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Resumo

GARCIA, T. V. Estudo experimental sobre a contaminacdo por virus no
instrumental cirargico da facoemulsificacdo. 74f. Dissertacdo de Mestrado
- Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo,
Ribeirdao Preto, 2009.

Objetivos: Verificar a ocorréncia de contaminagédo pelo virus Piry no
instrumental cirdrgico da facoemulsificagao através das técnicas de Reagao em
Cadeia da Polimerase precedida por Transcricdo Reversa (RT-PCR) e de
Reacdo em Cadeia da Polimerase com iniciadores internos precedida por
Transcricdo Reversa (RT-Nested-PCR). Materiais e Métodos: Foi realizado
um modelo experimental utilizando-se quatro olhos de porcos contaminados
através de parecentese de camara anterior pelo virus Piry e quatro olhos de
porcos nao contaminados. Apds a contaminagao dos olhos de porcos, foram
realizadas cirurgias de catarata utilizando-se a técnica de facoemulsificagao,
alternando-se entre um olho contaminado e outro ndo contaminado. Entre as
cirurgias eram trocados os campos operatoérios, as luvas, o bisturi de 2,75mm,
as pingas, as agulhas, as seringas, as ponteiras da caneta e o saco coletor do
facoemulsificador, mantendo-se a caneta e as vias de irrigagdo e aspiragao.
Resultados: As reacdes de RT-PCR nao apresentaram resultados satisfatérios
e nao foram analisados. Nas reacbes de RT-Nested-PCR, todos os olhos
contaminados apresentaram resultados positivos (4/4) e todos os né&o
contaminados apresentaram resultados negativos (4/4). No saco coletor, trés
amostras dos olhos contaminados (3/4) foram positivas e em duas amostras
(2/4) de olhos ndo contaminados também foram positivas; na ponteira, em uma
amostra de olhos contaminados (1/4) e em duas amostras de olhos né&o
contaminados (2/4), os resultados foram positivos; na via de irrigagao foi
positiva uma amostra de olhos ndao contaminados (1/4) e em nenhuma dos
olhos n&o contaminados (0/4); na via de aspiragdo foram positivas duas
amostras de olhos ndo contaminados (2/4) e duas de olhos contaminados (2/4);
nas amostras das luvas, duas amostras de olhos nao contaminados (2/4) e
duas de olhos contaminados (2/4) foram positivas; nas amostras dos bisturis,
trés amostras de olhos contaminados (3/4) foram positivas e em nenhuma dos

olhos n&o contaminados (0/4); duas amostras da camara anterior dos olhos
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ndo contaminados colhidas apos a cirurgia também foram positivas (2/4).
Conclusdes: A metodologia de RT-PCR n&o se mostrou adequada para a
identificacdo de material genético do Vesiculovirus Piry neste modelo
experimental e, portanto, esses resultados ndo foram analisados. Ao contrario,
a metodologia de RT-Nested-PCR mostrou-se adequada. Foi possivel detectar
a presenca de material genético viral por meio da técnica de RT-Nested-PCR
em todos os niveis pesquisados, demonstrando assim, que todos os
componentes do facoemulsificador ficaram contaminados apos a cirurgia de
catarata de um olho contaminado com o virus Piry. Além disso, em dois olhos
nao contaminados pode-se detectar a presenga de material genético viral apés
a cirurgia de catarata através da facoemulsificagdo, demonstrando que em
algum momento da cirurgia houve a transmissao de material genético do virus

Piry para esses olhos ndo contaminados.

Palavras-chave: facoemulsificagao; instrumental cirurgico; contaminagao viral.
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Abstract

GARCIA, T. V. Experimental study about viral contamination on
phacoemulsification instruments. 74f. Dissertation (Master) - Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&do Paulo, Ribeirdo Preto, 2009.

Purpose: It aims to check the incident of contamination through virus Piry in the
surgical instruments of the phacoemulsification by Reverse Transcription-
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) and RT-nested-PCR. Materials and
Methods: An experimental model was carried out when 4 pigs’ eyes were
contaminated through a corneoscleral incision with Piry virus and 4 pigs’ eyes
without contamination. After the pigs’ eyes infection, the cataract surgery was
performed by phacoemulsification alternating from a contaminated eye to a non-
contaminated eye. From one surgery to another, the operating fields, the
gloves, the scalpel of 2,75mm, tweezers, the needles, the syringes, the tips and
the bag collector of the phacoemulsification machine were exchanged. Just the
handpiece and irrigation and aspiration systems were maintained. Results: The
RT-PCR reactions did not present satisfactory results and were not analyzed.
The RT-nested-PCR reactions: all the contaminated eyes had positive outcome
and all non-contaminated eyes had negative outcome; in the collector bag three
samples of the contaminated eyes (3/4) were positive and in 2 samples of non-
contaminated (2/4) eyes were also positive; in the tip 1 sample of contaminated
eyes (1/4) and in 2 samples of non-contaminated eyes (2/4) the results were
positive; in the irrigation system, one sample of not contaminated eyes(1/4) was
positive; in the aspiration system, two samples of contaminated eyes (2/4) and
two samples of non-contaminated eyes (2/4) were positive; in the gloves’
samples were positive in two of non-contaminated eyes (2/4) and two samples
of contaminated eyes (2/4); in the scalpels samples three of contaminated eyes
(3/4) were positive and | none of non-contaminated eyes (0/4); finally, two
samples of the anterior chamber of the non-contaminated eyes gathered after
the surgery were positive. Conclusions: The methodology of RT-PCR did not
seem to be appropriated for the genetic identification material of the
Vesiculovirus Piry in this experimental model. However, methodology of RT-

Nested-PCR appeared to be appropriated. It was possible to detect the
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presence of genetic material viral through the RT-nested-PCR technique in all
the investigated levels, demonstrating so that all the components of the
phacoemulsification machine were contaminated after the cataract surgery from
a contaminated eye with the Piry virus. Moreover, in two non-contaminated
eyes could be detect the presence of genetic material after the
phacoemulsification surgery, demonstrating that at one moment of the surgery
occurred the transmission of genetic material of the virus Piry for these non-

contaminated eyes.

Key words: phacoemulsification; surgical instruments; viral contamination.
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Neste estudo fizemos a hipotese de que o facoemulsificador utilizado na
cirurgia da catarata pode ser um vetor de transmissdo de doencgas infecciosas
sistémicas e oculares causadas por diversos microorganismos como Virus,
bactérias e prions.

Utilizamos o virus Piry cultivado em laboratério para contaminar os olhos
de porco e pesquisamos através da técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase com primers internos precedida por transcrigéo reversa (RT-nested-
PCR) a presenga de material genético viral em diversas partes do
facoemulsificador. E também foi possivel avaliar a transmissao de material

genético do virus de um olho contaminado para outro ndo contaminado.

1.1. O CRISTALINO

O cristalino é a unica estrutura intra-ocular transparente, biconvexa que
pode alterar sua forma. E um érgdo optico celular fechado numa capsula
elastica, suspenso ao corpo ciliar pelas fibras zonulares que estao ligadas
radialmente ao seu equador. Ele esta diretamente atras da iris e dentro da
pupila. Limita-se posteriormente com o vitreo e € um tecido isolado dentro do
corpo, ndo possui inervagado e suprimento sanguineo apos o desenvolvimento
fetal (OLSON, 1978).
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Figura 1: llustracdo esquematica da anatomia do olho humano.

O cristalino € composto de trés partes: a capsula, o epitélio e as fibras
celulares que estao dispostas em lamelas.

A capsula é uma membrana fina, transparente, homogénea, firme e
elastica, que envolve o cristalino completamente (OLSON, 1978). A capsula é a
membrana basal do epitélio do cristalino e € também a mais fina do corpo
humano. Apresenta-se mais espessa no polo anterior do que no posterior e as
porcdes anteriores e posteriores sdo0 mais espessas em direcido a periferia
(equador), onde se ligam as fibras do ligamento suspensoério (WOLFF, 1997). A
espessura da capsula anterior aumenta desde o nascimento até
aproximadamente os 60 anos, mas depois disso diminui discretamente
(FISHER, 1969).
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Figura 2: Representacdo esquematica da espessura capsular.

O epitélio é constituido por uma camada unica de células cubdides
espalhadas na superficie anterior do cristalino, abaixo da capsula e com
extensdo até o equador (WOLFF, 1997). As células jovens migram
subsequentemente ao equador onde se tornam fibras do cristalino (OLSON,
1978). Acima do equador esta a zona de proliferacdo, de onde as células
migram e iniciam a diferenciagcdo. Grande parte da diferenciagdo da fibra
celular ocorre do equador para dentro e como as células sdo progressivamente
empurradas em dire¢cao ao centro do cristalino por fibras recém-formadas, elas
entram em contato com outras fibras nas regides das suturas, tanto via apical
como basal, e formam camadas concéntricas firmemente compactadas ao
redor das fibras primarias embrionarias que constituem o nucleo (THOLOZAN;
QUINLAN, 2007).
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Figura 3: Desenho esquematico do cristalino seccionado ao longo do eixo dptico.

Embora todas as células epiteliais do cristalino sejam capazes de sofrer
proliferacdo celular em um cristalino adulto, essa proliferacdo ocorre,
principalmente, na regido acima do equador do cristalino chamada de zona
germinativa (ANDLEY, 2008).

1.2. A CATARATA

A catarata pode ser simplesmente definida como qualquer opacidade no
cristalino. E a mais comum - e felizmente, uma das mais facilmente tratadas -
causa de incapacidade visual e cegueira; de fato, a parte a sua ocorréncia
como um desenvolvimento anormal e em varias doencgas, a catarata senil pode
ser vista como uma evidéncia normal da senescéncia, ocorrendo em algum
grau em 65% das pessoas na sexta década de vida e em mais de 95% acima
dos 65 anos de idade (DUKE-ELDER, 1969).
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A visdo pode se tornar borrada ou embacada, as cores podem parecer
diferentes e a pessoas podem apresentar problemas com ofuscamento a luz do
sol ou das lampadas, por exemplo, quando estao dirigindo a noite. A maioria
das pessoas com catarata, se nao tratada, eventualmente, se tornara
incapacitada visualmente (DICKSON et al., 1996).

1.2.1. Classificacao

Varias classificagdes clinicas tém sido utilizadas para avaliar a catarata,
incluindo o Lens Opacities Classification System (LOCS) Il (CHYLACK et al.,
1993), the Age-Related Eye Disease Study (AREDS, 2001) e avaliagao por
Laser na lampada de fenda (HALL et al.,1999).

De acordo com o LOCS Ill, a catarata € classificada de acordo com o
local de opacidade do cristalino em: nuclear, cortical e subcapsular posterior e
de acordo com a intensidade da opacidade graduada de 1 a 6 para
opalescéncia nuclear e coloracdo do nucleo e de 1 a 5 para catarata cortical e

subcapsular posterior, como podemos observar na Figura 4.
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Figura 4: Padroes de classificacdo da catarata de acordo com o LOCS Ill, em que
NO1 a NO6 e NC1 a NC6 sdo os padrbes para opalescéncia nuclear e
coloragao nuclear, respectivamente. C1 a C5 s&o os padrdes para catarata
cortical e P1 a P5 sdo os padrbes para catarata subcapsular posterior
(CHYLACK et al., 1993).

Cada tipo tem seu conjunto de caracteristicas e aparéncias, e dois ou
mais tipos podem coexistir simultaneamente (BOLLINGER; LANGSTON,
2008).
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Figura 5: Representagdo esquematica das zonas anatébmicas do cristalino humano usada
na classificagéo da catarata, de acordo com o método do Grupo de Pesquisa de
Catarata da Cooperativa Americana. SCA: subcapsular anterior; SCP:
subcapsular posterior; CXA: cortical anterior; CXE: cortical equatorial; CXP:
cortical posterior; SN: supra nuclear; N: nuclear (CHYLACK et al., 1988).

1.2.2. Epidemiologia

Segundo a Organizagdao Mundial de Saude, existem 161 milhdes de
deficientes visuais em todo o mundo, dos quais 37 milhdes s&o cegos e 124
milhdes apresentam baixa visdo. Embora a catarata nao seja a principal causa
de cegueira nos paises desenvolvidos, globalmente ela ainda é a causa mais
importante, considerando-se quase metade de todos os casos, apesar da
melhora dos servigos de cirurgia de catarata em muitas partes do mundo. A
catarata relacionada a idade é responsavel por aproximadamente 48% da
cegueira do mundo, o que representa aproximadamente 18 milhdes de
pessoas (RESNIKOFF et al., 2004).

Na América Latina, a catarata € a principal causa de cegueira com 41 a
87% dos casos, seguida por doengas do segmento posterior, como glaucoma,
retinopatia diabética e Degeneragdo Macular Relacionada a Idade (DMRI), com
7 a44% (LIMBURG et al., 2008).

Estudos realizados no Brasil relatam que a catarata é a principal causa de

baixa acuidade visual e de cegueira, sendo responsavel, respectivamente, por
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54,90% e 30% dos casos (ARAUJO FILHO et al., 2008) e, em outro estudo, por
24,6% dos casos de cegueira unilateral, 40,0% dos casos de cegueira bilateral e
por 33,2% dos casos de baixa acuidade visual (SALOMAO et al., 2008).

1.2.3. Etiologia e Fatores de Risco

Ja esta bem estabelecido que o dano oxidativo as proteinas do centro do
cristalino € uma marca da catarata e exerce um papel importante na opacificacao
do nucleo do cristalino (SPECTOR, 1995). Um recente estudo mostrou que o
ascorbato no vitreo diminui a exposi¢ao do cristalino ao oxigénio e pacientes com
liquefacao vitrea, submetidos a cirurgia retiniana ou vitrectomia prévia, estavam
associados com diminuigdo da concentracdo de ascorbato e baixo consumo de
oxigénio, o que pode aumentar a exposigao do cristalino ao oxigénio e promover a
progressao da catarata nuclear (SHUI et al., 2009).

Inimeros fatores de risco podem provocar ou acelerar o aparecimento
da catarata: medicamentos (esteroides); substancias toxicas (nicotina),
doengas metabdlicas (diabete melito, galactosemia, hipocalcemia,
hipertireoidismo, doengas renais); trauma, radiagdes (ultravioleta (UV), Raios-X
e outras); doengas oculares (alta miopia, pseudo-exfoliagdo); cirurgia intra-
ocular prévia (fistula anti-glaucomatosa, vitrectomia posterior); infec¢des
durante a gravidez (toxoplasmose, rubéola) e fatores nutricionais (desnutricao)
(CONGDON, 2001).

Dentre outros fatores de risco podemos citar:

- O grau de escolaridade: Bochow et al. (1989) relataram que pacientes
com grau de escolaridade menor que o ensino médio tinham um risco
aumentado para opacidades subcapsulares posteriores;

- O sexo0: o sexo feminino tem um risco ligeiramente aumentado para
desenvolver catarata (CRUICKSHANKS; KLEIN; KLEIN, 1992);

- Fumo: varios estudos mostram um aumento do risco de opacidades no
cristalino associado ao fumo (WEST et al., 1989; KLEIN et al., 1993) e,

em cinco anos de seguimento, houve um aumento no risco de catarata
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nuclear e subcapsular posterior naqueles individuos que fumavam mais
de 20 cigarros ao dia, mas nao houve associagdao para aqueles que
fumavam menos de 20 cigarros ao dia (CHRISTEN et al., 1992);

- Alcool: um estudo transversal com 4926 adultos, de 43 a 86 anos, em
Wisconsin encontrou associacao entre usuarios crénicos de alcool com
catarata severa nuclear, cortical e subcapsular (RITTER et al., 1993);

- Hipertens@o arterial: no estudo de Framingham, a pressao arterial
sistdlica se mostrou significativamente maior nos pacientes com
catarata quando comparado com individuos sem catarata de mesma
idade e mesmo sexo (KAHN et al., 1977).

- Radiacao Ultravioleta: no estudo de Beaver Dam, houve um aumento
no risco de opacidades corticais severas associadas a radiacdo UV no
local de residéncia (CRUICKSHANKS; KLEIN; KLEIN, 1992).

1.2.4. Diagndstico

A sintomatologia da catarata esta essencialmente relacionada a um
disturbio, depois diminuigdo e finalmente, uma falha na visdo. O sinal objetivo
da catarata é a presenca de opacidades no cristalino (DUKE-ELDER, 1969).

Um minucioso e preciso exame do cristalino necessita de uma ampla
dilatacdo da pupila. A dilatacdo pupilar, ndo apenas permite que todo o
cristalino seja avaliado em relagao as opacidades, mas também a detecgao de
anormalidades sutis de posicdo, tamanho e forma do cristalino. A
biomicroscopia €, normalmente, o método que fornece mais informacdes a
respeito do cristalino (PHELPS, 1978).

1.2.5. Indicagbes Cirargicas
Em geral, pacientes com catarata relatam um declinio gradual da visao

em um periodo de meses a anos. Pacientes que apresentarem alteracdo ou

diminuicdo na visdo podem ser imediatamente referenciados a cirurgia de
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catarata. Em raros casos, a extracdo da catarata é necessaria por causar
glaucoma ou uveite. A cirurgia também é indicada quando o paciente tem
alguma patologia no segmento posterior, como a retinopatia diabética, pois o
cristalino torna-se t&o opaco que dificulta ao oftalmologista examinar a retina
claramente. Entretanto, na maioria dos casos, a cirurgia € apenas realizada
quando a fungéo visual do paciente diminuiu significativamente (BOLLINGER;
LANGSTON, 2008).

1.2.6. Tratamento

Em 1960, a cirurgia de catarata era realizada sob anestesia geral,
microscopios nao eram utilizados para nenhuma cirurgia oftalmolégica em
nenhuma parte do mundo (exceto por um cirurgido em Chicago, Richard
Peritz), uma incisdo de 180 graus e uma iridectomia setorial ampla eram
realizadas, e entao o cristalino era agarrado por uma pinga e puxado inteiro do
olho. Oito ou mais suturas fechavam a incisdo, e o0 paciente permanecia
internado por 7 a 10 dias. As palpebras ficavam inchadas, os olhos vermelhos
e irritados por até seis semanas (KELMAN, 2004).

Em 25 de julho de 1967, Banko e Kelman (1967) patentearam um dos
mais importantes aparelhos de uso oftalmolégico: o facoemulsifcador,
revolucionario para aquela época, ainda hoje é um dos mais importantes temas
de estudos e congressos.

A base da facoemulsificagcdo (faco) envolve trés mecanismos: a
irrigac&o, a aspiragao e o ultrassom (US). A energia do ultrassom é utilizada
para emulsificar o nucleo e, o sistema fluidico (a irrigagdo e a aspiracéo) &
responsavel por remover o cristalino emulsificado através de uma pequena
incisdo enquanto mantém a camara anterior.

O aparelho de faco consiste de trés partes: a caneta, o corpo do
aparelho e o pedal.

A caneta contém, em geral, quatro cristais de quartzo que possuem uma

propriedade denominada piezoelétrica, isto €, eles se contraem e expandem
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quando estimulados eletricamente, gerando uma vibragao ultrassénica. Esse
mecanismo de ultrassom faz com que a ponteira conectada a caneta vibre
rapidamente para frente e para tras, gerando uma energia mecanica (YOW;
BASTI, 1997).

A energia criada é utilizada para conquistar o cristalino e emulsifica-lo.
Uma vez emulsificado, o sistema fluidico o remove e o substitui por solugcéo
salina balanceada (BSS). Ha um delicado balanco entre o poder do
facoemulsificador, que tende a empurrar o material cristaliniano para longe da
ponteira, e o fluxo e o vacuo que tende a atrair e segurar o material na ponteira
(FISHKIND, 2004).

via de irrigacdo
luva de infusédo cristais piezoelétricos
via de aspiracao

ponteira transdutor

alimentacéo elétrica

Figura 6: Desenho esquematico da seccdo longitudinal da caneta do
facoemulsificador.
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Irrigagao

Aspiragao

Corrente elétrica

Figura 7: Foto da caneta do facoemulsificador.

O corpo do aparelho é a central de comando, onde encontramos o painel
de controle de varias fungdes, tais como: da poténcia do ultrassom, do vacuo,
do fluxo, além do cautério bipolar, da vitrectomia e o controle dos sons emitidos
pelo aparelho (FARIA, 2000). E também no corpo do aparelho que se encontra
a bomba que controla o sistema fluidico. Quando a ponteira ndo esta ocluida, a
bomba produz um fluxo na cémara anterior que atrai os fragmentos do
cristalino para a ponteira. Quando um fragmento oclui totalmente a ponteira, a
bomba produz um poder de apreensao ou vacuo que segura o fragmento para
ser emulsificado (SEIBEL, 2004).

Figura 8: Foto do facoemulsificador Universal |1°.
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O pedal possui trés estagios: o primeiro serve para iniciar a irrigagao,
que ocorre por gravidade e é regulada pela altura da garrafa. No segundo
estagio, juntamente com a irrigacao, inicia-se a aspiragcdo e esta aumenta
simultaneamente a medida que se aproxima do proximo estagio; ao chegar ao
terceiro estagio tem-se a irrigagdo aberta e a aspiragdo no maximo. Nesse
momento, duas situagdes podem acontecer: faco continuo (ndo-linear) ou faco
linear. No faco continuo, ao entrar no terceiro estagio, inicia-se com toda a
poténcia de faco programada. No modo linear inicia-se o terceiro estagio na
poténcia zero de faco e, a medida que se chega ao fim do pedal, atinge-se
progressivamente a poténcia total pré-programada de faco (FARIA, 2000).
Além dessas fungdes, a vitrectomia e o cautério também podem ser acionados

pelo pedal.

garrafa
de
irrigacao
1 via deirrigacdo
entrada da via de
aspiragéo
vélvula de irrigacédo
safda davia de
irrigacao via de aspiragéo

caneta de
ultrassom

=1

bomba
camara anterior ﬂ dreno

Figura 9: llustragao esquematica do funcionamento do facoemulsificador.
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aspiracéo

—

o

drenagem

Figura 10: Desenho esquematico da bomba do facoemulsificador.

1.2.7. Mutirdes de Catarata no Brasil

De acordo com o relatério apresentado em Brasilia no dia 30 de outubro
de 2008, durante o Illl Forum Nacional de Saude Ocular, mais de 350 mil

pessoas esperam na fila por uma cirurgia de catarata (http://www.catarata-

refrativa.com.br/new/sbcii/load.asp?contentiD=94).
Entre 1999 e 2005, o Ministério da Saude/SUS (Sistema Unico de

Saude), em parceria com o Conselho Brasileiro de Oftalmologia (CBO),

promoveram a Campanha Nacional de Cirurgias de Catarata, com o objetivo de
eliminar a fila de pessoas cegas ou incapacitadas por catarata no menor prazo

possivel (www.cbo.com.br/cbo/campanhas_sociais.htm). A partir dai, o nUmero

de cirurgias aumentou consideravelmente, sendo que 153 mil procedimentos
foram realizados em 1999, 228.200 no ano 2000, 267 mil em 2001, 320 mil em
2002 e, cerca de 316.100 em 2003, abrangendo 700 cidades em todo o

territério nacional e aproximadamente 1400 instituicdes de saude.
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1.2.8. Reutilizacdo de Materiais

A Resolucédo RE n° 2605, de 11 de agosto de 2006 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabelece a lista de produtos médicos
enquadrados como de uso unico proibidos de ser reprocessados, dentre eles,
no item 29 dessa resolucdo encontra-se: “Equipos descartaveis de qualquer
natureza, exceto as linhas de dialise, de irrigagdo e aspiracao oftalmoldgicas”
(Diario Oficial da Unido, 2006). Porém, hoje em dia, sabe-se que € pratica
comum a utilizagdo de apenas um cassete de irrigacdo e aspiragcado para a
realizacdo de varias cirurgias de catarata num mesmo dia, trocando-se a
caneta do facoemulsificador entre as cirurgias e, em outros locais, trocando-se

apenas a ponteira da caneta do facoemulsificador.

1.3. JUSTIFICATIVAS

Decidimos realizar este estudo por que:
- A catarata é ainda uma importante causa de cegueira no Brasil.
- Com a ampliagdo do Projeto Catarata pelo Governo Federal,
aumentou-se muito o numero de cirurgias realizadas no pais, nas

quais, muitas vezes, os kits de irrigagao-aspiragao séo reutilizados.

- A preocupacao com relacdo a transmissao de doencas virais, tais
como: a hepatite C, hepatite B e a aids nesses mutirbes nos fez

desenvolver o presente estudo.

- Utilizando um modelo experimental com olhos de porco
pesquisamos a contaminacao do instrumental da facoemulsificagao
por um vesiculovirus por meio das técnicas de RT-PCR e de RT-
Nested-PCR.
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- Decidimos pelo Vesiculovirus Piry, por ser um virus facilmente
cultivado em laboratério, com altissima taxa de multiplicagdo e

baixa infectividade e patogenicidade para o homem.



2. OBJETIVOS
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2.1. OBJETIVO GERAL

- Verificar a ocorréncia de contaminagéo viral nas vias de irrigacéo e
aspiracao do aparelho de facoemulsificagao utilizado na cirurgia de

catarata, bem como em outros instrumentais nela usados.

2. 2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar a ocorréncia de contaminagao viral pelo Vesiculovirus Piry nas
vias de irrigacdo e aspiragdo do aparelho de facoemulsificagcdo
utilizando, para tanto, as técnicas de RT-PCR e RT-nested-PCR, e
também em outros locais do facoemulsificador como ponteira e saco

coletor, e nas laminas e luvas utilizadas nas cirurgias;

- Verificar a ocorréncia de transmissdo do material genético do
vesiculovirus Piry, por RT-PCR e por RT-nested-PCR, de um olho de
porco contaminado com tal virus para um olho n&o contaminado apos a

facoemulsificagao.



3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. MATERIAIS

3.1.1. Os Virus

Utilizou-se neste estudo o Rhabdoviridae Vesiculovirus Piry, cepa BeAn
41191, gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Luiz Tadeu de Moraes Figueiredo do
Centro de Pesquisa em Virologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
da Universidade de Sao Paulo (CPV-FMRP-USP). Os experimentos de
quantificacdo viral e as RT-nested-PCRs também foram desenvolvidos no
CPV-FMRP-USP.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da FMRP-USP, Proc. n° 051/2008 (Anexo).

3.1.1.1. Preparo da semente viral em cérebros de camundongos

recém-nascidos

A semente do virus Piry da estirpe BeAn 41191 foi obtida a partir de
macerados do cérebro de camundongos infectados. Para isso, ninhadas de seis
camundongos recém-nascidos foram inoculadas pela via intra-cerebral com 200yl
de uma semente do virus Piry oriunda do CPV-FMRP-USP. Os animais,
acompanhados da mae para aleitamento e mantidos em gaiolas plasticas, foram
observados diariamente até o aparecimento dos sinais de encefalite. Cerca de 48
horas (h) apds a inoculagédo, os animais que ndo se alimentavam, apresentando
dificuldade de movimentagéo e convulsdes foram sacrificados e armazenados a -
70°C como fonte de virus, abundante em seus cérebros.

Os cérebros de dois camundongos infectados pelo virus Piry foram
aspirados com auxilio de seringa e agulha obtendo-se um volume de 0,2mL. Ao
volume aspirado foi adicionado 3,8mL do meio para cultivo celular de Leibowitz
L15, resultando numa semente viral diluida a 1/20, que foi aliquotada e

armazenada para uso durante todo o trabalho.
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3.1.1.2. Quantificacao do virus Piry na medida Dose Letal para 50%

dos animais (LD50), utilizando o Método de Reed & Muench

A LD50 do virus Piry semente foi determinada previamente visando a
conhecer as quantidades de virus que seriam utilizadas para infeccdo ocular
neste estudo. Para tanto, a semente de virus Piry foi diluida com o meio

essencial minimo (MEM) a:

10™": 0,2 ml semente viral + 1,8mI MEM
10% 0,2 ml sol 10 Y + 1,8 ml MEM
10 0,2 ml sol 10 @ + 1,8 ml MEM
10*: 0,2 ml sol 10 © + 1,8 ml MEM
10°: 0,2 ml sol 10 ™ + 1,8 ml MEM
10: 0,2 ml sol 10 ©® + 1,8 ml MEM
107: 0,2 ml sol 10 ©® + 1,8 ml MEM
10 0,2 ml sol 10 ©” + 1,8 ml MEM
10"°: 0,2 ml sol 10 ® + 1,8 m| MEM
107%: 0,2 ml sol 10 © + 1,8 ml MEM

Aproximadamente 25uL de cada diluicdo foram inoculados via intra-
cerebral em camundongos de ninhadas com seis camundongos. Essas
ninhadas foram observadas diariamente e a mortalidade, bem como a
sobrevida, foram determinadas apods oito dias de infecgao.

Essas informagdes de mortalidade e sobrevida dos camundongos foram
adicionadas a uma tabela (Tabela 1) que permite, com calculos simples, a

determinacao da LD50.
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Tabela 1: Resultado das inoculagbes de virus Piry em diluicbes decimais nas
ninhadas de camundongos. Informagéao obtida oito dias apds a infecgao.

Diluicéo viral Mortos Vivos Somatdria dos Somatoria dos Razédo Taxa %
mortos (M*) sobreviventes (S**) (M/M+S)

10™ 6 0 48 0 48/48 100%
107 6 0 42 0 42/42 100%
107 6 0 36 0 36/36 100%
10" 6 0 30 0 30/30 100%
107 6 0 24 0 24/24 100%
10° 6 0 18 0 18/18 100%
107 6 0 12 0 12/12 100%
107 4 2 6 2 6/8 75%
107 2 4 2 6 2/8 25%
1070 0 6 0 12 0/12 0

*Somatoéria de M — de baixo para cima; *Somatoéria de S — de cima para baixo.

Observou-se na Tabela 1 que a LD50 encontra-se entre as dilui¢cdes
virais 10® (75%) e 10®° (25%). Para se determinar a diluicdo que contém
precisamente 1 LD50 foram incluidos dados da taxa % referentes as diluicdes

virais 10 (75%) e 10" (25%) na seguinte férmula:

LD 50 = maior % — 50 / maior % — menor %
Ou seja,
LD50=75-50/75-25=0,5

Portanto, a diluicdo da semente viral contendo 1 LD50 foi 10%°, ou seja,
a semente viral pura continha 10%° particulas virais LD50 (690 milhdes de
particulas virais) nos 25ul que eram inoculados nos cérebros dos animais.
Finalmente, transformando para ml, temos 10'%" (27 bilhdes e 600 milhdes)

particulas LD50 do virus Piry por ml da semente viral.
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3.1.1.3. Preparo da solucédo viral utilizada na contaminacdo dos
olhos de porco
A semente de virus Piry foi diluida a 1/10 em meio essencial minimo

(MEM) de cultivo celular visando a infecgéo dos olhos de porco.

3.1.2. Os Olhos de Porco

Os olhos de porcos utilizados neste estudo foram gentiimente cedidos
pelo Frigorifico Pontal Ltda - FRIPON, CNPJ 00.158.835/0001-74, localizado na
estrada municipal de Pontal km 0,15, no municipio de Pontal, macrorregido de
Ribeirao Preto, Estado de Sao Paulo.

Ap6s o abate dos animais para fins alimenticios, os olhos eram
eviscerados e armazenados em solugédo fisiolégica e gelo, sendo
encaminhados ao Laboratério de Cirurgia Experimental da FMRP-USP para a

realizagao do procedimento experimental.

3.1.3. O Facoemulsificador

O aparelho de facoemulsificagéo utilizado neste estudo foi o Universal I1°
da marca Alcon, gentilmente emprestado pela Alcon Labs® do Brasil para este

experimento com olhos de porcos.

3.2. METODOS

3.2.1. Procedimento Experimental

Os procedimentos de contaminagédo dos olhos de porcos e as cirurgias
foram realizados no Laboratério de Cirurgia Experimental da FMRP-USP. As
reacoes de RT-PCR e RT-nested-PCR foram realizadas no CPV-FMRP-USP.

3.2.2. Contaminacao dos Olhos de Porco

Para a contaminagdo dos olhos de porco foram inoculados, via

paracentese corneana, com seringa de insulina, 300uL de solugéo viral diluida
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a 1/10. O procedimento foi realizado em quatro olhos sucessivamente
identificados como C2, C3, C4 e C5. Em um olho de porco (identificado como
C1) foi inoculado 300uL do diluente MEM e esse olho foi utilizado como

controle negativo nos experimentos (Figura 11).

Figura 11: contaminagao dos olhos de porco

3.2.3. Procedimento Cirurgico

Apoés a contaminagao dos olhos de porco procederam-se as cirurgias de
facoemulsificagdo. Primeiramente realizava-se a cirurgia em um olho
contaminado e, apds o término, realizavam-se as coletas das amostras (vide
abaixo). Finalizadas as coletas, os campos cirurgicos eram retirados, bem
como o olho operado, trocava-se a ponteira e o saco coletor do
facoemulsificador e todos os instrumentos utilizados na cirurgia, tais como

pingas, agulhas, seringas, bisturi de 2,75mm e as luvas. Quatro ponteiras e
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quatro camisinhas do facoemulsificador foram utilizadas mais de uma vez, pois
sO haviam seis ponteiras e seis camisinhas para o experimento. Para isso,
esse material foi descontaminado com hipoclorito de sédio a 4% durante pelo
menos 30 minutos. Um novo olho a ser operado era colocado no campo
operatdrio, dessa vez, um olho ndo contaminado, identificados como N1, N2,

N3, N4 e N5, e assim sucessivamente.

Ordem das cirurgias: C1, N1, C2, N2, C3, N3, C4, N4, C5 e N5.

A técnica cirurgica realizada foi semelhante a utilizada em seres
humanos:

1- Primeiramente era realizada a assepsia com Povidine topico, anti-
sepsia e colocacado de campos estéreis;

2- Incisdo em cornea clara com lamina de 2,75mm;

3- Coleta de material da camara anterior, aproximadamente 200uL
através da incisao principal, com seringa e agulha de insulina;

4- Capsulorrexis;

5- Facoemulsificagdo, intercalando os estagios de aspiragcéo e
ultrassom, durante dois minutos;

6- Retirada a caneta do olho, continuava-se a coleta das amostras.

3.2.4. Coleta das Amostras

Foram coletadas amostras em oito locais distintos para pesquisa viral:

- Camara anterior do olho a ser operado, conforme descrito

anteriormente (Figura 12).

[I- Lavado da ponteira da caneta de facoemulsificagdo. A ponteira era
lavada com 0,5mL de solugao fisiolégica de NaCl a 0,9% e esse
lavado era armazenado em tubo tipo Eppendorf.

I1l- Fluido contido na via de irrigacdo. Para tanto, a via era desconectada

da caneta do facoemulsificador e aspirava-se 0,5mL de solucdo
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final,

fisiologica de NaCl a 0,9% que permanecia nessa via apos a cirurgia,
com seringa e agulha de insulina.

IV- Fluido contido na via de aspiracdo. Essa via era desconectada da

caneta do facoemulsificador e conectada a uma seringa de 5mL, que
era utilizada na aspiracédo de 0,5mL de solugao fisiolégica de NaCl a
0,9% nela contida.

V- Lavado do bisturi de 2, 75mm. Era realizado um lavado com

aproximadamente 0,5mL de solugédo fisiologica de NaCl a 0,9% da
lamina do bisturi de 2,75mm e esse era armazenado em um tubo
tipo Eppendorf.

VI- Lavado da luva. Era realizado um lavado das pontas dos dedos da
luva utilizada no ato cirurgico utilizando aproximadamente 1,0 mL de
solugéo fisiologica de NaCl a 0,9% e esse material era armazenado
em tubo tipo Eppendorf.

VII- Fluido contido no saco coletor do facoemulsificador. Aspirava-se
com seringa de 5mL aproximadamente 1,0mL do material contido no
saco coletor.

VIIl- Camara_anterior dos olhos ndo contaminados (N1 a N5) apds o

término do procedimento cirurgico.

Essas amostras foram, desde a coleta, conservadas em gelo, sendo, ao

armazenadas em freezer a -70°C até que as reagdes fossem

processadas.
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Figura 12: coleta de material da camara anterior.

3.2.5. Extracdo do RNA Viral

Para a deteccdo do RNA viral por RT-PCR e por RT-Nested-PCR,
inicialmente fez-se a extracdo do RNA das amostras utilizando o RTP®
DNA/RNA Virus Mini Kit (INVITEK, Alemanha), seguindo as recomendacdes do
fabricante. Resumidamente, a 200uL da amostra adicionou-se 200uL de agua
tratada com dietilpirocarbonato (DEPC). O tubo com essa mistura foi incubado
em banho Maria por 15 minutos (min.), a 65°C e por 10 min., a 95°C.
Adicionaram-se 400uL da solugdo ligante (binding) e centrifugou-se a
10000rpm por 1min. Em seguida adicionaram-se 500uL da solugdo R1 do kit e
novamente centrifugou-se a 10000rpm por 30 segundos (seg.). Adicionaram-se
800uL da solugdo R2 e duas centrifugacdes foram efetuadas: a 10000rpm por
30 seg. e a 18000rpm por 4 min. Finalizando, 60uL da solu¢do R pré-aquecida
a 80°C foi adicionada ao filtro e esse foi incubado por 3 min. e centrifugou-se a
10000rpm por 1 min. O produto filtrado proveniente dessa ultima centrifugagao

continha o extrato de RNA.
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3.2.6. Primers

Os primers para uso na PCR e na nested-PCR, amplificadores de
genoma do virus Piry, foram selecionados por Bonutti e Figueiredo (2005).
Esses primers amplificam parte do gene da glicoproteina G do virus Piry e
produzem produtos de amplificagdo (amplicons) com aproximadamente (~) 290

pares de bases (pb).

Primers da PCR:

G sense 5 -GTC CACAATTCATCG GTG TGG -3

G complementar | 5’ - CAG GTG GTATGG GCC GAAATA-3

Os primers internos utilizados na RT-nested-PCR também foram

descritos pelos mesmos autores, e produzem amplicons com ~130 pb.

Primers da RT-nested-PCR:

Piry sense 5 -TCACTT GGACCAACATTIGCC-3

Piry complementar | 5" — CAT CTG AGA CCG ACAACATC-3

3.2.7. Transcricdo Reversa

A RT, que transforma o RNA gendmico viral em DNA complementar para
ser, em seguida, amplificado na PCR, foi realizada com 8uL do extrato de RNA
da amostra, adicionando 4,0uL de solugao tampé&o cinco vezes concentrada,
1,0uL de transcriptase reversa MMLV (New England Biolabs, EUA), 1,6uL de
desoxiribonucleotideos (dNTPs) (New England Biolabs, EUA), 1,4uL de
Ditiotreitol (DTT), 1,0uL do primer G complementar, 0,5uL de inibidor de RNAse

(New England Biolabs, EUA) e agua tratada com DEPC completando o volume
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para 20uL. Realizou-se a amplificagdo seguindo as seguintes temperaturas:
37°C por 1h. e 70°C por 15 min.

3.2.8. Reagdo em Cadeia da Polimerase — PCR

A PCR foi realizada com 8uL do produto da RT (cDNA transcrito)
incluindo 0,2uL de Taq DNA polimerase (New England Biolabs EUA), 5,0uL de
solugédo tamp&o 10 vezes concentrada, 4uL de dNTPs (New England Biolabs
EUA), 1,0uL dos primers G sense e complementar e agua tratada com DEPC
completando o volume para 50uL. Realizaram-se 40 ciclos de amplificacédo
seguindo as seguintes temperaturas: 93°C por 90 seg., 50°C por 120 seg. e

72°C por 240 seg.; ao final de todos os ciclos, 5 min. a 72°C.

3.2.9. Nested-PCR

A Nested-PCR foi realizada com 1uL do produto da PCR, adicionando-se
0,2uL de Tagq DNA polimerase (New England Biolabs, EUA), 5,0uL de solugdo
tampao 10 vezes concentrada, 1,0uL dos primers Piry sense e complementar e
agua tratada com DEPC completando o volume para 50uL. Realizaram-se 35 ciclos
de amplificagdo seguindo as seguintes temperaturas: 93°C por 90 seg., 50°C por

120 seg. e 72°C por 60 seg.; ao final de todos os ciclos, 5 min. a 72°C.

3.2.10. Visualizagdo dos Amplicons

Os amplicons obtidos da PCR e da nested-PCR foram visualizados em
géis de agarose a 2,0%, carregados com 5uL da amostra e 2uL de corante. Os
géis foram submetidos a eletroforese a 100 volts e, em seguida, tratados com
solugdo contendo 0,5ug/ml de brometo de etideo, lavados em agua e
observados a luz UV. O tamanho dos amplicons foi determinado por
comparagao da linha de migragdo dos mesmos com as linhas das bandas de

um marcador de DNA em escala de 50pb (New England Biolabs, EUA).
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4.1. RT-PCR

Observou-se que na reagdo de RT-PCR (Figura 13) ndo houve

amplificacdo com a presenca de produtos com ~290 pb, conforme esperado e
demonstrado por Bonutti e Figueiredo (2005).

290pb

Figura 13: Gel de agarose tratado com brometo de etideo, mostrando que, apds
eletroforese, ndo foram visualizados amplicons com 290pb compativeis
com amplificagdo genbmica por RT-PCR do virus Piry. Sendo: 1:
marcador de 50pb; 2: solugdo viral diluida a 1/10; 3: C3 Camara anterior
antes da cirurgia; 4: C3 aspiracdo; 5: N3 caAmara anterior apds a cirurgia;
6: N3 Camara anterior antes da cirurgia; 7: C3 ponteira; 8: meio MEM.
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4.2. Nested-PCR

Utilizando a técnica nested-PCR, com os primers internos, foi possivel

obter amplicons de ~130 pb (Figura 11), conforme demonstrado na Tabela 2.

130 pb

Figura 14: Gel de agarose tratado com brometo de etideo, mostrando que, apos
eletroforese, foram visualizados amplicons com 130pb compativeis com
amplificacdo gendmica por RT-nested-PCR do virus Piry. Sendo: 1:
marcador de 50pb; 2: solucao viral diluida a 1/10; 3: C3 Camara anterior
antes da cirurgia; 4: C3 aspiracdo; 5: N3 caAmara anterior apds a cirurgia;
6: N3 Camara anterior antes da cirurgia; 7: C3 ponteira; 8: meio MEM.
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Tabela 2: Detecgao de amplicons de ~130 pb, conforme o local coletado. Legenda: C:
olhos contaminados (1 a 5); N: olhos ndo contaminados (1 a 5); CA a:
camara anterior antes da cirurgia; CA ap: cadmara anterior apds a cirurgia;
n: ndo coletado.

Cl N1 C2 N2 C3 N3 C4 N4 C5 NS

I CAa - - + - + - + - + -
Il Saco coletor - - - - + + o+ - + +
1 Ponteira - - - - - + - - + +
IV Irrigagéo - - - + - - - - - -
V  Aspiracao - - - + o+ o+ - - + -
VI Luva - - - + o+ o+ o+ - - -
VIl Bisturi - - + - + - - - + -
VIl CAap n - n - n + n + n -

4.2.1. Amostras da Camara Anterior Antes da Facoemusificacao

Em todos os olhos (4/4) que foram contaminados pelo virus Piry foi
possivel detectar a presenga de amplicons, e em todos os olhos n&o

contaminados ndo foi possivel obter os amplicons.

4.2.2. Amostras do Saco Coletor

Das amostras do saco coletor coletadas apdés a cirurgia de olhos
contaminados, foi possivel detectar a presenca de amplicons em trés (3/4), e

em duas (2/4) de quatro olhos ndo contaminados.

4.2.3. Amostras da Ponteira

Em uma (1/4) amostra de ponteira dos olhos contaminados conseguimos
detectar a presenga de amplicons. Dos olhos ndo contaminados foi possivel

detectar a presenca de amplicons em duas (2/4) amostras.
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4.2.4. Amostras da Via de Irrigacao

Foi possivel detectar a presenca de amplicons em uma (1/4) amostra de

olhos ndo contaminados e em nenhuma dos olhos contaminados (0/4).

4.2.5. Amostras da Via de Aspiracao

Nas amostras de dois (2/4) olhos contaminados e de dois (2/4) olhos ndo

contaminados foi possivel detectar a presenga de amplicons.

4.2.6. Amostras da Luva

Em duas (2/4) amostras de olhos contaminados e em duas (2/4)
amostras de olhos ndo contaminados foi possivel detectar a presencga de

amplicons.

4.2.7. Amostras dos Bisturis de 2,75mm

Em trés (3/4) amostras dos bisturis de olhos contaminados e em
nenhuma amostra (0/4) de olhos ndo contaminados foi possivel detectar a

presencga de amplicons.

4.2.8. Amostras da Camara Anterior apds a Facoemulsificagdo dos Olhos
ndo Contaminados
Apds as cirurgias de facoemulsificagdo dos olhos n&o contaminados
foram novamente colhidas amostras da camara anterior. Dos quatro olhos nao
contaminados operados foram detectados amplicons em dois olhos (2/4)
através da RT-Nested-PCR.
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Técnicas de biologia molecular como a RT-PCR e a RT-nested-PCR
vém sendo utilizadas pela comunidade cientifica oftalmologica para a detecgao
de particulas virais (RNA e DNA) em diversas partes do olho humano, tais
como na coérnea (LEE et al., 2001; GARCIA-FERRER et al., 1995), no tecido
uveal (SHIMAZAKI et al., 1994), na lagrima (SHIMAZAKI et al., 1994; SU et al,
1994), no humor aquoso (SHIMAZAKI et al., 1994; VERBRAAK et al., 1996;
FOX et al., 1991) e no corpo vitreo (FOX et al., 1991; NOGUEIRA et al., 2001;
YAMAMOTO; WAKABAYASHI; MURAKAMI, 2002).

A transmissdo do virus da raiva através de transplante de coérnea foi
primeiramente descrita em 1979 (HOUFF et al, 1979). Segundo dados
americanos do “Morbidity and Mortality Weekly Report” (MMWR) do “Centers
for Disease Control and Prevention” (CDC), 16 casos de raiva foram descritos
apods transplantes de orgaos, dentre eles, oito casos apds transplante de

cornea (http://www.cdc.gov/immwr/preview/mmwrhtml/rr57e507a1.htm). Outros

estudos também relatam a transmissdo de outros microorganismos apos
transplante de cérnea, como o prion da Doenca de Creutzfeldt-Jakob (CJD) e o
virus da hepatite B (VHB). Uma revisao da literatura relata cinco casos de
transmissdo da CJD através de transplante de cérnea (LANG, HECKMANN,
NEUNDORFER, 1998).

Em relagdo ao virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV), dois relatos de
transplantes de cérnea de doadores infectados foram encontrados (SCHAWRZ
et al., 1987; PEPOSE et al, 1987), porém nenhum dos sete pacientes dos
estudos (3 receptores no primeiro e 4 no segundo) apresentaram soro-
conversao até a publicacao.

Hoft et al. (1997) publicaram dois casos de infec¢ao pelo virus VHB apds
ceratoplastia penetrante em que a historia clinica e os testes soroldgicos dos
dois receptores sugerem fortemente que a infecgdo nos dois casos foi
adquirida do tecido corneano doador (HOFT et al, 1997).
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N&o encontramos na literatura relatos de casos ou estudos com modelos
experimentais que demonstrassem a transmissdo de doencas virais em
cirurgias de catarata.

A cirurgia da catarata alcangou desenvolvimento e eficiéncia tamanhos,
que um cirurgido habilidoso, com equipe treinada e aparelhos sofisticados,
realiza uma cirurgia em torno de cinco a dez minutos. Em menos de 50 anos de
existéncia da facoemulsificagao, a oftalmologia mundial presenciou a evolugao
dos aparelhos de faco, bem como de outros insumos a ela relacionados, como
as lentes intraoculares (LIO), os bisturis, os viscoelasticos, as pingas, o0s
dobradores e injetores de LIOs, e o aparecimento dos cassetes de irrigacéo e
aspiragao. Todos esses avangos tecnoldgicos trouxeram também um aumento
no custo da cirurgia de catarata, tanto para o cirurgido, como para o paciente.

Citando Paulo César Fontes e Eloim G. de Andrade (Capitulo 22 “As
diferentes maquinas e caracteristicas principais”, na pagina 219 do livro
“Catarata” de Miguel Padilha, 2003): “Evidentemente que, em um pais em
desenvolvimento como o nosso, a tecnologia de descartaveis (que encarece os
procedimentos) ndo é olhada com simpatia, dai o grande mercado que se abre
ao equipamento Universal II®, Trata-se, a meu ver, de maquina bastante
robusta e eficiente, mas definitivamente nao oferece os recursos de seguranca
e alternativas dos equipamentos mais sofisticados e que usam os cassetes
descartaveis”.

Pensava-se que os custos dos novos insumos tecnoldgicos associados
aos novos facoemulsificadores atravancariam as modernas maquinas e
favoreceriam aquelas com materiais reutilizaveis.

O que ocorreu na verdade foi o contrario. Menos de cinco anos se
passaram e o equipamento Universal II® foi retirado da linha de producéo da
empresa e substituido por outros que utilizam cassetes descartaveis. As
modernas maquinas tiveram grande aceitacdo entre os oftalmologistas devido
a grande seguranga e eficiéncia que proporcionam na cirurgia.

Talvez na tentativa de diminuir os custos e com a possibilidade do uso

de um aparelho de facoemulsificagao eficiente, houve a utilizacdo de apenas
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um kit ou cassete de irrigagao e aspiragao para a realizagdo de varias cirurgias
de catarata num mesmo dia sem um estudo prévio para determinar a
seguranga desse procedimento.

Além do custo, acreditamos que diversos fatores estdo envolvidos:
cirurgides habilidosos que realizam uma cirurgia de catarata em poucos
minutos, alta demanda de cirurgias, principalmente no sistema publico de
saude, baixo valor pago pela cirurgia no SUS, alto custo dos cassetes, poucos
hospitais possuem autoclaves rapidas, o que gera uma demora na esterilizagcao
das vias de irrigacao e aspiragéo que séo autoclavaveis.

Nesse contexto criamos um modelo experimental utilizando olhos de
porcos artificialmente contaminados com o virus Piry e olhos nao
contaminados.

No presente estudo foi utilizada a técnica de RT-PCR e RT-nested-PCR
para determinar a contaminagao pelo virus Piry nos instrumentais utilizados na
cirurgia de catarata pela técnica de facoemulsificacdo e também para
determinar a transmissdo de material genético viral de um olho de porco
contaminado para outro ndo contaminado.

Nés escolhemos o Vesiculovirus Piry porque é um virus facilmente
cultivado em laboratério, possui replicagao rapida, facil e produtora de alto
numero de cépias.

O virus Piry pertence ao género Vesiculovirus da familia Rhabdoviridae.
A familia Rhabdoviridae abriga virus que infectam uma grande variedade de
espécies, incluindo artropodes, plantas e vertebrados. Os vesiculovirus (VSV)
sdo os responsaveis pela estomatite vesicular (VS), enfermidade caracterizada
pelo desenvolvimento de lesdes vesiculares na boca, lingua, no palato e na
banda coronaria dos cascos de bovinos, equinos e suinos, e faz diagnéstico
diferencial com a febre aftosa (RODRIGUES et al., 2007).

Técnicas de biologia molecular como a RT-PCR e a RT-nested-PCR
permitem a identificagdo de material genético através da produgdo de muitas
copias do acido nucléico viral, mesmo quando a amostra contém baixos niveis

virais ou apenas particulas defectivas.
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A PCR foi inicialmente descrita por Kary Mullis, sendo uma técnica
revolucionaria que explora fatores de replicagdo do DNA como molde para
sintese de uma nova fita complementar (MULLIS; FALOONA, 1987). Para a
deteccdo do genoma de virus de RNA, utiliza-se a transcricdo reversa do RNA
viral a DNA complementar. Com a PCR amplifica-se, in vitro, determinada
regiao de um DNA. A nested-PCR é uma variante da técnica de PCR que tem
por objetivo, em geral, aumentar a especificidade e a sensibilidade do método.
Consiste de uma primeira PCR onde s&o utilizados os chamados primers
externos, seguida de uma segunda PCR processando aliquota da primeira
reacao e utilizando primers internos, que reconhecem sequéncias internas aos
amplicons da primeira reagao, produzindo um segundo amplicon.

Em nosso estudo, por meio da técnica de RT-PCR, n&o foi possivel
obter amplificagdo de RNA viral com a presenca de amplicons com ~290 pb,
conforme demonstrado por Bonutti e Figueiredo (2005). Os resultados obtidos
por essa técnica foram inconclusivos e ndo puderam ser analisados. Diversos
fatores podem contribuir para esse resultado, como padronizacdo dos
reagentes, quantidade de virus e/ou particulas virais presentes nas amostras,
processamento das amostras contidas em solucéo fisiolégica (SF 0,9%) e néo
em soro (produto da centrifugagdo do sangue). Em contrapartida, nas reagdes
de RT-nested-PCR encontramos em todos os niveis pesquisados amplicons de
~130 pb, conforme demonstrado pelos mesmos autores. Esses amplicons
determinam a presenca de RNA viral nos locais encontrados. Dessa maneira,
podemos observar que todos os componentes do facoemulsificador (ponteira,
vias de irrigagcdo e de aspiragdo, saco coletor) e os instrumentais ligados a
cirurgia de facoemulsificagdo, como bisturi e luva, tornaram-se infectados apos
uma ou mais cirurgias.

Os dois primeiros olhos (C1 e N1) foram feitos como controle negativo e
nao encontramos resultado positivo em nenhuma de suas amostras, conforme
esperavamos. Nas amostras da cédmara anterior, antes da cirurgia dos olhos
contaminados (C2, C3, C4, C5), todas apresentaram resultados positivos e nas

amostras dos olhos nao-contaminados (N2, N3, N4, N5), nenhuma apresentou
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resultado positivo, mostrando que a contaminacgao foi eficiente e que nao houve
resultados falso-positivos.

A deteccao de amplicons no saco coletor apés a cirurgia de dois olhos
ndo contaminados (amostras dos olhos N3 e N5) e em duas amostras da
ponteira de olhos ndo contaminados (amostras dos olhos N3 e N5) corrobora
com a possibilidade de que particulas virais ficaram em algum local do
facoemulsificador, podendo ser nas vias internas de irrigacdo e aspiragcao da
caneta, ou mesmo, nas vias de irrigagao e aspiragao.

Dentre as amostras da via de irrigagdo, em uma delas (N2) encontramos
resultado positivo e como a via de irrigagao traz o fluxo de liquido para dentro
do olho, este resultado s6 pode ser positivo se houver refluxo de liquido
durante o procedimento ou se houve contaminagdo na manipulacdo do
equipamento.

A via de aspiragcao e o saco coletor era o local em que esperavamos
encontrar maior indice de positividade entre as amostras dos olhos
contaminados. Nestes, trés amostras foram positivas no saco coletor e duas na
via de aspiragdo. Nas amostras das luvas, obtivemos duas positivas dos olhos
contaminados (C3 e C4) e duas positivas dos olhos ndo contaminados (N2 e
N3), com isso podemos pensar que, manipulando-se a caneta contaminada
com outra luva estéril, houve a transferéncia de material genético viral para
essa luva, o que ja era esperado.

Sabemos que muitos cirurgides utilizam o mesmo cassete de irrigacéo e
aspiragao para varias cirurgias num mesmo dia trocando-se a caneta, sabemos
ainda que outros trocam apenas a ponteira, mantendo o cassete e a caneta.
Nossa intengdo era de trocar todo o material entre as cirurgias e manter
apenas as vias de irrigacao e aspiragao, mimetizando o que acontece com o
uso dos cassetes, porém devido a uma inviabilidade técnica, isso nao foi
possivel. Dessa maneira, acreditamos que outros estudos sejam necessarios
para que a pratica de utilizagdo de um mesmo cassete para varias cirurgias
possa ser realizada com seguranga para 0S n0ssos pacientes.
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- A metodologia de RT-PCR n&o se mostrou adequada para a
identificacdo de amplicons do Vesiculovirus Piry neste modelo

experimental.

- A metodologia de RT-Nested-PCR mostrou-se adequada para a
identificacdo de amplicons do Vesiculovirus Piry neste modelo
experimental, divergindo, assim, dos resultados encontrados na RT-
PCR.

- Neste modelo experimental foi possivel detectar a presenca de material
genético viral utilizando a técnica de RT-Nested-PCR em todos os
niveis pesquisados, demonstrando que todos os componentes do
facoemulsificador ficaram contaminados apés a cirurgia de catarata em

olhos contaminados com o virus Piry.

- Foi detectada a presenga de material genético viral, ndo s6 nos
componentes do facoemulsificador, como também nas luvas e nas

l&minas utilizadas na cirurgia.

- Em dois olhos ndo contaminados pdde-se detectar a presenca de
material genético viral apds a cirurgia de catarata através da
facoemulsificagdo, demonstrando que, em algum momento da cirurgia
houve a transmissédo de material genético do virus Piry para esse olho

nao contaminado.
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APROVACAO DO COMITE DE ETICA

— Comissio de Etica em Experimentagio Animal -

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de SZo Paulo
entende que o Protocolo para Uso de Animais em Experimentagdo n°
051/2008, sobre o projeto intitulado “Estudo experimental sobre a

contaminagdo por virus no instrumental cirirgico da facoemulsificagdo”, sob

a responsabilidade do Doutor Roberto Pinto Coelho, envolve tecido de

animal abatido para consumo humano. N&o cabe a esta Comissdo avaliar as
condigdes de bem estar dos animais utilizados para esse fim. N4o obstante, os
membros dessa Comissdo ndo observam infragdo ética que possa aviltar a
condugdo da pesquisa, considerando estes procedimentos aprovados, em
reunido de 26 de maio de 2008.

(Wc ccmfy 1Ilal the protocol m® 051/2008, about “Experimental study of viral contamination in

instr ts*, agrees with the ETHICAL PRINCIPLES IN ANIMAL RESEARCH
adopted by Brazilian College of Ammal Experimentation (COBEA) and was approved by the COLLEGE OF
MEDICINE QF RIBEIRAQ PRETQO OF THE UNIVERSITY OF SAO PAULO - ETHICAL
COMMISSION OF ETHICS IN ANIMAL RESEARCH (CETEA) in 05/26/2008 meeting).

Ribeirdo Preto, 26 de maio de 2008.

@ o
Prof. Dr. Eduardo Melani Rocha

Presidente da Comisséo de Etica em
Experimentagdo Animal

l UNIVERSIDADE DE SAO PAULO ,/2__,
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO (=
Faculdade 22
de Medicina

USP - RIBEIRAQ PRETG - 5P
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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