina dos coelhos tratados disrup¢do dos
segmentos externos dos fotoreceptores. afilamento da camada plexiforme
externa e interna. diminuigdo do nimero de nucleos nas camadas ganglionar e
nuclear interna, edema nestas camadas e presenga de macrofagos nas camadas

superficiais.
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Discussao

O L-glutamato ¢ o mais importante amino-acido neurotransmissor
excitatorio do SNC e retina. Em concentragdes acima de 5.0 uMolar constitui
importante agente neuroexcitotoxico neuronal. O aumento especifico do L-
glutamato no humor vitreo dos olhos de coelhos tratados com SF6 e LPFC,
atingindo concentragdes da ordem de 6,24 e 16,8 uMolar, respectivamente, sdo
altamente neuroexcitotoxicas para a retina e, por si, parecem explicar as lesdes
histologicas encontradas. Resultados semelhantes foram descritos quando a
retina foi submetida a isquemia com ou sem reperfusdo. Os resultados
encontrados sugerem a necessidade da administragdo de drogas neuroprotetoras,

quando os substitutos do vitreo SF6 e LPFC forem utilizados.
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8. SUMMARY
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Introduction
The prolonged use of vitreous substitutes SF6 and PFCL causes
significant histological alterations in the retina of the eyes of rabbit

experimentally treated, being SF6 less toxicant.

Objectives
It was tried to evaluate the effect of injected SF6 and PFCL into
eyes. in the retinal cells of treated rabbits. Aminoacids released into the vitreous

and the histogical alterations of retina were studied.

Materials and methods
After 21 days, the vitreous was aspired and the eyes enucleated.
under general anesthesia, for histological study. Aminoacids were analyzed

using HPLC 1in reverse phase.

Results

The eyes of treated rabbits with the vitreous substitutes provoked a
great increase, specific, of the concentration of L-glutamate, in relation with the
released aminoacids to vitreous of the normal controls. Histological analysis
accomplished by optical microscopy showed in the retina of the treated rabbits
disruption of the external segments of the photoreceptors. thinning of the
external and internal plexiforme layers, decrease of the number of nuclei in the
ganglionar and internal nuclear layers, edema in these layers and presence of

macrophages in the superficial layers.
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Discussion

L-glutamate is the most important excitatory neurotransmitter of the
CNS and retina. In concentrations above 5,0 uMolar, it constitutes important
neuroexcitotoxic agent to neurons. The specific increase of L-glutamate in the
vitreous of treated rabbits with SF6 and PFCL. reaching concentrations of the
order of 6,24 and 16,8 uMolar, respectively, are highly neuroexcitototoxic for
the retina neurons and for itself, they would explain the lesions found in
histological studies. Similar results were described when the retina was
submitted to isquemia with or without reperfusion. This results suggest the need

of the administration of neuroprotectors drugs. when the vitreous substitutes

SFeée PFCL are used.
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