Andréa Pereira Da Mata

ESTUDO EXPERIMENTAL E CLINICO DA
REMOCAO DA MEMBRANA LIMITANTE
INTERNA DA RETINA ASSISTIDA PELA

INDOCIANINA VERDE

Orientador: Prof. Dr. Marcio Bittar Nehemy

Universidade Federal de Minas Gerais
Belo Horizonte
2005



Andréa Pereira Da Mata

ESTUDO EXPERIMENTAL E CLINICO DA
REMOCAO DA MEMBRANA LIMITANTE
INTERNA DA RETINA ASSISTIDA PELA

INDOCIANINA VERDE

Tese apresentada ao Curso de Pos-
Graduacdo em Medicina da Universidade
Federal de Minas Gerais, como requisito
parcial a obtencao do titulo de Doutor.

Area de Concentracéo: Oftalmologia
Orientador: Prof. Dr. Marcio Bittar Nehemy

Universidade Federal de Minas Gerais
Belo Horizonte
2005



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Magnifica Reitora
Prof. Ana Lucia Almeida Gazzola

Pré-Reitor de Pés-Graduagao
Prof. Jaime Arturo Ramirez

Pré-Reitor de Pesquisa
Prof. José Aurélio Garcia Bergmann

Diretor da Faculdade de Medicina
Prof. Geraldo Brasileiro Filho

Coordenador do Centro de Pés-Graduagao da Faculdade de Medicina
Prof. Francisco José Penna

Coordenador do Programa de Pés-Graduagao em Oftalmologia
Prof. Marcio Bittar Nehemy

Chefe do Departamento de Oftalmologia, Otorrinolaringologia e
Fonoaudiologia

Prof. Joel Edmur Boteon
Membros do Colegiado dos Cursos de Pos-Graduagao em Oftalmologia

Prof. Evaldo Nascimento

Prof. Fernando Oréfice

Prof. Henderson Celestino de Almeida

Prof. Homero Gusméo de Almeida

Prof. Joel Edmur Boteon

Prof. Marcio Bittar Nehemy

Prof. Marco Aurélio Lana Peixoto

Prof. Nassim da Silveira Calixto

Prof. Sebastiao Cronemberger Sobrinho
Representante discente: Frederico Braga Pereira



A Comissdo Examinadora que assina abaixo, a tese intitulada

“ESTUDO EXPERIMENTAL E CLINICO DA REMOCAO DA
MEMBRANA LIMITANTE INTERNA DA RETINA ASSISTIDA PELA

INDOCIANINA VERDE”, apresentada e defendida, em sessdo publica, por

Andréa Pereira da Mata, para a obtencdo do Grau de Doutor em Medicina, pelo
curso de Poés-Graduagdo em Oftalmologia da Faculdade de Medicina da

Universidade Federal de Minas Gerais.

Belo Horizonte, de de 2005

Prof. Marcio Bittar Nehemy - Orientador

Prof. Joel Edmur Boteon

Prof. Marco Aurélio Lana Peixoto

Prof. Raul Nunes Galvarro Vianna

Prof. Suel Abujamra

Prof. Adriano Monteiro de Castro Pimenta

Prof. Adalmir Mortera Dantas



Aos meus pais, Fernando e Dilma, por
todo amor, carinho e apoio que sempre
me deram e por me guiarem e instruirem

em todos os momentos da minha vida.

Ao meu marido Scott e meus filhos Ana
e Scott Alexander, que me deram forca e
inspiragao para a concretizagao deste

trabalho.



AGRADECIMENTOS

Ao meu marido, Scott Emery Burk, MD, PhD, por despertar em mim o espirito
cientifico, por tudo que me ensinou e pelo incentivo e apoio constante. Por sempre
acreditar em mim, por sua compreensao, esfor¢co e dedicacdo sem limites. Obrigado

pelo exemplo profissional, de ética e de vida.

Ao Professor Doutor Marcio Bittar Nehemy, Coordenador do Curso de Pés-
Graduagao em Oftalmologia e Professor Adjunto do Departamento de Oftalmologia
da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais, pela
colaboracao e esforgo inestimavel para que esta tese se realizasse, minha sincera

gratidao por sua orientagao, atengao e amizade.

Aos meus colegas da equipe de Retina e Vitreo do Cincinnati Eye Institute,
Michael R. Petersen, MD, PhD, Robert E. Foster, MD e Christopher D. Riemann,

MD, por acreditarem na nossa idéia.

A Rosemary Rodrigues Silva, secretaria do Departamento de Oftalmologia,
Otorrinolaringologia e Fonoaudiologia da Faculdade de Medicina da Universidade

Federal de Minas Gerais, por todo o apoio basico e atencao prestada.

A Deus e minha familia, por iluminarem a minha longa caminhada e

permitirem que tudo isto acontecesse.



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS ...........ovmiivioeomeooeeeeeeeeeeeeeeseee e 8

LISTA DE FIGURAS ........oovoivoioeoieeeeeoeeeeeeee e 9

LISTA DE TABELAS .........oooivoiieoieeeeoeeeeeeo e 11

RESUMO ..o 12

ABSTRACT ..o 14

INTRODUGAO ... 16
PRIMEIRO TRABALHO

“Indocyanine Green-assisted Peeling of the Retinal Internal
Limiting Membrane”

“Remoc¢ao da Membrana Limitante Interna da Retina Assistida

pela Indocianina Verde” ..o 21
OBUETIVOS ... e 22
RESUMO ... . e e e e e eaes 28

CONCLUSAO DO PRIMEIRO TRABALHO, FORMULAGOES DE
NOVAS PESQUISAS E OBJETIVOS DO SEGUNDO TRABALHO ... 29

SEGUNDO TRABALHO

“Indocyanine Green-assisted Peeling of the Retinal Internal
Limiting Membrane during Vitrectomy Surgery for Macular
Hole Repair”

“Remoc¢ao da Membrana Limitante Interna da Retina Assistida
pela Indocianina Verde durante a Cirurgia de Buraco Macular”.... 30

RESUMO ... 37

CONCLUSAO DO SEGUNDO TRABALHO, FORMULAGOES DE
NOVAS PESQUISAS E OBJETIVOS DO TERCEIRO TRABALHO... 39



TERCEIRO TRABALHO

“Long-term Follow-up of Indocyanine Green-Assisted Peeling
of the Retinal Internal Limiting Membrane during Vitrectomy
Surgery for Idiopathic Macular Hole Repair”

“Acompanhamento a Longo Prazo da Remogao da Membrana
Limitante Interna da Retina Assistida pela Indocianina Verde

durante a Cirurgia de Buraco Macular” .............................cco 41

RESUMO ... e e e e eaes 50

CONCLUSAO DO TERCEIRO TRABALHO E OBJETIVOS DO

QUARTO TRABALHO ..., 52
QUARTO TRABALHO

“Indocyanine Green-Assisted Internal Limiting Membrane
Peeling for Macular Holes. To Stain or Not To Stain?

“Indocianina Verde para Remocao da Membrana Limitante
Interna durante a Cirurgia de Buraco Macular. Corar ou nao

[02'o Y - | i 4 54
RESUMO ... 65
CONCLUSAO DO QUARTO TRABALHO ..........ccccoooveiiiiiceeen 66
DISCUSSAOD ...t ns 67
CONCLUSOES ...t 72
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..........c.ccoovievieeeeeeeeeee e, 74

ANEXOS . 84



LISTA DE ABREVIATURAS

BCVA best-corrected visual acuity
BSS balanced salt solution

ICG indocyanine green

ICV indocianina verde

IOL intraocular lens

ILM internal limiting membrane
MLI membrana limitante interna
MVR micro vitreoretinal (blade)
PPV pars plana vitrectomy

RD retinal detachment

RPE retinal pigment epithelium
VA visual acuity

VF visual field

VVPP vitrectomia via pars plana



FIGURA 1 -

FIGURA 2 -

FIGURA 3 -

FIGURA 4 -

FIGURA 5 -

FIGURA 6 -

FIGURA 7 -

FIGURA 8 -

FIGURA 9 -

LISTA DE FIGURAS

TRABALHO 1

Visdo através do microscopio cirurgico da injegdao de ICV na
cavidade vitrea de um olho de doador humano apds vitrectomia a
(o7 TU =1 01T o (o 1P

Visédo através do microscopio cirurgico, mostrando a membrana
limitante interna (MLI) corada e o inicio da sua remogdo. Note o
verde intenso da MLI elevada e o contraste entre a MLI corada de
verde, sobrepondo a retina adjacente ndo corada...............ccceeeeeeennnn.

Viséo através do microscépio cirurgico, demonstrando a remogao
continua da membrana limitante interna em progress&o.....................

Viséo através do microscépio cirurgico, demonstrando a remogao
da membrana limitante interna sendo concluida ..................ccccccoool

Visdo através do microscopio cirurgico, mostrando a retina
adjacente ndo corada apos o término da remogao da membrana
limitante INterna............coooiiii e

Visao através do microscoépio cirurgico, mostrando a indocianina
verde presa no vitreo cortical posterior. Note a pinca intraocular
pegando a membrana cortical vitrea elevada e a coloragéo
reduzida da membrana limitante interna adjacente ..............ccccoceee..

Fotomicrografia da membrana limitante interna removida com
suas dobras sinusoidais caracteristicas (corante periddico acido-
Schiff; aumento original 40X) ........ovvuuiiiiiiieii e

Fotomicrografia da retina, mostrando a jungéo entre a area onde a
MLI foi removida e onde ela ainda esta presente (corante
periddico acido-Schiff; aumento original 40X) .........cccovvviiiiiiiiiiiiiinnnnnn.

Micrografia de transmissao eletrénica, mostrando a membrana
limitante interna com a superficie (vitrea) interna lisa e a superficie
(retiniana) externa irregular. Note as membranas celulares e
organelas aderentes a superficie retiniana da MLI resultantes de
autdlise pos-morte (aumento original 5800X)...........cccovviviiiiieeeeeeeeeen,



TRABALHO 2

FIGURA 1 - Visao através do microscopio cirurgico, demonstrando a remogao
continua da membrana limitante interna em progresséo durante a
cirurgia de buraCo Macular ............coooeviii i 32

FIGURA2 - Visdo através do microscépio cirurgico, demonstrando o
alargamento da area de remog¢ao da membrana limitante interna....... 32

FIGURA 3 - Vis&o através do microscépio cirurgico, mostrando a retina abaixo
nao corada apos a remogao da membrana limitante interna............... 32

FIGURA 4 - Fotomicrografia da membrana limitante interna removida com
suas dobras sinusoidais caracteristicas. A, Hematoxilina-eosina
(aumento original 40x). B, Perioédico acido-Schiff (aumento original
L0 ) [T 32

FIGURA 5 - Micrografia de transmissdo eletrbnica da membrana limitante
interna removida, demonstrando a caracteristica superficie interna
lisa (vitrea) e a superficie externa ondulada ou irregular (retiniana)
(aumento original 11.600X) .......ccceviiiiiiiiieee e 34

FIGURA 6 - Grafico mostrando a acuidade visual da tabela de Snellen pré e
pos-remocao da MLI assistida pela ICV durante a cirurgia de
buraco macular em 24 0lh0S..........cooeeiiiiiii i 35

TRABALHO 3

FIGURA 1 - Micrografia de transmissao eletrénica (aumento original 5800x) da
membrana limitante interna (MLI) removida, demonstrando a
caracteristica superficie interna lisa (vitrea) e a superficie externa
ondulada ou irregular (retiniana). Elementos celulares ndo foram
observados na face retiniana da MLI, no entanto este aumento
nao elimina a possibilidade de existirem tragcos de membranas das
células de Muller aderentes @ MLI ... 44

FIGURA 2 - Grafico mostrando a acuidade visual pré-operatoria (eixo x) versus
a acuidade visual pés-operatéria (eixo y). O numero de olhos que
se apresenta em cada ponto é mostrado no grafico. A linha
diagonal espessa representa nenhuma mudanga na acuidade
visual. Todos os pontos acima da linha diagonal representam
olhos que ganharam uma ou mais linhas de acuidade visual.............. 44



LISTA DE TABELAS

TRABALHO 2

TABELA 1 - Conversao da acuidade visual em nimero de linhas............ccceveeen.....

TABELA 2 - 24 olhos tratados com remoc¢ao da membrana limitante interna da
retina assistida pela indocianina verde durante a cirurgia de
DUrACo MaCUIAr ..o e



RESUMO

TituLo: Estudo Experimental e Clinico da Remog¢ao da Membrana Limitante Interna
da Retina Assistida pela Indocianina Verde.

OBJETIVOS: Estudar os efeitos da indocianina verde (ICV) como corante da
membrana limitante interna (MLI) da retina e sua utilidade para a cirurgia do
buraco macular.

MATERIAIS E METODOS: Esta pesquisa consta de quatro trabalhos. No primeiro
trabalho foram utilizados 11 olhos de doadores que foram submetidos a
vitrectomia a céu aberto e injecdo de uma solugcdo de ICV na cavidade
vitrea sobre a superficie da retina. Em seguida, a ICV foi aspirada e a MLI
da retina foi removida. No segundo trabalho, um estudo clinico pioneiro, 24
pacientes consecutivos (24 olhos) com buraco macular estagios 3 ou 4
foram submetidos a vitrectomia via pars plana (VVPP) e remocéao da MLI
corada pela ICV. No terceiro trabalho, 121 olhos com buraco macular
idiopatico estagios 2, 3, ou 4 foram submetidos a VVPP e remogao da MLI
assistida pela ICV. Este grupo de pacientes foi acompanhado durante, pelo
menos, um ano. Foram realizadas microscopia optica e eletrénica tanto no
trabalho experimental quanto nos trabalhos clinicos, confirmando a
natureza da membrana corada e removida. No quarto trabalho, realizou-se
uma revisao ampla e uma analise critica dos dados da literatura.

RESULTADOS: A ICV corou a MLI da retina, revelando uma coloragao verde brilhante,
o que facilitou grandemente a sua visibilizagcdo e remog¢ao em olhos de
doadores e durante a cirurgia de buraco macular. A microscopia optica e
eletrbnica comprovou a natureza histolégica da MLI removida e demonstrou

que a sua remog¢ao nao causou dano significativo aos tecidos adjacentes.



Apds um periodo de seguimento de pelo menos um ano, 96% dos 121
pacientes apresentaram melhora funcional de duas ou mais linhas de
Snellen e 98% dos pacientes apresentaram fechamento anatémico do
buraco macular quando submetidos a apenas uma cirurgia. Nao foram
observadas complicagdes clinicas atribuiveis a ICV.

CoNncLUsOES: A ICV cora de maneira distinta a MLI e facilita grandemente a sua
remocao devido ao contraste entre a MLI corada e a retina ndo corada. A
remogao da MLI da retina assistida pela ICV se mostrou segura e util na
cirurgia vitreorretiniana para buracos maculares. O acompanhamento a
longo prazo de pacientes que foram submetidos a remocgao da MLI da retina
assistida pela ICV proporcionou excelentes resultados anatémicos e
funcionais.

PALAVRAS-CHAVE: INDOCIANINA VERDE (ICV), RETINA - MEMBRANA LIMITANTE INTERNA
(MLI), BURACO MACULAR, CIRURGIA VITREORRETINIANA.



ABSTRACT

TiTLE: Experimental and Clinical Study of Indocyanine Green-Assisted Peeling of the

Retinal Internal Limiting Membrane.

OBJECTIVES: To study the effects of indocyanine green (ICG) as a dye to stain the
retinal internal limiting membrane (ILM) and its usefulness during macular hole

repair.

MATERIALS AND METHODS: This thesis consists of four publications. The first study
examined 11 human cadaveric eyes that underwent open sky vitrectomy. ICG
solution was placed on the retinal surface and then aspirated. The ILM was
clearly visualized and peeled. The second, a clinical pilot study, included 24
consecutive patients (24 eyes) with stage 3 or 4 macular holes that underwent
pars plana vitrectomy (PPV) followed by ICG-assisted ILM peeling. The third
study examined the long term outcomes of 121 eyes with stage 2, 3, or 4
idiopathic macular holes that underwent PPV followed by ICG-assisted ILM
peeling. Light and electron microscopy were performed in the experimental
and clinical studies confirming the nature of the peeled membrane. The final
publication reviewed and critically analyzed the literature with regard to ICG

assisted ILM peeling.

REsuLTs: ICG stained the retinal ILM in green and greatly facilitated its visualization
and peeling, both in human cadaveric eyes and during macular hole repair.
Light and electron microscopy proved that the ILM was peeled and did not
cause significant damage to the adjacent retina. 96% of 121 patients followed

for at least one year gained two or more lines of Snellen visual acuity.



Anatomic closure of the macular hole was achieved in 98% of the patients with

a single surgery. There were no clinical complications attributed to ICG.

ConcLusions: [CG distinctly stains the retinal ILM and greatly facilitates ILM peeling
by providing contrast between the stained ILM and the unstained retina. ICG
assisted-ILM peeling appears to be safe and useful adjunct in vitreous surgery
for macular hole repair. Long-term follow-up of patients who underwent ICG-
assisted ILM peeling for macular hole repair demonstrates excellent anatomic
and functional results.

KEY-WORDS: INDOCYANINE GREEN (ICG), RETINAL INTERNAL LIMITING MEMBRANE (ILM),
MACULAR HOLE, VITREORETINAL SURGERY.
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INTRODUGAO

O buraco Macular é caracterizado pela auséncia de tecido neural retiniano no

centro da macula e como tal reduz acentuadamente a acuidade visual.

O primeiro caso de buraco macular foi descrito por Knapp em 1869. O
paciente tinha uma historia de trauma e o buraco macular estava associado a uma
hemorragia macular.! Foi em 1871, que Noyes descreveu, entdo, o primeiro caso de
buraco macular idiopé1tic:o.2 Mas, somente em 1900, o termo buraco macular foi

sugerido por Ogilvie.?

O buraco macular tem uma prevaléncia de 0,3% e a maioria dos buracos
maculares é de natureza idiopatica.* Os buracos maculares idiopaticos afetam mais
comumente pacientes saudaveis na sexta ou sétima década de vida. A idade média
de inicio € de 65 anos de idade, mas buracos maculares podem também se
apresentar em pacientes jovens.’ As mulheres sdo mais afetadas que os homens
em uma propor¢ao de 2 a 3:1. Aproximadamente 10 a 15% dos individuos séo

afetados bilateralmente, mas o inicio raramente é simultaneo.*®

A fisiopatologia do buraco macular mais aceita sugere que forgas tracionais
tanto antero-posteriores quanto tangenciais exercidas sobre a macula sao
responsaveis pela formacgédo dos buracos maculares.®® Estas forcas tracionais sdo

transmitidas a retina através da membrana limitante interna (MLI).™

A MLI forma a margem estrutural entre a retina e o vitreo. Essa membrana
quase invisivel é derivada predominantemente da membrana basal elaborada pelas
células de Miiller."” Sendo uma membrana basal, a MLI pode funcionar como uma
estrutura para proliferacdo celular e transmitir forcas tracionais diretamente para a

retina interna.’®'> A MLI esta freqlientemente envolvida na fisiopatologia das



desordens que afetam a interface vitreomacular, incluindo membranas epirretinianas,

tracdo vitreomacular e buracos maculares.”"

Até 1989 o buraco macular era considerado intratavel. Em 1991 Kelly e
Wendel foram os primeiros a descrever a vitrectomia via pars plana (VVPP) para o
tratamento dos buracos maculares.” Desde entdo, a cirurgia do buraco macular vem
apresentando uma continua evolugao que inclui o uso de adjuvantes, variagdes no
tipo do agente tamponante e na duragcdo do posicionamento de cabega e, mais

recentemente, a remoc¢ao da MLI da retina.

O uso de adjuvantes foi experimentado, mas n&o demonstrou qualquer
vantagem comparada ao procedimento sem adjuvante.?’?* Diferentes tipos de
tamponamento, como gases intra-oculares e 6leo de silicone, tém sido usados. O
tipo e a concentracdo dos gases intra-oculares assim como a duragdo do
posicionamento de cabeca variam de acordo com o critério do cirurgido. O dleo de
silicone é eventualmente utilizado em pacientes impossibilitados de manter um
decubito ventral, criangas e pacientes que necessitam viajar por via aérea no pos-

operatério precoce.?>?

A remocao da MLI da retina foi descrita previamente como uma técnica util
nas cirurgias de buraco macular, e apesar de nao ter sido avaliada por meio de
trabalhos prospectivos randomizados, a maioria dos autores acredita que a remogao
da MLI retiniana durante a cirurgia de buraco macular melhora os resultados

anatdémicos e funcionais.?®*!

No entanto, a remogao cirurgica da MLI é tecnicamente desafiadora até
mesmo para cirurgides vitreorretinianos experientes, devido a dificuldade da sua

visibilizacdo. As dificuldades encontradas na remocg¢ao da MLI incluem o inicio do



peeling, a visibilizagdo da borda onde a MLI foi removida, e a determinacao da

extengdo do peeling ****

A indocianina verde (ICV) é um corante hidrofilico, que se combina fortemente
as proteinas. Entretanto, ndo reage com as células integras devido as membranas
celulares intactas.** Em 1998, Horiguchi e colaboradores publicaram o seu trabalho
sobre a coloracdo com a ICV para facilitar a visibilizagdo da capsula anterior do
cristalino durante a cirurgia de catarata.*® Desde entdo, a ICV tem sido injetada no
interior do globo ocular para auxiliar cirurgias do segmento anterior, sem relato de

toxicidade.*¢*°

A capsula anterior do cristalino € uma membrana basal assim como a MLI da
retina. Tal fato gerou a expectativa de que ambas se comportassem da mesma
maneira em relagao a ICV. Se essa expectativa se confirmasse, a utilizagao da ICV
poderia ser muito Util para cirurgia vitreorretiniana em geral, e especialmente para a
cirurgia do buraco macular na medida em que, possibilitando a impregnag¢ao da MLI,

facilitaria a sua visibilizagéo e remocgao cirurgica.

Diante destes fatos, idealizamos estudos para verificar a possibidade da ICV

auxiliar na cirurgia vitreorretiniana e melhorar o seu resultado funcional.

Esses estudos deveriam ser planejados para responder as seguintes

perguntas:

1) A ICV seria capaz de corar a MLI da retina em olhos de doadores

humanos?

2) A utilizagado da ICV seria capaz de corar a MLI de pacientes durante a

cirurgia vitreorretiniana?



3) A ICV seria segura e sem efeitos adversos que desaconselhassem o seu

uso intravitreo?

4) A ICV aumentaria o indice de sucesso anatdmico e conseqlentemente a

possibilidade de sucesso funcional?

5) A eventual melhora do sucesso anatdbmico e funcional seria mantida a

longo prazo?

Para responder a essas perguntas, foram planejados e executados os

seguintes trabalhos:

1) Remocgdo da membrana limitante interna da retina assistida pela

indocianina verde em olhos de doadores humanos;

2) Remocdo da membrana limitante interna da retina assistida pela

indocianina verde durante a cirurgia de buraco macular;

3) Acompanhamento a longo prazo de pacientes submetidos a remogao da
membrana limitante interna da retina assistida pela indocianina verde

durante a cirurgia de buraco macular.

Ao longo desse estudo, essas pesquisas despertaram um grande interesse na
comunidade cientifica, o que resultou na publicacdo de centenas de trabalhos,
alguns dos quais questionavam as vantagens ou mesmo apontavam algumas
desvantagens do uso da ICV. Diante dessa controvérsia, julgamos pertinente fazer

um amplo estudo que resultou no quarto trabalho:

4) Andlise critica dos resultados anatdmicos e funcionais e de eventuais

efeitos adversos nos pacientes estudados e na literatura pertinente.



PRIMEIRO TRABALHO

“Indocyanine Green-assisted Peeling of the Retinal
Internal Limiting Membrane”

“Remocao da Membrana Limitante Interna da Retina
Assistida pela Indocianina Verde”



OBJETIVOS

Os objetivos principais do primeiro trabalho foram:
1) Determinar se a ICV corava a MLI em olhos de doadores;

2) Determinar se a coloragdao da MLI da retina pela ICV facilitaria a sua

visibilizagcao e remocao;

3) Investigar as diferentes propriedades de coloracdo da hialdide posterior,

da MLI e da retina ap6s a remogao da MLI;
4) Comprovar que a membrana removida era realmente a MLI da retina;

5) Verificar se o corante causava eventuais alteragdes histoldégicas nos

tecidos adjacentes.

Os resultados desta pesquisa foram publicados na revista “Ophthalmology”

em 2000.°"



Remocao da MLI da Retina Assistida pela ICV.pdf



RESUMO

OBJETIVOS: Determinar se a ICV cora e facilita a remocdo da MLI da retina.
Investigar as diferentes propriedades de coloracao da hialéide posterior, da

MLI e da retina apds a remogao da MLI.

METODOLOGIA: Onze olhos de doadores humanos foram submetidos a vitrectomia a
céu aberto, incluindo a remoc¢ao do vitreo cortical posterior. Uma solugao de
ICV 0,5% foi injetada na cavidade vitrea posterior sobre a macula, e apos
cinco minutos foi removida por aspiragao mecanica. Iniciou-se a remogao da
MLI com uma agulha dobrada na ponta e finalizou-se com uma pinga intra-
ocular. Foram avaliadas as propriedades de coloragdo e a facilidade de
remocao da MLI. As amostras foram submetidas a microscopia Optica e

eletrébnica.

RESULTADOS: O contato da ICV com a superficie da retina resultou em uma
coloracado verde brilhante da MLI. Esta coloragdo facilitou grandemente a
remocao da MLI devido a visibilizacdo direta desta membrana. Como a retina
adjacente nao se corou, evidenciou-se um nitido contraste entre a MLI corada
de verde e a retina ndo corada. Os estudos de microscopia Optica e eletrénica
confirmaram que a membrana removida era a MLI e que ndo houve dano

significativo aos tecidos adjacentes.

CONCLUSOES: A solucao de ICV corou a quase invisivel MLI da retina em olhos de
doadores humanos. A coloracdo com a ICV permitiu a visibilizagao e facilitou
a remogao segura da MLI, devido ao marcante contraste entre esta e a retina

nao corada.



CONCLUSAO DO PRIMEIRO TRABALHO, FORMULAGOES DE
NOVAS PESQUISAS E OBJETIVOS DO SEGUNDO TRABALHO

Esse primeiro estudo demonstrou, portanto, que a ICV corou muito bem a MLI
em olhos de doadores, o que facilitou a sua identificacdo e remocgéo. A microscopia
oOptica e eletrébnica demonstraram que a membrana corada e removida era a MLI e

que o corante nao causou lesao histologica significativa.

Devido ao sucesso da técnica de coloragao da MLI com a ICV em olhos de
doadores, nés iniciamos um trabalho clinico pioneiro em um grupo de 24 pacientes
consecutivos com buracos maculares idiopaticos estagios 3 ou 4, buraco macular
traumatico e buraco macular de longa duracdo. Utilizamos a ICV na tentativa de
corar a MLI da retina para facilitar a sua visibilizacdo e remogao durante a cirurgia de

buraco macular, e assim propiciar melhores resultados anatémicos e funcionais.
Os objetivos principais desse segundo trabalho foram:

1) Determinar se a ICV corava a MLI, e facilitava a sua visibilizacdo e
remocao durante a cirurgia de buraco macular;

2) Determinar se a remogao da MLI da retina assistida pela ICV durante a
cirurgia de buraco macular era uma técnica segura e sem efeitos clinicos
adversos;

3) Estudar pela microscopia Optica e eletrbnica o tecido removido
cirurgicamente;

4) Verificar se a utilizagdo da ICV durante a cirurgia de buraco macular

propiciava melhores resultados anatdomicos e visuais.

Os resultados desta pesquisa foram publicados na revista “Ophthalmology”

em 2001.%?



SEGUNDO TRABALHO
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Internal Limiting Membrane during Vitrectomy
Surgery for Macular Hole Repair”

“Remocao da Membrana Limitante Interna da Retina
Assistida pela Indocianina Verde durante a Cirurgia
de Buraco Macular”
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RESUMO

OBJETIVOS: Determinar a eficacia e a seguranga da remocdo da MLI da retina

assistida pela ICV durante a cirurgia de buraco macular.
METODOLOGIA: Série de casos, prospectiva, ndo comparativa e intervencional.

Vinte e quatro pacientes consecutivos (24 olhos) com buracos maculares
estagios 3 ou 4 foram submetidos a VVPP, incluindo a remocgéo da hialdide
posterior. Uma solugao de ICV (0,5%) foi instilada na cavidade vitrea posterior
sobre a macula e deixada de trés a cinco minutos. Apds a aspiragao da ICV, a
MLI foi removida. Gases de média e longa duragao foram utilizados em todos
os casos e todos os pacientes foram recomendados a se posicionar com a

face para baixo por uma ou duas semanas.

Foram avaliadas as propriedades intra-operatérias de coloracdo da ICV, a
dificuldade técnica de remocgado da MLI da retina, os resultados anatdmicos

poOs-operatorios, a acuidade visual e as complicagdes.

RESULTADOS: A ICV corou a MLI, mas nao corou a retina adjacente. A coloragao
com a ICV possibilitou, ao cirurgidao, a visibilizagao direta e a remogao da MLI
em cada caso. O tecido removido foi submetido a microscopia Optica e
eletrbnica, que confirmaram que o tecido corado pela ICV era de fato a MLI da
retina. Os pacientes foram acompanhados no pds-operatério em média por
123 dias (variando entre 23 e 195 dias). O fechamento anatémico do buraco
macular foi alcangado em 21 olhos (88%) com uma unica cirurgia. A acuidade

visual melhorou em 23 dos 24 pacientes (96%) apo6s a cirurgia. Nenhuma



complicacdo intra ou poés-operatéria, relacionada ao uso da ICV, foi

constatada e ndo houve evidéncias clinicas ou angiograficas de toxicidade.

CoNcCLUSOES: A ICV cora a MLI da retina. Essa propriedade facilita a remogcao da
MLI devido ao marcante contraste entre a MLI corada e a retina n&o corada. A
coloracdo da MLI pela ICV parece ser uma técnica segura e util para a
cirurgia de buraco macular. Os estudos de microscopia Optica e eletrénica

confirmaram que o tecido removido era de fato a MLI da retina.



CONCLUSAO DO SEGUNDO TRABALHO, FORMULAGCOES DE
NOVAS PESQUISAS E OBJETIVOS DO TERCEIRO TRABALHO

O segundo trabalho comprovou, portanto, que a solugcéo de ICV em contato
com MLI resultava em uma coloragao verde brilhante e facilitava muito a sua
remocao durante a cirurgia de buraco macular. Este estudo demonstrou também que
nenhuma complicagado intra ou pds-operatéria relacionada ao uso da ICV foi
constatada e ndo houve evidéncias clinicas ou angiograficas de toxicidade desse
corante, que assim se mostrou seguro para uso clinico. Apesar da inclusao de casos
com mau prognostico, como buraco macular de longa durag&o, buraco macular
traumatico e um grande numero de buracos maculares estagio 4, os resultados
anatémicos e funcionais foram bons e comparaveis com os resultados relatados na

literatura.

Considerando esses fatos, surgiu naturalmente o questionamento se esta
técnica seria ainda mais efetiva para o tratamento de casos com prognéstico néo tao
reservado. Interessava também saber se os resultados obtidos para esse grupo
relativamente pequeno de pacientes e com um periodo de seguimento relativamente
curto se modificariam quando um maior numero de pacientes fosse observado, por

um prazo de seguimento mais longo.

Para responder a essas perguntas, foi idealizado um terceiro trabalho, mais
amplo, onde seriam considerados candidatos todos os pacientes com buraco
macular idiopatico estagios 2, 3 ou 4. Para uma analise mais consistente dos
resultados, todos os pacientes deveriam ser acompanhados durante pelo menos um

ano. Para este trabalho, os critérios de exclusao foram ampliados de forma que a



amostra se tornasse mais homogénea e consequentemente os resultados se

tornassem mais especificos e fidedignos.
Os objetivos principais deste terceiro trabalho foram:

1) Determinar, em uma amostra significativa, o indice de sucesso
anatébmico e funcional, a longo prazo, da cirurgia de buraco macular,

realizando a remocao da MLI da retina auxiliada pela ICV;

2) Identificar eventuais complicagbes relacionadas a ICV, a longo prazo,

em uma amostra significativa.

Os resultados desta pesquisa foram publicados na revista “Ophthalmology”

em 2004.%
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RESUMO

OBJETIVOS: Determinar a eficacia a longo prazo da remocado da MLI da retina

assistida pela ICV durante a cirurgia de buraco macular.
METODOLOGIA: Série de casos, ndo comparativa, retrospectiva e intervencional.

Cento e vinte um (121) olhos de 114 pacientes com buraco macular idiopatico
estagios 2, 3 ou 4 foram submetidos a cirurgia de buraco macular com a ICV
durante o periodo de agosto de 1999 a janeiro de 2003. Em todos os olhos,
foi realizada VVPP incluindo a remogao da hialdide cortical posterior. A
solugao de ICV (0,5%) foi instilada sobre a macula e, apés a remogao da ICV,
a MLI da retina foi removida. Gases de média e longa duragao foram
utilizados em todos os casos e todos os pacientes foram recomendados a se
posicionar com a face para baixo por uma a duas semanas. Foram avaliados

os resultados anatémicos, a acuidade visual e as complicagdes a longo prazo.

RESULTADOS: Os pacientes foram acompanhados no pds-operatério em média por
26 meses (variando entre 12-53 meses). O fechamento anatdmico do buraco
macular foi alcangado em 118 olhos (98%) com uma uUnica cirurgia. A
reoperagao obteve sucesso no fechamento de dois dos trés buracos
maculares que nao se fecharam inicialmente. Um buraco macular reabriu 16
meses apos a cirurgia inicial e ainda nao se submeteu a cirurgia posterior. A
acuidade visual melhorou duas ou mais linhas da tabela de Snellen em 116
olhos (96%). A média de melhora visual pds-operatoria foi de seis linhas da
tabela de Snellen (0-14 linhas), e 96 olhos (79%) alcangcaram uma acuidade
visual final de 0,4 (20/50) ou melhor. Nado houve complicagdo intra ou poés-

operatodria associada ao uso da ICV.



ConcLusOEs: O acompanhamento a longo prazo de pacientes submetidos a
cirurgia de buraco macular com o uso da ICV demonstrou resultados

anatdmicos e visuais excelentes.



CONCLUSAO DO TERCEIRO TRABALHO E OBJETIVOS DO QUARTO
TRABALHO

Este terceiro trabalho, estudando um numero significativo de pacientes e por
um longo seguimento, confirmou de maneira consistente a efetividade e seguranga
da técnica empregada. Demonstrou também, como haviamos hipotetizado, que o
prognoéstico anatdémico e funcional poderia melhorar ainda mais se a amostra fosse
suficientemente grande para espelhar as caracteristicas da populagcdo com buraco
macular. Nesta amostra, o0s casos com prognéstico reservado nao eram
proporcionalmente tdo expressivos a ponto de modificar o progndstico global, como
acontecera no segundo trabalho. Este fato provavelmente contribuiu para os maiores
indices de sucesso. Este trabalho demonstrou também, de maneira consistente, que
ndo houve complicacdes significativas tanto a curto quanto a longo prazo. E
importante ressaltar que, ao aumentar o prazo de seguimento, ha uma tendéncia de
obtencao de melhores indices de resultados funcionais. De fato, embora nao fosse o
objetivo desse trabalho, p6de-se observar que a acuidade visual dos pacientes que
obtiveram sucesso anatdbmico geralmente apresentou uma melhora gradativa e
progressiva ao longo dos meses, observagdes estas também relatadas na
literatura.?**>>* E possivel também que esses melhores indices de sucesso
anatémico e funcional sejam devidos, pelo menos em parte, ao maior dominio, pelos
cirurgides, da técnica cirurgica, pela prépria curva de aprendizado inerente a todos

procedimentos cirurgicos.

Desde a publicacdo do primeiro trabalho, mas principalmente apds o
segundo, houve um interesse crescente por esta técnica que assim foi difundida e

ganhou aceitacdo em todo o mundo. Diferentes cirurgides, utilizando técnicas



relativamente diferentes, desde entdo tém publicado suas observagdes. Embora a

maioria desses trabalhos tenha apresentado resultados bons e comparaveis aos

52-53,55-73 74-79

NOSSOS, alguns autores apresentaram resultados nao tdo favoraveis.
Para alguns destes ultimos, o uso da ICV poderia estar contribuindo de maneira

negativa para os resultados.

Diante desta possibilidade, trabalhos experimentais foram realizados para
identificar uma eventual toxicidade da ICV.2%%° E interessante ressaltar que os

resultados destes trabalhos experimentais também foram controversos.

Diante desta situagao, decidimos aceitar o dificil desafio de fazer uma analise
criteriosa dos principais trabalhos, com a finalidade de contribuir para a elucidagao
das vantagens e limitagdes do uso da ICV na cirurgia do buraco macular. Para tanto,
fizemos uma revisdo ampla da literatura e selecionamos os trabalhos de maior
relevancia para uma analise mais acurada. Os resultados desta analise foram

enfeixados em um unico trabalho.
Os objetivos especificos deste quarto trabalho foram:

1)  Analisar criticamente cada trabalho e identificar seus pontos fortes e
eventuais limitagbes cientificas que pudessem justificar os seus

resultados divergentes;

2) Discutir e enfatizar as relevantes evidéncias clinicas e cientificas, a favor
e contra o uso da ICV para a coloragao da MLI durante a cirurgia de

buraco macular.

Os resultados desta pesquisa foram publicados na revista “Retina” em 2005.%
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RESUMO

A remocéo da MLI retiniana parece uma técnica promissora no tratamento de
certas patologias que afetam a interface vitreomacular, especialmente buracos
maculares. A maioria dos autores concorda que a ICV facilita grandemente a
remogao da MLI. Alguns autores acreditam que a ICV melhora os resultados
anatbmicos e funcionais. Outros acreditam que ela melhora os resultados
anatbmicos, mas nao altera os resultados funcionais. Um terceiro grupo de autores
acredita que ela pode ter um efeito adverso sobre os resultados funcionais. Estudos
experimentais apresentaram também resultados controversos quanto a eventual
toxicidade da ICV para os tecidos adjacentes. Neste trabalho, analisamos
criticamente os pontos fortes e fracos da metodologia cientifica dos mais importantes
trabalhos publicados, com a finalidade de buscar um entendimento racional para os

diferentes resultados e opinides.



CONCLUSAO DO QUARTO TRABALHO

Este trabalho permitiu concluir que a discrepancia dos resultados
encontrados, por diferentes autores, pode ser, em grande parte, explicada por
diferengas na metodologia empregada, que incluiram diferengcas nas amostras
estudadas, na técnica cirurgica empregada, € no tempo de seguimento dos
pacientes. A analise criteriosa da literatura sugere que o uso da ICV apresenta uma
margem de seguranga, sendo que alguns investigadores estdo consistentemente
dentro dessa margem, enquanto outros a ultrapassam. Outra conclusao importante
desse trabalho foi que os resultados observados nos trabalhos experimentais nem
sempre podem ser extrapolados para as condi¢des clinicas. Finalmente, foi
concluido que a ICV, quando usada apropriadamente, € util e efetiva na cirurgia

vitreorretiniana para buracos maculares.



DISCUSSAO



DISCUSSAO

O buraco macular é uma entidade clinica relativamente frequente,
apresentando uma prevaléncia de 0,3%." Afeta predominantemente mulheres na
sexta e sétima década de vida e causa uma baixa de acuidade visual significativa. A
maioria dos buracos maculares & idiopatica e destes 10-15% s&o bilaterais.*® A sua

fisiopatologia ainda nao esta completamente estabelecida.

Ha cerca de 15 anos, Kelly e Wendel descreveram o tratamento cirurgico do
buraco macular.?’ Inimeros trabalhos se sucederam relatando a experiéncia de
diversos autores com essa técnica cirtrgica.’”'°' Apesar de os resultados anatémico
e funcional relatados por varios autores terem sido satisfatérios, em um numero
significativo de olhos operados nao se conseguia o fechamento do buraco macular;
possivelmente pelo desconhecimento dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos
no processo da sua formacdo. Um melhor conhecimento da fisiopatologia parecia
assim, essencial, ndo apenas para compreender a sua formagdao e eventual
prevencao, mas também para o seu efetivo tratamento. Paralelamente, estudos de
fisiopatologia sugeriam que forgcas tracionais tanto antero-posteriores quanto
tangenciais exercidas sobre a macula seriam responsaveis pela formagao dos
buracos maculares.®® Essas forcas tracionais seriam transmitidas a retina através da
membrana limitante interna.'®'®> Esse conhecimento criou um racional para se
remover a MLI com a finalidade de melhorar os indices de fechamento do buraco
macular. Essa remocéao, entretanto, era tecnicamente dificil mesmo para cirurgides
experientes.?**** Se essa membrana pudesse ser corada, seria bem possivel que a
sua remocao fosse facilitada, o que resultaria na melhora dos resultados anatdomicos

e funcionais. Entre os diversos corantes passiveis de serem utilizados, optamos pela



ICV. Esse corante foi escolhido devido ao conhecimento da sua grande tolerancia
bioldégica quando usado sistemicamente, pela boa tolerancia da coriorretina a esse

corante usado para a angiografia coriorretiniana'®"%

e pela auséncia de efeitos
adversos quando injetada na camara anterior para facilitar a capsulorrexe.*®*° Deve-
se notar que a MLI € uma membrana basal, assim como a capsula anterior do
cristalino, cuja coloragao ja havia sido demonstrada.*® Por questdes éticas dbvias, o
primeiro trabalho foi realizado em olhos de doadores para verificar a capacidade da
ICV de corar a MLI de humanos e assim facilitar a sua remocgao. Era também
essencial que se verificasse a auséncia de lesbes histolégicas que pudessem
eventualmente ser causadas pelo corante. Esse trabalho demonstrou que a ICV
corou de maneira efetiva a MLI, facilitou a sua remog¢ao e nao apresentou efeitos
toéxicos. Demonstrou também que o tecido removido era de fato a MLI, e que essa
membrana podia ser separada da retina sem causar-lhe danos significativos.51
Cumprida esta parte da pesquisa cientifica, e com base nos seus resultados
favoraveis, evoluimos para a realizacdo da pesquisa em pacientes, 0 que resultou
no segundo trabalho. Esse trabalho demonstrou que, também em pacientes, a ICV
corava a MLI e facilitava a sua remogao, e que a técnica era segura, na medida em
que nao foi observada qualquer complicacdo que pudesse ser atribuida ao uso da
ICV. Demonstrou ainda que a técnica era efetiva mesmo para alguns casos com o
prognéstico reservado, como, por exemplo, buracos maculares de longa duracdo.*?
Novamente, os resultados favoraveis desta etapa estimularam as pesquisas para
uma etapa seguinte que incluiu o estudo de um numero significativamente maior de
pacientes e um maior periodo de seguimento, o que resultou no terceiro trabalho.

Este terceiro trabalho demonstrou de maneira consistente que a técnica empregada



apresentava excelentes resultados a curto e longo prazo. Demonstrou também que

nao ocorreram complicagdes intra ou pds-operatdrias relacionadas ao uso da ICV.>

Desde o primeiro trabalho, essas pesquisas, pela sua grande importancia
pratica, despertaram um interesse extraordinario e a técnica foi difundida, ganhando
aceitacdo em todo o mundo. Milhares de cirurgides em todo o0 mundo passaram a
empregar essa técnica e centenas de trabalhos foram publicados.’?°%%%73
Obviamente, por se tratar de um procedimento cirurgico que envolve habilidade e
técnica, ndo se surpreende que diferentes autores relatem diferentes resultados.
Cabe ressaltar que também os trabalhos experimentais mostraram resultados
conflitantes. Face a esses resultados divergentes, julgamos que se impunha um
extenso trabalho de revisao criteriosa e analise critica dos trabalhos cientificos mais
relevantes, para desta forma contribuir para a determinagdo das vantagens e
limitagdes do uso da ICV na cirurgia do buraco macular. Essas discussdes foram
enfeixadas e resultaram no quarto trabalho. Esse quarto estudo discutiu exaustiva e
pormenorizadamente os mais relevantes trabalhos da literatura, procurando, de
maneira analitica e com critérios puramente cientificos, identificar diferencgas
metodoldgicas que pudessem justificar os diferentes resultados observados. Este
trabalho foi prontamente aceito para publicagdo, provavelmente devido a grande
atualidade e interesse tanto pelo tema, quanto pela controvérsia entdo vigente. Por

ser um trabalho de revisdo e analise critica, a discussdo do seu conteudo constitui a

sua propria esséncia e esta amplamente exposta no texto do trabalho publicado.®

A analise dos nossos resultados, bem como dos resultados controversos da
literatura, sinalizam para uma importante conclusdo: E muito provavel que a cirurgia
do buraco macular com a utilizagdo da ICV envolva multiplas variaveis que

interferem no resultado final. Se a ICV fosse sempre boa ou sempre ruim, nao



existiria controvérsia. Talvez o uso da ICV tenha uma margem de seguranca, sendo
que alguns investigadores estao consistentemente dentro dessa margem, enquanto
outros a ultrapassam. Utilizamos, nos pacientes envolvidos nestes trabalhos, assim
como a maioria dos autores, a ICV na concentragdo 0,5%. A nossa experiéncia
entretanto demonstra que mesmo concentracbes menores e com menor tempo de
permanéncia sdo capazes de cora-la. E provavel que a utilizacdo dessas
concentragdes e desses tempos menores ampliem a margem de seguranga de sua
utilizagao, e dessa forma tornem o procedimento mais seguro para um numero ainda

maior de cirurgides.

Acreditamos, como médicos e pesquisadores, que devemos sempre continuar
a buscar métodos para melhorar os nossos resultados e a vida de nossos pacientes.
Este trabalho, além de mostrar que a ICV pode ser util para a cirurgia do buraco
macular, despertou um grande interesse para a pesquisa da utilizacdo de outros
corantes e de sistemas de iluminacdo com diferentes comprimentos de onda da luz.
E possivel que, em futuro préximo, esses estudos identifiquem novos corantes e/ou
estabelecam concentracdes ideais dos corantes em uso, inclusive da ICV. Talvez o
uso de filtros que bloqueiem a luz em ambos os extremos do espectro visivel possa
ser vantajoso por limitar a toxicidade e a excitagdo da ICV. Talvez o uso de luz
monocromatica de determinados comprimentos de onda possa facilitar a
identificacdo e remocg¢ao da MLI sem corantes ou com concentragdes minimas

destes.

Enquanto aguardamos os resultados destes estudos, acreditamos que o uso
da ICV em baixa concentragdo, com parcimdnia e critério, possibilita uma cirurgia

rapida, segura e efetiva para o buraco macular.



CONCLUSOES




CONCLUSOES

Os resultados desta pesquisa permitiram concluir que:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

A ICV cora a MLI em verde mas nao cora a retina adjacente;

A coloragao da MLI pela ICV e o contraste com a retina ndo corada

facilita a visibilizagdo e a remogao da MLI em olhos de doadores;

A coloragcao da MLI pela ICV facilita a sua visibilizagcdo e remocgao

durante a cirurgia de buraco macular;

Na série de pacientes estudados, a remog¢ao da MLI auxiliada pela ICV
durante a cirurgia de buraco macular proporcionou excelentes

resultados anatémicos e funcionais a curto e longo prazo;

Os estudos de microscopia optica e eletrbnica comprovaram que a

membrana corada e removida é de fato a MLI da retina;

Os estudos de microscopia optica e eletrbnica mostraram que néao

houve lesao significativa dos tecidos adjacentes;

Na série de pacientes estudados, nao foram observadas complicagdes

clinicas ou angiograficas da ICV;

Uma analise critica dos nossos resultados, bem como da literatura,
permitiu identificar diferengcas metodoldgicas que podem explicar, pelo
menos em parte, as diferencas nos resultados anatémicos e funcionais

observados, por diferentes autores, apds a cirurgia de buraco macular.
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