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RESUMO

O transplante endotelial tem sido cada vez mais utilizado como uma alternativa ao
transplante penetrante no tratamento das desordens do endotélio da cérnea. No entanto,
ao consultar a literatura ndo foram encontradas referéncias identificando em qual
momento da cirurgia de transplante lamelar posterior ocorre maior dano as células
endoteliais do botdo doador. Objetivou-se avaliar e comparar as repercussées de duas
etapas do transplante lamelar posterior sobre o endotélio da cornea de suinos utilizando
a microscopia eletrénica de varredura. Utilizaram-se 30 bulbos oculares de 20 suinos,
mesticos (1/2 Large White %2 Landrace), machos, com seis meses de idades e com peso
médio de 100 kg. Foram designados dois grupos experimentais. No G1 constituido por
10 bulbos oculares, foi avaliado o dano ao endotélio da cornea apos a confec¢do do
botao doador. No G2, formado por 20 bulbos oculares, foi avaliado o dano ao endotélio
da cornea apos a insercdo do botdo doador no leito receptor utilizando introdutor de
Busin. Perdas celulares ocorreram e variaram de acordo com o grupo estudado. A perda
endotelial média do G1 foi 8,41% e no G2 17,31%. As diferencas foram
estatisticamente significativas entre os grupos estudados. No presente estudo e nas
condigdes experimentais realizadas foi possivel concluir que a inser¢cdo do botdo doador
induziu maiores danos ao endotélio corneano de suinos, comparativamente a sua
criacéo.

Palavras- chave: endotélio da cérnea, transplante endotelial, ceratoplastia, DSEK,
Busin



ABSTRACT

Endothelial keratoplasty has been adopted as an alternative to penetrating keratoplasty
in the treatment of corneal endothelial disorders. However, references identifying at
what time of posterior lamellar transplant surgery occurs greater damage to the
endothelial cells of the donor button were not found, when consulting the literature. The
aim of this study was to assess and compare the effects of two stages of posterior
lamellar keratoplasty on the corneal endothelium of swine using scanning electron
microscopy. 4 total of 30 eyes were evaluated in this study. The eyes were divided in two
groups of ten each eye: Gl (evaluated after delamination and preparation of the donor
button) and G2 (evaluated after delamination and preparation and insertion of the
donor button using Busin glide). Cell loss occurred and varied according to the study
group. The average endothelial cell loss was 8.41% in G1 and 17.31% in G2. The
differences were statistically significant between the groups studied. Scanning electron
microscopy demonstrated damage in either group. The average endothelial cell loss
was 8.41% in G1 and 17.31% in G2. The differences were statistically significant
between the groups studied. It was concluded in the present study and also in the
experimental conditions that the insertion of the donor button has induced greater
damage to the corneal endothelium of swine compared to its creation.

Key-words: Corneal endothelium, endothelial transplant, keratoplasty, DSEK, Busin
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1 Introducao

Para a manutencdo da transparéncia da cornea, € fundamental que a mesma se
mantenha em constante estado de deturgescéncia (ABIB, 2000; ABIB; BARRETO,
2001). As duas camadas da cOrnea responsaveis por esse estado sdo: O epitélio e 0
endotélio (POWER; NEVES, 2005). O epitélio atua como barreira, impedindo que os
liquidos do meio externo adentrem a cornea (SAMUELSON, 1999; SLATTER, 2005).
O endotélio possui dois mecanismos distintos de manutencdo da desidratacdo: o de
barreira que bloqueia a entrada do humor aquoso para o interior da cérnea e o de bomba
que remove os solutos do interior da cornea carreando em conjunto liquidos (JOYCE,
2003; POWER; NEVES, 2005; SAMUELSON, 1999; SLATTER, 2005).

Para que o endotélio realize a manutencdo da transparéncia corneana, é
necessario a existéncia de uma densidade celular minima, que nos animais ndo deve ser
inferior a 800 celulas/mm? (SLATTER, 2005). Na medicina veterinaria, as causas mais
comuns de dano endotelial sdo as cirurgias intraoculares, os traumas e as distrofias
endoteliais (SLATTER, 2005). Na maioria das espécies, o endotélio da cornea possui
capacidade de regeneracdo limitada ou ausente. Estudos demonstraram que nos
humanos, a proliferacdo endotelial ocorre apenas durante o periodo de formacéo uterina
(BOURNE et al., 1994; HOLLINGSWORTH et al., 2001; MURPHY et al., 1984). Na
auséncia da mitose, quando ocorre perda endotelial, a reparacdo € realizada por
intermédio de hipertrofia e migracdo das células adjacentes a area acometida (LAING et
al., 1975; MATSUDA et al., 1985). Em situacGes em que o endotélio da cornea é
severamente danificado, a sua funcionalidade fica comprometida e 0 humor agquoso
adentra as camadas da cdrnea levando a perda da sua transparéncia (ABIB, 2000; ABIB;
BARRETO, 2001; JOYCE, 2003; POWER; NEVES, 2005; SLATTER, 2005;
GALERA et al., 2009).

O transplante de cérnea é a opgdo de tratamento nos casos de faléncia endotelial.
Ele se diferencia em transplante penetrante, lamelar anterior ou lamelar posterior (NITA
et al., 2012; TAN et al., 2012; YOUNG et al., 2012). A escolha pela técnica a ser
empregada dependera principalmente da camada da cornea acometida. Porém, fatores
como treinamento técnico, habilidade cirargica e instrumentais disponiveis também

podem influenciar na selecdo do procedimento (NITA et al.,2012).
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O transplante de cdrnea posterior tem como finalidade substituir apenas o
endotélio. Essa técnica cirdrgica tem como principais vantagens a manutencdo das
camadas anteriores da coOrnea intactas, auséncias de suturas e a realizacdo do
procedimento transoperatério com o bulbo do olho fechado, fatores esses que
repercutem em uma recuperacdo visual precoce (MELLES et al., 1999; TERRY, 2003;
PRICE & PRICE, 2006; YOUNG, et al., 2012). A perda de células endoteliais, durante
a realizacdo do procedimento cirdrgico é a principal preocupacdo na ceratoplastia
endotelial (DANESHGAR; ZIAGHARIB, 2011).

Embora existam inimeros estudos avaliando a eficacia do transplante de cdrnea
lamelar posterior em humanos, ao se consultar a literatura, ndo foram encontradas
pesquisas referentes as repercussdes das diferentes fases do procedimento de DSEK
sobre o endotélio da cornea de suinos. Objetivou-se avaliar e comparar as repercussoes
de duas etapas distintas do transplante lamelar posterior sobre o endotélio da cérnea de

suinos.
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2 Revisao de literatura

2.1 Anatomofisiologia da cornea

A cornea, em conjunto com a esclera, compde a tdnica fibrosa do bulbo do olho
sendo também denominada de tunica externa (SLATTER, 2005; PIPPI; GONCALVES,
2009). Essas estruturas compreendem a porcdo mais externa e resistente do bulbo
ocular, conferindo a manutencdo da sua forma e protecdo (SAMUELSON, 1999;
POWER; NEVES, 2005; PIPPI; GONCALVES, 2009). A cornea higida é lisa, esférica
e transparente (ANDRADE et al., 1999; POWER; NEVES, 2005; SLATTER 2005;
GALERA et al., 2009). Sua transparéncia se deve ao fato de possuir as fibras de
colageno do estroma organizadas de forma paralela e regular, além de ser avascular, ndo
pigmentada, inervada por fibras amielinicas e manter-se em estado constante de
deturgescéncia (SAMUELSON, 1999; POWER; NEVES, 2005; SLATTER, 2005;
PIPPI; GONCALVES, 2009). Sua principal funcdo é exercer a refracdo dos raios
luminosos para formagéo da visdo, e também atuar como barreira entre 0 meio externo e
as estruturas intraoculares (POWER; NEVES, 2005; SLATTER, 2005; GALERA et al.,
2009).

No que diz respeito a sua composicdo, na maioria dos animais, a cornea possui
cinco camadas (SAMUELSON, 1999; JOYCE, 2003; SLATTER, 2005). O filme
lacrimal pré-corneano, embora ndo seja visivel ao corte histolégico, é considerado a
camada externa que recobre a cornea e a conjuntiva possuindo uma espessura media de
7um. Ele é constituido por trés camadas distintas: a porcdo lipidica externa, a aquosa
intermediéria e a mucosa interna (STADES et al., 1999; SLATTER, 2005; PIPPI;
GONCALVES, 2009). As funcbes do filme lacrimal pré-corneano compreendem o
fornecimento primario de oxigénio para a coOrnea, 0 suprimento de proteinas
antimicrobianas, a lubrificacdo da superficie ocular e a remocdo de debris e de células
esfoliativas através da drenagem da lagrima (STADES et al., 1999; SLATTER, 2005;
PIPPI; GONCALVES, 2009).

O epitelio corneano possui padrdo simples, do tipo pavimentoso estratificado,
ndo queratinizado, escamoso e ndo secretor (POWER; NEVES, 2005; GALERA et al.,
2009; PIPPI; GONCALVES, 2009). Ele é formado, normalmente, por cinco a sete
camadas de células poliédricas ancoradas sobre uma membrana basal, a qual promove a

adesdo do epitélio ao estroma adjacente. Essa membrana € composta por colagenos dos
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tipos IV, VI e VII, por hialuronato de sédio e por fibronectinas (SAMUELSON, 1999;
POWER; NEVES, 2005; SLATTER, 2005).

Em humanos e em espécies de animais como 0s cetaceos, as aves e 0s primatas,
com excecdo dos Iémures, se diferenciam dos demais por possuirem abaixo da
membrana basal a camada de Bowman (POWER; NEVES, 2005; SAMUELSON,
2011). Essa camada € acelular e secretada pelo epitélio anterior. Possui de 10 a 15 pum
de espessura e & formada basicamente por fibrilas de coldgeno que se dispbem
aleatoriamente sendo considerada uma a porcdo superficial do estroma (POWER;
NEVES, 2005).

O estroma compreende aproximadamente 90% da espessura corneana e €
constituido por ceratocitos, fibrocitos, feixes de fibras de coladgeno e substancia
fundamental, além de linfdcitos, polimorfonucleares e macréfagos (POWER; NEVES,
2005). As fibras de colageno se dispéem de forma precisamente paralela. Essa
disposicdo contribui para a manutencdo da transparéncia da cornea e diferencia o
estroma do colégeno existente no tecido cicatricial e na esclerética (POWER; NEVES,
2005; SAMUELSON, 1999; SLATTER, 2005).

Posterior ao estroma, encontra-se a membrana de Descemet, que é considerada a
membrana basal do endotélio (POWER; NEVES, 2005; SAMUELSON, 2011). Ela é
uma estrutura elastica, formada por fibras delgadas de colageno, e é continuamente
depositada pelo endotélio. Suas fibras sdo pouco resistentes e, em casos de
descemetocele, essa camada fica facilmente protuida (SAMUELSON, 1999; POWER;
NEVES, 2005; SLATTER, 2005; PIPPI; GONCALVES, 2009).

A camada mais interna da cdrnea é o endotélio. Ele fica em contato direto com o
humor aquoso, atuando como barreira para a entrada de liquidos no interior da cérnea
(ABIB, 2000; JOYCE, 2003). O endotélio € constituido por uma monocamada de
células poligonais, sendo que na maioria das espécies essas células possuem formato
predominantemente hexagonal (PIGATTO et al., 2004; PIGATTO et al.,, 2005z;
PIGATTO et al 2005b; POWER; NEVES, 2005; SLATTER, 2005; FRANZEN et al.,
2009; GALERA et al., 2009). Essa camada € a maior responsavel pela manutencdo do
estado de deturgescéncia da cornea, fator fundamental para proporcionar a transparéncia
corneana (ABIB, 2000; ABIB; BARRETO, 2001; JOYCE, 2003; POWER; NEVES,
2005; SLATTER, 2005; GALERA et al., 2009).
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Por ser uma estrutura avascular, a cornea recebe a maior parte do oxigénio
necessario para sua manutencdo por intermédio do filme lacrimal pré-corneano. Os
capilares provenientes do limbo e da conjuntiva também atuam na manutencdo da sua
oxigenacdo (MILLER, 2001; POWER; NEVES, 2005; SLATTER, 2005). A nutricdo da
cornea ocorre devido ao contato com o humor aquoso, do qual ela recebe oxigénio,
amino&cidos, glicose e demais nutrientes. O metabolismo da glicose é a principal fonte
de energia (MILLER, 2001; SLATTER, 2005; PIPPI; GONGCALVES, 2009).

A inervacdo da cornea tem origem no nervo trigémeo, que se ramifica e origina
0S ramos sensitivos ndo mielinizados dos nervos ciliar curto e longo. Essa inervagao se
estende a partir da esclera em direcdo ao estroma anterior, alcangando o seu epitélio
(MILLER, 2001; GARCIA et al, 2009). Os receptores de sensibilidade corneana estao
situados no estroma e na camada basal do epitélio; e as suas terminacdes nervosas
situam-se na superficie epitelial (SLATTER, 2005; GARCIA et al, 2009).

2.2 Cicatrizacdo da cdrnea

A reparacdo da cornea varia de acordo com a profundidade da lesdo (MILLER,
2001; SLATTER, 2005). Em dlceras superficiais, 0 processo de cicatrizacdo €
basicamente desempenhado pelas células epiteliais adjacentes a area lesionada e se
inicia nas primeiras horas apdés a lesio (ANDRADE, 1999; SLATTER 2005). O
epitélio da cornea possui um equilibrio constante entre as ceélulas perdidas e as
renovadas por intermédio da sua capacidade de auto regeneracdo (SLATTER, 2005).
Em situacbes de injaria, as células epiteliais perdem as suas aderéncias
hemidesmossdmicas e migram em direcdo a area ulcerada. Em conjunto, ocorre
secrecao de fibrina, fibrinogénio e fibronectina seguido pela mitose das células basais
do epitélio. (MILLER, 2001; POWER; NEVES, 2005; SLATTER, 2005; GALERA et
al., 2009) O deslizamento e a mitose das células epiteliais sdo mediados pelo sistema
nervoso simpatico, além dos hormonios, dos fatores de crescimento e dos mensageiros
bioquimicos (GALERA et al., 2009).

Nas lesOes epiteliais em que a membrana basal epitelial permanecer intacta, ela

servira como ponto de ancoragem entre as células epiteliais mitoticas e o estroma
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subjacente (KERN, 1990; GALERA et al., 2009). Quando ocorre perda da membrana
basal, ela devera ser restabelecida. Esse mecanismo se inicia aproximadamente uma
semana apods a lesdo inicial e dura cerca de seis a oito semanas até a sua conclusdo
(KERN, 1994; GALERA et al., 2009).

A restauracdo do estroma corneano € mais complexa; envolve producdo e
distribuicdo de colageno, alteracfes na sintese de proteoglicanos e remodelacéo gradual
de toda a sua estrutura (POWER; NEVES, 2005). A lesdo inicialmente é recoberta por
um tampédo de fibrina. Em poucas horas, polimorfonucleares chegam até a regido
danificada e realizam atividade proteolitica e remocdo de debris celulares. A secrecdo
de colageno inicia cerca de 24 horas apds ocorrer a lesdo, atraves da migracdo dos
ceratocitos adjacentes a borda da ulcera. O colageno depositado sofrera remodelacao, no
entanto, ndo ira recuperar a sua organizacao fibrilar inicial (NASISSE, 1985; KERN,
1994; POWER; NEVES, 2005; SLATTER, 2005; GALERA et al., 2009).

A membrana de Descemet, € uma estrutura elastica e, quando ela rompe, suas
bordas se retraem e se enrolam (SLATTER 2005). Na tentativa de selamento da ferida,
ocorre a formacdo de um coagulo de fibrina (POWER; NEVES, 2005; SLATTER 2005;
GALERA et al., 2009). Em poucas horas, as células endoteliais sofrem um processo de
tumefacdo para realizar o tamponamento da lesdo. Células epiteliais conjuntivais
migram até a ferida e, posteriormente, assumem o padrao de células epiteliais corneanas
(SLATTER, 2005; GALERA et al., 2009). Esse processo demanda longo tempo,
envolve reacdes inflamatorias, neovascularizacdo e resulta em cicatriz (KERN, 1994;
ANDRADE, 1999; GALERA et al., 2005; SLATTER, 2005).

O endotélio possui capacidade limitada de regeneracdo na maioria das espécies e
a sua reposicdo ocorre pelo aumento no tamanho das células endoteliais adjacentes a
area lesionada (ABIB, 2000). O envelhecimento diminui o potencial de recuperagdo
endotelial (GALERA et al.,, 2005; POWER; NEVES, 2005; SLATTER, 2005). O
endotélio € o responsavel pela manutencdo da desidratacdo da cdrnea, fator fundamental
para a sua transparéncia. Quando a perda das células ultrapassa a capacidade de
compensacao pelas células remanescentes, tem-se como resultado o edema de cornea
que compromete a sua transparéncia, podendo ocasionar a diminui¢do, ou perda
completa da visdo (ABIB, 2000; POWER; NEVES, 2005; SLATTER, 2005).
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2.3 Endotélio da cérnea

O endotélio corneano é vital para manutencdo da transparéncia da cornea
(ABIB, 2000; JOYCE, 2003; POWER; NEVES, 2005). Ele constitui a ultima camada
da cornea e forma uma barreira entre as estruturas internas do bulbo do olho e as demais
camadas da cornea, sendo fundamental no bloqueio da entrada do humor aquoso para o
estroma (JOYCE, 2003; POWER; NEVES, 2005; SLATTER, 2005). E uma camada
unicelular, cujo as células possuem aproximadamente 5 um de espessura e 20 um de
didmetro (ABIB, 2000; JOYCE, 2003). As celulas possuem formato poligonal e estudos
realizados em diversas espécies de animais demonstraram que a maioria delas possui
formato hexagonal (ABIB, 2000; PIGATTO et al., 2004; PIGATTO et al., 2005a3;
PIGATTO, et al 2005b; FRANZEN et al., 2009)

A célula endotelial possui nucleo grande, achatado e ovalado. Em seu
citoplasma encontram-se vérias organelas relacionadas ao transporte ativo e sintese
proteica como mitocondrias, reticulo endoplasméatico e complexo de Golgi, sendo
considerada uma célula com metabolismo altamente ativo (ABIB,2000; JOYCE, 2003;
POWER; NEVES, 2005). Elas possuem bordos irregulares e se unem umas as outras
por intermédio da zonula ocludens e dos complexos juncionais que sdo diferenciados
em tight ou gap (ABIB, 2000; JOYCE, 2003). Essas interconecgdes sao tortuosos
prolongamentos da membrana lateral das células endoteliais que aumentam a superficie
de contato entre elas e podem estar associadas a funcdo de bomba ativa endotelial
(POWER; NEVES, 2005). As conecc¢es do tipo tight atuam na barreira entre o estroma
e 0 humor aquoso. Essas ligagdes sdo dependentes de célcio e fundamentais para
manutencdo da funcdo de barreira endotelial (ABIB, 2000). As gap contribuem para
comunicacdo intercelular (OJEDA et. al, 2001, POWER; NEVES, 2005).

Microscopicamente, observa-se uma grande quantidade de microvilosidades na
face posterior do endotélio. A face anterior do endotélio estd em contato direto com a
membrana de Descemet por intermédio de hemidesmossomos, ndo havendo complexos
juncionais. Isto explica o fato das células endoteliais serem facilmente deslocadas por

traumas mecanicos ou durante cirurgias intraoculares (TUFT & COSTER, 1990).

Além das microvilosidades, em algumas espécies, como na humana, nos
primatas, nos suinos e nos leporinos ja foi descrita a presenca de cilios na face posterior

do endotelio. Embora a sua fungdo ndo esteja bem elucidada, acredita-se que os cilios
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atuem como quimiorreceptores, osmorreguladores ou detectores de pressdao (COLLIN;
COLLIN 1998).

As funcbes de bomba e de barreira do endotélio sdo responsaveis por manter a
transparéncia da cdrnea, regulando a hidratagdo do estroma (JOYCE, 2003). A barreira
endotelial regula a circulacdo de adgua e de substancias a partir do humor aquoso para o
interior estromal. Ela ocorre pela presenca das interdigitacdes e dos complexos
juncionais, também chamados de juncGes gap, localizados no espaco intercelular
(ABIB, 2000; JOYCE, 2003). Esses complexos mantém as células endoteliais unidas e
impedem a permeabilidade de solutos para o espaco intracelular. Apesar disso, existe
uma passagem constante de humor aquoso, transporte de glicose, de aminoacidos e de
outros nutrientes essenciais através dos espacos intercelulares para o estroma. Esse
contetdo é equilibrado pela atividade de bomba endotelial (MISHIMA, 1982; TUFT;
COSTER 1990; ABIB, 2000).

Além da funcéo barreira, o endotélio atua como uma bomba endotelial de sédio
e ions bicarbonato. Essa atividade mantém o equilibrio dindmico da cornea atraves do
transporte ativo de ions forcando a saida de agua da cdrnea e contrariando a tendéncia
do estroma em absorvé-la (MISHIMA, 1982; YEE et al., 1985a; TUFT; COSTER
1990).

A passagem constante do humor aquoso leva ao acimulo de liquido no estroma.
A saida de fluido da cérnea depende do metabolismo aerdbico realizado pelas bombas
endoteliais, principalmente por intermédio do transporte ativo de ions de bicarbonato,
sodio e potéssio. A energia utilizada na forma de ATP é produzida a partir da glicose
pelas mitocdndrias, através do ciclo de Krebs e da via das pentoses-fosfato. O oxigénio
requerido pelas células endoteliais é difundido primariamente através da camara
anterior. O movimento de fluido através do endotélio acontece de forma passiva e segue
o fluxo dos ions que sdo ativamente transportados pela membrana posterior das células
(MISHIMA, 1982; YEE et al., 1985a; JOYCE, 2003; SLATTER, 2005).

Para que o endotélio ajude a manter a transparéncia da cornea por intermedio
das suas funcdes de barreia e de bomba, a densidade celular deve permanecer acima de
500 células/mm? (JOYCE, 2003; POWER; NEVES, 2005; SLATTER, 2005; JOYCE
2012). Estudos apontam que nos humanos a proliferagdo endotelial ocorre apenas
durante o periodo de formacao uterina (BOURNE et al., 1997; MURPHY et al., 1984;
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HOLLINGSWORTH et al., 2001). O recém-nascido humano possui uma densidade
endotelial média de 3.500 a 4.000 cel/mm?, sendo que esse nimero vai sofrendo um
decréscimo constante ao ponto que aos 20 anos de idade, a contagem celular é de
aproximadamente 1.400 a 2.500 cel/mm? (ABIB, 2000). A partir desse periodo, essa
queda na densidade endotelial diminui, atingindo uma estabilidade de aproximadamente
0,3% a 0,6% de decréscimo ao ano (YEE et al, 1985b; TUFT; COSTER, 1990; ABIB,
2000; JOYCE, 2012).

Além do decréscimo fisiologico, a diminuicdo na contagem endotelial é
influenciada por fatores como agentes quimicos, traumas cirurgicos e principalmente
por alteragdes endoteliais primarias, por exemplo, distrofias endoteliais e afeccdes
oculares decorrentes de diabetes mellitus, uveites, contusdes ou perfuracdo ocular
(LEIBOWITZ; LAING, 1994; ABIB; MOREIRA, 2001; JOYCE, 2003; JOYCE, 2012).

A resposta endotelial a perda celular envolve hipertrofia e difusdo celular das
celulas remanescentes. Como resultado observa-se 0 aumento no tamanho e alteracdo no
formato celular (LAING et al., 1974; MATSUDA et al., 1985). Contudo, a hipertrofia
celular ndo é idéntica para todas as células resultando em um endotélio com células de
diferentes tamanhos e formatos (MATSUDA et al., 1985).

2.4 Métodos de avaliacdo da cornea

Diferentes métodos semioldgicos podem ser utilizados para avaliacdo do
endotélio na rotina clinica da oftalmologia e também nas pesquisas dessa area. As
principais possibilidades consistem na lampada de fenda, no paquimetro ultra-sénico,
no microscopio especular de contato e/ou de ndo contato e no microscépio confocal
(ABIB, 2000).

Na pesquisa, 0s métodos de avaliacdo do endotélio da cérnea disponiveis para
sua analise ex vivo compreendem a microscopia confocal, a microscopia eletrénica de
varredura, a microscopia especular, e os corantes vitais, em especial o azul tripan e o
vermelho de alizarina (KLAIS;BUHREN; KOHNEN, 2003; TERVO; MOILANEN,
2003; KAUFMAN et al., 2004).

A seqguir, seré apresentada uma revisdo com os principais métodos de anélise do
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endotélio da cornea in vivo e ex vivo utilizados no @mbito da pesquisa oftalmologica.

2.4.1 Microscopia confocal

A grande vantagem da microscopia confocal é a possibilidade de avaliagcdo de
todas as camadas da cOrnea de maneira ndo invasiva tanto in vivo quanto ex vivo
(KLAIS; BUHREN; KOHNEN, 2003; TERVO; MOILANEN, 2003; KAUFMAN et al.,
2004). Caracteristicas microscopicas das estruturas celulares da cérnea podem ser
avaliadas com elevada nitidez e resolucéo utilizando esse exame. A analise e abordagem
completa da cornea, além da sua espessura € determinada minimamente permitindo
observacdo de alteracBes histoldgicas, cicatriciais e também avaliacdo de toda sua
inervacdo (TERVO; MOILANEN, 2003; HARA et al., 2003; KAUFMAN et al., 2004;
JONUSCHEIT; DOUGHTY; RAMAESH, 2011).

Ao se comparar os métodos normalmente utilizados para avaliacdo endotelial,
como a microscopia especular, os corantes vitais e a microscopia eletrénica de
varredura, em relacdo a microscopia confocal, essa apresenta algumas vantagens. A
microscopia especular, que € considerada um dos métodos mais tradicionais para
avaliacdo endotelial, se torna dificil e até mesmo impossivel de ser realizada nos casos
com edema de cornea avangado. A microscopia eletronica de varredura e 0s corantes
vitais sO sdo possiveis de serem utilizados em estudos ex vivo. Enquanto que, a
microscopia confocal permite o exame do endotélio da cdérnea tanto in vivo quanto ex

vivo, mesmo em casos de edema corneano moderado (CHIOU et al., 2006).

Esse método semiologico possui a particularidade de permitir 0
acompanhamento do comportamento endotelial pos-transplante de cornea, sendo que o
uso clinico da microsocopia confocal em corneas transplantadas data de 1990 (CHIOU
et al., 2006).

Bourne (2001) utilizou tanto a microsocpia especular quanto a microscopia
confocal na avaliacdo de 500 corneas apos a realizacdo do transplante penetrante . Em
2007, Szaflik e colaboradores novamente utilizaram o microscépio confocal para
descrever a ultraestrutura de 32 corneas quatro dias ap6s a ceratoplastia penetrante,

sendo que, nesse estudo, em apenas uma cdornea, 0s autores nao conseguiram realizar a
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analise das camadas posteriores ao estroma. A raz&o para isso foi 0 edema intenso dessa

cérnea.

Sendo assim, a principal vantagem da microscopia confocal inclui a
possibilidade de avaliacdo endotelial detalhada, mesmo em cdrneas que perderam a
transparéncia, como por exemplo, nas situacfes de acometimento por distrofias ou antes
e apos realizacdo de transplante (HARA et al.,, 2003; JONUSCHEIT.; DOUGHTY;
RAMAESH, 2011).

Recentemente a microscopia confocal foi utilizada para avaliar o endotélio de 40
corneas apos o transplante in vivo. Nesse estudo, Jonuscheit e colaboradores (2010)
avaliaram 20 cdrneas onde havia sido realizado ceratoplastia lamelar anterior profunda
(DALKSs) e 20 corneas submetidas ao transplante penetrante (PK) no intuito de

comparar a avaliacdo automatizada em relacdo a avaliagdo manual.

2.4.2 Paquimetria ultra-sonica

A paquimetria ultra-sdnica avalia a espessura corneana, e indica indiretamente a
funcdo da bomba endotelial que é responsavel pela manutencdo da cornea em constante
regime de desidratacdo (GILGER et al., 1993; REALINI; LOVELACE, 2001).

A mensuracdo da espessura corneana por intermédio do paquimetro ultrassénico
é uma metodologia de suma valia para monitoramento da funcdo e da integridade das
células endoteliais. O paquimetro ultra-sénico consiste em um aparelho, que faz contato
com a cornea por intermédio de um menisco de agua deionizada, sem toca-la
diretamente. O tempo requerido para a energia ultra-sdnica atravessar a cornea é

registrado e a espessura corneana é calculada (GILGER et al., 1993).

Em vista disso, em 2008 Ranzani e colaboradores publicaram um estudo que
teve por finalidade comparar os valores da espessura corneana central de 13 felinos
obtidos pelo paquimetro ultra-sénico em relacdo aos obtidos pelo microscopio especular
de ndo contato. Nesse estudo, os autores chegaram a conclusdo que os dois métodos sdo
validos na medicina veterinaria, porém sugerem que os valores da microscopia
especular sofrem interferéncia pela auséncia do filme lacrimal pré-corneano em virtude

da falta de movimentag&o palpebral.
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O mesmo modelo de estudo ja havia sido realizado por Brandéo e colaboradores
em 2006. Nessa investigacdo, a espessura corneana central foi determinada em 22 olhos
de 11 ovinos, inicialmente com microscopio especular de ndo-contato seguido pelo
paquimetro ultra-sénico. Os autores chegaram a conclusdo que ambos 0s instrumentos

sdo confiaveis.

Em humanos, Kubaloglu e colaboradores (2012), realizaram estudo semelhante.
Os autores utilizaram paquimetro ultrassdnico de forma satisfatdria para determinar a
espessura corneana central, além do microscopio especular de ndo contato para avaliar a
densidade endotelial e a area celular média, nos quatro primeiros anos ap6s o
transplante lamelar profundo anterior e a ceratoplastia penetrante em pacientes com

ceratocone.

Flynn e colaboradores (2010) realizaram um trabalho experimental avaliando a
eficacia do paquimetro ultra-sénico como meétodo semioldgico no diagndstico de
rejeicdo do transplante de cornea em camundongos. No estudo, a transparéncia do
enxerto foi graduada e a espessura corneana determinada pela paquimetria o que
comprovou que 0 aumento na opacidade corneana era acompanhado da elevacdo nos
valores da pagquimetria. Mostrou-se, dessa maneira que a afericdo da paquimetria pode

auxiliar no diagndstico de rejeicdo no transplante de cornea.

2.4.3 Microscopia especular

Um método de avaliacdo que pode ser utilizado para analise endotelial tanto in
Vvivo quanto ex vivo é a microscopia especular (LAING; SANDSTROM; LEIBOWITZ,
1979). Idealizado por Dr. David Maurice na década de 60, o microscopio especular tem
sido considerado um dos métodos mais fidedignos para avaliacdo da morfologia e
morfometria endotelial tanto na rotina clinica quanto nas pesquisas (ABIB, 2000;
LAING; SANDSTROM; LEIBOWITZ, 1979; PIGATTO etal., 2006 ).

Os microscopios especulares se diferenciam basicamente em dois modelos: de
contato ou de ndo contato com a coérnea (ABIB, 2000; PHILIPS et al., 2005). No
microscopio especular de contato, € necessario o contato fisico entre a cornea e a lente
objetiva do microscopio especular, ele tem como grande vantagem a realizacdo da

aplanacdo da cérnea no momento do exame, o que permite o fornecimento de uma area
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maior a ser analisada. J& o microscopio de ndo contato € mais pratico, porém, a
manutencdo da curvatura da cornea resulta na obtengdo de uma menor area endotelial
para analise (LAING; SANDSTROM; LEIBOWITZ, 1979; ABIB, 2000; PHLIPS et al.,
2005).

Em relacdo ao método de andlise dos dados obtidos pela microscopia especular,
podemos diferencia-los em automatizados, semiautomatizados ou ndo automatizados.
No método automatizado a analise endotelial € realizada 100% por meio de software
sem a necessidade de interagdo com o operador. O método semiautomatizado, oferece
recursos para avaliacdo endotelial, porém necessita de interacdo com o profissional que
opera 0 microscopio. Ja no método ndo automatizado, ndo existem recursos para analise
endotelial. O operador fica responsavel pela anélise dos padrfes endoteliais (ABIB,
2000).

O principio basico da microscopia especular baseia-se na incidéncia de um feixe
luminoso sobre a cornea e na sua reflexdo. Uma por¢édo desse feixe luminoso que incide
sobre o endotélio é refletido de forma especular e capturado pelo microscopio que ira
fornecer uma imagem ampliada do endotélio corneano permitindo a avaliacdo da sua
morfologia e da sua morfometria (ABIB, 2000; PHILIPS et al., 2005)

Tem como uma das grandes vantagens a sua praticidade e o fato de ser uma
técnica semioldgica ndo invasiva. Na rotina clinica, algumas das indicacfes para a sua
realizacdo incluem diagndstico de distrofias endoteliais, acompanhamento da evolucao
de afeccBes oculares, controle da seguranca no uso de farmacos oculares, exames pré e
pos-operatdrio de cirurgias intraoculares, selecdo de corneas doadoras para transplante,
entre outros (ABIB, 2000; FARIAS et al., 2007; OLIVEIRA; MOTTA; MUCCIOLI,
2009; PEREZ-RICO et al., 2009).

Na pesquisa, a microscopia especular tem sido amplamente empregada para
determinar o padrdo endotelial de diferentes espécies, verificar a seguranca de
procedimentos cirirgicos e de farmacos utilizados principalmente em cirurgias
intraoculares (LAING; SANDSTROM; LEIBOWITZ, 1979; ABIB, 2000; PIGATTO et
al, 2006; PRICE; PRICE, 2008).

Franzen e colaboradores (2010) valeram-se da microscopia especular para

determinar alteracBes endoteliais em decorréncia do envelhecimento de felinos
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domeésticos. Estudos semelhantes ja haviam sido realizados em demais espécies como
suinos (TAMAYO-ARANGO et al., 2009), coelhos (SAILSTAD; PEIFFER, 1981),
cdes (GWIN et al,, 1982; RODRIGUES 2006; PIGATTO et al., 2006), equinos
(ANDREW et al., 2001), Ihamas, alpacas (ANDREW et al., 2002) e gatos (PEIFFER et
al., 1981).

No transplante de coOrnea, além de ser considerado um exame preliminar
fundamental para selecdo das corneas doadoras, a microscopia especular € o método
semioldgico padrdo para acompanhamento da recuperagdo pés cirurgica (PRICE;
PRICE, 2008; ACAR et al.,, 2011; KHOR et al., 2013). As corneas transplantadas
podem sofrer um decréscimo de até 50% no valor da sua densidade endotelial ao longo
de 5 anos ap6s o procedimento cirdrgico. Por esse motivo, a microscopia especular é
incontestavelmente importante como meio de avaliagdo da densidade endotelial e
selecdo das corneas doadoras (BOURNE, 1994).

Nesse sentido, durante o periodo de setembro de 2002 a fevereiro de 2003, o
Banco de Olhos de Sorocaba utilizou a microscopia especular para analisar 203 corneas
doadoras durante o seu periodo de armazenamento. A contagem de celular foi realizada
previamente ao preparo do botdo doador com o bulbo do olho ainda integro e
classificada em excelente, boa, razoavel e ruim de acordo com a densidade endotelial.
A intencdo dos pesquisadores foi relacionar fatores como idade do doador, tempo do
Obito a preservacdo, causa do 6bito e nimero de células endoteliais no 1° dia de
avaliacdo com a perda endotelial ao longo do armazenamento. A microscopia especular
foi de extrema valia pois demonstrou que das 86 corneas que falharam, 30 (66,3%)
apresentavam contagem endotelial inferior a 2.500 células/mm? no primeiro dia de
avaliacdo. O mesmo ocorreu no estudo publicado por Wilhelmus e colaboradores
(1995), onde constataram por intermédio da microscopia especular que as 60 corneas
que apresentaram faléncia priméaria possuiam uma densidade endotelial média de 2.685

cel/mm?.

Price e Price, em 2007, publicaram um estudo de acompanhamento pos-
transplante da técnica de DSEK, na qual o método de analise foi a microscopia
especular. Nesse estudo foram acompanhados 263 olhos de 216 pacientes submetidos a
técnica de DSEK ao longo de dois anos. A intengéo foi registrar a perda endotelial no
decorrer desse periodo.
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Em estudo semelhante, Acar e colaboradores (2011) também obtiveram
resultados satisfatorios ao utilizar o microscépio especular para avaliagdo da perda
endotelial. Os autores analisaram pacientes que haviam sido submetidos ao transplante
de cdrnea penetrante e tiveram que ser submetidos a cirurgia intraocular para remogéo
da catarata tanto por intermédio da facoemulsificacdo quanto realizando a extracédo
manual da lente. Da mesma forma, esse método semioldgico foi utilizado em um estudo
realizado por Khor e colaboradores (2013) na selecdo pré operatéria e no
acompanhamento poés cirdrgico de pacientes que seriam submetidos a técnica cirdrgica
de DSAEK.

2.4.4 Microscopia eletrdnica de varredura

Ao contrario dos métodos anteriormente citados, a microscopia eletronica de
varredura é possivel de ser utilizada unicamente para estudos ex vivo. Essa metodologia
¢ amplamente empregada com o intuito de estabelecer a morfologia e morfometria
endotelial de diferentes espécies (PIGATTO et al., 2004; PIGATTO et al., 2005a;
PIGATTO et al., 2005b; RODRIGUES et al., 2006; TAMAYO-ARANGO et al., 2009).
Por intermédio da microscopia eletrdnica de varredura ja foi possivel estabelecer o
padrdo endotelial de diferentes animais como jacarés do pantanal, coelhos, pinguins,
avestruzes, cdes e roedores (SVEDBERGH & BILL, 1972; PIGATTO et al., 2004;
PIGATTO et al., 2005a; PIGATTO et al., 2005b; PIGATTO et al., 2009).

Em vista disso, um trabalho foi o realizado por Pigatto e colaboradores em 2005
valendo-se da microscopia eletrdnica de varredura para examinar a superficie posterior
do endotélio da cornea de coelhos. No ano de 2009, o mesmo autor, avaliou o endotélio
da cornea de avestruz também por intermédio do microscopio eletrénico de varredura.
Nesse trabalho, utilizando o microscopio eletronico de varredura, foi possivel concluir
que o endotélio corneano do avestruz é constituido de células poligonais uniformes em
tamanho e forma, com poucas interdigitacbes nas bordas celulares além da presenca de

microvilosidades na superficie celular (PIGATTO et al., 2009).

Em outro momento, numa avaliagdo também realizada em coelhos, a
microscopia eletronica de varredura foi utilizada para analisar alteracdes do endotélio

corneano apos aplicacdo de mitomicina C na esclera onde esse modo de avaliacéo
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serviu para evidenciar alteracdes na forma e no tamanho das célula endoteliais (SILVA;
GREGORIO, 2009).

A microscopia eletrénica de varredura ja havia sido a forma eleita por Collins e
Collins em 1998 para estudar a superficie posterior do endotélio da cornea de
vertebrados, onde concluiram que a forma das células endoteliais corneanas nas classes
avaliadas é um conjunto de células hexagonais e pentagonais com bordas irregulares e

interdigitacdes.

A vantagem da microscopia eletronica de varredura em relacdo a microscopia
especular é que permite a avaliacdo da ultraestrutura celular (DOUGHTY, 1998). Além
disso, possibilita a determinacdo da area celular média, densidade celular, pleomorfismo
e polimegatismo (SVEDBERGH; BILL, 1972; PIGATTO et al., 2004).

O microscopio eletrénico de varredura utiliza um feixe de elétrons no lugar de
fotons utilizados em um microscopio optico convencional, o que permite a obtencdo de
uma maior resolucdo das imagens obtidas. Esse aparelho fornece rapidamente
informacdes sobre a morfologia e identificacdo de elementos quimicos de uma amostra
solida. Sua utilizacdo é rotineira em estudos na area da biologia, odontologia, farmaécia,
engenharia, quimica, metalurgia, fisica, medicina, medicina veterinaria e geologia,
sendo que a principal razdo de sua utilidade é a alta resolucdo que pode ser obtida
quando as amostras sdo observadas; valores da ordem de 2 a 5 nandmetros sé&o
geralmente apresentados por instrumentos comerciais, enguanto instrumentos de
pesquisa avancada sdo capazes de alcancar uma resolu¢do melhor que 1 nm (WATT,
1997).

Visando analisar a seguranca de novas técnicas cirargicas, a microscopia
eletronica de varredura tem sido utilizada para avaliar as caracteristicas endoteliais
resultantes de diferentes procedimentos cirlirgicos como no estudo realizado por
Aboalchamat e colaboradores (1999), no qual a microscopia eletronica de varredura foi
a ferramenta de avaliacdo as caracteristicas morfoldgicas endoteliais apds o transplante

de células in vitro.

O uso da microscopia eletrénica de varredura na avaliacdo do transplante de
cornea data desde 1972, quando Dr. Polak publicou o uso da microscopia eletronica de

varredura para estudo da rejeicdo epitelial e endotelial da cornea transplantada em
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coelhos. Nesse trabalho, a rejeicdo epitelial foi caracterizada por ruptura e colapso de
sua estrutura normal em uma area de 60 a 80 nm de largura. A microscopia permitiu
visibilizar &reas de desnudamentos celular, presenga de linfocitos, multiplas vilosidades
e pseudopodes foram avistados no endotélio rejeitado. Nos enxertos totalmente opacos,
a microscopia eletrénica de varredura demonstrou que o endotélio foi substituido por
células achatadas de varios tamanhos e formas dispostas em varias camadas formando

uma membrana.

A microscopia eletronica de varredura também foi utilizada para comparar as
alteracdes ultra estruturais ocorridas no endotélio da cérnea de ratos armazenadas em
duas diferentes temperaturas, 0° e 4° C durante 1, 2 e 7 dias. Nesse estudo, realizado por
Yamasaki e Inoué em 2001, os autores concluiram que independente do tempo de
armazenamento as corneas preservadas a 0° C apresentaram menor irregularidade em

relacdo as preservadas a 4°C.

A magnificagdo proporcionada por esse método avaliagdo faz com que ele seja
escolhido por muitos pesquisadores para suas analises. Terry e colaboradores (2006)
analisaram as diferencas no leito receptor ap6s a realizacdo de duas técnicas distintas de
transplante de cornea, a DSEK e a DLEK. O objetivo do estudo foi avaliar a existéncia
de correlagdo entre o deslocamento do botdo doador e a técnica realizada para preparo
do leito receptor a fim de elaborarem novas estratégias cirurgicas de prevencao dessa
complicacdo. Para tanto, foram avaliadas a face estromal posterior da cornea de 10
bulbos oculares de cadaveres que haviam sido submetidos ao procedimento de DLEK
em um olho e ao de DSEK no olho adelfo. A microscopia eletrénica de varredura, nesse
trabalho, permitiu a obtencdo de imagens com magnifica¢do de 50 X permitindo que 0s
autores concluissem que a interface estromal nos procedimentos de DSEK eram mais
lisas, em relagdo a superficie do estroma na DLEK. A partir desses resultados, os
autores modificaram a sua técnica de DSEK passando a criar um leito receptor com uma
superficie de contato mais irregular o que resultou em uma queda para apenas 4% de

deslocamento nos 100 procedimentos de DSEK subsequentes.

A microscopia eletronica de varredura também foi utilizada em uma pesquisa
em bulbos oculares de suinos, no qual o objetivo foi avaliar o corte estromal resultante
da utilizagdo do microceratotomo pendular em diferentes frequéncias, oscilacdes e

profundidade de corte. Nesse estudo, a utilizacdo da microscopia eletronica de varredura
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como metodologia de analise possibilitou de forma plenamente satisfatéria que fosse
avaliada a aresta de corte utilizando um aumento de 100X. A superficie de corte foi
estudada por intermédio de uma magnificacdo de 10X. Ja a regularidade da superficie
estromal foi possivel de ser avaliada realizando micrografias com magnificacdo de 50X
(HEICHEL et al., 2013). Em outro estudo, também relacionado ao transplante de cérnea
utilizando bulbos dos oculares de suinos, Kwang e Kim (2009) ja haviam optado pela
utilizagdo da microscopia eletronica de varredura para analisar as repercussdes
endoteliais ocasionadas na cirurgia de DSAEK utilizando diferentes técnicas para

insercdo do botdo endotelial.
2.4.5. Corantes vitais

Os corantes vitais constituem uma excelente alternativa para o estudo do
endotélio da cdrnea ex vivo. Essa metodologia ndo € recente, pois ja no ano de 1976,
Spence e Peiman relataram a utilizagdo dos corantes vermelho de alizarina e azul de
tripan para a analise do padrdo endotelial corneano. Pouco depois, em 1981 Taylor e
Hunt também publicaram seu trabalho utilizando os corantes vermelho de alizarina e

azul de tripan para avaliacdo das células do endotélio de coelhos.

A associacdo dos corantes vermelho de alizarina com o azul de tripan é
justificada pelo fato de que o vermelho de alizarina € um corante intercelular com
capacidade de identificar e delinear o limite celular tanto de células integras quanto
danificadas. Além disso, o vermelho de alizarina se adere e colore de forma satisfatoria
a membrana de Descemet nos locais onde o endotélio da cornea foi lesionado
(TAYLOR; HUNT, 1981; IGNACIO et al., 2005; SAAD et al., 2008). Ja o corante azul
de tripano tem a propriedade de impregnar o ndcleo das células endoteliais danificadas

ou mortas nas quais a parede celular foi rompida (TAYLOR; HUNT, 1981).

O azul de tripan tem sido utilizado em concentragdes que variam entre 0,001 %
e 0,5%, com diferentes periodos exposicdo. Enquanto que as concentra¢fes do vermelho
de alizarina relatadas variam de 0,2% a 1 % também com diferentes tempo de
exposicéo (SAAD et al., 2008; PARK et al., 2012).

A busca pela metodologia ideal na coloracdo endotelial incentivou Park e
colabores (2012) a publicaram um estudo no qual descreveram 0 passo a passo da

utilizacdo dos corantes azul de tripan e vermelho de alizarina. Os autores utilizaram
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corneas de cabras para avaliar o resultado de diferentes tempos de contato e de dilui¢es

distintas dos corantes vermelho de alizarina e azul de tripan no endotélio da cornea.

Nesse estudo de Park, foram testados quatro protocolos de coloragdo endotelial.
No primeiro grupo o objetivo dos autores foi determinar a concentragdo ideal do corante
azul de tripan. Para isso as corneas foram coradas com quatro concentracdes distintas de
azul de tripan, sendo elas: 0,4%, 0,2 %, 0,1 % e 0,05 % associado ao vermelho de
alizarina 1%. No segundo grupo, o intuito foi testar o vermelho de alizarina em duas
diferentes diluigdes (1% e 0,5%) em conjunto com o azul de tripan a 0,2%. No terceiro
grupo a finalidade foi certificar que o azul de tripan realmente corava células
danificadas. Para isso, previamente a coloracdo com o azul de tripano 0,2% e vermelho
de alizarina 0,5% o endotélio foi danificado pelo contato com solugdo de peroxido de
hidrogénio a 3%. O quarto grupo foi composto por corneas humanas submetidas a
coloracdo com o azul de tripan a 0,2% e a 0,4%. Como resultado, o primeiro grupo ndo
apresentou coloracédo pelo azul de tripan em nenhuma concentracdo. A concentracdo de
0,5% de alizarina delineou de forma mais nitida as margens celulares no segundo grupo.
Ja no grupo trés, o azul de tripan corou de forma satisfatoria as células danificadas pelo
peréxido de hidrogénio e por fim, no quarto grupo a concentracao de 0,4% de azul de
tripano identificou o ndcleo celular de forma mais nitida do que a concentracdo de
0,2%.

A toxicidade de farmacos também pode ser analisada por intermédio dos
corantes vitais. A metodologia de avaliacdo endotelial utilizando o vermelho de
alizarina e o azul de tripan foi a forma eleita em outro estudo experimental onde o
mesmo autor avaliou a toxicidade da injecdo intracameral do bevacizumabe no
endotélio da cornea de coelhos (PARK et al., 2008).

Devido a ser um método pouco oneroso e bastante pratico, indmeros
pesquisadores optaram pela utilizacdo do vermelho de alizarina associado ou ndo ao
azul de tripan para avaliacdo dos danos endoteliais apds realizacdo do transplante de
cornea (IDE et al., 2007; WASILEWSKI et al.,, 2010; WAITE; DAVIDSON;
TARAVELLA, 2013).

A diminuicdo da densidade endotelial durante o periodo de armazenamento da
cdérnea € uma preocupacgdo constante. Assim como a microscopia especular e 0s demais

métodos, 0s corantes vitais também constituem em um bom método de avaliacdo
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(MEANS et al., 1995). Bruinsma e colaboradores (2013), optaram pelo uso do azul de
tripan 0,4% como um dos métodos para avaliacdo do polimegatismo, do pleomorfismo
e da perda endotelial em cdrneas doadoras armazenadas no Banco de Olhos em

Roterdam.

Venzano e colaboradores (2010) valeram-se do vermelho de alizarina associado
ao azul de tripan na avaliacdo da perda endotelial apos a separacdo da membrana de
Descemet utilizando uma bolha de ar. Nesse trabalho, os corantes permitiram que 0s
autores avaliassem a morfologia, a morte das células endoteliais e a densidade celular

utilizando uma magnificacdo de 100 vezes.

Ainda no ambito do transplante de cornea, em um estudo realizado em cérneas
de coelhos, os autores optaram por usar apenas o vermelho de alizarina para avaliar a
porcentagem de perda endotelial induzida no momento da separacdo da membrana de
Descemet e também pela inversdo do botdo corneoescleral na cdmara anterior artificial.
O dano endotelial foi avaliado por intermédio de fotografias digitais tiradas no
microscopio éptico apds impregnar o endotélio com vermelho de alizarina. Os locais
danificados foram identificados pela coloragdo avermelhada mais intensa
(WASILEWSKI et al., 2010).

Em outro estudo recente, publicado em 2013, os corantes vitais também foram o
método de avaliacdo escolhido por Waite e colaboradores, para analisar a 0 dano as
células endoteliais no botdo doador da cornea apés utilizacdo do microceratétomo,
comparando um microceratotomo dupla passagem com microceratotomo padrdo de uma

Unica passagem.
2.5 Transplante de cornea

O transplante de cdérnea é a principal alternativa para a recuperacdo da
transparéncia corneana. Esse procedimento cirlrgico possui variagdes em relacdo a sua
realizacdo diferenciando-se em transplante penetrante, lamelar anterior ou lamelar
posterior, cada um possuindo as suas indicagdes vantagens e desvantagens (NITA et
al.,2012; TAN et al., 2012; YOUNG et al., 2012).

A técnica de transplante de cornea penetrante foi descrita pela primeira em 1824
por Reisenger, contudo, a melhora da acuidade visual s6 foi reportada cerca de 80 anos
apos por Eduard Zirm em 1905 (TAN et al., 2012, YOUNG et al., 2012). Nesse
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periodo, a dificuldade em relacédo a sua realizacdo consistia no curto tempo de sobrevida
do tecido doador devido a faléncia endotelial o que foi amenizado em meados de 1950
com a introducdo dos corticosteroides (DANESHGAR; ZIAGHARIB, 2011; TAN et
al.,, 2012, YOUNG et al., 2012). Varios estudos firmam a ideia de que as falhas
ocorridas nos enxertos do transplante penetrante podem estar ligadas a um episodio
agudo de rejeicdo endotelial ou a descompensacdo endotelial tardia (INOUE et al.,
2001; TAN et al., 2012; YOUNG et al., 2012).

Os transplantes lamelares anteriores surgiram com uma alternativa para evitar as
complicacdes referentes a rejeicdo endotelial. Tecnicamente, eles sdo mais dificeis de
serem realizados em relacdo ao penetrante, pois exigem maior habilidade cirdrgica e
instrumentos especializados, porém melhores resultados pds operatérios sdo alcangados
(NITA et al., 2012). O transplante de cdrnea seletivo tem como grande vantagem a
manutencdo das camadas saudaveis da cornea, o que resulta na recuperacao da acuidade
visual precoce e diminuicdo das complicacbes pés cirurgicas (CULBERSTON, 2003;
TAN et al., 2012; YOUNG et al., 2012).

Quando inicialmente realizado, em meados de 1950, a ceratoplastia lamelar
anterior, trouxe como grande vantagem diminuir o risco de rejeicdo do botdo doador ao
manter intacto o endotélio do receptor (OLAFSDOTTIR, 2011; YOUNG et al., 2012).
Tem como principais indicacbes o tratamento de ceratocone, distrofias epiteliais,
subepiteliais ou ainda que acometem a membrana de Bowman, distrofia estromal sem
envolvimento da membrana de Descemet, opacidade e cicatrizes anteriores secundarias
a inflamacdo e queimaduras, entre outras (NITA et al., 2012; YOUNG et al., 2012).

No periodo em que foi proposto, o transplante lamelar anterior apresentou como
principal limitacdo a separacdo das camadas da cdrnea manualmente de forma regular,
sem criar interface entre o botdo doador e o leito receptor (NITA et al., 2012; YOUNG
et al., 2012). Devido a essa dificuldade, que acarretava em resultados pouco
satisfatorios, o transplante lamelar anterior deixou de ser visto como uma boa opcao,

sendo novamente substituido pelo transplante penetrante (YOUNG et al., 2012).

Contudo, devido a pequena sobrevida do transplante penetrante e ao alto risco de
rejeicdo endotelial, a ideia de realizacdo do transplante lamelar anterior nunca foi
esquecida, o0 que incentivou a adaptacdo de instrumentais cirurgicos, desenvolvimentos

de melhores microscépios cirargicos, idealizacdo de microceratotomos e lasers de
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precisdo para dissecacdo da cornea (NITA et al., 2012; TAN et al., 2012, YOUNG et al.,
2012). Essas inovagOes fizeram com que a ceratoplastia lamelar anterior obtivesse
melhores resultados e fosse considerada a técnica de elei¢do nas afecces corneanas que

acometem apenas as camadas anteriores da cornea (YOUNG et al., 2012).

Atualmente, a escolha pelo transplante penetrante ocorre em casos especificos
que incluem pacientes acometidos por ceratocone com membrana de Descemet com
cicatriz, ceratopatia bolhosa secundéarioa a pseudofacia ou afacia, afec¢es que cursam
com opacidade de todas as camadas da cornea, cicatrizes estromais, pacientes

portadores de catarata madura com distrofia de Fuchs, entre outros (NITA et al., 2012).

Realizando a comparagdo entre o transplante lamelar anterior e o transplante
penetrante, o lamelar anterior tem a seu favor o fato de ndo acarretar complicacGes
transoperatdrias intraoculares como a hemorragia expulsiva e a sinéquia. O fato do
procedimento cirdrgico ser realizado com o bulbo do olho integro, gera menor perda de
células endoteliais, além disso, ndo requer suturas na cornea a longo prazo o que
diminui as chances de ocorréncias de astigmatismo grave e, portanto, seus resultados
sdo mais previsiveis. Contudo, essa técnica pode apresentar como intercorréncia a
perfuracdo da membrana Descemet transoperatdria e o risco de rejeicdo subepitelial
e/ou estromal, além de ser um procedimento mais demorado e que requer maiores
habilidades cirurgicas (ARDJOMAND et al., 2007; NITA et al., 2012).

A ceratoplastia lamelar posterior consiste na substituicdo do estroma posterior e
da membrana de Descemet em conjunto com o endotélio (NITA et al., 2012). Ela tem
como intuito a substituicdo das camadas internas da cornea nos casos de perda da
transparéncia em virtude da faléncia endotelial, mantendo integras as por¢des saudaveis
da cérnea (MELLES et al., 1999; YOUNG et al., 2012).

O transplante lamelar posterior, também denominado de ceratoplastia lamelar
posterior ou transplante endotelial, possui variaces em relacdo a sua técnica de
realizacdo. Contudo, independente da técnica realizada, o objetivo é um s0: a
substituicdo das camadas internas da cornea doente. A ceratoplastia posterior se difere
em: Deep lamellar endothelial keratoplasty (DLEK), Descemet stripping endothelial
keratoplasty (DSEK), Descemet stripping automated endothelial keratoplasty
(DSAEK), Descemet membrane endothelial keratoplasty (DMEK), Descemet

membrane automated endothelial keratoplasty (DMAEK) e na Femtosecond laser-
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assisted corneal endothelial keratoplasty (FLEK).

As vantagens da ceratoplastia lamelar posterior em relacdo a ceratoplastia
penetrante sdo: menor risco de rejeicdo, manter a integridade estrutural da cérnea, gerar
pequenas alteragdes na superficie da cornea, menor astigmatismo induzido, auséncia de
suturas na superficie da cornea, cirurgia ser realizada com bulbo ocular fechado,
recuperacdo visual mais rapida, cornea tectonicamente mais forte e a possibilidade de
utilizar doador de cornea com alteracdes nas camadas anteriores da cornea (MELLES et
al., 1999; PRICE; PRICE, 2006; TERRY, 2003; YOUNG et al., 2012). A perda de
células endoteliais € uma das preocupac¢des mais importantes na ceratoplastia endotelial
(DANESHGAR; ZIAGHARIB, 2011).

A DLEK pode ser considerada o primeiro grande avanco no transplante
posterior ao ser a primeira técnica no qual o segmento posterior foi transplantado
através de uma pequena incisdo de cornea. DSEK e DSAEK sdo duas técnicas
inovadoras seguidas pela DMEK, DMAEK e recentemente pela FLEK (NITA et
al.,2012).

O texto a seguir tem como finalidade apresentar uma revisdao bibliografica

demonstrando a cronologia do transplante de cornea posterior.

3.5.1. A evolucdo do transplante de cornea

Atualmente, o transplante endotelial torna possivel a substituicdo apenas da
porcdo doente da cdrnea através de uma pequena incisdo de cornea, mantendo intacto o
tecido saudavel (YOUNG et al., 2012). Porém, nem sempre a ceratoplastia lamelar
posterior apresentou todas essas vantagens (NITA et al., 2012; TERRY, 2003; YOUNG
etal., 2012).

O primeiro transplante lamelar posterior foi apresentado por Tillet em 1954 com
resultados desanimadores que ndo encorajaram a sua realizacdo pelos demais cirurgides
(DANESHGAR; ZIAGHARIB, 2011). Em 1960, Barraquer prop6s uma inovagdo no
transplante posterior ao sugerir 0 acesso ao segmento posterior da cornea utilizando a
técnica do flap corneano (CULBERTSON, 2003; YOUNG et al., 2012). Essa técnica foi

apresentada pela primeira vez por Barraquer no Primeiro Congresso Mundial da Cérnea
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em Washington em 1964 (CULBERTSON, 2003).

As vantagens do procedimento proposto por Barraquer em relacdo a
ceratoplastia penetrante incluiam principalmente a menor inducdo ao astigmatismo e o
retorno visual precoce. Contudo, esse procedimento apresentava algumas possiveis
complicacdes, como Ulcera de cdrnea e a presenca de interface entre o flap e o botdo
doador (CULBERTSON, 2003).

A grande evolugdo ocorreu quando Barraquer inventou o microceratétomo que
possibilitou a realizacdo de um corte uniforme na cornea. Inicialmente o equipamento
foi utilizado para confeccdo do flap no receptor, enquanto que o doador permanecia
sendo  delaminado  manualmente (CULBERTSON, 2003; DANESHGAR;
ZIAGHARIB, 2011). O uso do microceratétomo proporcionou uma superficie de corte
mais lisa melhorando a adesdo entre o estroma posterior do flap e o botdo doador.
(CULBERSTON, 2003).

A técnica de Barraquer passou por aprimoramentos, sempre buscando o
aperfeicoamento e a melhoria na acuidade visual dos pacientes. Em 1998, Jones e
Culbertson, desconheciam o trabalho apresentado anteriormente por Barraquer, e
apresentaram o procedimento aperfeicoado utilizando um microcerattomo em olhos de
cadaveres nomeando a técnica de Ceratoplastia Endotelial Lamelar (ELK) (BUSIN et
al., 2000; CULBERSTON, 2003; YOUNG et al., 2012).

Os procedimentos foram realizados pela primeira vez em trés pacientes humanos
em S8o Domingos, Republica Dominicana por Culbertson e Batalha, dos quais, dois
transplantes foram bem sucedidos e em um transplante houve uma falha priméria do
enxerto (CULBERSTON, 2003).

A busca por melhorias prosseguiu, até 0 momento em que Busin apresentou
significativas mudancas na técnica apresentada pelo Barraquer € a nomeou de
endoceratoplastia. As principais diferencas do procedimento proposto por Busin foram
0 uso da cadmara artificial, que permitiu a utilizagdo do microceratétomo para confecgao
do flap no botdo doador e a diminui¢do na quantidade de pontos ou até mesmo auséncia
de sutura no botdo doador (BUSIN; ARFA; SEBASTIANI, 2000; CULBERSTON,
2003; YOUNG et al.,, 2012). A mecanizagdo na confeccdo do botdo doador

proporcionou uma superficie de contato mais regular entre o tecido transplantado e a
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cornea receptora, ocasionando uma melhor aderéncia do botdo doador e reducdo da
necessidade de sutura (BUSIN et al., 2008).

Foi no ano de 2001 que Azar apresentou 0 Sseu aprimoramento para o transplante
de cornea posterior (AZAR et al., 2001; DANESHGAR; ZIAGHARIB, 2011; YOUNG
et al., 2012). A principal mudanca na técnica de Azar consistia na possibilidade de
utilizacdo da lente de contato terapéutica para assegurar a aderéncia do flap de cornea
(AZAR et al., 2001).

Apesar de todos méritos alcancados pelos pesquisadores na época, o transplante
posterior continuava apresentando alguns problemas como a necessidade de suturas na
superficie da cérnea. As complicacdes relatadas pela realizacdo desse procedimento
incluiam alta taxa de falha primaria do enxerto, crescimento epitelial na superficie da
cornea, meltting e astigmatismo irregular (BUSIN; ARFA; SEBASTIANI, 2000; AZAR
etal., 2001; TERRY, 2003).

A verdadeira evolucdo no transplante de cornea profundo ocorreu no ano de
1993 quando o Ko publicou o acesso corneoescleral bem sucedido em bulbos oculares
de coelhos (KO et al., 1993). O procedimento consistia na inser¢do do botdo doador de
9mm de diametro dobrado ao meio por intermédio de uma incisdo de apenas 5mm. O
leito receptor era preparado, utilizando um trépano e o botdo estabilizado injetando-se
uma bolha de ar (NITA et al., 2012). Essa pequena incisdo de cornea proporciona a
estabilidade da topografia corneana, além de uma melhor refracdo e retorno da acuidade
visual precoce em relacdo a ceratoplastia penetrante (TERRY, 2003). A mesma técnica
despertou interesse da oftalmologia mundial quando em 1998 Melles apresentou o
transplante posterior utilizando um acesso de apenas 8mm corneoescleral em bulbos dos
olhos de cadaveres humanos (BUSIN; ARFA; SEBASTIANI,2000; CULBERSTON,
2003; YOUNG et al., 2012).

A proposta de Melles consistia no preparo do botdo doador injetando-se ar na
camara anterior, seguido por uma incisao de cornea periférica de 4mm de diametro com
profundidade de 50% da espessura corneana. Utilizando espatulas especificas para esse
fim, separava-se 0 segmento anterior da cornea do posterior em toda sua extensao. Apos
removia-se 0 botdo corneoescleral que era posicionado com o endotélio voltado para
cima sobre um punch e trepanado em um didmetro de 6 mm. Ato continuo, era realizado

a separagdo do seguimento posterior da cérnea e 0 mesmo era posicionado sobre
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viscoelastico com o endotélio voltado para baixo (MELLES et al., 1999a; MELLES et
al., 1999b).

A grande evolucéo ocorria em relacdo ao leito receptor onde era realizada uma
incisdo de 8mm de didmetro com 50% de espessura na regido limbar. Utilizando a
mesma espatula do botdo doador delaminava-se todo o segmento posterior da cornea. A
seguir, um trépano de 6 mm era introduzido para realizar o corte do segmento a ser
removido. Quando necessério, finalizava-se o corte do segmento a ser substituido com
tesouras delicadas (MELLES et al., 1999a; MELLES et al., 1999b).

O tecido doente era entdo removido e o doador introduzido com auxilio de uma
colher produzida especialmente para esse fim. Estabilizava-se o botdo doador por
intermédio da pressdo exercida por esse mesmo instrumental e o procedimento era
finalizado realizando sutura com aproximadamente 4 pontos interrompidos na incisdo
de 8 mm (MELLES et al., 1999a; MELLES et al., 1999D).

Posteriormente, o0 mesmo autor realizou a adequacdo dessa técnica com o
aumento do didmetro do botdo doador de 6mm para 7 ou 7,5mm, além da estabilizacdo
utilizando uma bolha de ar e do aumento da profundidade na dissecacéo para 80% da

espessura corneana ao inves de 50% (MELLES et al., 1999a).

Nos anos de 2000 e 2001, Terry e Ousley apresentaram a técnica de transplante
endotelial sem sutura intitulada de Ceratoplastia Lamelar Endotelial Profunda (DLEK)
primeiramente por intermédio de um estudo em bulbos oculares de cadaveres e ap6s
numa série de pacientes humanos nos Estados Unidos da América (TERRY; OUSLEY,
2001; TERRY; OUSLEY, 2003; CULBERSTON, 2003; DANESHGAR;
ZIAGHARIB, 2011). A técnica proposta por Dr Terry é bem similar a proposta por Dr.
Melles com singelas modificacdes (TERRY; OUSLEY, 2003).

A real diferenca consistia no uso de um trépano especifico para corte da porcéo
da cornea que seria substituida. Apés a delaminacédo das camadas posteriores da cornea,
introduzia-se o instrumental formado por duas algas circulares, sendo a externa
serrilhada e a interna de 7mm de didmetro cortante. A alca interna era introduzida entre
as lamelas da cdrnea dissecada e por intermédio da pressdo exercida em direcdo a
camara anterior realizava-se a trepanagdo do segmento a ser substituido. Quando

necessario, tesouras delicadas eram utilizadas para completar o corte (TERRY;
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OUSLEY, 2001; TERRY; OUSLEY, 2003).

Embora avangos nos procedimentos cirurgicos ocorressem, as irregulariedades
intercorrentes da separacdo do estroma na cdrnea receptora continuavam preocupando e
sendo considerada a principal intercorréncia problema do transplante posterior. Em face
disso, Melles em 2002 apresentou a técnica de Desnudamento da Membrana de
Descement (DMEK) (MELLES; LANDER; RIETVELD, 2002; MELLES; WID;
NIEUWENDAAL, 2004; DANESHGAR; ZIAGHARIB, 2011). A finalidade da
DMEK é transplantar apenas a membrana de Descemet e o endotélio sem nenhuma
porcdo do estroma posterior (MELLES; LANDER; RIETVELD, 2002; PRICE et al.,
2009).

Para confeccao do enxerto doador, o botdo corneoescleral é imerso em um bloco
contendo solucao salina balanceada com o endotélio voltado para cima e a membrana de
Descemet e o endotélio sdo separados delicadamente. Em decorréncia das propriedades
elasticas da membrana e da falta de suporte estromal, o enxerto adquire uma
conformacéo de rolo com o endotélio posicionado externamente, o que dificulta a sua
manipulacdo. Para facilitar a visualizacdo da face endotelial, Melles optou pela
utilizacéo do corante vital azul de tripan. Em seguida, o rolo, contendo as duas camadas,
é introduzido em um injetor (MELLES; LANDER; RIETVELD, 2002).

No leito receptor, a membrana de Descemet e o endotélio da cOrnea sdo
removidos utilizando o instrumental denominado de Sinskey invertido. Para tal, realiza-
se movimento circular semelhante ao efetuado na cirurgia de catarata no momento da
capsulorrexe. O segmento destacado é retirado através de uma pequena incisdo de
cérnea de 5mm. O resultado é a obtengdo de uma superficie estromal regular para
adesdo do botdo doador (MELLES; LANDER; RIETVELD, 2002, MELLES; WIJDH;
NIEUWENDAAL, 2004; DANESHGAR; ZIAGHARIB, 2011). Para finalizar, o rolo,
contendo a membrana de Descemet e o endotélio, é introduzido na cdmara anterior com
auxilio de um injetor e estabilizado utilizando uma bolha de ar (MELLES; LANDER;
RIETVELD, 2002; MELLES; WIJDH; NIEUWENDAAL, 2004).

Foi no ano de 2005 que Price popularizou técnica de remogdo manual do
segmento posterior da cornea e a renomeou de DSEK “Descemet stripping endothelial
keratoplasty” (PRICE; PRICE, 2005; DANESHGAR; ZIAGHARIB, 2011; YOUNG et
al.,, 2012). No ano seguinte, em 2006, Melles propds uma mudanca na DSEK
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apresentando a “Descemet stripping automated endothelial keratoplasty” (DSAEK).

A diferenca entre a DSEK e a DSAEK ocorre na confeccdo do enxerto apenas.
Em relacdo ao leito receptor, as duas técnicas sdo inovadoras e propdem a sua
preparacdo de forma menos traumatica em relagdo a DLEK, pois utiliza a decapagem ao
invés da trepanacdo (PRICE; PRICE, 2005). A remoc¢do do segmento posterior da
cornea dessa forma € mais facil e mais rapida, além disso, contribui para uma interface
estroma posterior mais regular, o que melhora bastante a refragdo corneana (MAU,
2009; PRICE et al., 2009; PRICE et al., 2010).

Na DSAEK, ao invés de ser realizada a separacdo manual do botéo doador, opta-
se pela utilizagdo de um microceratdtomo (GOROVOY, 2006; DANESHGAR;
ZIAGHARIB, 2011; YOUNG et al., 2012). Essa mudanca evita as irregularidades
estromais oriundas da delaminacdo manual, melhorando a interface e trazendo como
beneficio a diminui¢do no tempo de recuperacdo pds-cirargica e o0 aumento na qualidade
visual (GOROVOQY, 2006; PRICE; PRICE, 2013).

A DSAEK consiste na montagem do botdo doador em uma camara artificial
onde 0 segmento anterior € removido utilizando um microceratétomo. Apos o botdo
corneoescleral, que contém o segmento posterior, € posicionado com o lado endotelial

voltado para cima em um bloco de corte e trepanado (GOROVOY, 2006).

Como vantagem, a preparacdo automatizada do enxerto na DSAEK € mais
rapida, mais precisa e repetivel. Em ambas as técnicas, o botdo doador inclui estroma
residual, membrana de Descemet e endotélio, porém, na DSAEK, a superficie de
contato € mais regular. Ja na DSEK, diferencas na espessura do botdo doador pode
ocorrer, contudo, essas alteracfes ndo afetam significativamente na acuidade visual
(MAU, 2009).

A espessura recomendada para o botdo doador varia em média de 120-128um. O
diametro trepanado usualmente utilizado fica em torno de 7,5mm sendo inserido na
camara anterior através de uma incisdo de aproximadamente 5 mm (PRICE: PRICE,
2005; GOROVOQY, 2006; NITA et al., 2012). O botdo é estabilizado, utilizando uma
bolha de ar e o paciente é recomendado a ficar deitado durante o periodo de 1 hora para
evitar o deslocamento do enxerto (PRICE; PRICE, 2005; GORORVOY, 2006).
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Os métodos de insercdo do botdo doador sdo muitos, entre eles podemos
mencionar 0 uso de um forceps na técnica “taco”, a utilizagao de injetores especificos
como o Busin, EndoGlide ou TAN endoGlide e por fim as técnicas de arrasto em que
podem ser utilizados fios de suturas, pincas ou agulhas (BAHAR et al.,2009; HWANG,;
KIM, 2009; KHOR, MEHTA; TAN, 2011). Esses procedimentos se diferenciam em
ténicas que introduzem ou em técnicas que puxam o botdo doador para o inetrior da
camara anterior (DANESHGAR; ZIAGHARID, 2011).

Uma das manobras mais populares ¢ a “Técnica do Taco” onde o disco doador é
dobrado assimetricamente na porgdo de 60/40 e inserido utilizando uma pinca especial
que pressiona apenas as extremidades do tecido minimizando a zona de compressdo
dano endotelial. A proporcao de 60/40 garante melhor desdobramento do botdo ao ser
inserido no leito receptor (TERRY; OUSLEY, 2005). Durante a insercdo do botdo
doador nessa técnica € preciso a utilizacdo de pingas que traumatizem o minimo
possivel do endotélio. Para tanto, forceps especificos como o de Goosey ou de Charlie
foram desenvolvidos. Esses instrumentais fazem contato apenas com a porcéo final do
disco doador causando menor trauma ao endotélio doador (DANESHGAR;
ZIAGHARID, 2011).

Em 2009 Balachandran e colaboradores descreveram a técnica de insercdo do
enxerto doador utilizando uma agulha de 30 gauge. Nessa manobra, ap6s a confec¢édo de
um tanel escleral de 5mm cria-se uma curvatura no terco distal da agulha e dobra-se o

disco doador em 50:50.

No ano de 2008, Busin e colaboradores apresentaram um instrumental especifico
denominado de guia de Busin desenhado especialmente a modo de proporcionar o
deslizamento do botdo endotelial para o inetrior da cdmara anterior causando 0 minimo
trauma endotelial. No introdutor de Busin o botdo doador é delicamente posicionado
com o endotélio voltado para cima com auxilio de uma pinca colibri. Apo6s o
posicionamento, o instrumental é girado 180° e posicionado na incisdo de cérnea. Em
seguida realiza-se uma incisdo de 3.2mm em linha reta através da qual é inserida uma
pinga de controle distal que ird puxar o botdo endotelial para o posicionamento no leito

receptor.

Outra opcao sdo os injetore descartaveis endoGlide e o modelo mais moderno

Tan EndoGlide. O dispositivo endoGlide € constituido por trés componentes: a capsula,
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o introdutor e a base de preparacao e foi desenvolvido pelo professor Donald Tan com o
intuito de diminuir os danos endoteliais ocasionados pelos demais métodos (KHOR;
MEHTA,; TAN, 2011).

Os ultimos avancos relacionados a ceratoplastia lamelar posterior dizem respeito
ao uso do aparelho femtosegundo que realiza a separacdo das lamelas da cdrnea
utilizando o laser. O laser de femtosegundo provoca a ablacdo do estroma posterior de
maneira regular e suave. Ele permite uma inciséo precisa, horizontal e lamelar da cérnea
do doador, produzindo um botdo doador de 200 p de espessura mais fino na porcdo
central e mais espesso na periferia. A maior vantagem € a boa viabilidade das células
células endoteliais (CHENG et al., 2009a; CHENG et al., 2009b; SEITZ et al., 2003).

Foi em 2003 que Seitz propds o uso do aparelho para dissecacdo das lamelas da
cornea em um estudo in vitro (SEITZ et al., 2003; DANESHGAR; ZIAGHARIB,
2011). Nesse estudo, foram avaliados 8 bulbos oculares de suinos e 10 cdrneas de
humanos que ndo poderiam ser utilizadas para o transplante de cérnea. Utilizando
aparelho de laser FEMTEC (Perfect Vision, Heidelberg, Alemanha ), foi realizado a
delaminacdo posterior criando flapes entre 6 e 7mm de diametro para anélise do corte.
Nesse estudo, os pesquisadores avaliaram a viabilidade de criacdo do flap, a sua
configuragdo, a regularidade da superficie de corte e a lesdo térmica originada pelo laser
(SEITZ et al., 2003).

Nesse estudo, Seitz e colaboradores (2003) concluiram que a tecnologia do
femtosegundo poderia ser uma boa opcdo para abordagem do segmento posterior no
transplante da cornea, porém sugeriram que mais estudos deveriam ser realizados para
confirmacdo de seu uso. Desde, entdo, varios estudos estdo sendo realizados visando a
certificacdo da utilizacdo do laser femtosegundo com seguranca no transplante
endotelial (CHENG et al., 2008; CHENG et al., 2009a; CHENG et al., 2009Db).

3 ARTIGO

Este artigo foi escrito conforme as normas da revista Journal of Cataract and
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Refractive Surgery (ISNN 0886-3350) e sera traduzido para o inglés no momento da sua

submissao.

4.1 Comparacao da perda celular endotelial apds a realizacéo de duas etapas

distintas do procedimento de DSEK em bulbos oculares de suinos

Comparison of endothelial cell loss after performing two different steps of the DSEK

in eyes of swine

Albuquerque Luciane de?!, Pigatto Jodo AT?

Abstract

Purpose: Asses and compare the effects of two stages of posterior lamelar keratoplasty

on the corneal endothelium of swine using scanning eléctron microsocopy

Setting: Hospital de Clinicas Veterinarias do Rio Grande do Sul, Faculdade de

Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Design: Experimental Study

Methods: A total of 20 eyes were evaluated in this study. The eyes were divided in two
groups of ten each eye: G1 (evaluated after delamination and preparation of the donor
button) and G2 (evaluated after creation and insertion of the donor button using Busin

glide).
Conclusion: The results obtained demonstrated that insertion of the donor button causes

more endothelial damage than confection.

! Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves, 9090, CEP
90540-00. Porto Alegre, RS, Brasil.
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Introducéo

A cornea transparente € fundamental na formacao da visdo. Para que o endotélio
corneano garanta a transparéncia corneana por intermédio das suas funces de bomba e

de barreira, é necessario que se mantenha uma densidade celular minima.!-2

Na maioria das espécies, a atividade mitética do endotélio da cornea é minima
ou inexistente, portanto, quando ocorre diminui¢do na densidade endotelial, as células
remanescentes iniciam um processo de migracdo e de hipertrofia na tentativa de ocupar
0 espago das células perdidas.>* Porém quando a perda endotelial é grande, o
transplante lamelar posterior tornasse a alternativa para recuperacdo da transparéncia
corneana. Esse procedimento cirdrgico visa a substituicdo apenas das camadas internas

da cornea, mantendo integras as camadas anteriores saudaveis.>®

O transplante endotelial tem como vantagem a manutencéo estrutural da cornea,
auséncia de suturas na superficie da clrnea, recuperacdo visual precoce, menor
astigmatismo induzido, manutencdo da inervacdo da cornea e reducdo nas chances de

rejeicdo do enxerto transplantado.>® 8:°

Inicialmente o transplante endotelial era realizado por intermédio de um flap
corneano. Essa técnica foi aperfeicoada ao longo dos anos por varios cirurgides>®. O
grande avanc¢o ocorreu em 1998 quando Melles e colaboradores apresentaram por meio
de um estudo experimental, a abordagem ao segmento posterior da cornea através de
uma micro incisao escleral ndo necessitando a realizacdo de suturas na superficie ocular.
O autor denominou essa técnica de ceratoplastia lamelar posterior 6. No ano de 2001,
Terry e Ousley relataram resultados positivos em uma série de pacientes humanoo e
renominaram a técnica de ceratoplastia endotelial lamelar profunda.®!* A partir dessa
época, varios cirurgides contribuiram para o aperfeicoamento do transplante endotelial

desenvolvendo novas abordagens, instrumentais e equipamentos.®1?

A técnica de DSEK tem como finalidade a substituicdo das camadas posteriores
da cérnea doentes que incluem o endotélio, a membrana de Descemet e o0 estroma

posterior por um segmento composto pelas mesmas camadas saudaveis.>*!

Este procedimento exige treinamento, habilidade em microcirurgia, curva de
aprendizado e instrumentos especificos. Além disso, 0 sucesso da técnica esta

diretamente relacionado ao perfeito posicionamento do enxerto e a minimizacdo do
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trauma endotelial transoperatorio. >®%1% A insercdo e o correto posicionamento do
tecido doador representam uma etapa de dificil execucdo na ceratectomia lamelar
posterior.t2 Com o intuito de facilitar esse passo cirlrgico, injetores especificos como o

de Busin foram desenvolvidos. 1214

Objetivou-se avaliar e comparar as repercussdes de duas etapas distintas do
procedimento cirargico de DSEK sobre as células do endotélio da cornea em bulbos

oculares de suinos.

Materiais e Métodos

A pesquisa foi conduzida conforme as normas da Association for Research in
Vision and Ophthalmology (ARVO) e recebeu aprovacdo da Comissdo de Etica de

Pesquisa Veterinaria da Faculdade de Veterinaria da UFRGS para sua realizagéo.

Foram utilizados 30 bulbos oculares de 15 suinos com seis meses de idade,
machos, mesticos (“Large White %2 Landrace), com peso médio de 100 Kg,

selecionados no abatedouro Avisui Alimentos, Santa Maria, RS, Brasil.

Os animais foram abatidos em matadouro frigorifico, com Servico de linspecéo
Federal, de acordo com os preceitos técnicos e humanitarios vigentes na legislacdo
especifica. Apds o abate e antes da escalda, os olhos direito e esquerdo de cada animal
foram enucleados e mantidos em camara Umida. Imediatamente apds a enucleacéo,
foram avaliados com corante de fluoresceina®, biomicroscopia com lampada de fenda?
e microscopia especular® para garantir que apenas bulbos dos olhos higidos fizessem

parte do estudo.

Para a avaliacdo das repercussdes da técnica de DSEK sobre o endotélio da
cornea e afericdo das perdas celulares foram designados dois grupos. No grupo 1, o
endotélio da cérnea foi avaliado ap6s a criacdo do botdo doador. No grupo 2, o
endotélio corneano foi analisado apds a confec¢do e insercdo do botdo doador no leito

receptor.

! Prova da Fluoresceina strips, Ophthalmos Ind. Com. Produtos Farmacéuticos Ltda,
Séo Paulo, BR.

2 Portable Slit lamp Kowa SI15, Kowa Company, Ltd, Yanagihara-cho, JP.

% Celmax, Medical Service, S&o Paulo, BR.
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Na primeira fase do trabalho foram utilizados 10 bulbos oculares que serviram

para criagdo do botdo doador.

Todos os procedimentos cirurgicos foram realizados sob magnificacdo com
microsocopio cirdrgico* e sempre por um mesmo cirurgido. Para o ato cirdrgico, o
bulbo ocular foi fixado em um suporte de isopor utilizando alfinetes presos a conjuntiva
remanescente. Em seguida, utilizando um bisturi cirtrgico trifacetado de safira®
realizou-se incisdo de cornea de 5mm de largura com profundidade de 360u. Através
dessa incisdo foi inserido um escarificador de cornea® com o qual se realizou a
delaminacdo do segmento posterior da cornea em toda sua extensdo com o intuito de

separar a por¢do posterior corneana para formacdo do botdo doador.

Ao término da delaminacdo, o bulbo ocular foi envolvido por uma gaze e
utilizando uma lamina de bisturi n.237 realizou-se a demarcagdo do anel corneoescleral
a uma distancia de 3mm da margem do limbo. Em seguida, utilizando uma tesoura
delicada confeccionou-se um anel corneoescleral. Ato continuo, o botdo corneoescleral
foi posicionado com o endotélio voltado para cima em um bloco de Barron® imerso em
solucdo salina balanceada® para sua trepanacio utilizando o trépano de Barron de
7,5mm. Com auxilio de uma pinca colibri, a por¢do central do segmento posterior do
botdo doador foi separada da anterior e armazenada em tampdo de glutaraldeideo mais

cacodilato de sédio a 2,5% , 0,1M e pH 7,4, durante oito horas, a temperatura de 4°C.

Na segunda fase do trabalho foram utilizados o total de 20 bulbos oculares, nos
quais 10 serviram para confec¢do do botdo doador e 10 bulbos formaram o leito
receptor para a insercdo do botdo doador. O botdo doador foi obtido realizando o

mesmo protocolo de preparo da primeira etapa do projeto.

Para realizacdo da segunda etapa do estudo, utilizou-se uma pinc¢a Colibri para

posicionar delicadamente a lamela doadora com o endotélio voltado para cima no

#M 900 - com microfocalizagdo, DF Vasconselos, Valenga, BR.

® Clear Degree Sapphire Knife, Accutome, Malvern, USA.

® Escarificador de cornea, Medical Vision, Fortaleza, BR.

"Laminas de bisturi em aco descartavel, Starmed artigos médicos e hospitalares LTDA,
Curtiba, BR.

8 Trépano a vacuo de Barron, Katena Products INC, Denville, USA.

%Solugio Salina Balanceada, Ophthalmos Ind. Com. Produtos Farmacéuticos Ltda, S&0
Paulo, BR.
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instrumental Busin'®. Em seguida, o introdutor foi girado em 180° e posicionado na
abertura da incisdo corneana do bulbo ocular utilizado como leito receptor. Uma
segunda incisdo de cornea de 2.75mm?*! foi realizada na direcdo de 180° da primeira e
com auxilio da pinga de controle distal o tecido doador foi introduzido no leito receptor.
Apos, injetou-se uma bolha de ar na cdmara anterior com intuito de estabilizar o botéo
endotelial. As incisdes de cornea foram suturadas ponto simples interrompido com fio
mononailon 9-0. A seguir removeu-se o botdo corneoescleral do bulbo do olho seguindo

0S mesmos passos realizados na cornea do G1.

A exemplo da primeira etapa do projeto, o botdo doador foi removido e fixado
em solucdo de glutaraldeido mais tampdo cacodilato de sodio 2,5%, 0,1M e pH 7,4,

durante oito horas, a temperatura de 4°C.

O processamento e a analise das amostras foram realizados junto ao Centro de
Microscopia Eletrénica (CME) da UFRGS e ao Centro de Nanociéncia e
Nanotecnologia (CNANNO) da UFRGS. As amostras, foram lavadas novamente em
solucdo tampdo cacodilato de sédio e desidratadas em concentracBes ascendentes de
alcool etilico (30, 50, 70, 85, 90 e 100%), sendo 15 minutos para cada concentracao, e
trés vezes na concentracdo de 100% de acetona P.A. Ato continuo, as amostras foram
secas no secador de ponto critico utilizando dioxido de carbono liquido e fixadas em
porta-espécime com fita condutiva de cola de carbono. Em seguida, as mesmas foram
metalizadas com uma camada de ouro e paladio de 35nm de espessura, em ion spputer
coater durante dois minutos.

De todas as amostras foi obtida uma eletromicrografia no aumento de 37 vezes
valendo-se do microscopio eletrénico de varredural? operado com 15 Kv.
Ocasionalmente obtiveram-se imagens com aumentos maiores de algumas regides do

endotélio. As imagens foram gravadas em arquivo digital.

O estudo morfométrico foi realizado empregando-se o software Image Tool®3,

Calculou-se de cada eletromicrografia o percentual de perdas celulares circundando as

10 Busin, Moria Inc, Doylestown, USA.

L Clear Cut ™, Alcon Laboratories, Texas, USA.

12EVO 50, Zeis international, Berlin, Germany.

13 UTHSCSA IMAGE Tool 3.0, Departament of Dental Diagnostic Science at The
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University of Texas Health Science Center, Texas, USA.

areas com auséncia de células endoteliais. A medida foi expressa em pm? e apds

convertida para mm?. Dessa maneira obteve-se o percentual de dano endotelial.

As comparacdes das médias das perdas celulares apds as duas etapas do
transplante endotelial foram realizadas pelo teste de Wilcoxonel, com nivel de
significancia de 0,05. Os dados foram analisados no programa SPSS 20.0 e o alfa
adotado foi de 5%.

Resultados

A microscopia especular permitiu a observagdo de um endotélio da cdrnea de
suinos com padrdo regular, sendo formado por células poligonais, na maioria
hexagonais. Em relacdo ao bulbo do olho direito, e densidade endotelial média de 3.345
células/mm?. No que diz respeito ao pleomorfismo celular, 51% das células possuiam 6

lados A média da paquimetria obtida foi de 790, 45 um.

No bulbo ocular esquerdo, a morfometria computadorizada apresentou e
densidade endotelial média de 3.337 células/mm?. Em relacdo ao pleomorfismo celular,

50% das células possuiam 6 lados. A média da paquimetria obtida foi de 792, 15 um.

Foi possivel realizar o preparo e a inser¢do do botdo doador em todos os bulbos
oculares selecionados. O tempo transoperatério médio despendido para a realizacdo dos
procedimentos cirargicos necessarios ao grupo 1 foi de 13.4 = 1.06 min. O tempo
operatério médio despendido para a realizacdo dos procedimentos cirlrgicos
necessarios ao grupo 2 foi 17.5 £ 2.1 min respectivamente. Ndo foram observadas

intercorréncias durante a realizacdo dos procedimentos operatérios.

A microscopia eletrénica de varredura revelou perda de células endoteliais nas
duas etapas do procedimento cirurgico de DSEK (Tabela 1) (Grafico 1). A média da
perda endotelial obtida ap6s a confeccdo manual do botdo doador foi de 8,41%. Ja a
perda endotelial média calculada ap6s a introducdo do botdo endotelial no leito receptor
foi de 17,31%. Quando foram comparadas as médias das perdas celulares relativamente
aos grupos 1 e 2, observou-se que essas foram maiores nas corneas advindas de olhos

do G2. Essas diferencas foram estatisticamente significativas (p = 0,002) (Tabela 2).
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Tabela 1 - Valores médios percentuais das perdas de células endoteliais das corneas de
suinos submetidas a duas etapas do DSEK.

Gl % G2 %
1 8,08 1 17,2
2 9,16 2 16,92
3 9,10 3 17,17
4 8,65 4 17,8
5 7,74 5 16,7
6 9,02 6 18,13
7 8,97 7 17,82
8 7,23 8 18,33
9 8,23 9 16,3
10 8,01 10 18,22
20 ‘
‘ 18,33
18 17,31
16,3
16
14 | W Valor minimo
%‘! 12 B valor médio
§ 10 9,65 Valor maximo
g 8,41
c
©
bo)
-5
Grupo 1 Grupo 2

Graéfico 1 - Representacdo grafica do dano endotelial encontrado na cornea de suino do
grupo 1 e do grupo 2 no procedimento cirdrgico de DSEK. Valor minimo, médio e
Maximo expressos em percentual.
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Tabela 2 - Valores médios percentuais das perdas de células endoteliais das corneas de
suinos submetidas a duas etapas do DSEK.

n Média DESVI~O Mediana Minimo Maximo p-valor
Padréo
Grupo 1 10 8,41 1,02 8,47 7,23 9,65 p =
Grupo 2 10 17,31 1,19 17,45 16,30 18,33 0,002

Nas eletromicrografias do grupo 1, (Figuras 1, 2 e 3) foram evidenciadas perdas

celulares médias de 8,41%.

Figura 1 - Eletromicrografia de varredura do endotélio corneano de suino obtida apds a
confecgdo do botdo doador. Observam-se areas com perda celular (setas). Aumento original 37
X; Barra=1mm.



Figura 2 - Eletromicrografia de varredura do endotélio corneano de suino obtida apés a
confeccdo do botdo doador. Observa-se area com perda celular demarcada. Aumento
original 1300 X; Barra = 10 um.

Figura 3 - Eletromicrografia eletrénica de varredura do endotélio da cérnea de suino do
grupo 1. Regido endotelial sem perda celular. Aumento original de 1300 X; Barra = 10 um.
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As eletromicrografias obtidas do grupo 2, (Figuras 4, 5 e 6) evidenciaram uma
média de dano nas células endoteliais de 17,31%.

Figura 4 - Eletromicrografia eletrénica de varredura do endotélio da cornea de suino
utilizada para avaliagdo do dano endotelial ap6s a confeccéo e inser¢do do botdo
doador no grupo 2. Aumento original de 37 X; Barra = 1mm.

Figura 5 - Eletromicrografia eletronica de varredura do endotélio da cornea de
suinos do G1. Observa-se area com perda celular demarcada Aumento
original de 1300 vezes; Barra = Imm
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Figura 6 - Eletromicrografia eletrnica de varredura do endotélio da cornea de suino
do grupo 2 evidenciando areas de desnudamento celular. Aumento original de 1300 X;
Barra = 100 pum.

Discussao e conclusao

Os suinos tem sido amplamente empregados como modelo experimental no
transplante cornea. Autores defendem que as semelhancas estruturais e
comportamentais do endotélio da cornea de suinos possibilite que os resultados obtidos
nessa espécie sejam transpostos em grande parte para humanos. Essas semelhangas
fazem com que o suino seja aceito como modelo experimental nos trabalhos cientificos
a respeito do transplante de cornea.***® Hwang & Kim (2009)*° apontaram que um fator
negativo, diz respeito as corneas dos suinos serem levemente mais espessas do que as
dos humanos, porém na sua pesquisa, considerou que essa diferenca ndo interferiu nos
resultados obtidos. Bulbos oculares de suinos também foram utilizados por Heichel'’ e
colaboradores no ano de 2011 para determinacdo da superficie de corte oferecida pelo

aparelho Femtosecond. Os autores atentaram para o fato de que a cornea dessa espécie
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mimetiza satisfatoriamente a cornea dos humanos, contudo, existem diferencas
ultraestruturais como a camada de Bowman que torna a cdrnea de humanos mais rigida.
Em virtude da cornea de suinos ser mais maleavel, ela evidencia melhor as marcacdes
dos cortes. O mesmo autor, em parceria com colaboradores em 20148 utilizou
novamente os suinos como modelo experimental quando objetivou avaliar a utilizagédo
de microcerattomo pendular em diferentes pardmetros de corte estromais. O respaldo
da literatura, somado a critérios éticos da ndo necessidade de eutanasia dos animais
especificamente para esse estudo, em conjunto com a facilidade de obtencéo dos bulbos
oculares, fez com que os suinos fossem o modelo experimental escolhido para

realizacdo desse trabalho.

A microscopia eletrdnica de varredura é rotineiramente empregada para o
estabelecimento da morfologia e da morfometria do endotélio da cérnea de diferentes
espécies. 2923 Muitos pesquisadores optaram pela sua utilizagdo na analise da seguranca
de novas técnicas cirlrgicas no ambito da oftalmologia.'®?%? Aboalchamat e
colaboradores?* (1999), valeram-se da microscopia eletronica de varredura em aumentos
de 25X, 80X, 100X e 1000X ao estudarem as caracteristicas morfoldgicas do endotélio
da cornea de humanos apds o transplante de células imortalizadas sobre a membrana de
Descemt. Ja em 1972, Dr. Polak?® publicou o seu uso para analise da rejeicdo epitelial e
endotelial da cornea transplantada em coelhos. Heichel e colaboradores'® (2013),
utilizaram a microscopia eletrdnica de varredura na cornea de sdinos com
magnificagdes de 14X, 40X e 200X para estudar as irregularidades ocasionadas no
estroma corneano apos a utilizacdo de trés mecanismos distintos de delaminacdo na
cirurgia de DSAEK.

Hwang e Kim!® (2009) também optaram pela microscopia eletronica de
varredura para avaliagdo do dano endotelial na DSAEK ap0s a utilizagdo de trés formas
distintas de inser¢do do botdo doador em bulbos oculares de suinos. A exemplo dos
demais estudos, Hwang e Kim, utilizaram aumentos variados que incluiram
magnificacdes de 25X, 35X, 150X, 1000X e 2000 X.

A magnificacdo e a possibilidade de avaliagdo ultraestrutural proporcionada por
esse método fez com que a microscopia eletrdnica de varredura fosse a metodologia de

analise empregada no presente estudo.

Nesta pesquisa, assim como nos demais trabalhos, diferentes aumentos foram
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utilizados para avaliacdo das amostras. O aumento de 37 X permitiu a visibilizacdo dos
botbes endoteliais na sua totalidade. Essa magnificacdo proporcionou a identificacdo
das éareas danificadas e desprovidas de células endoteliais. Nas regibes onde
observaram-se areas com irregularidades no padrdo endotelial, foram realizadas
eletromicrografias com aumentos maiores, 0 que permitiu a confirmacao da existéncia
de perda endotelial. Nas regibes sem lesdo, imagens com maiores aumentos

proporcionaram a observacédo detalhada do mosaico endotelial.

A diminuicdo na atividade das células do endotélio ocasiona a perda da
transparéncia da cdornea comprometendo a visdo. O transplante lamelar posterior é
considerado o tratamento cirdrgico de elei¢do nos casos de faléncia endotelial & " 8, A
DSEK tem como finalidade a substituicdo de um segmento da cérnea doente contendo o
estroma posterior, a membrana de Descemet e o endotélio pela mesma porgdo saudavel
de forma eficaz.”®® A sua diferenca em relagdo a DSAEK consiste que na DSEK a
delaminac3o do estroma é realizada de forma manual®. A preparacio do tecido doador
na DSEK requer do cirurgido grande habilidade em microcirurgia além da utilizacéo de
instrumentais especificos.?®?’ O preparo manual do botdo doador acarreta maior tempo
cirGirgico em relacio a técnica automatizada.?® Outra preocupacio no procedimento nio
automatizado consiste no risco de perfuracdo do botdo doador durante a delaminacgéo
manual do estroma.?® Porém, devido ao alto custo para a obtengdo do microceratétomo,
a DSEK acaba sendo a opg¢do de muitos cirurgides, assim como ocorreu no trabalho
publicado por Rice e colaboradores no ano de 2011.%° Nesse artigo, os autores
consideraram positivos os resultados obtidos apos a realizacdo da técnica de DSEK em
23 bulbos oculares de 20 pacientes durante os anos de 2006 e 2007 onde constataram a

melhora visual em 81% dos pacientes.

No estudo apresentado, optou-se pela realizacdo do procedimento de DSEK pela
ndo disponibilidade do aparelho de microceratétomo. A perfuracdo ocular ndo ocorreu
em nenhum dos 10 olhos delaminados. O tempo médio de preparo do botdo doador
incluindo a delaminacdo estromal, confeccdo do botdo corneoescleral, trepanacédo
central, separacdo do segmento posterior e posicionamento no introdutor de Busin foi de
13.5 minutos. Em decorréncia dos valores de dano endotelial encontrado, acredita-se

gue esse tempo nédo tenha acarretado na perda celular.

Para diminuir o tempo transoperatorio, existe a possibilidade do tecido doador
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ser entregue ja pronto ao cirurgido pelo Banco de Olhos. Estudos realizados por
diferentes autores, demonstraram que o preparo do enxerto por um profissional néo
cirurgido, porém experiente, e 0 armazenamento por até 48 horas antes do uso néo
repercute em danos as células do endotélio.”® Em estudo semelhante, Price e
colaboradores (2008)%! realizaram a comparagio entre os enxertos preparados por um
banco de olhos e os enxertos preparados pelo cirurgido, como concluséo os autores nao
encontraram diferenca em relacdo a perda das células endoteliais e aos resultados de
acuidade visual. Porém, como o presente trabalho tem o objetivo de avaliar os danos ao
endotélio nas diferentes etapas de manipulacdo do botdo endotelial, foi imprescindivel

que todos os estagios do procedimento fossem realizados pelo mesmo cirugido.

Entre as complicacdes do transplante lamelar posterior, deve ser mencionado o
deslocamento do botdo doador. Autores apontam uma taxa de aproximadamente 7% de
deslocamento do enxerto quando o procedimento é realizado por um cirurgido
experiente.® Geralmente essa intercorréncia ocorre em até duas semanas ap0s a
realizacdo do procedimento cirdrgico, sendo que a principal causa apontada é a presenca
de fluido como o viscoelastico na interface de contato entre o leito receptor e o botdo
doador. O risco de rejeicdo do botdo doador também requer aten¢do dos cirurgides.?
No ano de 2007, Allan e colaboradores®® apontaram que a rejeicdo no transplante
posterior € menor quando comparado ao transplante penetrante. Porém, os
pesquisadores alertam para o uso prolongado dos corticoesterdides nos pacientes que
realizaram transplante lamelar endotelial. No entanto, como o presente estudo foi
realizado utilizando bulbos oculares enucleados, essas duas variaveis ndo foram

avaliadas.

O dano endotelial € considerado o melhor pardmetro para avaliacdo do sucesso
cirGrgico no transplante posterior.’® A sobrevivencia das células endoteliais pode ser
comprometida em todas as etapas do procedimento cirdrgico, incluindo, desde a coleta
do bulbo ocular, o preparo do botdo doador, a inser¢cdo do mesmo no leito receptor e a
condugéo pos-operatoria.?® Nessa pesquisa, comparou-se a perda das células endoteliais
em dois momentos distintos do transplante lamelar posterior realizando a técnica de
DSEK.

O primeiro momento de avaliacdo foi imediatamente ap6s a confeccdo do botéo

doador e o segundo apés a insercdo do enxerto na camara anterior utilizando o
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introdutor de Busin. A média da perda endotelial obtida apds a confeccdo manual do
botdo doador foi de 8,41%. J& a perda endotelial média calculada apos a introducdo do
botdo endotelial no leito receptor foi de 17,31%. Esses valores se assemelham aos
encontrados em um estudo onde foi avaliado o dano endotelial apds a utilizacdo de trés
métodos distintos para insercdo do botdo doador também em bulbos oculares de
suinos.® No trabalho de Kwang e Kim (2009), a média do dano endotelial foi de 17%
com a técnica do Taco, 17,3% utilizando uma pinca e de 18,8 valendo-se de um fio de

sutura.

Os dados obtidos no presente estudo demonstraram por intermédio da analise
estatistica que a etapa de introducdo do botdo endotelial no leito receptor utilizando a
guia de Busin ocasionou maior perda endotelial quando comparado ao momento de
confeccdo do botdo doador. E importante ressaltar que a0 mesmo tempo em que as
técnicas de transplante endotelial apresentam como grande vantagem a pequena incisdo
de coOrnea, elas exigem que o botdo endotelial seja dobrado para sua inser¢do, 0 que
resulta em manipulacdo e trauma endotelial adicional.?” A preocupag¢do com o dano
endotelial no momento da insercdo tem sido o tema de muitos estudos. Koenig e
Covert** (2007) demonstaram que uma diminuicdo de 5mm para 3mm no tamanho da
incisdo de clrnea para insercdo do botdo doador, aumenta consideravelmente os danos

endoteliais em virtude da manipulagéo extra ao tecido.

Na tentativa de minimizar o trauma endotelial, cirurgiGes, pesquisadores e
empresas desenvolveram diferentes técnicas e instrumentais para a introducdo do botéo
doador no leito receptor, sendo que o enxerto pode ser inserido e/ou puxado para o

interior da cAmara anterior.?®

O instrumental de Busin foi idealizado com o intuito de evitar a dobra do
endotélio a0 meio como ocorre a exemplo da técnica do “Taco”, da utilizagdo de fio de
sutura ou de agulha. Outra preocupacdo na sua concep¢do foi proporcionar que o
endotélio deslizasse facilmente e consigisse se desenrolar espontaneamente quando

introduzido na camara anterior sendo 0 menos traumatico possivel.'? 3

GANGWANI; OBI; HOLLICK?® (2012) publicaram um estudo comparativo
entre a utilizagdo do injetor de Busin e do EndoGlide. Nessa ocasido, os autores
encontraram uma perda de células significativamente maior utilizando o Busin, cerca de

40% em relacdo ao EndoGlide onde obtiveram perda de aproximadamente 25%.
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Contudo, esses valores foram contestados por Busin que justificou esse alto percentual
de perda celular devido a falha na realizacdo do procedimento cirargico pelos cirurgides
do estudo.®” Essa grande perda endotelial também contradiz os resultados encontrados
por Chen e colegas em 2009% que compararam a perda endotelial ao introduzir o bot&o
doador utilizando o Busin em relacdo a técnicas que realizassem a dobragem 60/40 do
botdo endotelial. A perda encontrada pelos autores nesse estudo foi de 26% apds 6
meses do procedimento. Em uma pesquisa semelhante, Metha e colaboradores 2009
avaliaram o dano endotelial existente em diferentes técnicas de insercdo do tecido
doador na DSAEK. Nesse trabalho Metha e colaboradores encontraram uma perda de
25,3% das células endoteliais apds 6 meses da utilizacdo do introdutor de Busin. Esse
pequeno dano endotelial ocasionado pelo introdutor de Busin foi 0 mesmo encontrado
em estudos de demais autores como o de Bahar e colabores em 2009%° e de Price e

associados em 2010.#

No presente estudo, optou-se pelo uso do introdutor de Busin. Esse instrumental
cirtrgico mimetiza um funil com a finalidade do perfeito deslizamento do botéo doador
até a camara anterior. Ele é constituido por um tubo oco no qual o tecido do dador é
posicionado com a face endotelial voltada para o exterior ficando o estroma em contato
com a parede de deslizamento. No momento da introdu¢do do enxerto, o instrumental é
girado 180° e posicionado com o endotélio voltado para baixo. O inserssor é ancorado
na margem da incisdo de cornea e utilizando uma pinca de controle distal inserida em
uma incisdo auxiliar o botdo endotelial é deslizado para dentro da camara anterior. O
instrumental Busin tem como vantagem eliminar o trauma ocasionado pela compressao
da pinca e pelo contato endotélio-endotélio presente na técnica do “taco”.** Nos estudos
publicados, os autores atribuiram o baixo indice de perda endotelial ao fato de que o
endotélio ndo é dobrado ao meio como nas técnicas que utilizam pingas, forceps e

agulhas.38-40

No presente trabalho, optou-se pela utiliza¢do do introdutor de Busin devido aos
bons resultados reportados na literatura, pela facilidade de manuseio do instrumental e

tambeém pela disponibilidade de aquisicdo do mesmo.

Com presente estudo, nas condi¢des experimentais realizadas foi possivel
concluir que a inser¢do do botdo doador induziu maiores danos ao endotélio corneano

de suinos, comparativamente a sua confecgéo.
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4 Consideracdes finais

- Foi possivel com a microscopia eletronica de varredura avaliar e comparar a perda
celular endotelial apds a realizacdo de duas etapas distintas do DSEK em bulbos

oculares de suinos;

- Perdas celulares ocorreram no botdo doador e variaram de acordo com 0 grupo

estudado;

- A manipulacdo para implante do botdo doador suscitou maiores danos ao endotélio

corneano, comparativamente a sua criacgao;

- Espera-se que a metodologia apresentada possa ser Util na orientacdo de futuras

pesquisas na area do transplante posterior de cornea.
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