Ciéncia
Animal
Brasileira

Brazilian Animal Science

DOI: 10.1590/1809-6891v24e-76196P

e-ISSN 1809-6891

Secdo: Medicina veterinaria
Artigo cientifico

Avaliacio ex vivo da coloracao da capsula anterior da lente de cavalos
com trés concentracoes de violeta genciana para treinamento cirurgico

Ex vivo evaluation of anterior lens capsule staining in horses with three concentrations of gentian
violet for surgical training

Marcelle Bettio'
Renata Lima Baptista'

, Maiara Poersch Seibel'” (5, Maria Eduarda Mattos Franceschini' 3, Rafaella Silva Rocha'®,
, Anita Marchionatti Pigatto? @, Jodo Antonio Tadeu Pigatto'

"Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil
2Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho (UNESP), Botucatu, Séo Paulo, Brasil

*Autor correspondente: bettio.marcelle@gmail.com

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar e comparar a eficacia de trés concentragdes de violeta genciana (0,5%, 0,1% e 0,05%)
na coloragdo da capsula anterior da lente em equinos. Trinta e seis olhos de equinos post-morten foram utilizados. De
acordo com a concentragdo de violeta genciana utilizada, os olhos foram subdivididos em trés grupos compostos por 12
olhos cada. A avalia¢do da eficacia em coloragdo da capsula anterior da lente com diferentes concentragdes de violeta de
genciana foi realizada por meio de um sistema empirico de avaliagdo da coloracdo adequada ou inadequada de retalhos
capsulares. Com base na avaliagdo dos examinadores, as concentragdes de 0,1% ¢ 0,05% de violeta de genciana permitiram
a visualizacdo adequada da capsula anterior para o treinamento da capsulotomia curvilinea continua enquanto a
concentracdo de 0,5% produziu uma coloracdo capsular forte e inadequada. O modelo desenvolvido com violeta genciana,
nas concentragdes de 0,1% e 0,05%, permitiu a visualizagdo nitida do retalho capsular, o que o torna viavel como modelo
para treinamento da etapa de capsulotomia curvilinea continua em cirurgia de catarata em equinos.

Palavras-chave: capsulotomia anterior; corantes vitais; equino; laboratdrio imido; treinamento cirtirgico

Abstract

The aim of this study was to evaluate and compare the effectiveness of three concentrations of gentian violet (0.5%, 0.1%
and 0.05%) for staining the anterior capsule of the lens in horses. Thirty-six post-mortem equine eyes were collected. The
eyes were subdivided into three groups composed of 12 eyes each, according to the concentration of gentian violet used.
The effectiveness of staining the anterior capsule of the lens with different concentrations of gentian violet was assessed
using an empirical system of evaluation on adequate or inadequate staining of capsular flaps. Based on the evaluation of the
examiner, the 0.1% and 0.05% concentrations of gentian violet allowed adequate visualisation of the anterior capsule for
continuous curvilinear capsulotomy training, whereas the 0.5% concentration produced strong and inadequate capsular
staining. The model developed using gentian violet at concentrations of 0.1% and 0.05% allowed a clear visualisation of the
capsular flap, which makes it viable as a model for training the continuous curvilinear capsulotomy step in cataract surgery

in horses.
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1. Introducio

A facoemulsificagdo tornou-se o procedimento
cirirgico preconizado para o tratamento de catarata (>,
A confeccdo de uma capsulotomia anterior adequada ¢é
uma etapa fundamental dessa técnica ®#>%7% No entanto,
a visibilidade necessaria da capsula anterior da lente para
criar uma capsulorrexe ideal ¢ comprometida em olhos
com catarata madura *8101L12.13),

Em cirurgias oftalmicas, o uso de corantes vitais
tornou-se uma ferramenta eficaz e til para a visualizagdo
dos tecidos-alvo @. A utilizagdo destes produtos para
coloragdo seletiva da capsula anterior da lente possibilita

a identificacdo adequada desta estrutura !9, permitindo
realizar uma capsulorrexe com maior controle. Além
disso, a facil identificagdo capsular é importante para os

cirurgides que estdo na curva de aprendizado da técnica
(4,15)

A capsulotomia curvilinea continua (CCC) esta
entre as manobras tecnicamente mais desafiadoras para
dominar durante a facoemulsificagio (9. Uma
capsulotomia mal executada pode levar a complicagdes
graves intra e pos-operatorias @478 Na oftalmologia
humana, diversos estudos ja foram realizados com o
intuito de avaliar diferentes corantes vitais para coloragdo
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da capsula anterior da lente, explorando uma ampla gama
de concentragdes e analisando seus efeitos nocivos nas
estruturas intraoculares ®:1320-2D,

No conhecimento dos autores, ndo ha estudos
avaliando o violeta genciana para coloracdo da capsula
anterior da lente em equinos. Assim, com o objetivo de
facilitar a identificagdo da capsula anterior da lente para o
treinamento do CCC, foi investigada a eficacia de trés
concentragdes de violeta genciana (0,5%, 0,1% e 0,05%)
em olhos de cavalo ex vivo.

2. Materiais e métodos

Trinta e seis olhos de 18 equinos (Equus caballus),
machos ou fémeas, de diferentes idades e ragas foram
obtidos de um abatedouro (Foresta, Sdo Gabriel, RS,
Brazil). Os animais foram abatidos por motivos ndo
relacionados a este estudo. A pesquisa foi aprovada pelo
Comité de Pesquisa da Faculdade de Veterinaria da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os olhos
foram enucleados imediatamente apds o abate e mantidos
em camara umida por 2 horas até a realizacdo do
experimento. Todos os olhos foram submetidos ao exame
oftalmico, que incluiu biomicroscopia com lampada de
fenda (Lampada de fenda portatil, Kowa SL 15, Nagoya,
Japao) e prova da fluoresceina (Fluoresceina sédica 1%,
Allergan ®). Todos os olhos de equinos utilizados neste
estudo apresentavam cristalino transparente e ndo
possuiam altera¢des oculares dignas de nota.

Trés concentragdes de violeta genciana (0,5%,
0,1% e 0,05%) (Violeta Genciana, Alcool Etilico, Agua
Purificada), Violeta Genciana (Solu¢ao de Violeta
Genciana 2%, Needs® 30 mL) foram utilizadas para a
coloragdo da capsula anterior da lente. As concentragdes
foram preparadas da seguinte forma: 0,5%: diluigao de 1
mL de corante em 3 mL de ringer lactato; 0,1%: 1 mL de
corante em 19 mL de solucdo de ringer lactato; 0,05%: 1
mL de corante em 39 mL de solugdo de ringer lactato.

Os olhos foram divididos aleatoriamente em trés
grupos, composto por 12 olhos cada, com base na
concentragdo de corante: Grupo A (0,5%), Grupo B
(0,1%) e Grupo C (0,05%). Cada olho foi fixado no isopor
com auxilio de alfinetes, sob microscopio cirurgico
(DFVasconcellos MU-M19, Rio de Janeiro, Brasil).
Todas as coloragdes e execucdes da CCC foram
realizadas pela mesma cirurgid. Sob o microscopio
cirargico, uma incisdo em cérnea clara, com um bisturi
corneano de 2,75 mm, foi realizada para acessar a camara
anterior. Pela incisdo, uma grande bolha de ar foi injetada,
utilizando uma canula de calibre 27-gauge (G) conectada
a seringa de 3 mL, a fim de reconstruir a cdmara anterior.
Com a canula 27 G conectada a uma seringa contendo
corante, 0,4 mL da respectiva concentracdo de violeta
genciana foi injetada suavemente abaixo da bolha de ar
sobre a superficie da capsula. Aguardou-se 1 minuto para

2023, Cienc. Anim. Bras., V24, e-76196P

a impregnagdo do corante; posteriormente, a camara
anterior foi irrigada com soluc¢do de ringer lactato para
remover o corante remanescente. Em seguida, a cornea
foi dissecada através de uma incisdo limbica de 360 graus
a 2 mm da esclera e a iris foi removida para facilitar a
visualizagdo da capsula e a execugdo da CCC (Figura 1).

Figura 1. Coloragdo da capsula anterior da lente de equinos com
solugdo de violeta genciana na concentragdo de 0,05%. (A)
incisdo em cornea clara com bisturi 2,75 mm; (B) injeg¢do de
uma grande bolha de ar na cédmara anterior; (C) 0,4 mL de
corante injetado na cdmara anterior entre a capsula anterior e a
bolha de ar; (D) excisdo do botdo corneoescleral; (E) remogao
da iris; (F) impregnagdo da capsula anterior com corante violeta
genciana 0,05%.

A CCC foi realizada apés a excisdo do botdo
corneoescleral (D) e da remogdo da iris (E) na
configuracdo de céu aberto (sem a camara anterior),
utilizando o aumento do microscopio cirirgico € um
cistitimo. Este instrumento foi elaborado com uma agulha
dobrada 26 G. A manobra comega com uma perfuragdo no
centro da capsula anterior com o cistétomo, no intuito de
levantar um retalho capsular. Em seguida, a borda deste
retalho ¢é segurada, rasgando a capsula no sentido horario
ou anti-horario até atingir o lado oposto da incisdo inicial
(Figura 2).

Figura 2. Técnica de capsulotomia curvilinea continua apos
coloragdo da céapsula anterior com solucdo de violeta genciana
0,05% e remogdo do botdo corneoescleral e da iris. (A)
perfuracdo no centro da capsula anterior com auxilio de
cistitimo; (B) retalho capsular elevado, rasgando-o no sentido
anti-horario até atingir a incis@o inicial do lado oposto; (C)
finalizagdo da capsulotomia curvilinea continua.
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A CCC foi realizada com os trés grupos de
concentragdes de violeta genciana preparadas (Figura 3).

Figura 3. Capsulotomia curvilinea continua com trés
concentracdes de violeta genciana. (A) 0,5%, (B) 0,1%, (C)
0,05%.

As amostras consistiam em retalhos capsulares
obtidos logo apos a técnica de coloragdo ¢ a elaboragdo da
CCC. Estas capsulotomias anteriores foram colocadas sob
uma lamina de vidro e posicionadas sobre um papel
pautado, com a respectiva solugdo ao lado, e
posteriormente fotografadas com camera digital (Canon
EOS REBEL T3i digital SLR, tempo de exposi¢ao 1/60s
e ISO 400) (Figura 4). O papel pautado serviu de
adjuvante para a andlise dos examinadores. O fundo
branco do papel criava contraste para o corante, € as
linhas contribuiam para diferenciar o grau de intensidade
das amostras por meio da sua visibilidade.

0 e e

0. 05‘7
Figura 4. Avaliacdo macroscopica do retalho capsular com
diferentes concentragdes de violeta genciana. (A) 0,5%, (B)
0,1%. (C) 0,05%.

0.1% |

A avaliacdo da eficdcia da coloracdo da cépsula
anterior da lente com diferentes concentragdes de violeta
genciana (0,05%, 0,1% e 0,5%) foi graduada conforme
um sistema de empirica avaliag@o, por dois examinadores
experientes em cirurgia de facoemulsificagdo, em
coloragdo adequada ou inadequada. Esta analise ocorreu
apo6s todas as amostras terem sido fotografadas. Os
avaliadores analisaram as imagens de forma aleatoria e as
cegas. As imagens foram embaralhadas manualmente.
Apds legendadas com numerais de 1 a 36. As legendas
das amostras e suas respectivas concentragdes foram
adicionadas a uma tabela do software Microsoft-Excel
2013. Em seguida, foi ocultada a concentragdo das
amostras de todas as fotografias. Assim, os examinadores
ndo sabiam a que grupo pertencia a amostra. As analises
foram realizadas no software IBM-SPSS for Windows
versdo 22.0 e tabuladas no software Microsoft-Excel
2013, os testes foram realizados com nivel de
significancia de 5%.
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3. Resultados

Todas as concentragdes de violeta genciana (0,5%,
0,1% e 0,05%) foram capazes de manchar a capsula
anterior da lente, possibilitando a realizagdio da
capsulotomia anterior em todos os 36 olhos. No entanto,
apenas 25 retalhos capsulares foram classificados como
adequados pelos examinadores. Dos dados cruzados entre
os avaliadores, o percentual de concordancia foi de
98,2%, havendo apenas uma amostra divergente, sendo a
reprodutibilidade/concordancia entre eles quase perfeita
(Kappa =0,936) (Tabela 1).

Tabela 1. Descri¢do dos resultados da classificagdo da
coloracdo, inadequada ou adequada, entre os examinadores, e
resultado do coeficiente de reprodutibilidade/concordéncia entre
eles.

Examinador 1 Examinador 2 Kappa (IC: 95%)

Néo adequada 11 (30,6) 12 (33,3) 0,936
Adequada 25 (69,4) 24 (66,67) (0,813; 1,000)
Total 36 (100) 36 (100)

Dados expressos como n (%)

Na Tabela 2 estd demonstrada a associagao
estatisticamente significativa entre as concentragdes do
corante ¢ os resultados de adequacdo da coloragdo dos
retalhos capsulares para ambos os examinadores (p <
0,001), sendo a concentracdo de violeta genciana 0,5% a
unica que apresentou resultados ndo adequados para
ambos os examinadores.

Tabela 2. Descrigdo da adequagdo dos resultados de acordo com
a concentragdo do corante para cada examinador e os resultados
dos testes de associagdo.

Concentragio p

Resultado

0,05 0,1 0,5
Examinador 1 <0,001
Nao adequada 0 (0) 0 (0) 11 (91,7)
Adequada 12 (100) 12 (100) 1(8,3)
Examinador 2 <0,001
Nao adequada 0(0) 0(0) 12 (100)
Adequada 12 (100) 12 (100) 0 (0)
Total 12 (100) 12 (100) 12 (100)

Dados expressos como n (%); Teste da razdo de verossimilhangas

Todas as amostras das capsulotomias anteriores
coradas com violeta genciana 0,1% e 0,05% foram
classificadas como coloracdo adequadas para a pratica
cirargica por ambos os examinadores. A concentragdo de
0,5% teve apenas uma amostra categorizada pelo
examinador 1 como adequada, ndo representando um
percentual significativo.
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4. Discussao

Os corantes vitais tornaram-se ferramentas
essenciais para melhorar a visualizagdo da capsula
anterior da lente, ¢ seu uso ja estd bem estabelecido e
difundido @. Diferentes tipos de corantes, incluindo azul
de tripano, indocianina verde, fluoresceina sodica, violeta
genciana ®'320 azul de metileno ” e azul brilhante Y, ja
foram propostos e testados. No entanto, por questdes de
seguranca, apenas o azul de tripano é aprovado para uso
in vivo 29, No presente estudo, a escolha do corante vital
violeta genciana foi justificada pelo uso ex vivo em
animais e, portanto, sua toxicidade ndo foi levada em
consideracdo.

O violeta genciana ¢ um corante com uma extensa
e diversificada histéria como agente medicinal @+,
principalmente devido sua acdo antisséptica ©®. Na
oftalmologia, hé relatos de seu uso como marcador de
cornea, conjuntiva e capsula anterior da lente V. Optou-
se pelo uso deste corante para este estudo por ser uma
solugdo de facil obtengdo, disponivel comercialmente em
farmacias, de baixo custo, simples de diluir ¢ de coloragéo
intensa.

A utilizagdo de corantes na capsula anterior
também é empregada para o dominio da técnica de CCC
em laboratorios umidos (wet lab). Os wet labs sao
modelos de treinamento cirurgico que utilizam olhos de
animais, in vivo ou ex vivo, ou cadaveres humanos.
Embora existam diferentes modelos de pratica cirrgica
da CCC, Pujari et al. ! defendem o modelo de
treinamento em wet labs pois auxilia a curva de
aprendizado e aumenta as habilidades operatorias e a
seguranga dos cirurgides. Em acordo, Moharana et al. "
classificam o uso de wet labs associado a coloracao vital
como um método altamente fidedigno para mimetizar o
procedimento cirtirgico. Além disso, esta abordagem ¢ um
modelo barato, aplicavel e reprodutivel da pratica
cirargica. Assim, avaliamos trés concentra¢des de violeta
genciana (0,5%, 0,01% e 0,05%) na capsula anterior da
lente de equinos post-mortem, no intuito de evidenciar as
concentragdes adequadas deste corante para a realizag@o
da pratica cirurgica da CCC em um laboratorio
experimental.

Diferentes técnicas de coloragdo da capsula da
lente sdo descritas. Fernandez et al.®® injetaram o corante
sob uma bolha de ar, conforme descrito originalmente por
Melles et al."”. No presente estudo, optou-se pela técnica
de colorag@o sob bolha de ar, pois ¢ um método que ja
havia sido descrito em estudos de treinamento de
facoemulsificagdo 1%, Além disso, é uma técnica facil,
econdmica, reprodutivel e que possibilita a coloragdo
homogénea da capsula. Ainda ndo estd estabelecido o
tempo adequado de exposicdo da capsula anterior ao
corante vital. Em estudos anteriores foram estabelecidos
periodos de exposi¢do de 10 ¥, 30 ?® ¢ 60 segundos 1129,
Em nosso estudo, o tempo de contato entre o corante ¢ a
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capsula anterior foi de 60 segundos. A divergéncia entre a
duragdo da exposigdo publicada em estudos anteriores
pode ser devido ao método de coloragdo utilizado ou ao
corante vital escolhido.

No estudo de Dong et al. 1® os grupos e subgrupos
foram divididos de acordo com a experiéncia na
manipulacdo da capsulorrexe ¢ a dificuldade crescente no
treinamento do aparelho, respectivamente. No subgrupo
01, o dispositivo nao possuia a tampa, o que representava
a cornea no sistema. Dong et al. ¥ afirmam que esta
condi¢do ¢ indicada para cirurgides sem experiéncia, pois
facilita a percep¢do da realizagdo de uma capsulotomia
curvilinea continua, bem como a aquisicio da
coordenacao motora fina. Em nosso experimento, como o
treinamento foi realizado em olhos post mortem, optou-se
pela elaboragdo da CCC sem a presenca da cornea e da
iris. Esta escolha ocorreu pela falta de midriase dos olhos
e para facilitar o treinamento do cirurgido inexperiente.
Essa metodologia ja foi utilizada em outro estudo e
mostrou-se eficaz (V.

A capsulotomia foi realizada com um cistitimo
confeccionado a partir de uma agulha dobrada calibre 26
G. O uso deste instrumento ndo € universal; entretanto, ¢
uma alternativa simples, barata e de facil elaboragdo, e
tem sido utilizada com sucesso em outros experimentos ¢
na rotina cirargica ®. Além disso, Plummer ¢% comenta
que devido aos equinos possuirem um bulbo ocular maior,
uma camara anterior rasa ¢ a incisdo na cornea para
acesso ser pequena, as pingas Utrata padrdo ou as
alongadas ndo permitem a execug@o da técnica. Isto torna
necessario o uso de pingas de capsulorrexe adequadas
para a espécie, o que encarece o treinamento.

Apesar do azul de tripano ser o Unico corante
aprovado para uso in vivo por ser eficaz, seguro e manchar
a capsula anterior de modo confiavel e seletivo 20,
Quando seu uso ¢ direcionado para treinamento cirurgico,
o custo-beneficio ndo ¢ vantajoso: ¢ um material de uso
hospitalar, o que dificulta a aquisi¢do, além de ser
apresentado em frascos de apenas | mL e comercializado
apenas em caixas de 10 frascos, o que aumenta os custos
do treinamento.

O uso do violeta genciana para coloracdo da
capsula foi proposto em 1998. Desde entdo, estudos tém
sido realizados para avaliar a eficacia do corante e sua
seguranga para uso intraocular. No entanto, no presente
estudo, ndo levamos em consideragdo a toxicidade do
corante, pois o objetivo do experimento era identificar
concentragdes adequadas do corante sob a capsula
anterior da lente para auxiliar no treinamento cirurgico
para CCC em laboratorios umidos. Optou-se, portanto,
pela solugdo de violeta genciana 2%, vendida em
drogarias para uso antisséptico topico, devido a facil
disponibilidade desse produto.

Eldin et al. ® avaliaram concentra¢des de 0,05% a
2% em um estudo ex vivo em coelhos, obtendo resultados
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satisfatorios com todas as concentracdes. Outros
pesquisadores usaram concentragdes de 0,01% ¢ 0,001%
para corar capsulas anteriores de ratos e humanos, e
concluiram que a concentra¢do de 0,01% proporcionou
uma melhor visualizagdo da capsula. Chang et al. 0
examinaram o potencial de coloragdo de diferentes tipos
de corantes, incluindo violeta genciana nas concentragdes
de 0,001%, 0,01%, 0,1% e 1% por 01 minuto, para corar
a capsula anterior de coelho, e concluiram que a
concentragdo minima necessario para produzir uma
coloragdo efetiva foi de 0,01%. Outro estudo in vitro
comparou 13 corantes vitais para colora¢do de capsulas,
incluindo violeta genciana em concentra¢des de 0,5% ¢
0,05%. Os autores relataram que a concentracdo de 0,5%
produziu coloragdo moderada e a concentracdo de 0,05%
produziu colorago leve (V.

No presente estudo, em contraste com esses
resultados, encontrou-se a colora¢do adequada para a
pratica cirurgica com as concentragdes de 0,1% e 0,05%,
e coloragdo classificada como inadequada em 0,5% por
ocasionar coloracdo excessiva, o que pode dificultar a
diferenciag¢@o com clareza da capsula e do cortex durante
a capsulorrexe. A classificagdo inadequada de
concentragdes elevadas de violeta genciana ja foi descrita
em outro estudo %, o que corrobora os resultados do
presente estudo.

Algumas explicagdes para os resultados
divergentes observados na literatura incluem o tempo de
exposi¢ao da capsula ao corante em cada experimento, a
técnica utilizada para aplicagdo do corante, diferencas
entre as purezas dos produtos de violeta genciana
utilizados, ja que alguns estudos utilizam corante em po,
e diferengas anatomicas das cdapsulas anteriores de
diferentes espécies utilizadas como modelos nos estudos.
Portanto, estudos clinicos que padronizem os métodos de
coloragdo e tempos de exposi¢do sdo necessarios.

Meétodos de analise e classificagdo de intensidade
de coloragdo da céapsula anterior da lente ndo sdo pré-
estabelecidos. O uso de avaliagdo macroscopica e
subjetiva para avaliar se a coloracdo esta adequada foi
empregada em estudos anteriores Y. No estudo de
Wilinska et al. 19, além de avaliar a toxicidade das
solugdes, a analise da coloragdo das amostras por
fotodocumentagdo, avaliando o contraste entre a capsula
corada e o cortex, foi um dos critérios adotados para
determinar uma colora¢do eficaz. Ja, Chang et al. @
usaram um sistema de pontuagdo semiquantitativo para
avaliar a eficacia da coloragdo, onde zero representava
baixo contraste entre capsula e cortex e 4 representava
excelente contraste. Os avaliadores foram representados
por cirurgides experientes em cirurgia de catarata.
Fernandez-Bueneo ©® avaliou a coloragdo macro e
microscopicamente e afirmou que a avaliacdo
macroscopica ¢ um método rapido e util para os cirurgides
escolherem um produto para uso em cirurgias diarias. No

[\®}
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presente estudo, optamos pela avaliagdo macroscopica e
subjetiva de dois examinadores com experiéncia
cirurgica. A analise foi realizada de forma as cegas e
aleatdria, ¢ apds isso, os dados foram cruzados. A escolha
do niimero de examinadores foi feita para aumentar a
fidelidade do estudo. A escolha do método foi baseada na
intengdo de uma analise que reproduzisse o ambiente
cirargico real.

5. Conclusoes

Com base nos resultados, as concentragdes de
0,1% e 0,05% de violeta genciana foram adequadas para
a coloragdo da céapsula anterior da lente em equinos. O
presente estudo contribui para o treinamento em cirurgia
de catarata em equinos.
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