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RESUMO

Objetivos: Desenvolver um método para liofilizar cérneas e comparar o
uso de corneas liofilizadas com corneas preservadas em optisol no
transplante lamelar anterior.

Métodos: As corneas liofilizadas foram avaliadas por microscopia de luz e
eletrbnica e comparadas com controles néo liofilizados. Na segunda parte
do estudo, realizou-se um ensaio clinico randomizado com 20 portadores
de ceratocone e candidatos a transplante de cérnea, onde 10 pacientes
foram transplantados com cérneas liofilizadas e outros 10 com cdOrneas
preservadas em Optisol GS® por até 13 dias. Os dados pré e pos-
operatoérios consistiram de: medidas de acuidade visual em tabela logmar,
exames de topografia, orbscan, paquimetria e microscopia especular.
Exames de microscopia confocal, biomicroscopia ultra-sbnica,
sensibilidade ao contraste e um questionario sobre qualidade de vida
foram realizados no pds-operatorio.

Resultados: Liofilizacdo de cérneas com sacarose 2,3 molar por 40
minutos e sua reidratacdo com solucao salina balanceada por 30 minutos
foi considerado o melhor método para preservacdo de cérneas a longo
prazo para transplante lamelar anterior. O ensaio clinico ndo mostrou
variacdo significante entre os grupos, exceto nos valores de acuidade
visual sem correcao que foram melhores no grupo liofilizado e nos valores
de densidade de ceratdcitos que foram maiores no grupo optisol.
Conclusdes: Liofilizacdo € um método eficaz para a preservacdo de
cérneas para transplante lamelar anterior. Corneas liofilizadas e utilizadas
para o transplante lamelar anterior apresentaram evolucdo clinica

semelhante a das corneas preservadas em Optisol GS®.
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1. INTRODUGAO:

Transplante penetrante de cérnea consiste na remocao cirirgica de
uma cérnea doente e reposicdo através de uma cérnea de espessura total de tecido

doador® .

Em situagdes de baixo risco, como no ceratocone, o transplante de
cornea é um dos tipos de transplantes de maior éxito, com uma taxa de sucesso em 10
anos, definido como claridade corneana da ordem de 72 — 80%®. Outros autores

consideram esta taxa de cerca de 95%®.

No ceratocone, a complicagdo pos-operatéria mais comum do
transplante de cérnea é o astigmatismo, seguida da rejeicdo endotelial®. Ocorre em
cerca de 10% dos casos de ceratocone, dois quais 90% respondem bem ao tratamento

a base de esteréides tépicos e subconjuntivais®.

A rejeicdo de cornea continua sendo um dos maiores desafios nas
ceratoplastias. Nos casos de bom progndstico, a estimativa é que ocorra rejei¢cao entre
2,3 a 12%®. Alguns autores tém relatado uma freqiiéncia de 35-68%®, outros falam
em cerca de 20 a 30% de rejeicdo imunolégica no transplante penetrante de cérnea®.
Nos casos de queimaduras quimicas, com alteragfes severas de cérnea, a incidéncia
de rejeicdo pode ser maior que 90%®. Além disso, a densidade endotelial continua a
cair por mais de 10 anos apdés o transplante penetrante, numa taxa muitas vezes mais

alta que a da populagéo normal®.

O transplante lamelar anterior € definido como a remocdo de um
tecido corneano doente (epitélio, Bowman e estroma), poupando a membrana de
Descemet e o endotélio do tecido receptor. Pode ser utilizado para correcdo Optica ou
tectébnica. E utilizado para o tratamento de corneas que mantém um endotélio sadio,
cujas alteracdes patoldgicas ou estruturais estdo anteriores a membrana de Descemet,
tais como ceratocone, opacidades estromais pos ceratites infecciosas ou trauma e

distrofias corneanas anteriores”.



O primeiro transplante lamelar, com sucesso, foi realizado h& cerca
de 100 anos atras por Arthur Von Hippel®. Archila, em 1984, descreveu o uso de
injecdo de ar no estroma corneano para facilitar a disseccdo da membrana de

Descemet®,

A possibilidade de rejeicdo endotelial, principal causa de faléncia do
enxerto em transplante penetrante, € eliminada no transplante lamelar pois o endotélio
do receptor é poupado”. Além disso, por ser um procedimento ndo penetrante,
complicacgdes tais como: endoftalmite, hemorragia expulsiva, glaucoma e formacéao de

catarata sdo minimizadas(”.

Liofilizacdo consiste no congelamento rapido de um tecido ou
substancia, seguido da desidratacdo através de vacuo elevado. A 4gua presente passa
entdo do estado sélido para vapor sem passagem pela fase liquida. Tal procedimento é
frequentemente utilizado na industria farmacéutica na preparacao de farmacoterapicos.
Com a retirada da agua do tecido ou substancia, o mesmo fica menos sujeito a agédo de
bactérias e conseqlientemente com menor chance de contaminacao e maior tempo de

preservacao™?.

Coérneas liofilizadas ja foram utilizadas no passado para o
transplante tectbnico de emergéncia, quando nenhum outro tecido doador estava

11)

disponivel¢ Em 1992, publicou-se um artigo relatando o uso, com sucesso, de

cérneas liofilizadas para transplantes 6pticos em ceratocone e cicatrizes corneanas™?.

O uso de corneas liofilizadas simplifica a preservacao e distribuicao
de tecidos, os quais podem ser estocados por um tempo maior que os 14 dias
preconizados nos meios de preservacdo classicos. Além disso, a liofilizacdo € um
método possivelmente efetivo para reducdo da rejeicdo estromal, pois 0 processo é

capaz de reduzir a antigenicidade do tecido preservado?.

A liofilizagdo, de forma geral, leva a um aumento da tortuosidade na
estrutura da cérnea e é disponivel nos dias de hoje somente em tecidos pré-cortados e
pré-trepanados. Além disso, os métodos de reidratacdo do tecido liofizado séo

dispendiosos e demorados. O intuito deste trabalho é desenvolver um método



simplificado de liofilizacdo que reduza a distorgéo ou irregularidade do tecido e que seja

mais facilmente reidratado.

1.1. Objetivos Gerais:

- Desenvolver um método de liofilizacdo para armazenar cérneas

por longos periodos no Brasil;

- Avaliar os resultados clinicos e cirargicos da utilizacdo de
enxertos corneanos liofilizados em comparacdo a enxertos preservados em
optisol no transplante lamelar anterior em pacientes portadores de

ceratocone.



2. REVISAO DE LITERATURA:

2.1 — Histologia da cérnea

7

A cérnea € composta de cinco camadas: epitélio, camada de
Bowman, estroma, membrana de Descemet e endotélio. O epitélio ocupa 10% de toda
a espessura corneana. E composto por cinco a seis camadas de células
compreendendo 50um. Estas camadas consistem de: uma camada de células basais;
duas ou trés camadas de células alares e duas camadas de células superficiais

pavimentosas. O tempo de reposicdo deste epitélio é de cerca de sete dias™.

A camada de células basais epitelial € composta por células altas e
poligonais e se estende ao longo da cornea sem variacao significante de tamanho ou
formato, onde se continua com as células basais da conjuntiva. A unido entre estas
células € feita por desmossomos e méculas ocludentes. Linfécitos e alguns
macrofagos, assim como axdénios de nervos ndo mielinizados sdo observados nas
camadas de células basais e alares. As duas camadas de células superficiais sdo
longas e finas, medindo cerca de 45um de comprimento e 4um de espessura. A
adesdo entre as células é feita por desmossomos e maculas ocludentes, além de
z6nulas ocludentes. A zbnula ocludente encontra-se nas paredes laterais das células
superficiais adjacente ao filme lacrimal pré-corneano. A membrana celular anterior das
células superficiais possui ainda inUmeras e pequenas microplicas e microvilosidades,

importantes na retencao do filme lacrimal?.

Abaixo do epitélio esth a membrana basal, a qual tem uma
espessura uniforme e se continua com a membrana basal do epitélio limbar. Ela
mantém conexdes com o epitélio através de hemidesmossomos, dos quais se irradiam
finas fibrilas osmiofilicas que aumentam a sua adesdo ao epitélio. A microscopia
eletrbnica mostra que a membrana basal € uma camada osmiofilica medindo cerca de
480A ou 40 a 60nm, que contém fibrilas finas e matriz mucoprotéica™. E composta de
uma camada pélida ou lamina ldcida, imediatamente posterior a membrana celular das

células basais do epitélio e de uma camada eletrodensa ou lamina densa.



Constituida de colageno tipo IV e laminina, sintetizados e secretados
pelas células epiteliais, a membrana basal forma uma matriz na qual as células
epiteliais podem migrar, exercendo um papel importante na manutencédo do epitélio
estratificado, assim como na cicatrizacdo dos defeitos epiteliais®™®. E separada da
camada de células basais por uma zona lticida medindo 230A que contém material

granular 4.

A camada de Bowman mede 8 a 14um de espessura, sendo acelular
e composta basicamente de fibras de colageno de pequeno didmetro (240 a 270A)
dispostas aleatoriamente. O intersticio entre as fibras de colageno esta preenchido por
substancia prépria mucoprotéica. A porcao anterior da camada de Bowman, a qual esta
voltada para a membrana basal epitelial, é lisa, enquanto a por¢éo posterior se imbrica

de forma menos distinta com o estroma*®.

O estroma mede aproximadamente 500um de espessura e constitui
9/10 de toda a espessura corneana. E composto quase inteiramente de lamelas de
colageno, entre as quais se encontram fibroblastos ou ceratdcitos e substancia propria,
composta de mucoproteina e glicoproteina. O periodo de turnover das fibras de
colageno é longo, ocorrendo pouca reposicdo num periodo de 12 meses. Além das
células de Schwann ao redor dos nervos corneanos, sdo encontrados poucos linfocitos,
macrdéfagos cicatriciais e raros leucocitos polimorfonucleares. Observa-se que 2,4% do
estroma humano é formado por fibroblastos. O estroma possui de 200 a 250 lamelas
paralelas entre si e superpostas uma a outra, com cada uma medindo cerca de 2um de
espessura. As lamelas sao constituidas de fibras de colageno, de tamanho uniforme,
que também se dispbem paralelas entre si e se estendem por todo o diametro da
coérnea. As lamelas do terco superficial do estroma se encontram de forma menos
organizada que os 2/3 mais profundos. Na microscopia eletrénica observa-se que os
fibroblastos estdo dispostos entre as lamelas e, ocasionalmente se estendem dentro
das lamelas. As organelas ndo sao numerosas no citoplasma dos fibroblastos, porém
todas estdo presentes, sendo mais frequentemente observados o reticulo

endoplasmatico rugoso e o complexo de Golgi*?.



A membrana de Descemet € a membrana basal das células
endoteliais, pode ser facilmente separada do estroma adjacente, assim como das
células endoteliais. Gradualmente aumenta de espessura com a idade, podendo medir

) E composta por proteinas, incluindo a fibronectina, laminina, colagenos

até 12pm!
tipo IV e VIII e proteoglicanos contendo heparan-sulfato, dermatan-sulfato ou keratan-
sulfato®®. A analise histolégica demonstra que a mesma é estratificada em uma fina
camada ndo-bandeada adjacente ao estroma (0.3um), uma zona bandeada anterior (2

a 4um) e uma zona posterior amorfa (>4pm)™®,

O endotélio consiste de uma camada Unica de células hexagonais,
com aproximadamente 500.000 células, unidas entre si por zbénulas de ocluséao,
méculas de oclusdo e méaculas aderentes. E responsavel pelo transporte ativo para
retirada de &gua do estroma, assim como pela secrecdo da membrana de

Descemet™,

A microscopia de luz, em um corte transversal de uma cornea,
observam-se as 5 a 7 camadas de epitélio estratificado, as 3 camadas de estroma,
incluindo a camada de Bowman, o estroma lamelar com seus ceratécitos (anexo 4,
figura 1, estruturas a, b e c, respectivamente) e a membrana de Descemet, além da

camada unica de células cuboidais do endotélio®®.

A microscopia eletronica, toda a ultra-estrutura da cérnea, com seus
tipos celulares, incluindo citoplasmas, nucleos, nucléolos, organelas e microvilosidades,
além das suas adesfes (tight junctions, hemidesmossomos), membrana basal,

arcabouco e substancia propria podem ser identificados em maior ou menor aumento.

2.2 — Meios de Preservacao de cérnea

Inimeros métodos tém sido desenvolvidos para preservar a cérnea
antes do transplante. Globos inteiros podem ser armazenados em camara Uumida a 4°C,
sendo este o método mais simples e econ6mico entre todos os métodos de
armazenamento. Caso o tempo entre o 6bito e a enucleacao esteja entre 4 a 6 horas,

os globos oculares podem ser mantidos em camara timida por 48 horas™?”.



McCarey e Kaufman em 1974 desenvolveram um meio de
preservacdo de curta-duracdo contendo: meio de cultura de tecido 199, dextran 5%,
100U/ml de estreptomicina e penicilina, tendo osmolaridade de 290mOsm e pH 7.4,
gue inicialmente mostrou-se eficaz para armazenar corneas humanas viaveis por 1
semana™?, entretanto novos resultados clinicos limitaram o seu uso em 3 a 4 dias“®
29 No Brasil, o laboratério Ophthalmos desenvolveu um meio de conservacdo de
cérneas contendo: sulfato de condroitina 25g/l e gentamicina também capaz de

preservar o tecido viavel por 3 dias®?.

O meio japonés nomeado EP I1® é composto de solucdo de Ringer-
fosfato—glicose livre de bicarbonato, 3 a 5% de dextran 70, alguns eletrélitos como
sulfato de magnésio e citrato de sédio, sulfato de estreptomicina 1000ug/ml e penicilina
G 200U/ml, com osmolaridade de 305mOsm e pH 7.4*?. Este meio é capaz de

preservar corneas em boas condi¢des por 1 semana.

Kaufman desenvolveu em 1984 um meio intermediario de
preservacdo — K-Sol® — que contém sulfato de condroitina 2,5%, meio de cultura de
tecido 199, solugdo tampdo HEPES (acido hidroxietilpiperazina etano-sulfénico) e
sulfato de gentamicina 100pug/ml, com uma osmolaridade de 310mOsm e pH de 7.4%?.
Neste meio, as cérneas demonstraram menos mudangas endoteliais e edema apds 2
semanas de preservacdo quando comparadas ao meio EPII®?, preservando o tecido

por até 10 dias a 4°C?* %),

Dexsol® foi introduzido como meio de preservacéo intermediario em
1988 e contém: meio essencial minimo, sulfato de condroitina 1,35%, dextran 1%,
solucdo tampdo HEPES, sulfato de gentamicina, 0,1mmol/L de aminoacidos n&o
essenciais, bicarbonato de sddio, 1mmol/L de piruvato de sddio e antioxidantes

adicionais, sendo capaz de preservar o tecido corneano por até 10 dias a 4°C*.

Em 1991, o Optisol®, um meio de preservacdo intermediario que
combina as vantagens de 2 meios previamente desenvolvidos, K-Sol® e Dexsol®

chegou ao mercado. Contém meio de cultura de tecido 199, sulfato de condroitina



2,5%, dextran 1%, solucéo tampdo HEPES, sulfato de gentamicina e estreptomicina,
precursores de adenosina trifosfato (adenosina, inosina e adenina), ferro, colesterol,
0,1mmol/L de aminoacidos ndo essenciais, bicarbonato de sédio, 1mmol/L de piruvato
de soédio, L-hidroxiprolina e vitaminas (cobalamina, acido ascérbico, a-tocoferol, D-
biotina, calciferol, niacina, piridoxina e &cido p-aminobenzéico® 2. E considerado o
meio de escolha para a preservacao de tecido corneano na atualidade, mantendo a

cornea viavel por até 2 semanas se armazenada a uma temperatura de 4°C%3,

A cultura de tecido corneano a 37°C pode preservar o tecido por até
1 més. Este método tende a simular as condi¢des fisiologicas normais mantendo as
corneas em meio essencial minimo de Eagle por varias semanas em incubacao a
37°C”. Suas desvantagens s&o: a alta complexidade, supervisdo técnica experiente,
alto custo e risco de infeccdo®. O processo pode ser realizado com variadas
temperaturas de incubacédo (37°C, 34°C, 31°C, temperatura ambiente e 4°C), a qual
ndo parece ser um fator importante a ndo ser que a temperatura esteja muito alta ou

muito baixa®”.

A criopreservacao, inicialmente descrita por Capella e Kaufman em
1965 e seguida por outros autores®®2®, consiste na colocacdo das cérneas doadoras
dentro de uma série de 4 solucdes gradientes contendo: albumina humana, sacarose e
dimetilsulfoxide com resfriamentos sequenciais de 10 minutos a 4°C entre cada etapa.
No ultimo ciclo é feito um congelamento durante 30 minutos através de um aparelho
com controle de temperatura, que utiliza o nitrogénio liquido para congelamento do
tecido a -80°C. A coérnea fica entdo armazenada em um tanque de nitrogénio liquido a
-196°C, por periodo de tempo variavel, at¢ o0 momento do uso. Para ser utilizada, a
cérnea é mergulhada em banhos de imersao em agua quente a 60°C por 45 segundos,
seguido novamente da lavagem com albumina humana 25%, devendo ser utilizada
imediatamente devido & perda celular®®?®. Para este método n&o devem ser utilizadas

corneas com tempo de 6ébito maior que 6 horas®”.

A partir do trabalho descrito por Capella, tentou-se simplificar o
método da criopreservacdo utilizando outros crioprotetores, entre eles, o

dimetilsulfoxide (DMSO), meio essencial minimo de Dulbecco (DMEM), soro fetal de



gado (FCS) e 1,2-propanediol (PROH). Entretanto, os resultados encontrados foram
muito variaveis, onde alguns autores observaram densidade endotelial de 753 + 542

cel/mm? @ até 2559 cel/mm? @,

King em 1962 desenvolveu um meio para preservar corneas por
longos periodos, sem viabilidade endotelial. No seu método, 10g de um absorvente
molecular dentro de uma rede de nylon é colocado dentro de frascos de 15ml. Os
frascos sdo entdo colocados em um esterilizador de calor & seco a 180°C por 1 hora.
Durante o resfriamento, cada frasco € preenchido com glicerina estéril a 95%, a cornea
€ adicionada e o frasco é lacrado sendo deixado uma pequena bolha de ar dentro do
mesmo. As corneas, por este método, foram armazenadas em temperatura ambiente
por 2 a 12 meses. No momento da utilizacdo da cOrnea, o frasco foi aberto sob
condicdes estéreis e a glicerina decantou. A cérnea foi entdo reidratada numa mistura
de antibiéticos por 10 minutos. Ele utilizou 8 destas cérneas em 8 pacientes para

transplante lamelar, tecténico ou 6ptico, com sucesso®V.

McNair em 1954 desidratou cérneas e as utilizou em gatos. No
método utilizado cérneas inteiras foram colocadas em solu¢cdo contendo 15% de
glicerina e salina isoténica. O conteudo foi entdo congelado em gelo seco. Uma bomba
de vacuo foi conectada ao contetido e a agua removida. A temperatura da solucédo foi
mantida suficientemente baixa para prevenir que a agua evaporasse muito
rapidamente. Com isto as corneas se mantiveram numa solucdo contendo 100% de
glicerina. Quando toda a agua foi removida e a desidratacdo completa, as corneas
foram armazenadas em frascos lacrados em temperatura ambiente. No dia da cirurgia,
as corneas foram reidratadas com solucdo salina por 20 minutos. Os transplantes em

gatos permaneceram claros por 10 meses®?.

2.3 — Liofilizacdo como método de preservacgéao

Liofilizagdo ou congelamento a seco permite a secagem de drogas e
materiais biolégicos termossensiveis em baixa temperatura, sob condi¢cdes que

permitam a remocao da agua por sublimagcdo, ou mudanca do estado soélido para o
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vapor sem passar pela fase liquida. Uma vez que a secagem ocorre em baixas

temperaturas, a decomposicéo quimica é minima®®.

A liofilizagdo como processo comercial foi introduzida durante a 22
guerra mundial para a preservacdo de plasma sanguineo e producédo da penicilina e
outros antibiéticos. Este processo continua sendo amplamente utilizado pela industria

farmacéutica na confeccdo de vacinas, esteréides e vitaminas™?.

Para liofilizar um produto, primeiro o0 mesmo € congelado a uma
temperatura baixa o suficiente que permita a solidificacdo completa do contetdo dentro
do frasco. Entdo a camara de liofilizacdo é evacuada até que a pressao seja menor que
a pressao de vapor do gelo na temperatura do produto. Apds esta pressdo ser
alcancada, é aplicado calor nas prateleiras para fornecer a energia necessaria para a
sublimacdo do gelo. Durante o processo de secagem a camada de gelo reduz de
espessura, enquanto o contetdo solido parcialmente seco aumenta de espessura. Esta
fase é conhecida como secagem primaria. Quando todo o gelo € retirado, um tempo
adicional de secagem € necessario para remover a agua aprisionada na matriz sélida.
Esta fase € conhecida como secagem secundaria. Quando o produto esta
suficientemente seco, os frascos sdo automaticamente lacrados por compressao
hidraulica da prateleira, o que empurra o lacre do frasco para a sua posicao inicial sob

vacuo“?,

Observa-se que a liofilizagdo ocorre antes de atingir o triplo ponto
(0,0098°C e 4,58mmHg de pressao de vapor de agua) onde gelo, agua e vapor de
agua coexistem em equilibrio. Abaixo do triplo ponto, a dgua passa do estado sélido
para o vapor sem a fase intermediaria liquida. A sublimacdo pode ocorrer em pressao
atmosférica desde que a pressao de vapor de agua esteja abaixo de 4,58mmHg e este
processo € muito longo, uma vez que depende da difusdo molecular da 4gua contra um

gradiente de pressdo™?.

Para garantir a eficiéncia maxima do processo de liofilizacdo, é
importante que a temperatura do produto seja mantida o mais alto possivel, sem
exceder a temperatura maxima permitida durante a secagem. E, esta temperatura

maxima do produto permitida é determinada ou pela temperatura eutética de degelo ou
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pela temperatura de colapso do produto. Caso esta temperatura seja excedida, o

produto pode se tornar inaceitavel®?.

A taxa de evaporacdo ou sublimacdo (W) de qualquer substancia
pode ser calculada pela seguinte férmula: W = 5,83 x 10° Pp (M/T)” g cm™s™, onde Pp
€ a pressao de vapor em umHg, M € o peso molecular da substancia e T é a
temperatura em °K. Com isto observa-se que esta taxa de sublimag¢do é um processo

muito rapido, ndo sendo este um fator limitante durante o processo de liofilizacao™?.

Para um produto estar bem liofilizado € necessario que 0 mesmo
recupere a sua origem quimica ou poténcia biolégica apds a sua reconstituicdo, tenha

uma dissolucao rapida e completa e apresente um nivel apropriado de umidade™®.

Em 1947, cérneas de coelho foram liofilizadas e transplantadas. Os
tecidos foram imersos diretamente em nitrogénio liquido a -195°C e apés o
congelamento, foram transferidos para frascos que estavam conectados a um vacuo
entre 1-5mmHg. A evacuacdo do tecido foi realizada por quatro a cinco dias numa
temperatura constante de -38°C e por mais um dia adicional a 20°C, para eliminar
qualguer umidade residual do mesmo. Os frascos foram entdo lacrados a vacuo.
Durante a reidratacdo, o frasco inteiro foi mergulhado em alcool por 10 minutos e
lavado com solucéo salina. A tampa do frasco era entédo imersa e quebrada na solucéo
reidratante, para que o liquido fosse sugado para dentro do frasco pelo vacuo e a
cornea entre 30 a 60 minutos tornava-se clara. As solucdes reidratantes usadas foram:
Ringer-lactato, cloreto de sddio a 0,9%, 1,2% e 1,5%, soro ou humor aquoso. Com este
método foram transplantadas 59 coOrneas liofilizadas, onde 19 apresentaram
neovascularizagdo corneana, seis tiveram sinais de infeccdo e nove apresentaram
edema corneano persistente. Vinte e cinco enxertos nao apresentaram nenhuma
complicagdo, entretanto, por este método nenhuma das 59 corneas liofilizadas ficaram

transparentes durante os 6 meses de observacao®?,

Payrau em 1957 realizou 6 transplantes lamelares e 1 transplante
penetrante tectdnico com corneas liofilizadas em humanos. Trés dos 6 transplantes

lamelares tiveram sucesso, assim como o transplante penetrante de 5mm realizado em
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uma Uulcera infectante perfurada, apesar de este Ultimo apresentar descemet e

endotélio opacificados®?.

Maguen em 1983 realizou , com sucesso, ceratoplastia refrativa com
cornea liofilizada em animais. Neste trabalho, a cérnea era embebida por quatro horas
em 0,5ml de solucdo crioprotetora, a qual consistia de 37ml de plasma fresco
congelado, 3ml de dimetilsulfoxide, 4g de cristais de sacarose e 81mg de kiton verde. O
material congelado foi esculpido para epiceratofacia e liofilizado no liofilizador
Labconco 5 a -35°C e 10mTorr de vacuo por 16 horas. O aquecimento secundario foi

entdo iniciado e atingiu 24°C, quando entdo o contetdo estaria pronto®®®.

Em 1992, Chau realizou, com éxito, 3 transplantes lamelares com
cornea liofilizada em humanos™. Estes casos relatados foram em um paciente com
ceratocone, um com cicatriz de herpes zoster e outro com pterigio avancado®?. E, em
2001 foi publicado um estudo retrospectivo de transplante lamelar profundo com cérnea
liofilizada pelo Keratec Eye Bank em pacientes portadores de ceratocone, onde 0s
resultados foram bastante animadores, porém ndo ha relatos no artigo de como o
tecido foi liofilizado®®.

2.4 — Transplante lamelar anterior de cOrnea

Transplante lamelar anterior profundo de coOrnea, como
anteriormente comentado, consiste na colocacdo de uma cérnea doadora dentro de um
leito preparado a partir de disseccdo lamelar profunda®’. A técnica de disseccéo é o
fator mais importante para obter um leito receptor liso, o qual pode garantir uma

acuidade visual pos-operatéria superior e baixo astigmatismo?.

A disseccao intralamelar pode ser realizada por diferentes técnicas,
tais como por ar, metilcelulose, solucdo salina balanceada e por reflexdo em espelho.
Anita Panda em 2000 publicou um artigo comparando as diferentes técnicas. Foi
observado encurtamento do tempo de disseccéo lamelar, quando alguma substancia
(ar, BSS ou metilcelulose 2%) era injetada intraestromal. Entretanto, a dificuldade em

injetar metilcelulose pode causar difusdo irregular da mesma na interface em corneas
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com cicatriz, resultando em uma disseccao irregular®®. Além disso, caso exista alguma
patologia estromal, em que a estrutura das fibras de colageno esteja perdida com
formacédo de cicatriz, 0 BSS ndo consegue penetrar no estroma, ocorrendo pouco
embranquecimento e edema, o que dificulta a disseccédo. No seu trabalho ndo houve
diferenca estatisticamente significante em termos de acuidade visual, refracdo ou

contagem celular nas diferentes técnicas empregadas®®.

Em 14 olhos transplantados por transplante lamelar com cérneas
preservadas em optisol, a média da melhor acuidade visual corrigida foi de 20/28 e a
média de ceratometria pds-operatéria foi de 46.733 dioptrias apds seis meses de
acordo com Caporossi®®. Price realizou o procedimento em 10 olhos, em trés teve que
converter a cirurgia para transplante penetrante e nos outros sete teve uma acuidade
visual que variou de 20/25 a 20/60“%. Em outro trabalho de transplante lamelar
profundo por disseccdo intracorneana, obteve-se média de melhor acuidade visual

corrigida em tabela logmar de 0.104 + 0.068 ao final de um ano®V.

Outro estudo demonstra ndo haver diferengca significativa na
sensibilidade ao contraste entre pacientes que fizeram transplante lamelar e os que
fizeram transplante penetrante (p = 0.38) e a andlise do subgrupo transplante lamelar
profundo demonstrou que recipientes com leito residual = 80um na biometria ultra-
sbnica (UBM) tendem a ter uma reducdo da sensibilidade ao contraste em condi¢des

fotopicas?.

A média paquimétrica final encontrada em pacientes operados por

ceratocone por Fogla foi de 531 + 35.9um (490 — 614pum)“?),

Foi observado queda da contagem de células endoteliais de 9% no
transcorrer de 12 meses e estabilizacdo da contagem celular apés este periodo em 81
pacientes transplantados em um servico da Italia®*®. Outros trabalhos demonstram
contagem celular endotelial mais alta e maior que 2.200 cel/mm? ap6s 6 meses e 1 ano
de cirurgia em pacientes operados por transplante lamelar quando comparados a

transplante penetrante®.
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3. METODOS:

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa do Banco
de Olhos de Sorocaba e pelo Comité de Etica em pesquisa da Escola Paulista de
Medicina — UNIFESP (anexo 1).

O processo de liofilizacao foi realizado na Ophthalmos Indastria. Os
estudos de microscopia eletronica e de microscopia de luz foram realizados no Centro
de Microscopia Eletronica (CEME) da UNIFESP. Os transplantes foram realizados no

Hospital Banco de Olhos de Sorocaba.

3.1. Processo da Microscopia:

Para a conclusdo do melhor método de liofilizacéo a ser utilizado em
nossos pacientes, foram realizadas diversas tentativas de liofilizar cérneas e lamelas,
as quais foram avaliadas e comparadas pela microscopia de luz e eletrbnica com
lamelas ndo liofilizadas. As lamelas foram confeccionadas a partir de cérneas
desprezadas pelo Banco de Olhos de Sorocaba devido a sorologia positiva ou por ndo

apresentarem qualidade suficiente para realizacao de transplante de cérnea.

O protocolo para a realizacdo do estudo de microscopia de luz e

eletrbnica de transmissdo consistiu em 6 fases:

Fase | - Fixacéo I

Adicionou-se ao tecido avaliado, solu¢do fixadora contendo:

gluteraldeido 2,5%, formaldeido 2% em tampdao cacodilato de sédio 0,1mol com pH 7,2.

Fase Il — Lavagem I[:

Foram feitas trés lavagens de 30 minutos cada, com tampao

cacodilato de sodio 0,1mol pH 7,2.
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Entéo, lavou-se novamente o conteudo, deixando-o na solucdo por

um periodo de 12 horas.

Fase Il — Fixacéao I

Colocou-se o0 tecido no tetroxido de 6Osmio 2% em tampao
cacodilato de sédio 0,1mol por duas horas. Esta fase teve por finalidade fazer o

contraste das membranas.

Fase IV — Lavagem II:

Foram feitas novamente duas lavagens de 15 minutos cada, com

tampdo cacodilato de sodio 0,1mol.

Fase V — Desidratacéao:

Foi realizada com etanol em concentragbes crescentes, sendo uma
lavagem com etanol 70% por 30 minutos, uma com etanol 90% por 30 minutos e duas
com etanol 100% por 30 minutos cada. Apos a segunda lavagem com etanol 100%,

foram feitas duas lavagens de 30 minutos cada, com 6xido de propileno.

Fase VI - Infiltracao

Consistiu no preparo dos blocos de parafina para confeccdo de

cortes para microscopia de luz e eletronica.

Primeiro infiltrou-se o tecido desidratado com mistura de resina tipo
Epon com o6xido de propileno na propor¢édo de 1:2 por uma hora; a seguir, 1:1 por uma
hora; a seguir, 2:1 por uma hora; a seguir, 3:1 por 12 horas. No dia seguinte, infiltrou-se
novamente a resina pura por duas horas e em seguida, utilizou-se o vacuo por duas
horas para retirar as bolhas do bloco. O mesmo foi entdo colocado em aparelho de
polimerizagdo por 48 horas a 60°C para endurecimento e posterior confeccdo dos

cortes para estudo.
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Todas as fotografias de microscopia de luz foram realizadas com
aumento de 20x, totalizando nesta apresentacdo um corte de 50 micra. As fotos de
microscopia eletronica foram tiradas com aumento de 2.500x, 5.000x e 12.000x. As
mesmas foram duplicadas na apresentacéo deste trabalho, sendo seu aumento real de
5.000x, 10.000x e 24.000x, respectivamente.

As vérias tentativas de liofilizacdo de tecido corneano testadas até a
considerada reprodutivel e de qualidade suficiente para transplante lamelar anterior
seguem descritas abaixo. Ressalta-se ainda que em algumas etapas, uma cornea do
lote liofilizado foi retirada ao término da liofilizacéo para controle de esterilidade através
do teste de esterilidade por método direto. Neste método, cortou-se uma cérnea ao
meio e colocou-se uma metade no caldo de cultura caseina soja e a outra metade no
tioglicolato com indicador. O caldo de cultura caseina soja detecta bactérias aerdbias e
o tioglicolato detecta bactérias anaerébias e aerdbias facultativas. O teste demora 14
dias para dar uma resposta que pode se apresentar como turvacdo ou auséncia de
turvacdo do meio, que se traduz em contaminagdo ou esterilidade do produto,

respectivamente.

Para o controle dos resultados de microscopia de luz e eletrbnica,
utilizaram-se duas cOrneas com endotélio invidvel e duas lamelas de cérneas com
endotélio inviavel, preservadas em optisol GS®. Todos os cortes foram avaliados por

uma unica bidloga especialista em microscopia eletrénica na UNIFESP.

a) 1% Experiéncia: Liofilizacdo de lamelas ou flaps de coérneas

sem a utilizagdo de criopreservante:

a.1l — Processo empregado:

1 — Duas lamelas corneanas foram lavadas com solucéo salina
balanceada (BSS);

2 — Colocacao das lamelas em frascos estéreis, com cerca de 1ml
de BSS em cada frasco;

3 — Disposicao dos frascos contendo as lamelas de cérneas com

BSS em bandeja e colocacgéo de gelo seco circundando os frascos;
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4 — Adicdo de élcool isopropilico no gelo seco para acelerar a
reducdo de temperatura e, por conseguinte, o congelamento da cérnea,;

5 — Os frascos foram deixados no gelo seco por 1 hora;

6 — Colocacédo dos frascos contendo as cOrneas dentro da torre do
aparelho liofilizador modelo Modulyon D (BOC Edwards, Surrey, UK) por 23 horas a -
40°C e vacuo entre 1 e 2mbar;

7 — Apds a 23% hora na torre, fez-se o fechamento a vacuo dos
frascos e iniciou-se 0 aquecimento ou secagem secundaria;

8 — Completada a liofilizacao, apdés sete dias, as lamelas foram
reidratadas, sendo uma delas com 5ml de agua destilada por 30 minutos e a outra
colocada diretamente no fixador gluteraldeido-formaldeido (KM).

9 — Andlise das lamelas pela microscopia de luz e microscopia

eletronica.

b) 2% Experiéncia: Liofilizacdo de lamelas de cdrneas, utilizando

substancia criopreservante — sacarose 2,3 molar:

Nesta etapa, foram utilizadas cinco lamelas de cOrneas que
durante 60 minutos, foram protegidas para a criopreservacdo com sacarose 2,3 molar.
Para a reidratacéo, utilizaram-se substancias variadas, no intuito de descobrir a que
preservaria mais a estrutura da cornea. O fixador foi novamente utilizado em uma das
lamelas para determinar se 0 nosso processo de liofilizacédo estava sendo deletério ou
ndo para a coérnea. Uma das corneas liofilizadas, néo foi reidratada para ser enviada

para o teste de esterilidade.

b.1 — Processo empregado:

1 — Cinco lamelas corneanas foram lavadas com BSS;

2 — Colocacao das lamelas em frascos estéreis, com cerca de 1,5ml
de sacarose 2,3 molar por 60 minutos em cada frasco;

3 — Disposicéo dos frascos em bandeja e colocagédo do gelo seco
circundando os frascos;

4 — Repetiu-se as fases de quatro a sete da primeira experiéncia
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5 — Completada a liofilizagéo, apo6s sete dias, quatro lamelas foram
reidratadas, sendo que uma foi colocada no fixador gluteraldeido-formaldeido (KM);
uma foi reidratada com 5ml de agua destilada por 30 minutos; outra foi reidratada com
5ml de solucdo tampdo-fosfato (PBS) e a ultima reidratada com 5ml de BSS. A quinta
lamela foi enviada sem reidratacdo para o controle de esterilidade;

6 — Andlise das lamelas pela microscopia de luz e microscopia

eletrénica.

c) 3% Experiéncia: Liofilizacdo de lamelas corneanas com a
utilizacdo de sacarose como crioprotetor e distribuicdo das mesmas segundo o

tempo de preservacao e forma de reidratacéo:

Nesta etapa, as lamelas foram distribuidas em dois grupos principais
de liofilizacdo: corneas novas (corneas com até 10 dias de preservacao) e corneas
antigas (corneas com mais de 10 dias de preservacdo). Os dois grupos foram
novamente redistribuidos, onde um foi escolhido para controle (sem liofilizag&o), outro

para reidratagcdo com optisol ou BSS.

Nesta fase foi feito o calculo de osmolaridade para reidratacdo das
cérneas e encontrou-se o valor de 11lml de solucdo de reidratacdo quando sédo
utilizados 1,5ml de sacarose para atingir-se uma osmolaridade de 314mOsm/l, que
seria 0 mais proximo da cérnea normal. As cOrneas ficaram embebidas na sacarose

por 40 minutos.

c.1 — Processo empregado:

1 — Oito lamelas corneanas foram lavadas com BSS;

2 — Colocagédo em frascos estéreis, com 1,5ml de sacarose 2,3 molar
em cada frasco por 40 minutos;

3 — Colocacéo dos frascos contendo as lamelas com sacarose em
bandeja e colocacédo do gelo seco circundando os frascos;

4 — Repetiu-se as etapas de quatro a sete da primeira experiéncia.
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5 — Completada a liofilizacdo, apés sete dias, as lamelas foram
reidratadas em trés lavagens num total de 30 minutos, sendo quatro lamelas com 11ml
de optisol e quatro com 11ml de BSS;

6 — Andlise das lamelas pela microscopia de luz e microscopia

eletronica.

d) 4% Experiéncia: Liofilzacdo das lamelas de corneas novas com

sacarose e reidratagdo com BSS:

Nesta nova etapa, tentou-se avaliar a reprodutibilidade do método
desenvolvido, sendo utilizadas para a liofilizacdo, coérneas contaminadas ou
classificadas para anatomo-patoldgico, com tempo de preservacao de até 10 dias. A
sacarose foi novamente o crioprotetor, sendo utilizado no volume de 1,5ml e sendo as
lamelas reidratadas com trés lavagens de 11ml de BSS. A reidratacdo foi realizada
apos 15 dias, 30 dias e um ano da liofilizacdo. Outra cornea foi enviada para o teste de

esterilidade.

d.1 — Processo empregado

1 — Sete lamelas corneanas foram lavadas com BSS;

2 — Colocagédo em frascos estéreis, com 1,5ml de sacarose 2,3 molar
em cada frasco por 40 minutos;

3 — Colocagédo dos frascos contendo sacarose em bandeja e
colocacéo do gelo seco circundando os frascos;

4 - Repetiram-se as etapas de quatro a sete da primeira
experiéncia;

5 — Completada a liofilizac&o, apds 15 dias, 30 dias e um ano, seis
lamelas foram reidratadas com trés lavagens de 11 ml de BSS num total de 30 minutos;
Uma lamela foi enviada sem reidratacéo para o controle de esterilidade.

6 — Analise das lamelas pela microscopia de luz e microscopia

eletronica.
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e) 5% experiéncia: Liofilizacdo de cdrneas inteiras e de lamelas

corneanas:

Esta etapa visou estabelecer se existia alguma diferenca entre a
liofilizacdo de corneas inteiras ou de lamelas corneanas. Novo controle de esterilidade

foi realizado.

e.1l — Processo empregado:

1 — Trés cérneas e de duas lamelas de corneas foram lavadas com
BSS;

2 — Colocacédo em frascos estéreis, com 1,5ml de sacarose 2,3 molar
em cada frasco por 40 minutos;

3 — Colocacdo dos frascos contendo sacarose em bandeja e
colocacao do gelo seco circundando os frascos;

4 — Repetiram-se as etapas de quatro a sete da primeira experiéncia

5 — Completada a liofilizacdo, apés sete dias, duas lamelas e duas
corneas foram reidratadas com trés lavagens de 11ml de BSS durante 30 minutos.
Uma lamela foi enviada para o controle de esterilidade;

6 — Andlise dos tecidos pela microscopia de luz e microscopia

eletrénica.

3.2. Liofilizacdo das cérneas utilizadas para transplante de cdornea

em humanos:

Um ensaio clinico prospectivo e randomizado foi realizado em 20
pacientes portadores de ceratocone, indicados para cirurgia de transplante de cornea
no Departamento de Oftalmologia da Universidade Federal de Sdo Paulo e no Banco
de Olhos de Sorocaba / Hospital de Olhos de Sorocaba. Formaram-se dois grupos de
pacientes, sendo que no grupo de intervencgao (grupo um) foram utilizados enxertos de
corneas liofilizadas para o transplante lamelar e no grupo controle (grupo 2), enxertos

de corneas preservadas em Optisol GS®.
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Nesta etapa, dez botdes de corneas, com endotélios ndo viaveis e
preservados em optisol GS®, ap6és a autorizacdo e liberacdo da Central de
Transplantes de S&o Paulo, foram liofilizados e transplantados nos pacientes que
participaram do protocolo e que foram randomizados para o grupo da liofilizacdo. As

cérneas possuiam tempo de preservacdo em optisol de até 14 dias
Processo empregado:

1 — Dez corneas com endotélio inviavel, preservadas em optisol
GS®, foram lavadas com BSS;

2 — Colocacao das corneas em frascos estéreis, com cerca de 1,5ml
de sacarose 2,3 molar em cada frasco. As cérneas foram deixadas na sacarose por 40
minutos;

3 — Colocagédo dos frascos contendo sacarose em bandeja e
colocacéo do gelo seco circundando os frascos;

4 — Adicdo de alcool isopropilico no gelo seco para acelerar a
reducao de temperatura e, por conseguinte, o congelamento da cornea;

5 — Os frascos foram deixados no gelo seco por uma hora;

6 — Colocagédo dos frascos contendo as cérneas dentro da torre do
aparelho liofilizador por 23 horas a -40°C e vacuo entre 1-2mbar;

7 — Apds a 23? hora na torre, foi feito o fechamento a vacuo dos
frascos e iniciou-se a secagem secundaria;

8 — A liofilizacao esta completa;

9 — No dia da cirurgia, as corneas foram reidratadas por 30 minutos

com trés lavagens, sendo cada uma por 10 minutos com 11ml de BSS.

A técnica cirurgica utilizada foi a de disseccao por ar, que consistiu
nestes pacientes, na demarcacdo da cérnea em 8,0mm com um trépano manual
Katena®, seguida da insercéo de ar por uma agulha de insulina no estroma profundo,
com o intuito de separar o estroma da membrana de Descemet. Em seguida, com uma
lamina 11, foi realizada uma incisdo na cérnea receptora até a Descemet. Com uma
espatula de iris e a lamina 11, divulsionou-se o estroma da Descemet, em passos de
dividir e conquistar e ressecou-se o0 resto do estroma com tesoura. A cérnea doadora

foi trepanada através de um punch de 8,0mm da Katena® e suturada sobre o leito



22

receptor com 16 pontos interrompidos, sem retirarmos a sua Descemet. Os pacientes

foram operados pelo mesmo cirurgido e acompanhados pelo mesmo examinador.

No pos-operatorio, os pacientes utilizaram colirio de acetato de
prednisolona 1%, 8 x dia por 20 dias, com reduc¢do gradual da medicacao até o terceiro
més. A moxifloxacina 0.5% foi utilizada 4 x dia por 20 dias. Nao foi realizado tarsorrafia
ou utilizacdo de toxina botulinica em nenhum dos dois grupos. Os pontos foram

retirados segundo o astigmatismo refracional e a topografia a partir do terceiro més.

Nos dois grupos, o pos-operatorio dos pacientes foi acompanhado
regularmente pelo mesmo examinador através da medida viséo pela tabela do ETDRS
(Logmar), pressdo ocular através do tonémetro de aplanacdo de Goldmann e
biomicroscopia Optica em lampada de fenda Topcon SL-E para avaliar a claridade do
enxerto, existéncia ou nao de rejei¢cdo, dobras do leito receptor e opacidade do tecido

doador.

Os seguintes exames complementares foram realizados: topografia
ou videoceratografia computadorizada, topografia de varredura em fenda
(ORBSCAN®), microscopia especular, paquimetria ultra-sdnica, microscopia confocal,

biomicroscopia ultra-sénica (UBM) e avaliagdo da sensibilidade ao contraste.

O exame de topografia ou videoceratografia computadorizada foi
realizado no pré-operatério e mensalmente no pos-operatorio pelo topégrafo Eyemap
EH-290 win (Alcon Laboratories Inc, Irvine, CA, USA) por tecnéloga treinada do Banco
de Olhos de Sorocaba (BOS).

O exame de topografia de rastreamento em fenda foi realizado pelo
aparelho ORBSCAN 1IZ Anterior Segment Analyzer Acquisition (Bausch & Lomb
Incorporated, Rochester, NY, USA) no pré-operatério e a cada trés meses apés a

cirurgia por tecnologa treinada do BOS.

A microscopia especular da cérnea foi realizada pelo aparelho de

ndo contato SP 2000P (Topcon Corporation, Tokyo, Japan) no pré-operatério e a cada
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trés meses apods a cirurgia por uma tecnéloga do BOS. O exame foi aferido trés vezes

na regido central da cornea de cada paciente.

A paquimetria corneana foi realizada pelo paquimetro ultra-sénico
Ultrasonic Pachymeter (Alcon Surgical, Forth Worth, TX, USA) no pré-operatoério e a
cada trés meses por tecnéloga do BOS. Foram realizadas quatro medidas na regido da
cérnea central do paciente e quatro medidas da cérnea periférica, sendo que o
resultado obtido refere-se ao valor de menor espessura da cOrnea central. Este

resultado foi comparado com a paquimetria 6ptica obtida pelo ORBSCAN®,

A microscopia confocal que consiste num método néo invasivo para
estudo histoldgico in vivo da cornea, foi realizada no 21° dia e no terceiro més de poés-
operatorio através do aparelho Heidelberg Retina Tomograph IlI/ Rostock Coérnea
Module (HRT IlI/ RCM) da Heidelberg Engineering por uma médica oftalmologista
observadora da Escola Paulista de Medicina que desconhecia qual o tipo de tecido foi
usado. A finalidade maior da realizacdo deste exame era avaliar os ceratdcitos no
estroma doador, os quais eram identificados como estruturas hiper-refletivas de limites
bem determinados (aparecem em branco). A contagem foi realizada no estroma médio

entre 150 e 200um, no centro da cornea, numa area equivalente a 0,1539 mm?2.

No sexto més de pds-operatério, a microscopia confocal foi
realizada pelo aparelho Confoscan Il (Nidek, Gamagori, Japan) pela mesma médica
observadora no Hospital Santa Cruz. Isto ocorreu devido a problemas técnicos com o

aparelho anterior, que ndo conseguiram ser solucionados até o fim deste trabalho.

A técnica de biomicroscopia ultra-sénica ou ultra-sonografia de alta
frequéncia foi realizada em todos os olhos no sexto més poés-operatorio através do
biomicroscépio ultra-sénico (Ultrasound Biomicroscope, Humphrey Instruments Inc.
San Leandro, Califérnia, EUA) que utiliza um transdutor de 50 MHz por uma médica
especialista no exame na Escola Paulista de Medicina. A técnica consiste em: paciente
colocado em decubito dorsal horizontal, instilacdo de colirio anestésico (Anestalcon,

Alcon, Brasil), posicionamento de cuba de acrilico entre as palpebras e preenchimento



24

do espacgo com colirio de solucéo de metilcelulose a 2% (farmacia Ophthalmos, Brasil),

acionando-se o pedal para permitir imagem em tempo real.

As imagens capturadas consistiram em cortes axiais, adquiridas com
ganho de 60 dB e com foco na cérnea. Apds captura e gravacao das imagens, foi
realizada a mensuragdo da espessura de: cOrnea total, lamela anterior transplantada e
leito receptor. A espessura foi medida utilizando-se um instrumento de medicao
incorporado no equipamento, em que se posiciona uma extremidade de um segmento
de reta (segment) no limite posterior da estrutura a ser medida e mobiliza-se a outra
extremidade até seu limite anterior, obtendo-se o valor da espessura da estrutura no

monitor, em milimetros (Ex: segment = 0,xxx mm).

A sensibilidade ao contraste foi realizada no sexto més de pos-
operatorio através do aparelho Functional Acuity contrast Test (F.A.C.T.) (Stereo
Optical Co, Inc, Chicago, IL, USA) para perto pela prépria autora. O exame consiste na
observacao pelo paciente de cinco linhas contendo nove quadrados que no seu interior
apresentam linhas de contraste e espessura cada vez mais ténues ora inclinadas para
a esquerda, ora para a direita e ora retas. A tabela de sensibilidade € colocada a 46cm
do paciente, o qual estd usando a melhor correcdo. A tabela é iluminada por um foco
de luz e o paciente é sequencialmente perguntado sobre a inclinagéo das linhas dentro
dos quadrados. A melhor resposta foi anotada e a acuidade visual foi comparada com a

acuidade visual de Snellen que esta sobreposta na tabela®®.

No terceiro e no sexto més de pds-operatdério um questionario de
avaliacdo de qualidade de vida para portadores de catarata, adaptado a partir do Visual
Function Quality test (VFQ) para o Brasil, foi aplicado nos pacientes. Este questionario
consiste de 25 perguntas e avalia as condi¢cdes de saude geral; atividades de vida
diaria como: ler jornal, costurar, cozinhar, ler placas, dirigir, descer escadas, conversar

com pessoas, diferenciar cores, além de questdes psicolégicas®”.

No 21° dia, no terceiro més e no sexto més de pds-operatorio, o olho
operado foi documentado por fotografia em lampada de fenda por tecndlogo treinado
da Escola Paulista de Medicina. No terceiro més, houve a avaliagdo da cérnea

transplantada por um examinador mascarado. No sexto més de pdés-operatério, dois
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examinadores mascarados, especialistas em cOrneas, avaliaram o0s pacientes, a
qualidade do tecido transplantado e tinham por finalidade identificar se a cornea

avaliada era liofilizada ou nao.

3.3. Critérios de incluséo:

- Pacientes com diagnéstico de ceratocone, e com acuidade visual
menor ou igual a 20/60 mesmo com uso de lente de contato e/ou intolerantes ao uso de

lente de contato com indicagéo para transplante de cérnea.

3.4. Critérios de exclusao:

BN

- Pacientes com opacidade profunda secundaria a rotura de
Descemet;

- Pacientes que ndo tenham compreendido e assinado o termo de
consentimento livre e esclarecido (anexo 2);

- Presenca de gestacdo ou doencas reumatologicas.

Foi realizada uma avaliacdo da qualidade das corneas doadas e
transplantadas para possivel comparacdo com os resultados encontrados em termos
de qualidade de visdo dos pacientes transplantados. No anexo 3, observam-se as

caracteristicas das corneas utilizadas para transplantes.

Antes e apoOs os transplantes os pacientes realizaram 0s exames
anteriormente citados e seus dados foram estatisticamente analisados por uma

bioestatistica pelo sistema SPSS para Windows versédo 12.0.

As variadveis qualitativas foram representadas por freqiéncia
absoluta e relativa (%) e as quantitativas por média, desvio padrdo (dp), mediana,

valores minimo e méaximo.
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Testes ndo paramétrico foram utilizados devido ao pequeno nimero
de casos e a natureza das variaveis. As variaveis ordinais foram recodificadas em

ndmeros para possibilitar aplicacdo de teste estatistico.

As técnicas foram comparadas quanto as variaveis quantitativas pela
Prova de Mann-Whitney e quanto as variaveis qualitativas pelo Teste do Qui-quadrado

ou Teste exato de Fisher.

A concordancia entre as avaliagbes de um mesmo examinador e

entre os examinadores foi avaliada pelo Teste de McNemar.

Os grupos de resposta quanto ao tecido ser liofilizado foram
comparados quanto a opacidade do doador e transparéncia pela Prova de Kruskal-

Wallis e as diferencas localizadas pelo teste de comparagcfes multiplas de Dunn.

A Prova de Friedman foi aplicada para comparar as diferentes

avaliacdes no decorrer do tempo.

A Prova de Wilcoxon foi aplicada para comparar as medidas de
confocal e UBM, paquimetria do orbscan e paquimetria ultra-sénica. A presenca de
correlacdo entre variaveis quantitativas foi avaliada pelo coeficiente de correlacdo por

postos de Spearman (rs).

Adotou-se o nivel de significancia de 0,05 (oo = 5%) em todos o0s

testes estatisticos realizados.



Grafico 1: Fluxograma do resumo das tentativas de liofilizagao:

1% experiéncia: liofilizacdo de duas lamelas sem utilizacdo de
criopreservante.

V

2% experiéncia: liofilizacdo de quatro
lamelas com sacarose e reidratacao

com: AD. BSS. ou PBS e uma fixada.

2% experiéncia: liofilizacdo de uma
lamela com sacarose e enviada para
teste de esterilidade.

{

32 experiéncia: liofilizacdo de oito lamelas com sacarose, sendo quatro com menos
de 10 dias de preservacao e quatro com mais de 10 dias de armazenamento. A
reidratacao foi feita com optisol ou com BSS.

\

42 experiéncia: liofilizacéo de seis
lamelas com sacarose e reidratadas
com BSS apds 15 dias, 30 dias e um

ano de liofilizacao.

4% experiéncia: liofilizacdo de uma
lamela com sacarose e enviada para
teste de esterilidade.

52 experiéncia: liofilizacdo de duas
corneas inteiras e duas lamelas com
sacarose e reidratadas com BSS.

V

5% experiéncia: liofilizacdo de uma
lamela com sacarose e enviada para
teste de esterilidade.

Liofilizacdo de 10 corneas inteiras para utilizagéo no
transplante lamelar anterior.
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4. RESULTADOS

No transcorrer da metodologia desta pesquisa, observou-se a
necessidade da utilizacdo de um criopreservante que, no caso, foi a sacarose. A
utilizacdo desta tinha por finalidade impedir a desestruturacdo interna dos componentes

da cdrnea e a destruicdo do arcabouco ou estrutura anatémica geral da cornea.

Outro passo importante foi a reidratacdo. Pois algumas substancias
quando entravam em contato com a cérnea liofilizada, aceleravam a destruigéo celular

com rotura de suas membranas.

Apdés a descricdo da anatomia histologica dos controles, o0s
resultados de cada experiéncia de liofilizacdo estdo demonstrados, desde a primeira
tentativa até a considerada de melhor conservacgédo: liofilizagdo com sacarose e

reidratacdo com BSS.

4.1. Analise histolégica com a Microscopia de luz e com a

Microscopia eletronica:

a — Controles: corneas nao liofilizadas preservadas em optisol por

até 14 dias (anexo 4, figuras 1 e 2 e anexo 5, figuras 19, 21 e 23):

Na microscopia de luz, a estrutura geral da cérnea encontrou-se
preservada, em cujo corte transversal da cérnea nova (anexo 4, figura 1) se observou o

epitélio com cinco camadas e o paralelismo estromal com a presenca dos ceratdcitos.
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Na microscopia eletronica, o paralelismo normal das fibras de
colageno encontrava-se mantido em todas as disposi¢cfes. O ceratécito preenchia todo
0 seu espaco, porém algumas vezes apresentava descontinuidade da sua membrana
celular, conforme a figura 19 do anexo 5. Foram observados o ndcleo e o citoplasma
com as diversas organelas, porém com excesso de vacuolos no ceratécito, indicando

sofrimento do mesmo.

Observou-se o epitélio estratificado pavimentoso com trés camadas,
a membrana basal epitelial e a camada de Bowman com sua zona anterior densa e a
mais profunda, mais clara e de padréo reticulado, conforme a figura 21 do anexo 5. O
estroma anterior também pode ser observado com um ceratécito entremeando as fibras

de colageno.

b — 1% experiéncia de liofilizacdo: sem utilizacdo de criopreservantes.

b.1 — Lamelas de cdérnea liofilizadas com BSS e reidratadas com agua

destilada (anexo 4, figura 3):

A microscopia de luz observou-se desorganizacdo da estrutura da
cérnea, com lamelas de colageno irregulares e auséncia de ceratécitos entre as
mesmas. A microscopia eletrbnica, observou-se edema do ceratécito com
irregularidade e destruicdo de sua membrana celular, além de desorganizacao
estrutural da cérnea, semelhante ao encontrado na figura 17 do anexo 5. Observou-se

ainda perda da membrana basal epitelial nos cortes estudados.

b.2 — Lamela de cornea liofilizada com BSS e sem reidratacdo (anexo 4,

figura 4 e anexo 5, figura 17):

Foi observada irregularidade da estrutura da cornea com alteracao
das lamelas estromais, ora com espacamento aumentado entre si, ora com
compactacdo e apinhamento da sua estrutura. Evidenciou-se a presenca de

fragmentos de ceratécitos entre lamelas. A microscopia eletrdnica, observou-se
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irregularidade das fibras de colageno estromais, perda da membrana basal epitelial e
presenca de raros ceratdcitos, 0s quais se encontravam compactados com

descontinuidade da sua membrana celular.

c - 2% experiéncia de liofilizag&o: criopreservacdo com sacarose

c.1 — Liofilizagcdo com sacarose por 1 hora, fixacdo com gluteraldeido-

formaldeido, porém sem reidratacdo (anexo 4, figura 5 e anexo 5, figura 18):

Através da microscopia de luz observou-se a preservacdo da
estrutura corneana, porém com raros ceratocitos. A microscopia eletrénica, os
ceratécitos estavam presentes, alguns com membrana celular integra, porém com
auséncia de organelas visiveis. O ndcleo encontrava-se compactado e com cromatina
disposta na periferia. O paralelismo e organizacdo das fibras de colageno estavam
mantidos. Observou-se a integridade da camada de Bowman e membrana basal

epitelial (semelhante ao anexo 5, figura 24).

c.2 — Liofilizacdo com sacarose por uma hora e reidratacdo com agua

destilada (anexo 4, figura 6):

Nas microscopias de luz e eletrbnica, observou-se a arquitetura
corneana desorganizada e tortuosa, ndo ocorrendo 0s espacamentos regulares entre
as lamelas. Algumas éareas apresentavam ceratdcito colapsado com aumento do
espaco entre as fibras onde o mesmo deveria estar alojado. O paralelismo das fibras

de colageno estava mantido, contudo os espacos entre as lamelas eram variaveis.

c.3 — Liofilizacdo com sacarose por uma hora e reidratacdo com solugao

salina balanceada (BSS) ( anexo 4, figura 7):

A microscopia de luz, a estrutura corneana encontrava-se mantida,

com paralelismo e espagamento normal entre as lamelas. A microscopia eletronica,
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observou-se alteracdo do ceratdcito, com compactacdo do ndcleo e do citoplasma,
porém com membrana celular descontinua. O paralelismo e a disposi¢ao das fibras de
colageno estavam mantidos, porém com discreta tortuosidade das mesmas em alguns
cortes. A membrana basal epitelial encontrava-se integra e, em algumas regides,
podiam-se visualizar os hemidesmossomos. A disposicdo aleatéria das fibras de
coldgeno da camada de Bowman encontrava-se mantida (semelhante ao anexo 5,
figuras 20 e 24).

c.4 — Liofilizacdo com sacarose por uma hora e reidratacdo com solugao

tampéo fosfato-salina (PBS) (anexo 4, figura 8):

A microscopia de luz observou-se entrelacamento e compactacéo da
arquitetura estromal, com alguns ceratocitos presentes. A microscopia eletrdnica,
observou-se a perda total da estrutura do ceratocito, ndo preenchendo o espago entre

as lamelas. Fibras de colageno integras, com preservacgéo do paralelismo.

d — 3% experiéncia de liofilizacdo: A partir daqui, padronizou-se a
utilizacdo da sacarose como crioprotetor por 40 minutos com o intuito de obter

uma menor desidratacdo do interior das células.

d.1 — Lamela de cornea nova liofilizada com sacarose por 40 minutos e

reidratada com BSS (anexo 4, figura 9):

Na microscopia de luz observou-se o arcabougco corneano
preservado, com manutencdo do paralelismo das lamelas estromais e com densidade
de ceratdcitos entre lamelas relativamente normais. O epitélio encontrava-se presente,
porém com menor numero de células e com algumas delas com alteragbes de suas
estruturas. O epitélio apresentou-se relativamente separado da camada de Bowman

quando comparado a cérnea nova ndo liofilizada (anexo 4, figura 1).
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Na microscopia eletrbnica, alguns ceratocitos encontravam-se
inteiros, porém com mais vacuolos no seu interior. Os nudcleos apresentavam-se
colapsados com eucromatina alterada. As fibras de colageno apresentavam disposicéo
e estrutura preservadas. O epitélio apresentava-se frouxamente aderido a camada de
Bowman, porém com visualizacdo da membrana basal epitelial continua, com presenca

de hemidesmossomos (anexo 5, figuras 20, 22 e 24).

d.2 - Lamela de cornea nova liofilizada com sacarose por 40 minutos e

reidratada com optisol GS® (anexo 4, figura 10):

Os achados de microscopia de luz foram semelhantes aos da
cornea liofilizada com sacarose e reidratada com BSS, exceto pela redugcdo na
densidade de ceratécitos estromais. Na microscopia eletrbnica, poucos ceratocitos
conservavam a estrutura. As fibras de colageno mantiveram-se inalteradas. A
membrana basal epitelial e a camada de Bowman eram normais semelhantes ao

controle.

d.3 — Lamela de cornea antiga liofilizada com sacarose e reidratada com
BSS (anexo 4, figura 11):

Através da microscopia de luz observou-se a preservagdo da
estrutura anatémica da cérnea, porém com resquicio de epitélio e densidade reduzida

de ceratocitos. Foi observado discreto aumento de tortuosidade entre as lamelas.

Na microscopia eletrbnica, observaram-se ceratécitos rotos ou com
descontinuidade de sua membrana celular. As fibras de colageno apresentavam
estrutura e disposicdo preservadas. A camada de Bowman encontrava-se integra

semelhante ao anexo 5, figura 24.
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d.4 — Lamela de cornea antiga liofilizada com sacarose e reidratada com

optisol GS® (anexo 4, figura 12):

Na microscopia de luz observou-se arcabouco corneano
preservado, porém com discreto aumento da irregularidade entre lamelas. A
microscopia eletrdnica, a lamela encontrava-se semelhante a da cérnea liofilizada com

sacarose e reidratada com BSS.

e) 4% experiéncia de liofilizagdo: Andlise da reprodutibilidade do

método com leitura das laminas ap6s 15 dias, 30 dias e 1 ano da liofilizag&o.

e.l - Liofilzacdo de lamelas de cérneas novas com sacarose por 40
minutos e reidratacdo com BSS por 30 minutos apos 15 dias da liofilizagdo (anexo 4,

figura 13 e anexo 5, figura 22):

Na microscopia de luz observou-se a preservacdo da estrutura
anatdbmica da cOrnea, porém o espacamento entre as lamelas era variavel e dependia
da persisténcia ou ndo de ceratécitos ou restos deles entre as lamelas. Entretanto, isto
€ apenas um achado, pois na grande maioria das vezes, as células ndo eram

funcionais.

A microscopia eletrdnica, a lamela apresentou ceratdcito compacto
com nucleo uniforme, sem grumos de cromatina. A membrana basal e a camada de
Bowman com o seu aspecto de fibras de colageno entrelagcadas estavam preservadas.

As fibras de coldgeno do estroma encontravam-se inalteradas.

e.2 - Liofilzacdo de lamelas de cérneas novas com sacarose por 40
minutos e reidratagcdo com BSS por 30 minutos apos 30 dias da liofilizagdo (anexo 4,
figura 14):
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Os achados de microscopia de luz e eletronica foram semelhantes

aos encontrados apo6s 15 dias de liofilizagéo.

e.3 — Liofilizacdo de lamelas de cérneas e reidratacdo apds 1 ano (anexo
4, figura 15 e anexo 5, figuras 20 e 24):

Observou-se novamente que a estrutura geral da cérnea
encontrava-se preservada, com manutencdo do paralelismo das lamelas estromais e
integridade da camada de Bowman. Através da microscopia eletronica, a integridade
das fibras de colageno e sua disposicao inalterada foram observadas (anexo 5, figura
20, estruturas a, b e c). A membrana basal epitelial com hemidesmossomos estava
presente, assim como a persisténcia do padrdo reticulado da camada de Bowman

(anexo 5, figura 24, estruturas a, b e c, respectivamente).

f) 5% experiéncia de liofilizac&do: Liofilizacdo de lamelas e cdrneas

inteiras

f.1 - Liofilzacdo de lamelas de cOrneas com sacarose por 40 minutos e

reidratacdo com BSS por 30 minutos apés 7 dias (semelhante a figura 9 do anexo 4):

A microscopia de luz, os ceratdcitos estavam presentes com boa
proporcao entre celularidade e estroma, porém em menor nimero quando comparado
com coérneas inteiras. A microscopia eletronica, o ceratocito encontrava-se compacto
com nucleo uniforme, sem grumos de cromatina. A membrana basal estava integra e a
camada de Bowman apresentava o aspecto de fibras de colageno entrelacadas
preservadas. O estroma das lamelas de corneas encontrava-se com fibras de colageno
preservadas, porém com aumento da tortuosidade das mesmas quando comparadas
ao estroma das cérneas inteiras liofilizadas.
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f.2) Liofilizacdo de coOrneas inteiras com sacarose por 40 minutos e

reidratagdo com BSS por 30 minutos apos sete dias (anexo 4, Figura 16):

Na microscopia de luz, o arcabougo corneano encontrava-se
preservado, com paralelismo das lamelas estromais. Foi encontrada menos
tortuosidade do estroma em coérneas inteiras do que em lamelas. A densidade de
ceratocitos era normal quando comparada com a das lamelas, apesar de na
microscopia eletrbnica, na maior parte das vezes, ndo se encontrarem viaveis. A
microscopia eletrbnica (semelhante ao anexo 5, figuras 20, 22 e 24) mostrou uma
membrana basal integra e camada de Bowman mantendo o aspecto de fibras de
colageno entrelacadas inalteradas. O estroma, com suas fibras de colageno,

encontrava-se preservado, observando-se o bandeamento normal das suas fibras.

g) Resultados dos controles de esterilidade do processo de
liofilizacdo: Toda a andlise de cultura foi feita pelo controle de qualidade do

laboratorio Ophthalmos, através do teste de esterilidade por método direto.

Foi observada auséncia de turvacdo, ou seja, esterilidade, em todas as

corneas avaliadas.

- Controle da lamela de cérnea n° 15.503 E: Estéril.
- Controle da lamela de cérnea n° 15.561 D: Estéril.

- Controle de cérnea n° 16.514 D: Estéril.

4.2. Liofilizac&o de corneas e transplante em humanos

Os pacientes foram acompanhados durante 6 meses e os dados
foram analisados estatisticamente por um centro de estatistica através do programa
SPSS para Windows verséo 12.0.
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A média de idade dos pacientes no grupo transplantado com
corneas liofilizadas era de 29,8 + 7,3 anos e no grupo transplantado com cérneas
preservadas em optisol era de 30,9 + 6,6 anos (p = 0,727). Seis pacientes eram do

sexo masculino, conforme demonstra a tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo da idade e sexo entre os dois grupos (Prova de Mann-
Whitney).

Grupos
Variaveis Gl - Liofilizada G2 - Optisol Comparacao
(n =10) (n =10)

Idade

Média (dp) 29.8 (7.3) 30.9 (6.6)

Mediana 28.5 32 p=0,727

Minimo — méaximo 18-41 20-41
Sexo —n (%)

Feminino 4 ( 40.0) 4 ( 40.0) _
Masculino 6 ( 60.0) 6 ( 60.0) p = 1,000

Extrapolando a tabela logmar além do valor 1.0 (20/200) e
considerando 1.1 como sendo a visado pior que 1.0 ou 20/200, a média da visdo pré-
operatdria sem corre¢cdo em logmar no grupo liofilizado foi de 1.06 + 0.10 com valores
minimo de 0.8 e maximo de 1.1. Enquanto no grupo optisol foi de 1.01 + 0.25 com

valores minimo de 0.3 e maximo de 1.1, com p= 0,957.

No terceiro més poés-operatorio, a visdo sem corre¢cdo melhorou nos
dois grupos, tendo média de 0.83 + 0.17 (0.5 — 1.0) no grupo liofilizado e de 0.81 +0.17
(0.4 - 1.0) no grupo optisol, com p = 0,697.

No grupo liofilizado, a medida de visdo sem corre¢do no sexto més
teve média de 0.46 + 0.20 (0.3 -0.8), enquanto no grupo optisol foi de 0.70 + 0.25 (0.3 —
1.0), com p = 0,038. Sendo assim, observa-se que a medida de visdo sem correcao
(tabela logmar) melhorou nos dois grupos, tendo agora uma diferenca estatisticamente
significante quando comparada com a visdo pré-operatoria; sendo p < 0,001 no grupo
liofilizado e p = 0,006 no grupo optisol. A evolucdo da medida de visdo sem correcao

pode ser vista no grafico 1.
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Ao analisar a quantidade de visdo dos pacientes em grupos,
observou-se que no sexto més de pos-operatorio, quatro pacientes do grupo liofilizado
apresentavam acuidade visual sem correcdo de 20/40 (logmar 0.3), enquanto apenas
um paciente do grupo optisol apresentava esta acuidade visual sem correcdo. Somente
dois pacientes apresentavam acuidade visual sem correcdo de 20/80 ou pior (logmar <

0.6) no grupo liofilizado contra sete pacientes do grupo optisol (tabela 2).

Grafico 1: Evolucdo da medida de visdo sem correcdo (logmar) entre os dois

grupos.
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A melhor visédo corrigida no pré-operatério em logmar era de 0.67 +
0.28 (0.3 — 1.1) no grupo liofilizado e de 0.62 + 0.17 (0.5 — 1.1) no grupo optisol, p=
1,000. Estes valores melhoraram para 0.16 + 0.10 (0.0 — 0.3) no grupo liofilizado e para

0.26 + 0.14 (0.1 — 0.6) no grupo optisol no sexto més de pds-operatorio, p = 0,074.

Na comparacao entre as avaliagcdes de melhor visdo corrigida pré e
pés-operatdria no grupo liofilizado, foi encontrada variagéo estatisticamente significante
(p < 0,001), onde a avaliacdo de seis meses apresentou valores significantemente
melhores do que na avaliagdo de 3 meses, a qual apresentou valores melhores do que

na avaliacdo pré-operatoria.
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Na comparacédo entre as avaliagbes de melhor medida de visdo
corrigida pré-operatoria e pos-operatoria no grupo optisol, foi encontrada variacdo
estatisticamente significante (p = 0,001), onde a avaliacdo de seis meses apresentou
valores de viséo significantemente melhores do que na avaliacdo pré-operatoria. A
avaliacdo de trés meses ndo se diferenciou de forma significante das demais

avaliacoes.

No sexto més a melhor acuidade visual corrigida (MAVC) no grupo
liofilizado foi de 20/20 (logmar 0.0) em um paciente, 20/25 — 20/32 (logmar 0.1-0.2) em
sete pacientes e de 20/40 (0.3) em dois pacientes. No grupo optisol, a MAVC foi 20/25
— 20/32 (logmar 0.1-0.2) em seis pacientes, 20/40 (0.3) em trés pacientes e em um foi

de 0.6 ou pior. Estes dados estdo demonstrados na tabela 2 e no grafico 2.

Grafico 2: Evolucédo da melhor visdo corrigida em logmar nos dois grupos.

Pré- Pré-Optisol Liofilizado Optisol 3m Liofilizado Optisol 6m
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HO0NO0.1-02 0.3 304 B0.5 0.6 ou pior

No grafico 3, observa-se que os valores de menor ceratometria pela
topografia pré-operatéria no grupo liofilizado foram de 52.7 + 5.8 (43.2 — 64.5) e no
grupo optisol foram 53.9 + 8.1 (44.4 — 67.5). No sexto més apOs a cirurgia, este valor
caiu para 41 + 2.5 (38.2 — 45.6) no grupo liofilizado e para 41.6 + 2.7 (37 — 45.4) no

grupo optisol.
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Observa-se assim, que fazendo uma comparacdo entre as
avaliagcdes da menor ceratometria da topografia (topo K menor) no grupo liofilizado, foi
encontrada variagdo estatisticamente significante (p = 0,001), onde a avaliagdo pré-
operatéria apresentou valores de ceratometria significantemente maiores do que nas
avaliacbes de trés meses e de seis meses, que ndo se diferenciaram de forma

significante. Isto também foi observado no grupo optisol (p<0,001).

Tabela 2: Classificagdo quantitativa da acuidade visual (teste do qui-quadrado)

Grupos
Variaveis G1 - Liofilizado G2 — Optisol
(n=10) (n=10)
AV s/c pré-operatoria — n (%)
0.3 0 ( 0.0 1 ( 10.0)
0.6 ou pior 10 (100.0) 9 ( 90.0)
AV s/c 3m —n (%)
0.4 0 ( 0.0 1 ( 10.0)
0.5 1 ( 10.0) 0 ( 0.0
0.6 ou pior 9 ( 90.0) 9 ( 90.0)
AV s/c 6m —n (%)
0.3 4 ( 40.0) 1 ( 10.0)
0.4 2 ( 20.0) 2 ( 20.0)
0.5 2 ( 20.0) 0 ( 0.0
0.6 ou pior 2 ( 20.0) 7 ( 70.0)
MAVC pré-operatdria — n (%)
0.3 1 ( 10.0) 0 ( 0.0
0.5 5 ( 50.0) 5 ( 50.0)
0.6 ou pior 4 ( 40.0) 5 ( 50.0)
MAVC 3m — n (%)
0.1-0.2 4 ( 40.0) 3 ( 30.0)
0.3 4 ( 40.0) 4 ( 40.0)
0.4 0 ( 0.0 3 ( 30.0)
0.5 2 ( 20.0) 0 ( 0.0
MAVC 6m — n (%)
0 1 ( 10.0) 0 ( 0.0
0.1-0.2 7 ( 70.0) 6 ( 60.0)
0.3 2 ( 20.0) 3 ( 30.0)
0.6 ou pior 0 ( 0.0 1 ( 10.0)
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Grafico 3: Evolucédo dos menores valores ceratométicos nos dois grupos:
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Na tabela 3, ao se comparar os valores de menor ceratometria do
ORBSCAN® no grupo liofilizado, foi encontrada variacdo estatisticamente significante (p
< 0,001), pois a avaliagdo pré-operatdria apresentou valores de ceratometria
significantemente maiores do que nas avaliacdes de trés meses e de seis meses, as
guais ndo se diferenciaram de forma significante. Resultados semelhantes foram
encontrados no grupo optisol, com p < 0,001 ao se analisar valores pré e pos-

operatorios.

Na comparacao entre as avaliacdes de curvatura posterior no grupo
1 (liofilizado), foi encontrada variagao estatisticamente significante (p < 0,001), onde a
avaliacdo pré-operatdria apresentou valores de curvatura posteriores significantemente
maiores (58.2 + 3.6) do que nas avaliacdes do 3° e do 6°més (45.2 + 6.7 e 47.8 £ 4.5),
gue ndo se diferenciaram de forma significante. No grupo 2 (optisol), também foi
observada variacdo estatisticamente significante (p = 0,001), quando a avaliagdo pré-
operatoria apresentou valores de curvatura posterior (60.1 + 5.5) maiores do que nas
avaliacdes de 3 meses e de 6 meses (45.2 + 4.5 e 46.4 +£5.7), as quais também néo se

diferenciaram de forma significante (tabela 3).

Os valores de paquimetria do ORBSCAN® se elevaram de forma

significante nos dois grupos. No grupo 1 (liofilizado), os valores pré-operatérios de
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387.3 + 56.8 aumentaram para 548.7 + 138.7 no 3° més e para 580.8 + 65.2 no 6°més
(p = 0,002). No grupo 2 (optisol), a avaliacdo pré-operatéria era de 358.2 + 73.7 e
passou a 589.7 + 35.9 no 3° més e 606 + 31.4 no 6° més (p < 0,001).

Tabela 3: Comparacédo dos valores de ORBSCAN® (Orb) entre os dois grupos
(Prova de Mann-Whitney):

Grupos
Variaveis Gl - Liofilizada G2 - Optisol Comparagéo
(n =10) (n =10)
Menor ceratometria do Orb pré
Média (dp) 51.8 (5.9) 51.4 (7.8)
Mediana 50.8 52.1 (n=9) p=0,775
Minimo — maximo 40.7 - 61.2 40.7 - 65.5
Menor ceratometria do Orb 3m
Média (dp) 38.5(3.2) 36.4 (3.2)
Mediana 39.7 36.9 p=0,112
Minimo — maximo 33.4-41.6 31.8-42.7
Menor ceratometria do Orb 6m
Média (dp) 40.5 (2.8) 39.5(2.6)
Mediana 41.1 40.0 p=0,325
Minimo — maximo 36.9-45.7 35.1-43.4
Curvatura posterior do Orb pré
Média (dp) 58.2 (3.6) 60.1 (5.5)
Mediana 58.9 60.1 p = 0,406
Minimo — méaximo 53.1-62.7 52.4-70.0
Curvatura posterior do Orb 3m
Média (dp) 45.2 (6.7) 45.2 (4.5)
Mediana 48.4 45.9 p=0,705
Minimo — maximo 36.3-535 35.4-50.5
Curvatura posterior do Orb 6m
Média (dp) 47.8 (4.5) 46.4 (5.7)
Mediana 47.9 47.7 p=0,791
Minimo — maximo 41.2 - 56.0 33.6 -53.6

Comparando-se os valores de paquimetria ultra-sénica durante a
evolucdo no gréfico 4, observa-se que houve variacdo estatisticamente significante no
grupo 1 (p = 0,006), uma vez que os valores pré-operatorios de 441.4 + 49.6

aumentaram no terceiro e sexto més de cirurgia para 598.9 + 61.4 e 582.5 + 73.7. No
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grupo 2, a média de 447.5 + 68.7 aumentou para 625.7 + 61.8 e 615.8 + 61.2 no

terceiro e sexto més apos a cirurgia (p < 0,001).

Grafico 4: Evolucdo dos valores de paquimetria ultra-sénica entre os dois

grupos:
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No gréafico 5, observamos que na comparagdo entre as avaliacbes
de microscopia especular, ndo foi encontrada variacdo estatisticamente significante no
grupo 1 (p = 0,082) ou no grupo de cérneas preservadas em optisol (p = 0,607) em

relacdo ao pré e pés-operatério, ndo sendo observado perda celular apds a cirurgia.

Na aplicacdo do questionario sobre satisfacdo em relacédo a visao,
no 6° més de cirurgia, os dois grupos de pacientes estavam mais satisfeitos com a
cirurgia e visdo que no terceiro més. No sexto més, a média de satisfagcdo com a visédo
e com a cirurgia no grupo liofilizada era de 72.4 + 13.6 e no grupo optisol era de 73 +
15.4. Nao ocorreu diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos nos

meses avaliados (p=0,545 e p=0,940), como mostra a tabela 4.
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Grafico 5: Avaliacdo da microscopia especular nos dois grupos durante a

evolucéo.
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Tabela 4: Satisfacdo dos pacientes quanto a cirurgia de acordo com o

guestionario de qualidade de vida (Prova de Mann-Whitney).

Grupos
o G1 - Liofilizada G2 - Optisol Comparacéo
Variaveis (n = 10) (n = 10)
Questionario 3m
Média (dp) 62.2 (13.5) 64.9 (9.5)
Mediana 61.5 65.3 p = 0,545
Minimo — maximo 43 -85 50-81
Questionario 6m
Média (dp) 72.4 (13.6) 73.0 (15.4)
Mediana 75.1 81.2 p =0,940
Minimo — maximo 51.0-87.5 48.9 — 89.0

Na tabela 5, observamos que a sensibilidade ao contraste também

ndo mostrou nenhuma diferenca entre os dois grupos.
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Tabela 5: Avaliacdo da sensibilidade ao contraste no sexto més apdgs a cirurgia

nos dois grupos (Prova de Mann-Whitney).

Grupos
Variaveis G1- Liofilizada G2 - Optisol Comparacao
(n =10) (n =10)
Sensibilidade ao contraste
Média (dp) 0.45 (0.29) 0.53 (0.27)
Mediana 0.45 0.60 p=0,354
Minimo — maximo 0.1-1.0 0.2-1.0

Na sensibilidade ao contraste pela tabela FACT, foi observado que
dois pacientes do grupo liofilizado mantiveram-se dentro da curva de normalidade, com
acuidade visual por volta de 20/30 e 20/25. Outros dois pacientes também conseguiram
realizar a curva, porém abaixo do limite inferior da normalidade. A melhor acuidade
visual percebida nestes pacientes foi de 20/30. Trés pacientes apresentavam-se
normais para alta frequéncia, com valores abaixo do normal para frequéncias
intermédiarias e, com valores em zero para baixas frequéncias. Os outros trés
pacientes apresentaram todos os valores abaixo da curva de normalidade, tendo
aproveitamento melhor para altas frequéncias, médio para frequéncias intermédiarias e

muito baixo ou nulo para frequéncias baixas.

Nenhum paciente do grupo optisol conseguiu se manter dentro da
curva de normalidade. Dois pacientes conseguiram realizar a curva, porém com valores
abaixo do limite inferior da normalidade, com acuidade visual na tabela de contraste de
20/30. Uma paciente apresentou-se normal para frequéncias altas e intermédiarias, e
abaixo da normalidade para frequéncias baixas. Trés pacientes apresentaram-se
normais para frequéncias altas e abaixo da normalidade para frequéncias
intermédiarias ou baixas. Os outros quatro pacientes apresentaram todos os valores
bem abaixo da curva de normalidade, sendo que trés com frequéncias intermédiarias e

baixas nulas.
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Tabela 6: Correlacao entre MAVC e sensibilidade ao contraste no sexto més apés

a cirurgia (Prova do coeficiente de correlacdo por postos de Spearman).

Variaveis MAVC c/ 6m
rs =0.62
Sensibilidade ao
p = 0,004*
contraste
n=20

Foi encontrada correlacdo positiva estatisticamente significativa
entre melhor acuidade visual corrigida no sexto més e sensibilidade ao contraste (rs =
0,62 p = 0,004), indicando que valores melhores de acuidade visual estéo relacionados
a melhor sensibilidade ao contraste. Da mesma forma, valores piores de acuidade

visual estéo relacionados com pior sensibilidade ao contraste.

Tabela 7: Correlagédo entre Melhor acuidade visual corrigida e satisfacdo em
relacdo a cirurgia de acordo com o questionario de qualidade (Prova do

coeficiente de correlacdo por postos de Spearman).

o MAVC
Variaveis
3m 6m
rs =-0.04 rs =0.03
Pontuacdo no questionario p=0,877 p=0,916
N =20 N =20

As correlagdes entre melhor acuidade visual corrigida e pontuagéo
no questionario de qualidade de vida foram ndo significantes nas avaliacbes de 3

meses (rs = -0,04) e de 6 meses (rs = 0,03).

As figuras 1 a 4 correspondem a alguns dos pacientes

transplantados neste trabalho.



46

Figura 1: Paciente LPS. Cérnea em Figura 2: Paciente SCN. Cornea
optisol. MAVC 0.3 ou 20/40 liofilizada. MAVC 0.3 ou 20/40

Figura 3: Paciente NRF. Cornea em Figura 4: Paciente ILS. Cdrnea
optisol. MAVC 0.1 ou 20/25. liofilizada. MAVC 0.0 ou 20/20.

A epitelizacdo do transplante se completou de forma igual nos dois
grupos por volta do quinto dia, entretanto, foi encontrada diferenca estatisticamente
significante entre as técnicas quanto a presenca de ceratite por volta do sétimo dia (p =
0,021), onde no grupo liofilizado os graus de ceratite foram significativamente menores
do que os do grupo optisol. Durante o resto da evolucdo, ndo houve diferenca

estatistica entre os dois grupos.
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As dobras no leito receptor diminuiram com o transcorrer do tempo
nos dois grupos, com diferenca significativa entre o sétimo dia e o sexto més, com p =
0,026 no grupo liofilizado e p = 0,739 no grupo optisol. Nao foi encontrada variacao

estatisticamente significante entre os dois grupos quanto a opacidade no botdo doador.

Na tabela 8 foi encontrada correlacdo negativa estatisticamente
significante entre MAVC e opacidade no doador na avaliacdo de trés meses (rs = -0,44
p = 0,049), indicando que graus maiores de opacidade no doador estéo relacionados a
valores piores de acuidade visual corrigida. O mesmo acontece com graus menores de

opacidades que estéo relacionados a valores melhores de acuidade visual.

Tabela 8: Correlacdo entre melhor acuidade visual corrigida (MAVC) e as
variaveis: dobras no receptor e opacidade do doador (Prova do coeficiente de

correlagdo por postos de Spearman)

MAVC Dobras no receptor Opacidade no doador
rs =0.28 rs = -0.44
3 meses p=0.234 p =0.049 *
n =20 n=20
rs =0.28 rs = 0.27
6 meses p=0.234 p =0.250
n=20 n=20

As demais correlagbes entre MAVC e dobras no receptor e
opacidade do doador foram nao significantes nas avaliacfes de trés meses e de seis

meses (> 0,05 para todas as correlacdes).

Na avaliacdo de trés meses pelo examinador 1 (tabela 9) foi
encontrada diferenca estatisticamente significante entre as técnicas quanto a resposta
da pergunta “Vocé acha que o tecido € liofilizado?” (p = 0,003). Nas demais avaliacdes
nao foram encontradas diferencas estatisticamente significante entre os grupos (p >

0,05 em todas as comparacdes).
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Tabela 9: Avaliacdo dos pacientes realizada pelo examinador mascarado 1 no

terceiro més apos a cirurgia.

Grupos
Variaveis: Examinador 1 —3m G- GZ__ Comparagao
Liofilizado Optisol
(n =10) (n =10)
Opacidade no leito receptor — n (%)
Ausente 1 ( 10,0) 1 ( 10,0)
Leve 2 ( 20,0) 6 ( 60,0) _
Moderada 4 (40,00 1 ( 10,0) p=0218
Intensa 3 ( 30,0) 2 ( 20,0)
Dobras no centro do receptor —n (%)
Ausente 4 ( 40,0) 2 ( 20,0)
Leve 4 ( 40,0) 7 ( 70,0) p=0,674
Moderada 2 ( 20,0) 1 ( 10,0)
Estrias no leito doador — n (%)
Ausente 9 ( 90,0) 8 ( 80,0)
Leve 0 ( 00 2 ( 20,0) p =0,626
Moderada 1 ( 10,0) 0 ( 00
Transparéncia — n (%) 4 ( 40,0) 6 ( 60,0)
Excelente 6 ( 60,0) 3 ( 30,0) _
Boa 0( 000 1 (100 p =051
Razoavel
Ceratite — n (%)
Ausente 6 ( 60,0) 4 ( 40,0)
Leve 3 ( 30,0) 4 ( 40,0) _
Moderada 1(100) 1 (10,0) p=0341
Intensa 0 ( 0,0 1 ( 10,0)
Tecido Normal ?— n (%)
Sim 10 (100,0) 10 (100,0) p=--
Tecido Liofilizado ?— n (%)
Nao 4 ( 40,0) 9 ( 90,0
Talvez 6 ( 60,0) 0 ( 00 p = 0,003 *
Sim 0 ( 0,0 1 ( 10,0

Na avaliagdo de 6 meses pelo examinador 1 (tabela 10) ndo foram

encontradas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos (p > 0,05 em

todas as comparacoes).
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Tabela 10: Avaliacdo dos pacientes, realizada pelo examinador mascarado 1 no

no sexto més apos a cirurgia.

Grupos
Variaveis: Examinador 1 — 6m Liofilizado Optisol Comparagéo
(n =10) (n =10)
Opacidade no leito receptor — n (%)
Ausente 0 ( 0,0 1 ( 10,0)
Leve 5 ( 50,0) 4 ( 40,0) a
Moderada 4 (40,00 5 ( 50,0) p=0676
Intensa 1 ( 10,0) 0 ( 00
Dobras no centro do receptor —n (%)
Ausente 2 ( 20,0) 2 ( 20,0)
Leve 7 ( 70,0) 7 ( 70,0)
Moderada 1 ( 10,0) 0 ( 00 p =0,963
Intensa 0 ( 0,0 1 ( 10,0)
Estrias no leito doador — n (%)
Ausente 8 ( 80,0) 7 ( 70,0)
Leve 2 ( 20,0 2 ( 20,0) p = 0,549
Moderada 0 ( 0,0 1 ( 10,0)
Transparéncia — n (%)
Excelente 4 ( 40,0) 2 ( 20,0
Boa 4 ( 40,0) 8 ( 80,0) _
Razoavel 1(100) 0 ( 00) p=0862
Ruim 1 ( 10,0) 0 ( 00
Ceratite — n (%)
Ausente 4 ( 40,0) 0 ( 0,0
Leve 3 ( 30,0 6 ( 60,0) _
Moderada 3 (300 1 (100 p=0,085
Intensa 0 ( 0,0 3 ( 30,0)
Tecido Normal ? —n (%)
Nao 1 ( 10,0) 0 ( 00 _
Sim 9 (90,00 10 (100,0) p=1,000
Tecido Liofilizado ? —n (%)
Nao 5 ( 50,0) 6 ( 60,0)
Talvez 2 ( 20,0 3 ( 30,0 p=0,512
Sim 3 ( 30,0) 1 ( 10,0)

Na tabela 11, observa-se que o examinador 2 encontrou diferenca
estatisticamente significante entre os dois grupos quanto a opacidade no doador (p =

0,021) no sexto més apobs a cirurgia.
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Tabela 11: Avaliacdo dos pacientes realizada pelo examinador mascarado 2 no

sexto més apods a cirurgia.

Grupos
Variaveis: Examinador 2 — 6m G1 - Liofilizada G2 — Optisol Comparagéo
(n=10) (n=10)
Opacidade no leito receptor — n (%)
Ausente 0 ( 00 4 ( 40,0)
Leve 9 ( 90,0) 6 ( 60,0) p=0,021*
Moderada 1 ( 10,0) 0 ( 00
Dobras no centro L. receptor —n (%)
Ausente 3 ( 30,0 3 (30,0
Leve 7 E 70,03 7 E 70,03 p=1,000
Estrias no leito doador — n (%)
Ausente 3 ( 30,0 5 ( 50,0
Leve 7 E 70,03 5 E 50,03 p=0374
Transparéncia — n (%)
Excelente 6 ( 60,0 7 (70,0
Boa 4 E 4o,o; 3 E 30,03 p=0648
Ceratite — n (%)
Ausente 1 ( 10,0) 1 ( 10,0)
Leve 8 ( 80,0) 8 ( 80,0) p = 1,000
Moderada 1 ( 10,0) 1 ( 10,0)
Tecido Normal ? — n (%)
Sim 10 (100,0) 10 (100,0) P=--
Tecido Liofilizado ? — n (%)
Néo 6 ( 60,0) 7 ( 70,0)
Talvez 2 ( 20,0) 2 ( 20,0) p=0,812
Sim 2 ( 20,0) 1 ( 10,0)

Na comparacdo entre as avaliacgbes de seis meses dos
examinadores 1 e 2, foram encontradas discordancias estatisticamente significantes
nas variaveis: opacidade do leito receptor (p = 0,002) e transparéncia (p = 0,008). Nas
demais variaveis nao foram encontradas discordancias estatisticamente significantes

entre os examinadores (p > 0,05 em todas as comparagoes).
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Tabela 12: Correlacdo entre as variaveis opacidade do leito receptor e

transparéncia com a variavel liofilizado de acordo com o examinador 1.

Vocé acha que o tecido é liofilizado?

Variaveis: Examinador 1 — 6m N&o Talvez Sim Comparacao
(n=11) (n=5) (n=4)
Opacidade no leito receptor —n (%)

Ausente 0 ( 00 1 ( 20,0) 0 ( 00
Leve 7 ( 63,6) 2 ( 40,0) 0 ( 0,0 b = 0,065

Moderada 4 ( 36,4) 2 ( 40,0 3 ( 75,0) ’
Intensa 0 ( 00 0 ( 00 1 ( 25,0)

Transparéncia — n (%)

Excelente 6 ( 54,5) 0 ( 0,0 0 ( 0,0
Boa 5 ( 45,5) 5 (100,0) 2 ( 50,0) D=0,012*

Razoavel 0 ( 0,0 0 ( 0,0 1 ( 25,0) '
Ruim 0 ( 0,0 0 ( 0,0 1 ( 25,0

N&o foi encontrada associagédo estatisticamente significante entre a
resposta sobre o tecido ser liofilizado e a classificacdo quanto a opacidade do doador
(p = 0,065) de acordo com o examinador 1 no exame de 6 meses. Foi encontrada
associacdo estatisticamente significante entre a resposta sobre o tecido ser liofilizado e
a classificacdo de transparéncia (p = 0,012) de acordo com o examinador 1, onde no
grupo de olhos com resposta sim para tecido liofilizado foram encontrados graus de
transparéncia significantemente piores do que os do grupo de olhos com resposta nédo
para tecido liofilizado. O grupo de olhos com resposta talvez, ndo se diferenciou de

forma significante dos demais grupos.

Observa-se na tabela 13 que ndo foi encontrada associacdo
estatisticamente significante entre a resposta sobre o tecido ser liofilizado e a
classificagdo de opacidade no leito receptor (p = 0,128) de acordo com o examinador 2
no exame de 6 meses. Foi encontrada associacao estatisticamente significante entre a
resposta sobre o tecido ser liofilizado e a classificacdo de transparéncia (p = 0,021) do
examinador 2, onde no grupo de olhos com resposta sim para tecido liofilizado foram
encontrados graus de transparéncia significantemente piores do que os do grupo de
olhos com resposta ndo para tecido liofilizado. O grupo de olhos com resposta talvez,

nao se diferenciou de forma significante dos demais grupos.
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Tabela 13: Associacdo entre as variaveis: opacidade do leito receptor e

transparéncia com a variavel liofilizado de acordo com o examinador 2.

Vocé acha que o tecido é liofilizado?

Variaveis: Examinador 2 — 6m Nao Talvez Sim Comparagao
(n=13) (n=4) (n=3)
Opacidade no leito receptor —n (%)

Ausente 4 ( 30,8) 0 ( 0,0 0( 00
Leve 9 ( 69,2) 3 ( 75,0) 3 (100,0) p=0,128

Moderada 0 ( 0,0 1 ( 25,0) 0 ( 00

Transparéncia — n (%)

Excelente 11 ( 84,6) 2 (. 50,0) 0( 00 b= 0,021 *

Boa 2 (1549 2 ( 50,0) 3 (100,0) ’

Na avaliacdo da microscopia confocal foi encontrada diferenca
estatisticamente significante entre os grupos quanto ao estroma do doador (p < 0,001)
no 21° dia, onde no grupo 1 (liofilizado) a proporgcédo de casos acelulares (90%) foi
significantemente maior do que no grupo 2 (optisol) (10%). Foi encontrada diferenca
estatisticamente significante entre os grupos quanto a distribuicdo da densidade dos
ceratocitos (p < 0,001) no 21° dia, onde no grupo 1, os valores de densidade foram

significantemente menores do que no grupo optisol (gréaficos 6 e 7).

No terceiro més foi encontrada diferenca estatisticamente
significante entre os grupos quanto a distribuicdo da densidade de ceratécitos (p <
0,001), onde no grupo 1 os valores de densidade foram significantemente menores do

que nos do grupo 2 (gréfico 7).

No grafico 7, vemos que a média de densidade dos ceratdcitos foi
novamente menor no grupo de coérneas liofilizadas (p = 0,003) em seis meses,
entretanto apenas trés dos pacientes transplantados com cérneas liofilizadas,
permaneceram acelulares no sexto més de pds-operatério, ndo levando a diferenca

significativa entre os dois grupos (p = 0,211).

Na comparacao entre as avaliagcdes de estroma doador no grupo 1,

temos:
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¢N&o foi encontrada variagdo estatisticamente significante entre as
avaliacdes de 21 dias e trés meses (p = 0,063), onde cinco (50%) olhos passaram de
acelular em 21d para celular em 3 meses;

eNao foi encontrada variacdo estatisticamente significante entre as
avaliacdes de trés meses e seis meses (p = 1,000), onde um (10%) olho passou de
acelular em trés meses para celular em seis meses;

eFoi encontrada variagdo estatisticamente significante entre as
avaliacdes de 21 dias e seis meses (p = 0,031), onde seis (60%) olhos passaram de
acelular no 21° dia para celular em seis meses.

Na comparacéo entre as avaliagbes de estroma doador no grupo 2,
apenas um olho era acelular com 21 dias e passou para celular em trés meses,

impossibilitando aplicacéo de teste estatistico.

Grafico 6: Evolucédo do estroma doador no confocal entre os dois grupos:
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No gréfico 7, observamos a comparacdo entre as avaliacdes de
densidade de ceratocitos no grupo 1, a qual sofreu variacdo estatisticamente
significante (p = 0,004), onde a avaliagcdo de seis meses apresentou valores de
densidade significantemente maiores do que na avaliacdo de trés meses que

apresentou valores de densidade significantemente maiores do que na avaliagdo de 21
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dias. Na comparacao entre as avaliagdes de densidade de ceratdcitos no grupo 2, ndo

foi encontrada variagéo estatisticamente significante (p = 0,900).

Grafico 7: Evolucéo da densidade de ceratdcitos entre os dois grupos:
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As figuras 5 a 8 abaixo, referem-se aos achados de microscopia

confocal em alguns pacientes deste estudo.

WEIDEL B ET S
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Figura 5: AMB, Células basais aos Figura 6: NFG, Células basais aos
21 dias de cérnea em optisol. 21 dias de cérnea liofilizada.
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Figura 7: AMB, estroma doador no Figura 8: MNS, estroma doador no
sexto més apods cirurgia com sexto més apas cirurgia com
cérnea em optisol. cornea liofilizada.

Na tabela 15, observa-se que ndo foi encontrada diferenca
estatisticamente significante entre as técnicas quanto as variaveis: lamela anterior no
confocal, lamela posterior no confocal, lamela anterior no UBM e lamela posterior no

UBM (p > 0,05 em todas as comparacgdes).

Na tabela 16, observamos que as correlacdes entre melhor acuidade
visual corrigida (MAVC) e interface pelo confocal foram negativas e néo significantes
nas avaliagGes de trés meses (rs = -0,26) e de seis meses (rs = -0,01). As correlacdes
entre MAVC e densidade de ceratocitos foram positivas e nao significantes nas

avaliacOes de trés meses (rs = 0,29) e de seis meses (rs = 0,1).

Na tabela 17, observam-se que as correlacdes entre MAVC no 6°
més apds a cirurgia e espessura de lamela anterior e lamela posterior no confocal
foram positivas e nao significantes (rs = 0.30, rs = 0.14, respectivamente). Isto quer
dizer que para o confocal, quanto maior a espessura das lamelas, pior seria a acuidade

visual.

As correlagdes entre MAVC no 6° més pos-operatorio e espessura
de lamela anterior e lamela posterior no UBM foram negativas e nao significantes (rs =

-0.02, rs = -0.24 respectivamente). Isto quer dizer que para o UBM, quanto maior a
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espessura das lamelas, melhor seria a acuidade visual. Entretanto, em nenhum dos

aparelhos, estas variaveis foram significantes.

Tabela 14: Comparacdo entre os grupos de acordo com as medidas do leito
residual no sexto més pela Microscopia confocal e pela biomicroscopia ultra-

sonica.

Grupo
Variaveis G1 - Liofilizada G2 - Optisol Comparacéo
(n=10) (n=10)
Lamela anterior confocal
Média (dp) 471,4 (101,3)  476,3 (103,7)
Mediana 463,5 470,0 P =0,820
Minimo — maximo 340 - 700 320 - 700
Lamela posterior confocal
Média (dp) 155,0 (44,5) 154,5 (62,4)
Mediana 135 130 P=0,673
Minimo — maximo 120 - 230 110 - 315
Lamela anterior UBM
Média (dp) 445,5 (65,8) 454,0 (22,4)
Mediana 417 452 P=0,111
Minimo — maximo 387 — 590 417 — 498
Lamela posterior UBM
Média (dp) 145,9 (51,3) 121,6 (27,4)
Mediana 127,5 133 P =0,543
Minimo — maximo 93 — 249 81 -151

Tabela 15: Correlagcdo entre Melhor acuidade visual corrigida (MAVC) e as

variaveis: Interface e densidade de ceratécitos no confocal.

MAVC Interface Densidade de ceratocitos
rs =-0,26 rs =0,29
3 meses p=0,273 p=0,216
n=20 n=20
rs =-0,01 rs=0,17
6 meses p=0,954 p =0,467

n=20 n=20
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Tabela 16: Correlacédo entre Melhor Acuidade Visual Corrigida no sexto més e as

variaveis do confocal e do UBM.

MAVC 6m x lamela anterior no confocal MAVC 6m x lamela posterior no confocal
rs =0.30 rs=0.14
p=0,199 p = 0,546
n=20 n=20
MAVC 6m x lamela anterior UBM MAVC 6m x lamela posterior UBM
rs =-0.02 Rs =-0.24
p=0,919 p = 0,309
n=20 n=20

Tabela 17: Correlagdo entre a variavel espessura de lamela posterior pelo

Confocal e UBM e a transparéncia avaliada pelos examinadores mascarados no

sexto més.
Variavel Examinador 1 — examinador 2 —
transparéncia 6m transparéncia 6m

rs =-0,16 Rs=-0,11

Lamela posterior confocal p = 0,499 p =0,643
n=20 n=20

rs =-0,32 Rs =0,20

Lamela posterior UBM p=0,171 p =0,395
n=20 n=20

Na tabela 17, as correlagfes entre a transparéncia avaliada pelos
examinadores no sexto més apods a cirurgia e a espessura das lamelas posteriores

(leito residual) foram todas néo significantes (p > 0,05 para todas as correlacdes).

As figuras 9 e 10 referem-se ao leito residual (lamela posterior)

encontrada no UBM de dois pacientes e o resultado visual alcancado.
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Figura 9: FSA, optisol. UBM: leito Figura 10: MNS, liofilizada. UBM:
residual 81um. Confocal: 130um. leito residual 116um. Confocal:
MAVC: 0.2 ou 20/32 120um. MAVC: 0.1 ou 20/25

Na tabela 1 do anexo 3, observou-se que a média da idade dos
doadores de cornea foi mais alta no grupo de cérneas liofilizadas com 71,4 anos contra
68,5 anos no grupo de cérneas preservadas em optisol, porém sem diferenca
estatisticamente significante. Nao houve diferenca estatistica em relagdo ao tempo
entre o 6bito e enucleacdo (TOE) ou em relagdo ao tempo entre Gbito e preservacéo

(TOP) nos dois grupos.

Foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre as
técnicas quanto ao tempo de preservacao total (p < 0,001), onde na técnica liofilizada
os tempos de preservacdo foram significantemente maiores do que os da técnica
optisol. Nao foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre as corneas

quanto as demais variaveis (p > 0,05 em todas as comparacoes).

Na tabela 18, ndo foi observada associacao entre a melhor acuidade
visual corrigida no sexto més, assim como entre a transparéncia da cornea de acordo

com os examinadores mascarados e a qualidade da cornea doada.

Nado foi possivel avaliar associacdo entre a opinido dos
examinadores quanto a ser liofilizado por se tratar de uma variavel qualitativa, com trés
categorias (n&o, talvez e sim) e com baixa representatividade em cada uma dessas

categorias.
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Tabela 18: Correlacdo entre melhor acuidade visual corrigida com seis meses e

transparéncia da cornea de acordo com cada examinador com a qualidade da
cornea doada.

Variavel Idade do doador Tempo de preservagdao total
rs =0,29 Rs =-0,28
MAVC 6m p=0,211 p=0,225
n=20 n=20
T ancia 6 rs =0,12 Rs = 0,07
ransparéncia 6m ~ i
(examinador 1) p=0,619 p=0,770
n=20 n=20
T ancia 6 rs = 0,08 Rs = 0,00
ransparéncia 6m ~ i
(examinador 2) p=0,731 p =1,000
n=20 n=20

Tabela 19: Correlacdo entre melhor acuidade visual corrigida e tempo de
preservacao total.

. MAVC
Variavel
3m 6m
d . rs = -0.06 Rs =-0.17
Tempo de preservacgéo b = 0,808 b = 0,469
total
n=20 n=20

Na tabela 19, observa-se que as correlacdes entre melhor acuidade
visual corrigida e tempo de preservacdo total foram negativas, isto quer dizer que
quanto maior o tempo de preservacao (corneas liofilizadas), pior seria a acuidade
visual, porém estes resultados ndo foram significantes nas avalia¢cdes de trés meses (rs
=-0,06) e de seis meses (rs = -0,17).

4.3. Resumo dos resultados encontrados:

1 — Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os dois
grupos de pacientes transplantados nos critérios melhor visdo corrigida, valores

ceratométricos de topografia, valores paquimétricos, valores de microscopia especular,
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valores de sensibilidade ao contraste e pontuacdo no questionario de avaliacdo de

qualidade de vida ap0s o transplante aos trés meses e seis meses apas a cirurgia.

2 — Houve diferenca estatisticamente significante na acuidade visual
sem correcdo de seis meses entre os dois grupos, onde o grupo liofilizado apresentou

média de valores melhores do que o grupo optisol.

3- Houve diferenga estatisticamente significante entre os valores
pré-operatorios e pés-operatéiros de trés meses e seis meses em todas as variaveis

avaliadas nos dois grupos.

4 — Foram encontradas variagOes estatisticamente significantes
entre as avaliacfes de 21 dias e de seis meses (p=0,031) no grupo liofilizado, quando

seis das 10 cérneas liofilizadas passaram de acelular para celular.

5 — Foram encontradas variagdes estatisticamente significantes (p =
0,004) em relacédo a densidade de ceratécitos entre as avaliacdes de seis meses e 21
dias. Aos seis meses a densidade no grupo liofilizado aumentou em relacdo aos trés

meses e aos 21 dias. Nao foi encontrada variacao significante no grupo optisol.

6 — Foram encontradas associacdes fracas entre a melhor acuidade
visual corrigida e a densidade de ceratdcitos, assim como entre melhor acuidade visual

corrigida e espessura da lamela posterior.

7 — Foram observadas associagOes fracas entre a espessura da

lamela posterior e a transparéncia da cornea.

8 — Foram observadas fortes associacdes entre a melhor acuidade

visual corrigida e a sensibilidade ao contraste nos dois grupos (p = 0,004).

9 — Para os examinadores mascarados a reducéo da transparéncia
da cornea seria um fator preditivo para determinar se a mesma era liofilizada,
entretanto, ndo se conseguiu demonstrar uma associacdo forte entre estas duas

variaveis.
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5. DISCUSSAO

A sacarose (CioH2,011) € um carboidrato do tipo dissacarideo,
formado pela unido de dois monossacarideos: glicose e frutose, produzida pela planta
ao realizar o processo de fotossintese®®. Experimentos com espermatozdides
humanos mostraram que diluentes com glicerol aumentam em muito a sobrevivéncia
de espermatozéides apos a vitrificacdo, sendo que a concentracdo do diluente ndo
pode ultrapassar 5%, pois os imobilizariam“?. Polge e cols trabalharam com sémen de
aves e mostraram que grande quantidade de dgua pode ser retirada do sémen a baixas

temperaturas sem mata-los devido a acdo do glicerol“®,

A auséncia de criopreservativos ou, até mesmo a sua presenca em
concentracdes inadequadas, pode levar a danos durante o congelamento por alterar as
propriedades dos solutos e por levar a um congelamento intracelular®. Mazur estudou
o congelamento de células e mostrou que células congeladas rapidamente sao mortas
pela formacao de gelo intracelular durante a fase de congelamento e seu subsequente
crescimento por recristalizacdo durante o aquecimento, enquanto células congeladas
lentamente sdo mortas pela longa exposicdo aos solutos alterados formados pela
conversao de agua em gelo nos meios extras e intracelulares. Estas alteracdes incluem

concentracao e precipitacéo dos solutos, desidratacdo e mudancas de pH®.

Ele mostrou ainda que a fracdo de congelamento de células de
hamster chineses néo deveria ser de 1°C/min como antes se pensava, mas estende-se
entre 10 a 300°C/min. Além disso, a prote¢cdo do criopreservante ndo parece esta

relacionada com a molaridade do aditivo ou sua habilidade em permear as células ®°.

A glicose penetra mais lentamente nas membranas celulares que
outros agentes criopreservantes, porém geralmente esta associada a menos toxicidade

quimica direta que outros agentes, inclusive do dimetilsulfoxide ©2.

Maguen et al liofilizaram lenticulas para epiceratofacia em gatos e as
utilizaram para o preparo do tecido: 37ml de plasma fresco congelado, 3ml de

dimetilsulfoxide, 49 de sacarose e 81mg de kiton verde e o deixou neste liquido por
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quatro horas. No seu estudo, todos os gatos permaneceram com as lenticulas claras
por 10 semanas e sem sinais de efeitos adversos sistémicos ou oculares ®® . Com esta
solucao crioprotetora, 0os autores conseguiram manter o tecido estruturalmente intacto,

porém sem ceratdcitos viaveis ©2.

O Keratec Eye Bank liofiliza e disponibiliza c6rneas para o mundo
todo. As cérneas sdo colocadas em sistema de cultura de 6rgdos por seis semanas.
Durante este tempo, a sorologia do doador é acessada para investigacdo de infeccao
por HIV, hepatite B, enquanto o sistema de cultura é avaliado para contaminacao
microbiolégica. Cérneas com baixa contagem de células sdo preparadas para
transplante lamelar. Os segmentos corneo-esclerais séo retirados do meio de cultura,
sendo o epitélio, endotélio e membrana de Descemet removidos com uma micro-
esponja. O botéo é trepanado com um trépano de 8,0mm e a cérnea € embebida em
sacarose, e deixada para ressecar por 24 horas numa placa de PMMA. O tecido é
entdo cortado em espessura uniforme com um instrumento de diamante, reidratado
com solucao de antibidtico e liofilizado. O tecido liofilizado fica guardado em

temperatura ambiente por até trés meses®?.

A forma de liofiizacdo empregada neste trabalho consistiu
primeiramente em crioproteger a cérnea inteira com sacarose 2,3 molar por 40 minutos
para depois congelar o tecido no gelo seco por uma hora e depois no liofilizador por 24
horas. Com isto tentamos simplificar o método de criopresevar para liofilizacao,
mantendo a mesma qualidade da cornea como pode ser percebida nas figuras 18, 20,

22 e 24 do anexo 5, além das caracteristicas observadas por outros autores.

Diferentes métodos de reidratacdo de coérneas ja foram tentados.
Maguen et al reidrataram as lenticulas utilizadas em gatos por 30 minutos com o0 meio
de McCarey - Kaufman®®. Em outro trabalho, Maguen cita a necessidade de reidratar o
tecido com solucéo de glicerina a 50% por 5 minutos, glicerina a 30% por cinco minutos
e glicerina a 20% por 20 minutos. Verity et al reidrataram corneas liofilizadas por 10
minutos em glicerina a 50%, 10 minutos em glicerina a 30% e 10 minutos em glicerina
a 20%. Com isso, obtiveram um aumento da espessura do tecido de 16% sobre a
espessura original e demonstraram, através de microscopia eletrénica, preservacao de

toda a arquitetura lamelar com destruicéo total dos ceratocitos. Além disso, observaram
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uma aparéncia ondulada das lamelas de colageno devido a desidratacdo, a qual ndo

permanecia na cérnea fresca®?.

Leopold e Adler utilizaram diferentes solu¢des para reidratacao por
30 a 60 minutos, tais quais, ringer com lactato, cloreto de sodio a 0.9%, 1.2% e 1.5%,
soro ou humor aquoso. Com isto ndo perceberam nenhuma diferenca na velocidade de
reidratacdo ou no grau final de transparéncia da cérnea 2. Com o método que estes
dois autores desenvolveram para liofilizar e reidratar cérneas, o estudo histolégico
mostrou um estroma diferente do normal, com nudcleos picnéticos e espessamento do
mesmo. O epitélio estava presente, porém com apenas duas camadas. No estudo
histologico das coérneas liofilizadas e transplantadas, ndo foi observado células

inflamatérias 2.

Na primeira tentativa desta técnica, foi realizada apenas uma
lavagem e percebeu-se que a sacarose continuava aderida a cornea, dificultando o seu
manuseio. Percebeu-se entdo, que a reidratacdo com BSS ou com optisol por 30
minutos, distribuidos em trés lavagens de 10 minutos, era importante para manter a
arquitetura corneana e a integridade da camada de Bowman e membrana basal
epitelial, porém com destruigdo dos ceratocitos, além da retirada completa do resto da
sacarose, o que facilita o seu manuseio. Como as duas formas de reidratagdo eram
muito semelhantes, decidimos manter a reidratagdo apenas com BSS com o intuito de
simplificar e tornar mais barato o método. Chau et al também reidrataram as cOrneas

com BSS antes de utilizarem em seus pacientes 2.

Observou-se entretanto que na liofilizagdo sem reidratacdo, as
fibras de colageno estdo extremamente proximas, tocando suas fibras umas as outras
e que com a reidratacdo, se tornam mais separadas e uma organizacdo mais proxima
do normal é mais evidente (Anexo 5, figura 20 maior em comparagdo com o controle no
quadro menor). Percebemos também que algumas vezes, a 4gua em excesso na
cornea liofilizada nédo estéa distribuida de forma tdo uniforme, podendo formar pequenos
lagos entre as fibras, caso a cornea liofilizada reidratada contenha mais que 74,3 —
81,6% de agua em seu peso total. Estes achados foram bastante semelhantes aos da

(55)

literatura Essas alteracdes sutis, muitas vezes imperceptiveis, ndo alteram o
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paralelismo e integridade das fibras, ndo interferindo com o resultado final da cérnea

liofilizada transplantada.

Na figura 20 do anexo 5, vé-se no detalhe superior, uma foto de
microscopia eletrénica de uma cornea preservada em optisol por 11 dias. A foto maior
€ de uma cornea liofilizada e reidratada ap6s um ano. Percebe-se com isso, que uma
cornea em optisol com mais de 10 dias de preservacdo, no que tange a integridade do
ceratdcito, encontra-se bastante semelhante a uma cérnea liofilizada, ou seja, com
descontinuidade de sua membrana celular e vacuolizacdo de seu estroma, o que
demonstra o sofrimento da célula. Entretanto, a integridade deste ceratocito nao €

fundamental para o sucesso de um transplante lamelar anterior ©®.

As ondulacdes ou tortuosidades das lamelas de colageno
observadas por Verity et al® foram contornadas por este grupo ao se liofilizar cérneas

inteiras e ndo lamelas feitas por microceratomo (figura 16, anexo 4).

Os resultados experimentais deste estudo com cérneas liofilizadas
por até um ano demonstraram manutencao da estrutura anatdmica da cOrnea anterior
(anexo 4, figura 15) e preservacdo da camada de Bowman e membrana basal epitelial
(anexo 5, figura 24), o que evitaria a existéncia de defeito epitelial persistente no pos-

operatdrio dos pacientes.

No caso das corneas que foram utilizadas para o transplante lamelar
nesta pesquisa, como foi realizado um estudo experimental demonstrando que o0s
cortes histologicos permaneceram iguais apos sete dias, quinze dias, trinta dias e um
ano da liofilizacdo, ndo foram necessérios a utilizacdo de cérneas que tivessem sido
liofilizadas por longos periodos. Ainda assim, a média do tempo de presevagéo total da
cornea foi significantemente maior no grupo de corneas liofilizadas em comparacéo
com o grupo de cOrneas em optisol e, este tempo de preservacao teve correlacdo

negativa e nao significante com a melhor acuidade visual corrigida.

Dos trabalhos disponiveis em literatura, foram transplantadas

corneas desidratadas em animais apds periodo de trés dias até um ano de

32,57, 58

armazenamento’ ). Outras cérneas liofilizadas para epiceratofacia foram utilizadas
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em animais por ndo mais que uma semana®. Em humanos, foi utilizada para
transplante lamelar apés periodo de até trés meses de liofilizacdo . Outros estudos
que utilizaram cérneas liofilizadas, ndo especificam por quanto tempo as mesmas

ficaram armazenadas®® 36 52, 53, 61-63)

O transplante lamelar anterior realizado neste estudo foi feito pela
técnica de dissecgdo intralamelar com ar e durante a sua execuc¢do, ndo foram
observados problemas com a técnica, tal qual ruptura da membrana de Descemet. Em
outros estudos em que se fez a dissecgédo lamelar simultanea com ar e com BSS,
observou-se nove (20%) casos de ruptura de Descemet, cinco casos (11%) de
formacéo de dupla camara, dois casos (5%) de defeito epitelial persistente, um caso

(2%) de midriase fixa e um caso (2%) de uveite recorrente®®®.

N&o foram observados problemas de epitelizagdo nos dois grupos
de pacientes transplantados nesta pesquisa. A cdérnea estava completamente
epitelizada por volta do quinto dia apés a cirurgia. Nao foram realizadas tarsorrafia,
aplicacdo de toxina botulinica ou colocacao de lente de contato terapéutica em nenhum
paciente no nosso estudo. Em trabalhos de epiceratofacia com corneas liofilizadas, a
reepitelizacdo completa ocorreu cerca de seis dias apés a cirurgia®. Coombes
recomendou no seu estudo de transplante lamelar anterior com cérneas liofilizadas,
realizar tarsorrafia em todos os pacientes ou, naqueles que isto ndo fosse possivel,
induzir uma ptose por toxina botulinica e prote¢cdo com lente de contato terapéutica.
Com isto, a média de epitelizacéo era de 3,8 dias ®®. Ele ressaltou esta necessidade,
pois na auséncia da realizacdo destas medidas preventivas em suas méos, houve dois

casos de defeito epitelial persistente, sendo um com melting do tecido ©®.

A média da idade dos pacientes transplantados no grupo liofilizado
era de 29,8 anos e no grupo optisol era 30,9 anos, semelhante a média da idade

encontrada em outros trabalhos que foi de 29,8 anos (36),

Observamos que a média da visdo nao corrigida em logmar apés
seis meses do transplante foi de 0.46 (por volta de 20/50) no grupo liofilizado e de 0.70
(20/100) no grupo optisol. Em outros estudos, a média da visdo ndo corrigida foi de

6/36 (equivalente a 20/200) apés 1 ano ©®. A melhor medida de visdo corrigida no
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grupo liofilizado teve média de 0.16 (por volta de 20/25) e no grupo optisol foi de 0.26
(por volta de 20/32). Coombes obteve a média da melhor viséo corrigida apés 1 ano

por volta de 6/9 (equivalente a 20/30) ©®)

Ao detalharmos a melhor visdo corrigida em logmar alcancada no
grupo liofilizado, ela foi melhor ou igual a 0.2 ou 20/32 em 8(80%) dos pacientes e em
dois (20%) era de 0.3 ou 20/40. Ressalta-se que um (10%) paciente deste grupo
chegou a atingir 0.0 ou 20/20. No grupo optisol, seis (60%) dos pacientes atingiram
visao entre 0.1-0.2 ou 20/25 — 20/32, trés (30%) dos pacientes alcangcaram 0.3 ou 20/40
e um (10%) obteve visdo de 0.6 ou 20/80. Estes dados corroboram com a literatura em
que 95.8% de pacientes com transplante lamelar por cérnea liofilizada atingiram uma
visdo de 6/9 ou melhor (20/30 ou melhor) ©®. Neste mesmo estudo, apés 1 ano, 0s
pacientes apresentaram visdo de 6/9 ou 20/30 em 64% dos pacientes e 40% atingiram
6/6 ou 20/20%%. Em outro trabalho, os quatro pacientes transplantados com cérnea
liofilizada, apresentavam a melhor visdo pés-operatéria corrigida como sendo melhor
ou igual a 6/12 (equivalente a 20/40) ™®. Tayyib transplantou seis pacientes com
cicatrizes corneanas, utilizando cérneas liofilizadas e obteve no final de seu estudo a
melhor visdo corrigida estendendo-se de 6/6 a 6/60 (20/20 a 20/200)®”. Em outro
trabalho de transplante lamelar por outras patologias , que ndo o ceratocone e sem
utilizar cornea liofilizada, a melhor viséao corrigida foi de 20/50 ou melhor em 62.8% dos

pacientes e em 12 pacientes, a visdo ndo passou de 20/200©9.

Houve um aplanamento acentuado da cOrnea nos dois grupos, sem
diferenca estatisticamente significante entre eles. No grupo liofilizado, a média da
menor ceratometria era de 52.7 dioptrias e caiu para 41.00 dioptrias (p = 0,001),
representando um aplanamento de 11.7 dioptrias. No grupo optisol, uma queda
semelhante na média da ceratometria também foi observada, passando de 53.9
dioptrias no pré-operatéiro para 41.6 dioptrias aos seis meses (p<0,001),

representando um aplanamento de 12.3 dioptrias.

Fogla realizou transplante lamelar anterior pela técnica de Big-
bubble, com retirada da Descemet da cornea doadora em 12 pacientes com
ceratocone. A ceratometria pré-operatoria nestes pacientes era de 49.8 dioptrias,

caindo para 44.5 dioptrias no pds-operatorio®?. Em outros estudos de transplante
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lamelar anterior, a ceratometria média pré-operatéria era de 56.2 dioptrias e caiu para

44.5 dioptrias em 6 meses®®.

Houve um aumento da espessura corneana estatisticamente
significante nos dois grupos apos a cirurgia. A meédia da paquimetria ultra-sdnica
prévia era de 441um no pré-operatério e aumentou para 582.5um apos seis meses de
acompanhamento no grupo liofilizado, sem evidéncias de edema. No grupo optisol era
de 447.5um e aumentou para 615.8um apos seis meses. Os valores de paquimetria do
ORBSCAN® também se elevaram de forma significante nos dois grupos. No grupo
liofilizado subiu de 387.3um para 580.8um no sexto més. No grupo optisol, a avaliagao

pré-operatoria era de 358.2um e passou a 606pum no sexto més.

Os trabalhos em literatura existentes retiram a membrana de
Descemet e o endotélio da cornea doadora para a realizacdo do transplante lamelar,
logo é de se esperar que alguns dos seus valores sejam menores que 0S NOSSOS.
Shimazaki et al, por exemplo, encontraram espessura corneana mais fina apos
transplante lamelar anterior quando comparado ao penetrante em pacientes com
cicatrizes ou distrofias de cérnea, porém estes valores permaneceram estaveis durante
o acompanhamento®. No seu trabalho, os valores pré-operatérios cairam de 556pum
para 485um apés 1 ano®. Outros encontraram médias pés-operatéria de 531 =+
35.9um (490 - 614um)“*®. Em outro trabalho, a paquimetria central variou de 620 a
730um®”.

N&o ocorreu variacdo estatisticamente significante entre a contagem
de células endoteliais entre o pré e o pos-operatdrio dos dois grupos. Nao pode ser

caracterizado desta forma, perda endotelial apos a cirurgia.

Estes dados ndo estdo totalmente de acordo com a literatura, uma
vez que Sugita observou uma perda de células endoteliais de cerca de 13% em dois
anos apoés transplante lamelar anterior®”. A média da celularidade endotelial apés 6
meses em outro trabalho foi de 2899 + 499 cel/mm?“*®. Em outro trabalho, observou-se
perda da celularidade endotelial por seis meses e apds este periodo, houve

estabilizacdo dos valores®. Panda et al observaram contagem celular estavel com
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seis e doze meses, sendo > 2200 cel/mm? em todos 0s seus pacientes, entretanto, ndo
puderam comparar estes resultados com valores pré-operatérios, uma vez que nao
foram aferidos®®. Em outro trabalho em que foram utilizadas cérneas liofilizadas, a
média da densidade pds-operatéria foi de 2417cel/mm? com uma tendéncia a

diminuicdo da celularidade com o aumento da idade do paciente®®.

Com o exame de microscopia confocal, tentamos avaliar a
celularidade do estroma doador e a integridade da membrana basal epitelial durante a
evolucdo do pds-operatdrio, uma vez que durante o processo de liofilizagdo, como ja

sabiamos, a cérnea torna-se acelular.

A camada basal nos dois grupos durante a evolucédo apareceu como
um mosaico uniforme de células com bordos claros (figuras 5 e 6), como em outro
trabalho®, entretanto, aos 21 dias, alguns pacientes apresentavam um certo aumento
da refletividade dos nacleos das células basais, indicando o processo de recuperagéo
das mesmas. Ao contrario deste estudo, existe outro mostrando que o rearranjo da

camada basal epitelial s6 se restabelece ap6s 6 meses do transplante!®.

Aos 21 dias ap0s a cirurgia, observou-se diferenca estatisticamente
significante entre os grupos quanto a distribuicdo da densidade dos ceratécitos (p <
0,001), onde no grupo liofilizado os valores de densidade foram significantemente

menores do que no grupo optisol.

Entretanto esta celularidade aumentou no decorrer da evolucao,
quando no terceiro més, seis pacientes transplantados com cdérneas liofilizadas ja
apresentavam ceratécitos no estroma doador, sendo esta densidade também mais

baixa quando comparada a cérneas preservadas em optisol.

Percebe-se assim, que ocorre migracdo dos ceratocitos para a
cérnea transplantada pelo lado n&o transplantado, como em outro estudo™ e, que foi
encontrada variacao estatisticamente significante entre as avaliacdes de 21 dias e seis
meses (p = 0,031), onde seis (60%) olhos passaram de acelular no 21° dia para celular
em seis meses, totalizando sete cérneas liofilizadas apresentando ceratdcitos neste

periodo, porém com densidade mais baixa que as do grupo optisol (figuras 7 e 8), que
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ainda assim é mais baixa do que cérneas ndo transplantadas!’>’®. Observa-se um
aumento da refletividade dos nudcleos dos ceratocitos nos dois grupos em alguns
cortes, sendo mais intensa no grupo liofilizado, indicando atividade dos mesmos, como

em outro trabalho com cérneas transplantadas‘™.

Ao contrério das células endoteliais, ceratdcitos podem ser repostos
por divisdo celular em primatas, caso sejam danificados!. Entretanto, ndo se sabia,
se 0s ceratécitos da cérnea central (os quais foram transplantados) se dividem para
repovoar os seus nimeros ou se novas células migram da periferia’®. Em nosso
trabalho percebemos que como na liofilizacdo todos os ceratdcitos estdo mortos, 0s
ceratécitos que foram encontrados apOs seis meses, provavelmente migraram da

periferia da cérnea receptora para o leito doador.

Bourne mostrou também que a densidade de ceratdcitos em corneas
transplantadas é mais baixa quando comparada a controles, além disso parece que 0s
ceratdcitos aparecem ativados ap6s a cirurgia™. Em outro trabalho em que foi
realizada a contagem de ceratdcitos em cérneas transplantadas por transplante
penetrante, observou-se que a densidade permaneceu constante num periodo de 12
meses, porém com meédia de densidade mais baixa que nos controles de cerca de
23%9. Com 57 semanas, o nlcleo do ceratécito apresentava aspecto morfolégico

igual ao do olho normal®.

Em outros trabalhos, a média da densidade celular em medidas
bidimensionais como as utilizadas neste trabalho, foi de 328cel/mm?™® e 265cel/mm?

("®em pacientes normais sem transplante.

Patel observou ainda maior densidade de ceratécitos no estroma
anterior que no posterior e reducao da densidade com a idade de cerca de 0.45% por
ano¥. Em nosso estudo, como a cornea transplantada era classificada como tecténica
nos dois grupos (endotélio ndo viavel) e acelular no grupo liofilizado, observou-se maior
densidade de ceratécitos no estroma posterior, € ndo no anterior como em outros

trabalhos.
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Este fenbmeno de desaparecimento dos ceratdcitos nao é exclusivo
da criopreservacdo ou da liofilizacdo. Existem argumentos fortes demonstrando a
apoptose dos ceratécitos numa profundidade de 50% ou mais devido a injaria epitelial,
com pequeno dano para o tecido estromal circunjacente'’”. Alguns autores acreditam
ser necessaria uma densidade de ceratécitos minima para manter a transparéncia da

coérnea™®

, enquanto outros acreditam que isto ndo seja necessario, uma vez que a
cicatrizacdo estromal e a transparéncia de um tecido congelado transplantado ocorre
através do tecido receptor em casos de transplantes’?, concordando com os

resultados deste estudo.

Foi demonstrada a presenca de antigenos de histocompatibilidade
da classe | (HLA-A, B e C) no epitélio corneano e ceratécitos’. Além disso, estes
antigenos nos ceratécitos e células endoteliais podem funcionar como alvo para a
destruicdo imunolégica, mesmo que o epitélio do doador seja removido antes da
cirurgia™. A importancia destes antigenos é demonstrada por trabalhos que apontam

longas sobrevivéncias de transplantes mediante a compatibilidade HLA - A e HLA- B®”
81)

A auséncia de ceratdcitos na cérnea doadora, talvez seja um fator
protetor contra a rejeicdo. Um trabalho experimental em animais mostrou que o tecido
corneano liofilizado ndo é rejeitado, mesmo que seja transplantado em receptores pré-
sensibilizados, enquanto lenticulas de epiceratofacia preparadas com tecido fresco
podem sofrer rejeicdo quando transplantadas em recipientes pré-sensibilizados ou em
leitos vascularizados®?. Em um estudo experimental, observou-se a presenca de
antigenos HLA nos remanescentes de ceratécitos de lenticulas liofilizadas, porém
apenas a presenca destes ndo é suficiente para estimular uma rejeicdo imune®®. A
viabilidade das células é provavelmente essencial para ativar o processo de rejeicao e,
como as mesmas nao sao viaveis apds a liofilizagdo, sua imunogenicidade €

minima®?,

Durante o curso desta pesquisa, ndo tivemos nenhum caso de
rejeicdo em nenhum dos dois grupos. Entretanto, um paciente (JVF) do grupo optisol, o
gual era extremamente alérgico, apresentou entre o segundo e o terceiro més de pos-

operatorio, intensa reacao de hiperemia e edema de conjuntiva em regido perilimbica
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ao se reduzir o corticoide. Com isso, fomos forcados a retirar todos os pontos
alternados no terceiro e no quarto més, com o0 intuito de prevenir uma rejeicdo
estromal. No estudo, tivemos outros pacientes alérgicos, mas nenhum outro
apresentou uma reacdo igual a deste paciente. Cabe-se aqui questionar, se caso
tivesse sido utilizada uma cornea liofilizada neste paciente, se 0 mesmo apresentaria

esta reagao.

As correlagcdes entre MAVC e densidade de ceratocitos foram
positivas e nao significantes nas avaliacdes de trés meses (rs = 0,29) e de 6 meses (rs
=0,17). Isto quer dizer que, em tabela logmar, quanto maior a densidade de ceratdcitos
no estroma doador, pior seria a visao corrigida neste paciente. Estes dados, ainda que
nao significantes, nos apontam que a presenca ou quantidade de ceratécitos nao

interfere na visdo do paciente.

No sexto més foi realizada a medida da lamela posterior tanto pelo
confocal quanto pelo UBM, no intuito de avaliar se a quantidade do leito residual

deixado durante a cirurgia interferiria na qualidade de visédo do paciente.

No UBM esta medida é feita diretamente apds confeccéo da foto e
afericdo pelo instrumento de mensuracdo do aparelho. Ja no confocal, estas medidas
sdo indiretas a partir da identificacdo da interface. Nele, a lamela anterior
corresponderia a tudo que estiver anterior a regido de interface e a lamela posterior, a

tudo que estiver depois da interface (figuras 9 e 10).

Neste estudo, observou-se que as medidas da microscopia confocal
e do UBM sao semelhantes, sem diferenca estatisticamente significante entre si e entre
o tipo de coOrnea utilizada, porém com valores discretamente mais elevados pela

afericdo do confocal, que pela afericdo do UBM.

Observou-se ainda que a correlacdo entre MAVC no sexto més e
espessura da lamela posterior no confocal foi positiva e ndo significante (rs = 0.14), de
tal forma que para o confocal, quanto maior o leito residual, pior seria a acuidade visual
aferida. Para o UBM, esta correlacdo foi negativa e ndo significante (rs = -0.24). Isto

qguer dizer que para o UBM, quanto maior a espessura das lamelas, melhor seria a
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acuidade visual. Entretanto, como em nenhum dos aparelhos, estas variaveis foram
significantes, ndo se pode concluir que a quantidade de leito residual deixado no
transplante lamelar tem interferéncia, com a quantidade de visdo do paciente. Um
trabalho publicado este ano, ndo mostrou nenhuma influéncia da espessura do leito
residual na sensibilidade ao contraste, porém olhos com leito residual maior que 80 um
tendem a apresentar reducdo da sensibilidade ao contraste em condi¢des fotdpicas,

apesar desta diferenca néo ser estatisticamente significante?.

Por exemplo, nas figuras 9 e 10, temos pacientes nos quais se
deixou pouco leito residual e apresentaram uma boa acuidade visual. Da mesma forma,
temos pacientes, como o ILS com cérnea liofilizada, em que foi deixado um leito
residual de 185um pelo UBM e mesmo assim, ele apresentou a MAVC de 20/20
(logmar 0.0). Em contrapartida, temos o caso da paciente CS com cérnea em optisol,
gue com um leito residual de 93um, sua MAVC aos seis meses, ndo passou de 20/80

(logmar 0.6).

Da mesma forma ao se correlacionar, a espessura do leito residual
com a transparéncia da cérnea avaliada pelo examinador mascarado, observam-se
correlacdes negativas e ndo significantes, tanto para o UBM quanto para o confocal
(exceto para o examinador 2 e para a lamela posterior quando examinada pelo UBM).
Isto quer dizer que de forma geral, porém estatisticamente ndo significante, a

transparéncia sera melhor, quanto menor o leito residual deixado.

De acordo com o examinador 1 ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os dois grupos quanto as variaveis avaliadas com
trés meses e seis meses (p>0,005).

O examinador 2 encontrou diferenca estatisticamente significante no
quesito opacidade do leito receptor, onde mais cérneas liofilizadas foram ditas como
tendo uma opacidade leve no leito receptor do que corneas em optisol (p=0,021) . Nao
houve diferenca em termos de transparéncia ou ceratite. Os dois grupos foram
considerados normais para o examinador 2 e ele ndo conseguiu concluir se o tecido

avaliado era liofilizado ou nao (p=0,812).



73

Ao se comparar a avaliacdo feita pelos dois examinadores,
observou-se diferenca estatisticamente significante nos quesitos: opacidade do leito
receptor (p=0,002) e transparéncia (p=0,008). O examinador 1 classificou um paciente
do grupo liofilizado, com opacidade do leito receptor como sendo intensa, enquanto o
examinador 2 ndo observou opacidade tdo intensa em nenhum dos dois grupos. Da
mesma forma, a transparéncia foi classificada como razoavel e ruim em dois pacientes
com corneas liofilizadas. O examinador 2 classificou a transparéncia dos dois grupos

como sendo excelente ou boa para todos os pacientes.

Analisando estatisticamente a resposta de ambos os examinadores,
observou-se que o critério transparéncia os influenciou na classificacdo da cérnea
como liofilizada. Entretanto, esta correlagdo nem sempre se associou a uma resposta
real, uma vez que uma cérnea em optisol foi erroneamente classificada como liofilizada
pelos dois examinadores, como também cinco cérneas liofilizadas foram classifcadas
como preservadas em optisol pelos dois examinadores. Nao ha dados na literatura

para compararmos estes resultados.

Na avaliagdo da sensibilidade ao contraste, somente dois pacientes
do grupo liofilizado apresentavam-se dentro da curva de normalidade, desta forma,
decidimos optar por uma classificacdo de acordo com a melhor acuidade visual
apresentada pelos pacientes dentro do grafico FACT. De forma geral, os pacientes do
grupo liofilizado apresentaram resultados melhores de acuidade visual na sensibilidade
ao contraste que pacientes do grupo optisol uma vez que seis (60%) dos pacientes do
grupo liofilizado apresentaram acuidade visual na sensibilidade ao contraste =20/40,
enguanto quatro (40%) dos pacientes do grupo optisol apresentaram acuidade visual

=20/40, entretanto estes resultados ndo foram estatisticamente significantes (p=0,354).

Foi encontrada uma correlagdo positiva e significante entre MAVC e
sensibilidade ao contraste (rs = 0,62 p = 0,004), indicando que quanto melhor a

acuidade visual corrigida, melhor seria a sensibilidade ao contraste.

Shimazaki ndo observou diferenca na sensibilidade ao contraste ou
no teste de glare entre pacientes operados com transplante penetrante ou com

transplante lamelar®®. Mannis observou que a curva de sensibilidade ao contraste em



74

olhos com transplante penetrante era mais baixa quando comparada com olhos de
mesma acuidade visual porém nao transplantados, exceto para fequéncias espaciais
mais baixas, entretanto, estes mesmos olhos apresentavam resultados melhores que o
olho contralateral doente e ndo transplantado®”. Infelizmente ndo ha dados na

literatura relacionando sensibilidade ao contraste com uso de corneas liofilizadas.

N&o houve diferenca estatisticamente significante entre os dois
grupos ao que tange a satisfacdo e qualidade de vida ap6s a cirurgia. No grupo
liofilizado, a pontuacdo média foi de 72 e no grupo optisol foi de 73. Além disso, a
associacdo entre MAVC e pontuacdo no questionario foi fraca e ndo significante tanto
no 3° como no 6° més apds a cirurgia. Em um trabalho realizado no Brasil em que
avalia a qualidade de vida apds pelo menos 1 ano de transplante penetrante pelo
guestionario VF-14, obteve-se pontuacdo mais baixa que a nossa, com média de 69,3
e uma fraca correlagdo entre acuidade visual poés-operatdria e pontuacdo no
questionario®. Em outro estudo também no Brasil, a pontuacdo média foi de 78,7 e
novamente foi encontrada fraca associacdo entre acuidade visual e pontuagdo no VF-
14®9_Nao ha questionarios aplicados a pacientes com transplante lamelar para que

possamos comparar com 0 nosso estudo.
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6. CONCLUSOES

1 — Liofilizar cérneas, crioprotegendo-as com sacarose por 40
minutos e reidrata-las com solucdo salina balanceada por 30 minutos,
demonstrou ser um método eficaz para preservar corneas por longos periodos

em temperatura ambiente para transplantes lamelares anteriores.

2 — A microscopia de luz e a microscopia eletrénica
demonstraram preservacao do arcabouco geral da cérnea liofilizada, manutencéo

das lamelas de colageno, porém com destruicdo dos ceratocitos.

3 — A liofilizagdo é um método seguro para a utilizacdo em
transplante lamelar anterior em pacientes portadores de ceratocone, com
resultados clinicos e cirurgicos semelhantes aos de pacientes que receberam

transplantes com cdérneas preservadas em optisol.
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7. ANEXOS
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Anexo 1.

Parecer do Comité de Etica Médica das duas instituicdes em que foi
realizado o estudo: UNIFESP e BOS.



UNIFEZE

PAULIS TA

= Universidade Federal de S50 Pauko Comité de Flica em Pesquisa

=z

> Escola Paulista de Medicing Hospatal S50 Paulo

il

a7
7
Sao Paulo, 13 de abril de 2006.
CEP 0165/06
llmo(a). Sr{a).

Pesquisador(a) ROBERTA JANSEN DE MELLO FARIAS

Co-Investigadores: Marta Sartori (orientadora), Roberta Farias

Disciplina/Departamenta: Oftalmologia da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital Sao Paule
Paltrocinador: Recursos Préprios.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Analise comparativa entre o uso do anel intraestromal e o transplante
penetrante de cérnea para tratamento do ceralocone”.

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: Intervengéo terapéutica - cirlrgica.

RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: risco médio, descenforto leve, envalvendo cirurgia acular.

OBJETIVOS: Comparagao de 2 grupos de pacientes portadores de ceratocone tratades cirurgicamente, sendo 1 com
transplante penstrante de cérnea e o outro com o implante de segmentos do anel intra-estromal ou anel de Ferrara.
RESUMO: Participarao do estudo, pacientes portadores de ceratocone graus Il e IV, distribuidos em 2 grupes de
fratamento: um para o uso do anel de Ferrara e oulro para o transplante penetrante de comea. Serio realizadas
avaliagoes pré-operatdria e pds-operatéria, constando o exame oftalmolégico de: avaliagio da acuidade visual para
lange, com luz acesa, biomicroscopia em |Ampada de fenda, avaliagao da topografia corneana por disco de Plécido,
tonometria de aplanagao, mensuragao das paquimelrias central da cornea e do dpice do ceratocone, mapeamento de
retina com lente de 20D, teste de sensibilidade, aberrometria..

FUNDAMENTOS E RACIONAL: Estudo visa comparar ¢ uso do anel intra-estromal de Ferrara e o transplante
penetrante de cdrnea para tratamento do ceratocone.Estudo fundamentado, utilizando o anel de Ferrara | liberado
pelo CFM em fevereiro de 2005..

MATERIAL E METODO: Estdo descritos os procedimentos a serem realizados nas avaliagdes..

TCLE: Adeguado, de acordo com a resolugdo 196/96.

DETALHAMENTO FINANCEIRO: sem financiamento externo - R$ 635,00.

CROMNOGRAMA: 12 meses.

OBJETIVO ACADEMICO: sem objetivo académico.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AQ CEP PREVISTOS PARA: 8/4/2007 e 2/4/2008.

O Comité de Etica em Pasquisa da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital S0 Paulo ANALISOU e APROVOU
o projeto de pesquisa referenciado.

Rua Botucatu, 572 - 1% andar - conj. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162

78



UNIFES
AULES

Universidade Federal de Sdo Paulo Comnté de Etica em Feaquss
Escals Paulista de Medicing Hospital 580 Paulo

1. Comunicar toda e qualguer alteracdo do projetc e termo de consentimento livie e esclarecido. Nestas
circunstincias a inclusdo de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, apos
andlise das mudangas propostas.

2, Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento de estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por & anos para
possivel auditoria dos 6rgaos competentes,

Atenciosamente,

Al

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisada
Universidade Federal de Sao Paulo/ Hospital Sao Paulo

Rua Botucatu, 5§72 - 19 andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - S&0 Paulo / Brasil
Tel: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Sorocaba, 18 de Novembro de 2005,

Pesquisador (a): ROBERTA JANSEN DE MELLO FARIAS

Disciplina’Departamento: OFTALMOLOGIA

Ref: Projeto de Pesquisa

TRANSPLANTE LAMELAR COM A UTILIZACAO DE CORNEAS LEOFILIZADAS

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Oftalmolégico de Sorocaba ANALISOU ¢ APROVOU o projeto acima,

Conforme resolugio 196/96 do Conselho Nacional de Saiide sdo deveres do pesguisador:

4. Comunicar toda e qualquer alteragio do projeto e do termo de consentimento. Nestas circunstncias a inclusio de
pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, apds andlise da mudangas proposta .
Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo

6. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para possivel

auditoria dos drgios competentes,

Enciosamente
e

e

Dira. Luciene Barbosa de Sousa
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Oftalmoldgico de Sorocaba

s _ . = Banco de
Devolver o viso a um Deficiente Visual ¢ um Milagre que Vocé também pode fazer Olhos de

Sorocaba
Ref. 01445 - 210 x 297 mm. - 100 x 1 via - sulf. 75 grs. - Gréfica Visual CMPJ (MF) 50.795.5860001-25



Anexo 2.

Termo de Consentimento Livre e esclarecido.

81



82

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TRANSPLANTE LAMELAR COM A UTILIZAGAO DE TECIDO CORNEANO

LIOFILIZADO

Este estudo consiste de um modelo prospectivo, caso-controle, randomizados
cujas informacbes estdo sendo fornecidas para sua participacdo voluntaria neste
estudo, que visa avaliar o resultado e satisfacdo cirirgica com dois procedimentos ja

conhecidos.

Pacientes portadores de ceratocone e que apresentem AV<20/60 ou intolerancia
ao uso de lente de contato, serdo submetidos a procedimento cirdrgico para correcao

do astigmatismo.

O transplante lamelar é procedimento de conhecimento da populacdo que
consiste na permuta da cornea doente por uma cérnea sadia de cadaver. E realizado

mediante o uso de anestesia local com sedacé&o e sutura do botdo doador.

Havera dois grupos de pacientes para cirurgia. Um fara o transplante com uso
de enxerto de cadaver liofilizado e o outro com uso de enxerto de cadaver preservado
em Optisol GS.

Aproximadamente 20 pacientes participardo deste estudo no Hospital
Oftalmolégico de Sorocaba e Universidade Federal de Sao Paulo. Antes da cirurgia,
vocé devera responder a varias perguntas e realizar exames para garantir a sua
possibilidade de para participar deste estudo. Entdo, se desejar participar, sera
solicitado que vocé assine este termo de consentimento livre e esclarecido, que indica
que vocé recebeu informacdes sobre os possiveis riscos e beneficios envolvidos em

sua participacao. Vocé serd entdo admitido no estudo.
Antes da cirurgia, vocé sera submetido a uma avaliacao oftalmolégica completa,

incluindo exames de microscopia especular, topografia, paquimetria ultrasonica,

refracdo e teste de lente de contato.

Depois que todos os exames forem concluidos e vocé continuar sendo um
paciente elegivel para a participacdo no estudo, vocé serd sorteado (randomizado,

deciséo do tipo sorteio) para um dos dois grupos de tratamento descritos acima.
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Apbs a cirurgia vocé utilizara colirios por pelo menos trés meses e sera
submetido a exames perioddicos oftalmolégicos com 1 dia, 7 dias, 30, 60, 90 dias, 6

meses e 12 meses.

Durante este estudo de 12 meses, seu médico podera solicitar a realizacdo de

outros exames oftalmoldgicos quando necessarios.

O desconforto em relagdo as cirurgias consiste no préprio ato cirdrgico, na

anestesia e nos retornos frequentes em ambulatorio durante um ano.

Somente no final do estudo poderemos concluir a melhor técnica cirargica para o
tratamento do ceratocone. O paciente tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. A principal investigadora é a Dra
Roberta Jansen de Mello Farias, que pode ser encontrado no endereco Rua Botucatu
622, telefone(s) 5084-4832 e (11) 9312-0872. Se vocé tiver alguma consideragao ou
davida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) — Rua Botucatu, 572 — 1° andar — Cj. 14, 5571-1062, FAX: 5539-7162

— E-mail:; cepunifesp@epm.br

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e
deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento

na Instituicéo;

Direito de confidencialidade: As informacbes obtidas serdo analisadas em
conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificagdo de nenhum
paciente. Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado

somente para esta pesquisa.

Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas,
guando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos

pesquisadores;

Despesas e compensacdes: ndo ha despesas pessoais para o0 participante em
qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacédo
financeira relacionada a sua participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela

sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou

tratamentos propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem
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direito a tratamento médico na Instituicdo, bem como as indenizacdes legalmente

estabelecidas.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagées que li ou
gue foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Transplante lamelar com uso de
cornea liofilizada”. Discuti com a Dra. Roberta Jansen de Mello Farias ou com a Dra
Luciene Barbosa de Sousa sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram
claros para mim quais sdo 0s propésitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, além das garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também gue minha participacéo € isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario.
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu

atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Assinatura da testemunha

Data / / Data / /

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou
portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo

Data / /




Anexo 3

Tabela com os resultados de todas as cérneas doadas para os transplantes
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Tabela 1: Avaliacdo das cérneas

optisol

86

doadas para liofilizagdo ou preservagcdo em

Grupos
Variaveis Liofilizado Optisol Comparacéo
(n=10) (n=10)
Idade do doador
Média (dp) 71,4 (16,7) 68,5 (22,9)
mediana 78 72 p =0,570
Minimo — maximo 30-86 18-94
Tempo entre o 6bito e enucleacéo
TOE (horas)
Média (dp) 3,65 (1,49 4,45 (2,72
mediana é : 4(1 : p =0.466
Minimo — maximo 2_7 1-10
Tempo entre o 6bito e enucleacao
< 6 horas 9 ( 90,0) 8 ( 80,0) _
> 6 horas 1 ( 10,0) 2 ( 20,0) p=0,542
Tempo entre o 6bito e a
preservacdo TOP (horas)
Média (dp) 13,8 (4,6 8,8 (6,0
mediana 1;(:, : é : p=0,061
Minimo — méaximo 5-20 3-19
Tempo de preservagcdo em optisol
Média (dp) 9,4 (2,4) 10,3 (3,2)
mediana 9 11,5 p=0,361
Minimo — maximo 7-14 4-13
Tempo de liofilizagéo
média (dp) 7,6 (3,2)
mediana 9 = -
minimo — maximo 4-11
Tempo de preservacéo total
Média (dp) 17,0 (2,7) 10,3 (3,2)
mediana 16,5 11,5 p <0,001*
Minimo — méaximo 14 - 23 4-13
Halo senil — n (%)
0 0 ( 0,0 1 ( 10,0)
1 0 ( 00 1 ( 10,0) 3
2 2 ( 20,0) 4 ( 40,0) p=0.059
3 8 ( 80,0) 4 ( 40,0)
Edema estromal — n (%)
1 5 ( 50,0) 4 ( 40,0)
2 4 ( 40,0) 5 ( 50,0) _
3 1 ( 10,0) 1 ( 10,0) p=0.707




Anexo 4

Fotos das laminas de Microscopia de Luz
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Figura 1: Lamela de cornea nova sem liofilizacgo (aumento 20X,
barra50um) a: epitélio; b: estroma; c: ceratdcito.

i

Figura 2: Lamela de cornea antiga sem liofilizacdo (aumento 20x,
barra 50pum).
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Figura 3: Lamela de cornea liofilizada sem criopreservante e
reidratada com agua destilada (aumento 20x, barra 50um).
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Figura4: Lamela de cornea liofilizada sem criopreservante e sem
reidratacéo (aumento 20x, barra 50um).
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Figura5: Lamela de cornea liofilizada com sacarose e sem
reidratacéo (aumento 20x, barra 50pum).
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Figura6: Lamela de cornea liofilizada com sacarose e reidratado com
agua destilada (aumento 20x, barra 50pum).

89



S50pum

Figura 7: Lamela de cornea liofilizada com sacarose e reidratado com
BSS (aumento 20x, barra 50um).
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Figura 8: Lamela de cornea liofilizada com sacarose e reidratado com
PBS (aumento 20x, barra 50um).
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Figura 9: Lamela de cornea nova liofilizada com sacarose e
reidratada com BSS (aumento 20x, barra 50um).
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Figura 10: Lamela de cérnea nova liofilizada com sacarose e
reidratada com optisol GS (aumento 20x, barra 50um).
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Figura 11: Lamela de cérnea antiga liofilizada com sacarose e
reidratada com BSS (aumento 20x, barra 50pum).
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Figura 12: Lamela de cornea antiga liofilizada com sacarose e
reidratada com optisol (aumento 20x, barra 50um).
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Figura 13: Lamela de cornealiofilizada com sacarose e reidratada
com BSS apds 15 dias de liofilizac&o (aumento 20x, barra 50um).
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|

Figura 14: Lamela de cornealiofilizada com sacarose e reidratada
com BSS apods 30 dias de liofilizac8o (aumento 20x, barra 50pum).

50um
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Figura 15: Lamela de cérnea liofilizada com sacarose e reidratada
com BSS ap6s 1 ano de liofilizacgo (aumento 20x, barra 50um).
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Figura 16: Cérneainteiraliofilizada com sacarose e reidratada com
BSS (aumento 20x, barra 50um).
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Anexo 5

Fotos das Laminas de Microscopia Eletrénica
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Figura17: Lamelade cornealiofilizada sem criopreservante e sem reidratacéo. Regido do
estroma (aumento 20.000x ou 20K, barra 1um).
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Figura 18: Lamela de cornea liofilizada com sacarose e sem reidratacdo. Regido do
estroma (aumento 20.000x ou 20K, barra 1um).
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Figura 21: Lamela de cérnea sem liofilizac8o. Epitélio, membrana basal epitelial e camada de
Bowman (aumento de 5.000x, barra4um).
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Figura 22: Lamela de cornealiofilizada com sacarose e reidratada com BSS apés 15 dias.
Epitélio, membrana basal epitelial e camada de Bowman (aumento de 5.000x, barra 4um).




Figura 23: Lamela de cornea sem liofilizacéo. Membrana basal epitelial e camada de Bowman
(aumento de 12.000x, barra 1um) a: membrana basal; b: hemidesmossomos; ¢: Bowman.

Figura 24: Lamela de cornealiofilizada com sacarose e reidratada com BSS apGs um ano.
Membrana basal epitelial e camada de Bowman (aumento de 12.000x, barra 1pum) a
membrana basal; b: hemidesmossomos; ¢: Camada de Bowman.
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ANEXO 6
Questionario aplicado aos pacientes para avaliar a qualidade de visao e de

vida apés o transplante.



Parte 1 — Saude geral e viséo.

1 — Como vocé acha que esta a sua saude?

Excelente
Muito boa
Boa
Regular

Ruim

Questionario adaptado do VFQ

1

ga b~ W0 N

100

2 — Como vocé acha que estd a sua visdo (com Oculos ou lente de contato, se

usuario)?
Excelente
Muito boa
Boa
Regular

Ruim

3 — Vocé tem se preocupado com sua visdo?

Nao

Um pouco

Algumas vezes
A maior parte do tempo

O tempo todo

a A W N B

1

ga b~ WO DN

4 — Vocé tem sentido dor ou desconforto nos seus olhos (por ex: coceira, queimacao,

dor)? Sim ou ndo? Esta dor ou desconforto é:

N&o sinto
Fraca
Moderada

Severa

Muito severa

1

g A WODN
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Parte 2: Dificuldades com atividades diarias.

5 — Vocé tem dificuldade para ler jornal, livro ou revista?
N&o tenho dificuladade

Pouca dificuldade

Dificuldade moderada

Muita dificuldade

Deixou de ler por causa da visao

o 0o~ W DN PP

Deixou de ler por outros motivos, ou ndo se interessa por leitura

6 — Vocé tem dificuldade para cozinhar, costurar ou ver coisas de perto?
N&o tenho dificuladade

Pouca dificuldade

Dificuldade moderada

Muita dificuldade

Deixou de fazer por causa da visao

D 01 A W N P

Deixou de fazer por outros motivos, ou ndo se interessa por isso

7 — Por causa da sua visdo, vocé tem tido dificuldade para achar coisas quando se
encontram misturados a outros objetos (talher, sapato, roupa)?
N&o tenho dificuladade

Pouca dificuldade

Dificuldade moderada

Muita dificuldade

Deixou de fazer por causa da visao

o 0o~ W N P

Deixou de fazer por outros motivos, ou ndo se interessa por iSso

8 — Vocé tem dificuldade para ler placas na rua ou letreiro do 6nibus?
N&o tenho dificuladade

Pouca dificuldade

Dificuldade moderada

Muita dificuldade

ga b~ W N B

Deixou de ler por causa da visao
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Deixou de ler por outros motivos, ou ndo se interessa por leitura 6

9 — Vocé tem tido dificuldade para descer escadas?
N&o tenho dificuladade

Pouca dificuldade

Dificuldade moderada

Muita dificuldade

Deixou de fazer por causa da visao

o 0o~ W N PP

Deixou de fazer por outros motivos, ou n&o se interessa por isso

10 — Vocé tem tido dificuldade para enxergar os objetos a seu lado quando vocé esta
andando sozinho (anda trope¢ando nas coisas)?
N&o tenho dificuladade

Pouca dificuldade

Dificuldade moderada

Muita dificuldade

Deixou de fazer por causa da visao

D 01 A W N P

Deixou de fazer por outros motivos, ou ndo se interessa por isso

11 — Vocé tem dificuldade para conversar com 0s amigos ou parentes por causa da
visdo?

N&o tenho dificuladade
Pouca dificuldade
Dificuldade moderada
Muita dificuldade

Deixou de fazer por causa da visao

o 0o~ W N P

Deixou de fazer por outros motivos, ou ndo se interessa por iSso

12 — Vocé tem dificuldade, por causa da visao, para diferenciar cores?
N&o tenho dificuladade

Pouca dificuldade

Dificuldade moderada

Muita dificuldade

ga b~ W N B

Deixou de fazer por causa da visao
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Deixou de fazer por outros motivos, ou n&o se interessa por isso 6

13 — Vocé tem dificuldade, por causa da visdo, para reunir-se com 0S amigos ou
parentes em suas casas, em festas ou em reunides?
N&o tenho dificuladade

Pouca dificuldade

Dificuldade moderada

Muita dificuldade

Deixou de fazer por causa da visao

o 0o~ W DN PP

Deixou de fazer por outros motivos, ou n&o se interessa por isso

14 — Vocé tem dificuldade, por causa da visdo, para olhar as pessoas quando estdo do
outro lado da rua?

N&o tenho dificuladade
Pouca dificuldade
Dificuldade moderada
Muita dificuldade

Deixou de fazer por causa da visao

o o1~ W N P

Deixou de fazer por outros motivos, ou ndo se interessa por isso

15 — Vocé dirige, mesmo de vez em quando?
Sim 1 (va para a questédo 15c)
Nao 2

15a — Vocé nunca dirigiu ou desistiu de dirigir?
Nunca dirigiu 1 (va para a parte 3, questao 17)

Desistiu 2

15b — Se vocé desistiu, foi devido a visdo, por outras razdes ou as duas coisas ao
mesmo tempo?

Principalmente pela viséo 1 (va para a parte 3, questao 17)

Por outros motivos 2 (v& para a parte 3, questdo 17)

Pela visdo e outros motivos 3 (va para a parte 3, questdo 17)



15c — Vocé tem dificuldade para dirigir durante o dia, em lugares conhecidos?

N&o tenho dificuladade
Pouca dificuldade
Dificuldade moderada
Muita dificuldade

Deixou de dirigir por causa da visédo

Deixou de dirigir por outros motivos, ou ndo se interessa por isso

16 — Vocé tem dificuldade para dirigir durante a noite?

N&o tenho dificuladade
Pouca dificuldade
Dificuldade moderada
Muita dificuldade

Deixou de dirigir por causa da visédo

Deixou de dirigir por outros motivos, ou ndo se interessa por isso

Parte 3. Questdes para problemas visuais

17 — Vocé tem deixado de realizar coisas que gosta por causa da visao?

Sempre

A maioria das vezes
De vez em quando
Poucas vezes

Nunca

1

ga A~ W N

1

o 0o~ WDN

o 00~ WN P
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18 — Vocé se acha limitado para trabalhar ou realizar outras atividades por causa da

Visdo?

Sempre

A maioria das vezes
De vez em quando
Poucas vezes

Nunca

ga A W N P
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19 — Vocé sente desconforto nos olhos ou em volta deles (por ex: queimacéo, coceira,
dor) que faz vocé deixar de fazer as coisas que gosta?

Sempre 1

A maioria das vezes
De vez em quando

Poucas vezes

ga A WO DN

Nunca

20 — Vocé fica muito tempo em casa por causa da sua visdo?
Sempre 1

A maioria das vezes
De vez em quando

Poucas vezes

ga A WO DN

Nunca

21 — Vocé tem se sentido triste por causa da sua visao?
Sempre 1

A maioria das vezes
De vez em quando

Poucas vezes

ga A WO DN

Nunca

22 — Por causa da visdo: Vocé tem sentido receio de fazer coisas que estava
acostumado a fazer (cozinhar, lavar roupa, trabalhar com ferramentas)?

Sempre 1

A maioria das vezes
De vez em quando

Poucas vezes

g b~ WODN

Nunca

23 — Por causa da viséo: Vocé depende do que as outras pessoas falam?
Sempre 1

A maioria das vezes 2



De vez em quando
Poucas vezes

Nunca

24 — Por causa da sua visao: Vocé tem precisado da ajuda dos outros?

Sempre

A maioria das vezes
De vez em quando
Poucas vezes

Nunca

1

a h WD
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25 — Por causa da sua visao: Vocé tem tido receio de fazer as coisas com medo de

passar vergonha, por exemplo, entrar no banheiro errado, ndo falar com pessoas

conhecidas, urinar fora do sanitario?

Sempre

A maioria das vezes
De vez em quando
Poucas vezes

Nunca

1

ga b~ W N
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ABSTRACT

Purpose: To develop a method to lyophilize corneas and to compare the
use of lyophilized corneas with corneas preserved in optisol for anterior
lamellar transplant.

Methods: Lyophilized corneas were evaluated by light and electronic
microscopy and were compared to controls preserved in optisol GS®. A
randomized clinical trial was performed in 20 patients with keratoconus that
were electible for transplant. Ten patients were transplanted with
lyophilized grafts and 10 patients with grafts preserved in optisol. Follow-up
exams included visual acuity (ETDRS chart), topography, pachymetry,
specular microscopy, contrast sensitivity and confocal microscopy.
Results: Lyophilization with sacarousis 2,3 molar for 40 minutes and
rehydration with based saline solution was considered the best method to
lyophilize corneas for anterior lamellar transplant. Variables were similarly
improved in both groups, without any statistical difference between them,
except at uncorrected visual acuity in the 6th month, which was better in
the lyophilized group and at keratocyte density which was greater on the
optisol group.

Conclusions: Lyophilization is a safe method to preserve corneas for deep
anterior lamellar transplant (DALK). Lyophilized corneas used for DALK
had similar clinical improvement when compared it to Optisol GS®

preserved corneas.
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