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RESUMO

Introducdo: O pterigio ¢ uma doenca ocular frequente e com vasta sintomatologia. O seu
tratamento é principalmente cirurgico, sendo o transplante limboconjuntival autélogo (TLCA) uma
importante opgao terapéutica. Sendo o limbo superior o mais rico em palicadas de Vogt (PV) esta
regido do bulbo foi escolhida como &rea doadora. Embora seja a mesma area onde é realizada a
trabeculectomia (TREC). Assim, estudaremos o local onde se realiza a TREC, quando ele é
submetido a um procedimento cirargico na conjuntiva, preservando-se a capsula de Tenon (CT) e
0 espaco subtenoniano (ES). Além disso, separadamente estudaremos também a cicatrizacdo do
limbo doador.

Objetivos: Estudar a evolucdo cicatricial da area doadora do TLCA utilizado no tratamento
cirurgico do pterigio. Por meio da avaliacdo clinica em lampada de fenda e da tomografia de
coeréncia 6ptica do segmento anterior (AS-OCT). Foram considerados o limbo corneano e a
conjuntiva doadora separadamente.

Meétodos: Participaram desse estudo vinte e trés olhos, que foram submetidos a ressec¢do do
pterigio nasal e a restauracdo da area excisada com TLCA. A area doadora cicatrizou por segunda
intensdo. Foram realizados exames biomicroscopicos em lampada de fenda, acompanhados de
fotografia digital, no pré-operatdrio, com 1, 7, 30 e 180 dias de p6s-operatorios (DPO). Também
foram realizadas medidas com AS-OCT, usando o corte transversal as 12 horas, no pré-operatorio,
com 30 e com 180 DPO. Com medidas da area do limbo, das espessuras do epitélio e do estroma
conjuntival, da CT e do ES.

Resultados: No limbo corneoescleral doador, na lampada de fenda, observou-se, com uma semana
de pds-operatdrio, que a reepitelizacdo do limbo estava completa em 23 (100%) olhos avaliados
por teste com fluoresceina colirio. Ap6s o 30° DPO, observou-se diminuicdo da presenca das
palicadas de Vogt (PV) o que ndo afetou a regeneracgdo epitelial da cérnea em 23 (100%) olhos.
Aos 180 DPO, o aspecto pouco se diferenciou do observado no 30° DPO, sendo que em trés (12%)
olhos as PV eram novamente visiveis. Na AS-OCT, a média da area do corte transversal foi de
0,128+0,31um?, no pré-operatorio, reduzindo para 0,109+0,18um? no 30° DPO (p=0,003), e para
0,112+0,021um? ap6s 180° DPO (p=0,003). No entanto, a comparagéo entre as médias do 30° DPO

com 180 DPO né&o apresentou significancia estatistica (p=0,315).



Na regido da conjuntiva doada, a espessura media do epitélio conjuntival foi de 48,04+ 11,37 um
no pré-operatorio, e de 51,87 + 1504 pm com 180 DPO (p=0,282). Houve aumento,
estatisticamente significante (p<0.005) da espessura média do estroma conjuntival, de 85,35+
23,10 pum, no pré, para 101,61 + 20.19um, apds 180 dias. A espessura média da CT nédo apresentou
alteragBes com significancia estatistica: variou de 117,13 + 24,26 pum no pré-operatorio, para
118,09 + 19,24 um (p=0,808), apds 180 dias. Observou-se, ainda, a presenca do ES no pos-
operatorio em 19 (82,6%) olhos.

Conclus6es: A area limbica doadora apresentou regeneracdo epitelial no pos-operatério, apos a
doacdo tecidual. Embora ocorresse a diminui¢do da area do corte transversal do limbo, e do aspecto
das PV, a sua funcdo de renovacao epitelial permaneceu preservada.

Apds doacdo do TLCA, a cicatrizacdo da conjuntiva ocorreu em sua por¢do estromal, o seu epitélio
apresentou regeneracao de suas células. A CT e o ES abaixo da conjuntiva doada se mantiveram
preservados na maioria dos olhos apds 180 DPO. Destaca-se que a excisdo da conjuntiva, com a
preservacdo da CT, permitiu uma cicatrizacdo que se assemelha, em muito, ao aspecto pré-
operatorio, tanto na fotografia em lampada de fenda, quanto na imagem da AS-OCTO que pode ser
de extrema importancia para os pacientes que doaram o TLCA na regido superior do bulbo e,
posteriormente, necessitem ser submetidos a TREC para tratamento do glaucoma. Uma vez que o

humor aquoso, ap6s a TREC, é drenado para o ES e ndo para a conjuntiva.

Palavras-chave: Limbo. Pterigio. Conjuntiva. Capsula de Tenon. Espaco subtenoniano.

Tomografia de Coeréncia Optica. Trabeculectomia.
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1 INTRODUCAO

1.1 O pterigio

O pterigio foi descrito pela primeira vez por Susruta, o primeiro cirurgido oftalmologista
de quem se tem relatos, ha cerca de 1.000 anos a.C.Y Ap6s mais de 3.000 anos, o pterigio continua
desafiador, a despeito de varios estudos sobre sua etiologia®? e as vérias técnicas cirlrgicas usadas
para seu tratamento,:>® o pterigio continua com alta prevaléncia,*) e, ainda, sem descri¢do na
literatura, de um tratamento em que ndo ocorra recidiva.

O pterigio apresenta alta incidéncia nas regides tropicais.*® Embora seja uma doenca
frequente, as taxas de incidéncia e de prevaléncia variam muito entre os estudos e ndo ha dados
precisos,*? com uma prevaléncia mundial estimada em torno de 10,2%.4

Em 1946, Kamel® descreveu o pterigio como uma invasdo da conjuntiva bulbar,
localizada na fissura palpebral, sobre a crnea. Em uma revisao sobre a etiopatogenia do pterigio,
esse autor considerou trés itens para discussdo: primeiro a teoria neoplasica, que compara o
comportamento do pterigio ao comportamento tumoral. Essa teoria ja era vigente naquela época,
embora ndo tivesse respaldo histol6gico. Baseava-se apenas no comportamento agressivo e
recidivante dessa doenca; segundo, a teoria degenerativa, baseada em achados histoldgicos de
alteracOes degenerativas elastdticas nos pterigios estudados; e terceiro, a diferenca entre o pterigio
e 0 pannus degenerativo, uma vez que o aspecto clinico e histoldgico dessas duas entidades é muito
diferente entre si, apesar de ambas estarem relacionadas com a cdrnea, com o limbo e com a
conjuntiva.

Em 1967, Hogan e Alvarado®V realizaram a correlacéo dos achados de microscopia Optica

com as observacOes feitas por microscopia eletrénica, em pterigios e pinguéculas ressecados
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cirurgicamente. Considerando principalmente as alteraces nos tecidos conectivos, observaram a
presenca de fibroblastos ativos e inativos, além das alteraces do colageno com degeneracéo hialina
e elastotica, reafirmando a caracteristica degenerativa do pterigio.

Cameron,®? em 1983, observou fibroblastos ativos na porcéo anterior a cabeca do pterigio,
a qual denominou cap ou a coroa, e que corresponde a por¢cdo membranosa sub-epitelial, anterior
a cabeca do pterigio. Em todos os olhos estudados por esse autor, a camada de Bowman (CB)
encontrava-se fragmentada, e a membrana basal (MB) e o epitélio acima deles encontravam-se
intactos (Figura 1). Ele observou as diferencas estruturais da cabecga do pterigio e da sua coroa,
com comportamento proliferativo, diferindo das alteragcdes degenerativas elastoticas observadas no

corpo do pterigio ou em sua porcdo escleral.??

Figura 1 — Microfotografia do corte histoldgico evidenciando invaséo de fibroblastos abaixo
da membrana basal do epitélio corneano e sobre a camada de Bowman

. A: —
e b 4 Y
Fonte: Cameron. @
Legenda: A membrana basal do epitélio corneano é separada da camada de
Bowman por uma massa de fibroblastos em forma de cunha. A seta indica os
restos da camada de Bowman.

.
2)



21

Coroneo,*” em 1993, estudou o trajeto da luz através da cAmara anterior, vinda da periferia
temporal, focando no limbo nasal, e formulou uma hipétese para explicar a maior incidéncia do

pterigio no limbo nasal (Figura 2).6)

Figura 2 — Trajeto da luz a partir da regido temporal da cdrnea com os raios incidindo no
limbo nasal

Fonte: Coroneo.®”)
Legenda: A esquerda: desenho esquematico apresentado por Coroneo,®” descrevendo o trajeto da luz na
cdmara anterior, quando incide temporalmente. A direita esse mesmo autor demonstra o foco da luz no limbo
nasal.

Em 1994, Dushku e Reid®) estudaram a célula de origem do pterigio e observaram a
presenca de células limbicas na por¢do corneana do pterigio, seguida das células conjuntivais.
Lancaram, pela primeira vez, a ideia de que as células do pterigio seriam as células tronco do limbo
modificadas pela radiacdo ultravioleta (UV), com progressdo centripeta pela cornea, através da CB
(Figura 3). Ap0s esse trabalho, esses mesmos autores investigaram a presenca da proteina p53,2%
uma proteina derivada da mutagéo do gene p53, nas células de pterigio. O gene p53 é um supressor
da proliferacdo tumoral. A sua mutacdo foi descrita, pela primeira vez, em 1991, como resultado
da exposicdo a radiacido UV na pele e implicada na génese do carcinoma espinocelular.?® Em
1997, Dushku e Reid®" descreveram a presenca da proteina p53 nas células de pterigio,
demonstrando a relacdo do surgimento do pterigio com os raios UV e 0 comportamento agressivo

dessa doenca.
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Figura 3 — Desenho esquematico ilustrando a teoria classica da invasédo conjuntival e
comparando-a a teoria atual, com a invasdo das células limbicas para formacéo do pterigio
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Fonte: Dushku e Reid.®
Legenda: A) Teoria cléssica para a progressdo do pterigio sobre a cornea: a esquerda, o olho normal e a direita
com pterigio. Abaixo desenho esquematico demonstrando a area de transicdo entre a conjuntiva e a cornea,
sendo a CB destruida abaixo da conjuntiva; B) A teoria apresentada por Dushku e Reid®®, em que o limbo
invade a cornea e leva consigo a conjuntiva. A esquerda: olho normal com cdrnea, limbo e conjuntiva

representados.

Em 1999, Coroneo, Girolamo e Wakefield,) ainda considerando o pterigio como uma

“conjuntivalizagdo” ou COmMo uma progressao da conjuntiva sobre a cornea devido a uma faléncia

limbica, estudaram a participacdo das metaloproteinases na progressdo do pterigio. Em 2002, Di

Girolamo et al.®® simularam, em espécimes frescos de pterigios expostos aos raios UV,

evidenciando o0 aumento das interleucinas 6 e 8 pelas células inflamatorias, 0 que ndo acontecia na

porcdo do pterigio ndo exposta a radiagdo UV. Assim, de modo semelhante & maneira como
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acontece com as lesdes da pele pela radiacdo UV, a producéo dessas interleucinas pelas células
expostas estimula o processo inflamatorio no local, com a fibrogénese e com a neovascularizagéo.

Em 2007, Kato et al. " estudaram a participacao da transicao epitélio-mesenquimal (TEM)
na génese do pterigio. A TEM € a capacidade apresentada por células epiteliais de se transformarem
em células mesenquimais, apos algum fator estressor, como por exemplo os raios UV. Por meio
desse mecanismo, uma célula epitelial pode se transformar em um fibroblasto. Em seu estudo, Kato
et al. @ demostraram a presenca de células modificadas devido TEM, e sugeriram que as células
tronco limbicas (CTL) modificadas pelos raios UV transformam-se nos fibroblastos ativados e
migrariam para baixo da MB.® Estudos posteriores foram concordantes com os achados desse
autor.® 2729

Jaworski et al.,®” em 2009, publicaram outro estudo comparando os marcadores génicos
presentes nas células pterigio com aqueles presentes na cornea, no limbo e na conjuntiva, e
encontraram maior semelhanca entre os genes do pterigio com os do limbo e da conjuntiva, e em
menor proporcao com os da cornea, o que apoiou a hipdtese de o pterigio ter sua origem nas células
limbicas, que migram, trazendo consigo a conjuntiva.

Assim, progressivamente, a ideia de faléncia limbica com consequente conjuntivalizacdo
corneana deu lugar a hipotese de proliferacdo de células limbicas modificadas pelos raios UVB,
chamadas células de pterigio.(®62331 Essa mudanca no conceito da participagdo do limbo na génese
do pterigio parece muito mais pertinente com a apresentacdo clinica do pterigio, do que de um
quadro de faléncia limbica, como em uma queimadura quimica.(®=323%

A evolucdo na compreensdo da fisiopatogénese do pterigio foi acompanhada pela
progressao de suas opgdes terapéuticas. Desde as primeiras descri¢des cirurgicas, até meados da
década de 1970, a esclera nua era a Unica opcdo terapéutica para o pterigio,®? com algumas

variacdes da técnica, no intuito de recobrir a esclera exposta no local da ressec¢cdo. Apos a década
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de 1970, tratamentos coadjuvantes comecaram a ser utilizados inicialmente com estréncio 90 e
com tiothepa,®* %) seguidos de grande niimero de complicacdes, o que acarretaram no seu desuso.
A Mitomicina C (MMC)® foi utilizada pela primeira vez no tratamento do pterigio em 1988.¢"

Em 1985, Kenyon, Wagoner e Hettinger®® descreveram, pela primeira vez, o transplante
conjuntival apds a resseccdo do pterigio. Em 1989, Kenyon e Tseng®® descreveram uma
modificacdo na técnica e publicaram o primeiro trabalho com transplante limboconjuntival no
tratamento da faléncia limbica. Em 1994, Guller et al.,“? utilizaram pela primeira vez o0 TLCA no
tratamento do pterigio. A partir de entdo, varios trabalhos foram realizados utilizando MMC,
transplante conjuntival, TLCA e o transplante de membrana amniética, na tentativa de diminuir a
recidiva. (36 4049

Os trabalhos comparando as técnicas cirdrgicas usadas no tratamento do pterigio
evidenciaram a menor taxa de recidiva quando se usa 0 TLCA, em relac&o as outras técnicas,*>*"

sendo por isso, o TLCA a técnica adotada pela autora no presente estudo.

1.2 Tomografia de coeréncia éptica do segmento anterior

Com o advento e a evolugdo da tomografia de coeréncia déptica do segmento anterior
(Anterior Segment Optical Coherence Tomography — AS-OCT), tornou-se possivel o estudo in vivo
da superficie ocular e de suas doencas, destacando-se aqui o pterigio. Trata-se de um método nao
invasivo, sem contato com as estruturas oculares, e com precisdo quase histoldgica. 8-V

Existem dois métodos para a captura da imagem através da AS-OCT: a de dominio de
tempo (TD: time-domain) e a de dominio espectral ou dominio de Fourrier (Fourrier domain).®?
Os aparelhos de dominio espectral apresentam imagens de maior resolucdo. Imagens com

resolucéo igual ou menor que 5 um séo considerados de ultra-alta resolucéo, enquanto que os de
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resolucdo maior que 5 pm sdo considerados de alta resolucdo.®Y Em uma revisio recente sobre
AS-OCT em doencas corneanas e conjuntivais, Venkateswaran et al.® realizaram a comparacao
entre os aparelhos de AS-OCT, disponiveis comercialmente (Quadro 1). Esses autores observaram
que 0 OPTOVUE-AVANTI® (Optovue Inc.®, Fremont, Califérnia, USA) equipamento usado neste
trabalho, apresenta resolucdo muito alta perdendo apenas para o Ultrahigh-resolution OCT. No
entanto, o nimero de Scans por segundo do Avanti® é maior, 0 que permite uma captura de imagem

mais rapida e com menos artefatos. Compreendendo melhor a diferenca de resolucdo entre os

aparelhos, pode-se avaliar com mais precisdo os resultados obtidos em estudos distintos.

Quadro 1 — Caracteristicas dos aparelhos de AS-OCT viaveis comercialmente

Instrument Company Measurement type Approximat | Scanning speed
e axial per minute
resolution

Stratus OCT Carl Zeiss Meditec | Time-domain 10 um 400 A scans
Visante OCT Carl Zeiss Meditec | Time-domain 18 um 2000 A scans
Slit-lamp OCT Heidelberg Time-domain 25 um 2000 A scans
Spectralis OCT Heidelberg Spectral-domain 4-7 um 40,000 A scans
Cirrus OCT Carl Zeiss Meditec | Spectral-domain 5 um 27,000 A scans
OCT SLO Optos Spectral-domain <6 um 27,000 A scans
3D OCT 2000 Topcon Spectral-domain 5-6 um 50,000 A scans
RT Vue and iVue Optovue Spectral-domain 5 um 26,000 A scans
Avanti Optovue Spectral-domain ~5 um 70,000 A scans
SS-1000 CASIA Tomey Spectral-domain (swept source) | 10 um 30,000 A scans
Ultra high resolution | Custom build device | Spectral-domain ~3 um 24,000 to 26,000
OCT A scans

Fonte: Venkateswaran, Galor e Wang.®

Estudos utilizando a AS-OCT para avaliacdo do pterigio e de outras doencas da superficie
ocular foram realizados descrevendo seu padréo de refletividade.®® 58 Esses estudos demonstraram

a importéncia e a efetividade da AS-OCT .
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Na AS-OCT, os tecidos com estrutura celular organizada refletem menos a luz emitida pelo
aparelho, gerando uma imagem hiporrefletiva, como ocorre com os epitélios.®® O estroma
conjuntival e a capsula de Tenon (CT), por sua vez, apresentam estrutura celular desorganizada,
com fibroblastos, vasos sanguineos, e células imunoldgicas espalhadas pelo tecido conectivo, o
que reflete irregularmente a luz, gerando uma imagem hiperrefletiva.®® Como a CT, que é um
tecido tendineo,®* é histologicamente mais densa que o estroma conjuntival, ela se apresenta mais
hiperrefletiva que o estroma da conjuntiva. Os compartimentos com liquido, como a camara
anterior, 0s vasos sanguineos e o espaco subtenoniano (ES)®>%) quase no refletem a luz, tendo

uma apresentagao escura. 85657

1.3 O limbo corneoescleral

O limbo corneoescleral contém estruturas fundamentais ao funcionamento do segmento
anterior do globo ocular. Ele contém a malha trabecular e o canal de Schlemm, a transi¢do do
estroma corneano para a esclera, e, mais superficialmente, apresenta o estroma limbico e a por¢ao
epitelial do limbo corneoescleral,®® que separa o epitélio da cornea do epitélio conjuntival.

O limbo corneano epitelial é a peca chave da renovacdo celular da superficie ocular. Ele
possui as células tronco epiteliais limbicas (CTEL),®%%3) responsaveis pela renovacio epitelial e
pela manutencdo da transparéncia da cOrnea, corresponsaveis pela renovacdo do epitélio
conjuntival.64 6%

O epitélio corneano depende principalmente das CTEL®%®) para sua renovacdo. Ja a
conjuntiva apresenta mais de um sitio de Células Tronco Epiteliais Conjuntivais (CTEC]), a saber:

o limbo, os férnices e a carincula.®® Assim, a faléncia do limbo na manutencio das células
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epiteliais da cdérnea permite a proliferacdo da conjuntiva, levando a perda da transparéncia e a
vascularizagio da cornea.(®62)

Anatomicamente, o limbo corneano epitelial se inicia no término da CB e se estende
posteriormente por aproximadamente 1 mm, terminando em uma linha imaginaria, que parte do
espordo escleral em direcdo a superficie ocular de maneira perpendicular ao epitélio (Figura 4).
Esta localizado na transicdo entre o epitélio corneano e o conjuntival,"? circundando os 360° da
cérnea. Em sua regido superior e na inferior, o limbo apresenta as Palicadas de Vogt (PV), que sdo
reentrancias teciduais que permitem o aumento da superficie limbica. Entre as palicadas, localizam-

se as criptas limbicas, ricas em CTEL.6771-74)

Figura 4 — Desenho esquematico ilustrando anatomia do limbo corneoescleral

B

e et
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cyiss

Fonte: Van et al. °

Legenda: C (conjuntiva), TC (Tenon’s Capsule), CM (Ciliary muscle). Figura ilustrando as
delimitacBes antero-posteriores do limbo corneoescleral.
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As CTEL séo células indiferenciadas, de ciclo lento, com capacidade de se auto-renovar e
de se diferenciar em células especificas, as chamadas células de transicdo, com grande potencial
proliferativo, que enquanto progridem pela MB véo se diferenciando nas células basais do epitélio
corneano" e do epitélio conjuntival.®® No limbo, 5% das células tém capacidade clonogénica, ou
seja, de se proliferarem, enquanto que 95% sdo células de transicdo, j& em processo de
diferenciagéo.("™

As CTEL se localizam em pequenos nichos® distribuidos nos 360 graus do limbo, mesmo
no limbo horizontal, ausente de PV. No entanto, € no limbo superior e nas PV que se situa 0 maior
nimero de nichos.(®™ Esses nichos apresentam um microambiente responsavel pela homeostase
das CTEL. O conceito de nicho para as CTEL é o conjunto de todos os elementos envolvidos no
seu equilibrio proliferativo.®”™® Assim, citocinas, células inflamatérias, mediadores
neuroendocrinos, células mesenquimais e a propria matriz extracelular, incluindo sua MB, ajudam
a orquestrar o equilibrio entre a quiescéncia, a proliferacdo e a diferenciacdo dessas células
tronco.©7.77-80)

As CTEL localizam-se na camada basal do epitélio limbico, subjacente a qual esta
localizada a membrana basal (MB) do limbo, que é continua com MB do epitélio corneano e com
a do epitélio conjuntival.™ A MB limbica apresenta variagdes em sua composi¢do molecular,
quando comparada a da cdrnea e da conjuntiva, o que é importante na diferenciacdo e migracao
das CTEL.(478:8D)

Kolega e Sun,™ estudando a composicao da MB da superficie ocular, utilizando anticorpos
monoclonais contra elementos que compdem a MB, observaram que, embora continuas, as MB da
cornea, do limbo e da conjuntiva, eram estruturalmente diferentes e a MB limbica apresentava

caracteristicas comuns & MB da cdrnea e a da conjuntiva.
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Figura 5 — Desenho esquematico ilustrando o contato entre as células tronco epiteliais do
limbo e as células tronco mesenquimais limbicas, separadas pela membrana basal

LESC
MSC

BASEMENT
MEMBRANE

‘ CELL ADHESION
" MOLECULES

Fonte: Yazdanpanah, Jabbehdari e Djalilian.©®”
Legenda: LESC (Limbal Epitelial Stem Cell), MSC (Mesenchymal Stem Cell).

Assim, a MB se destaca como o principal componente da matriz extra-celular, e é o Gnico
componente a separar o limbo epitelial do seu estroma (Figura 5). A MB funciona ainda como
uma condutora na diferencia¢do da CTEL, guiando o seu processo de transicdo até a diferenciacéo
na célula epitelial.®? Ainda apresenta falhas em sua extensdo o que permite a comunicagio das
células limbicas com as células mesenquimais,*7? o que parece de fundamental importancia na
homeostase das CTEL? e na patogénese do pterigio. 84

A compreensdo do comportamento das CTEL e dos fatores envolvidos em sua homeostase
permite-nos entender as suas principais desordens: a faléncia limbica® e o aparecimento do

pterigio.®2385) A faléncia limbica ou a perda de suas células tronco epiteliais, responsaveis pela
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renovacdo do epitélio corneano, resulta na conjuntivalizacdo da cOrnea e na perda de sua
transparéncia,®2) com consequente baixa visual. Essa perda das CTEL pode ser total ou parcial,
e pode estar relacionada a lesdo adquirida direta, como queimadura quimica® ou a fatores
indiretos, que alteram o microambiente em que essas células tronco se localizam,” como uso de
lentes de contato, doencas relacionadas @ MB, como na Sindrome de Steven- Johnson,®%) ou
alteracbes congénitas, como na aniridia.® A faléncia limbica pode ainda ser iatrogénica,
secundaria a procedimentos cirargicos realizados diretamente no limbo, ou ndo, como na
Trabeculectomia (TREC), pterigio recorrente, e outros.©¢€7

A alteracdo do comportamento das CTEL,*8% estd implicada na patogénese do
pterigio.©233085 Como descrito anteriormente nesse trabalho, Dushku e Reid,®® em 1994, ap6s
resseccdo cirdrgica de pterigios, identificaram através de imunohistoquimica, CTEL modificadas,
chamando-as de células de pterigio. Sugeriram a possibilidade de o pterigio ter origem em células-
tronco modificadas que migravam através da coOrnea de maneira centripeta, seguidas pela
conjuntiva.®® Esses mesmos autores publicaram outros estudos, em que identificaram seis
metaloproteinases produzidas pelas células limbicas modificadas® e a presenca do gene p53,
relacionado & migracdo de células tumorais ou migrativas,® o que também foi evidenciado por
outros autores.®” Outros autores também encontraram resultados histologicos e
imunohistoquimicos evidenciando a presenca de CTEL na cabeca do pterigio e nas ilhotas de
Fuchs.©#

Essas distintas doencas, o pterigio e a faléncia limbica, tém como possibilidade terapéutica
o transplante limbico®>72 e, no caso do pterigio, o transplante limbo-conjuntival.(33%459) Assim,
propds-se 0 presente estudo, com o intuito de se estudar a area limbica doadora do TLCA,

considerando a gravidade da faléncia limbica e o seu risco de perda visual,®® e ainda, a alta
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prevaléncia do pterigio™ com sua sintomatologia ampla, desde ardéncia e vermelhid&o ocular até

a baixa visual.®% 92

1.4 A conjuntiva e a capsula de Tenon na area doadora do transplante limboconjuntival

A conjuntiva é um tecido epitelial ndo ceratinizado com suas células-tronco localizadas nos
fornices superior e inferior, na carincula, e no proprio limbo.©268:69.106-109) por sey padréo celular
organizado, o epitélio conjuntival é hiporrefletivo na AS-OCT. Por outro lado, seu estroma
apresenta grande quantidade de fibroblastos, vasos sanguineos e células inflamatorias, de maneira
a gerar uma imagem de hiperrefletividade.®3%11D) A conjuntiva, por ser um tecido epitelial,
apresenta regeneracdo do seu epitélio atraves da proliferacdo de suas células-tronco apds uma
injaria, e cicatrizacdo com fibrose, quando a leséo atinge seu estroma.

A CT é um tecido conectivo que apresenta mobilidade, com estrutura histologica amorfa
densa e com fibroblastos,1%211211% sjtyada abaixo da conjuntiva.%? Devido & sua estrutura
histol6gica com elementos celulares e vasculares distribuidos de forma aleatoria, apresenta, a AS-
OCT, um padrdo de hiperrefletividade,®® discretamente distinto do estroma conjuntival. Por ser
um tecido conectivo, a cicatrizacio da CT ocorre completamente por fibrose,®>113116117) g que
pode comprometer sua mobilidade. A CT apresenta fraca adesdo a episclera, com uma interface
entre elas, que permite a mobilidade do conjunto Tenon-conjuntiva,®® o ES, que se apresenta
hiporrefletivo e linear 8 AS-OCT.6)

A compreensdo da cicatrizagdo da conjuntiva (epitélio e estroma), da CT e do ES séo de
extrema importancia.1%2118119 O estudo detalhado, de maneira isolada, da cicatrizagio dessas

estruturas podera propiciar melhores resultados cirargicos, alem de ampliar as possibilidades nos
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casos de procedimentos cirdrgicos consecutivos, em pacientes que apresentam doengas associadas,
como pterigio e glaucoma.

A area doadora para o TLCA €, geralmente, a conjuntiva bulbar superior, por sua maior
extenséo até o fornice superior e pelo maior nimero de CTEL, presentes nas PV.%46:9) No entanto,
a regido superior do bulbo ocular é a mesma utilizada no tratamento cirargico do glaucoma, na
TREC.

O glaucoma ¢ a principal causa de cegueira irreversivel do mundo sendo a TREC o seu
principal tratamento cirdrgico.®® A TREC cria um novo trajeto para o escoamento do Humor
Aquoso (HA) sem passar pelo trabeculado, sendo uma fistula trabeculo-escleral, que conduz o HA
para 0 ES.®% A faléncia da TREC geralmente é provocada pelo fechamento da fistula cirtrgica por
tecido fibrotico® e tem motivado muitos estudos sobre a cicatrizacdo da conjuntiva e da CT.(®3%-
%) Os fatores relacionados a faléncia da TREC ja sdo conhecidos: pacientes jovens, inflamag&o
ocular croénica, uso crénico de medicacdo topica, pacientes submetidos a cirurgia prévia com
incisdo conjuntival, glaucoma secundario®®1%D e diabetes mellitus. %

Na exérese do pterigio, os autores utilizam o TLCA oriundo da conjuntiva bulbar superior
que, via de regra, € a mesma regido onde se realiza a TREC. Considerando o risco aumentado de
faléncia da TREC em olhos com cirurgias prévias, avaliar o processo cictricial da conjuntiva na

area doadora parece ser muito importante.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Estudar por meio da avaliacéo clinica e da AS-OCT:

a) A cicatrizacdo da conjuntiva e da CT na area doadora. Considerando:
e A cicatrizacdo da conjuntiva por segunda intenc¢éo;
e A CT preservada durante o ato operatorio;
e A manutencdo do ES na area doadora;
b) Estudar o limbo corneano doador. Considerando:
e A é&rea do corte transversal do limbo, na AS-OCT, as 12 horas, no pré e no pos-
operatorio;

e A preservacdo, ou ndo, da funcdo limbica apds a doacgdo tecidual.
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3 METODOS

Todos os pacientes atendidos no consultério para avaliagdo do tratamento cirdrgico do
pterigio, no periodo de maio de 2017 a maio de 2018 foram convidados a participar dessa pesquisa.

Todos os participantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(Apéndice A) previamente aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal Minas Gerais
(COEP — UFMG CAAE: 80402017.4.0000.5149) (Anexo A).

Os procedimentos cirurgicos foram realizados pela mesma cirurgid (FSV), no periodo de

maio de 2017 a abril de 2018.

3.1 Critérios de incluséo e de exclusédo

3.1.1 Critérios de incluséo

e Idade acima de 18 anos, sem distin¢do de sexo;
e pterigios primarios ou recidivados, em olhos com é&rea doadora limboconjuntival
superior intacta;

e pterigios nasal de extensdes variadas.

3.1.2 Critérios de exclusao

e Pterigio recidivado, em que na cirurgia anterior, a regido limboconjuntival superior ja

houvesse sido usada como doadora;
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e olhos com outras doencas de superficie ocular, além do pterigio. E com uso frequente de
colirios como o glaucoma.

e pterigios muito pequenos, menores que 1 mm sobre a cornea, ou assintomaticos, que ndo
justificassem intervencdo cirurgica;

e pacientes com faléncia limbica difusa ou setorial;

¢ inflamacdo cronica, por outra etiologia, que ndo esteja relacionada ao proprio pterigio;

pacientes que ndo compareceram a todas as avaliacGes pos-operatorias.

3.2 Técnica operatdria

Os pacientes foram submetidos a (Figura 6):

1. Anestesia local com 0,5 mL de lidocaina 2% com vaso constritor (Xilocaina® -
AstraZeneca Moinho Velho®, Cotia — SP) sob a area doadora superior e sob o pterigio
(Figura 6 A);

2. Disseccdo da conjuntiva que cobre o pterigio com tesoura de Westcott, partir de seu
pescoco, dissecando toda a extensdo do feixe fibrovascular subconjuntival, até a
caruncula, e os fornices superior e inferior. Preservando a conjuntiva dissecada. (Figura
6-B e 6-C);

3. Desepitelizacdo da cornea até 1 mm além da porgdo membranosa da cabeca do pterigio
(da coroa) com lamina de bisturi nimero 15;

4. Resseccgéo do feixe fibrovascular subconjuntival (Figura 6-D);

5. Ressecgdo da cabeca do pterigio (sobre a cornea) e desnudamento do limbo acometido

pelo pterigio (Figura 6-E);
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6. Resseccdo do maximo de CT acometida pelo pterigio deixando a esclera nua (Figura 6-
E);(120)

7. Para o TLCA: na regido superior do bulbo, realizamos: Incisao da conjuntiva
perpendicular ao limbo as 11 e as duas horas do limbo, aproximadamente. Sendo a
medida do TLCA a mesma medida da area desnuda de limbo e esclera nua no local da
resseccdo do pterigio, conferido com compasso milimetrado. Em seguida, outra incisao
transversal unindo as duas anteriores, proximo ao fdrnice superior. Dissec¢cdo da
conjuntiva superior para confeccdo do TLCA, evitando a manipulacdo da CT, no leito
doador (Figura 6-F);

8. Disseccdo do limbo superior, em continuacdo com a dissec¢do da conjuntiva, para
confeccdo do TLCA, seguindo o mesmo plano da conjuntiva, chegando a um mm de
limbo (Figura 6-G); retirou-se apenas a conjuntiva e a por¢do mais superficial, epitelial,
do limbo corneano, que apresenta o plano de disseccdo continuo com a conjuntiva e 0
com o epitélio da cérnea. Evitou-se aprofundar na resseccéo do limbo, mantendo o plano
de disseccdo da conjuntiva, até a cornea;

9. O TLCA é fixado com selante de fibrina (Tyssel® - Baxter AG®, Viena, Austria).% 12%-
124) na esclera nua. A borda correspondente ao limbo do transplante foi posicionada no
limbo receptor (Figura 6-H e 6-1);

10. A éarea doadora é deixada cruenta, sem aproximacdo das bordas, com a CT exposta.

Para cicatrizagdo por segunda intengdo (Figura 6-1I).

Né&o foi realizada cauterizacdo dos vasos lesados na area doadora, uma vez que se tratavam
de vasos superficiais e de pequeno calibre, com melhora espontanea do sangramento na maioria

das vezes e, quando necesséria, a hemostasia era conseguida com a compresséo local leve. Na area
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receptora, entretanto, os vasos episclerais e esclerais, que apresentam maior calibre, e quando
lesados, eram cauterizados com cautério bipolar, evitando cauterizagdes excessivas. O selante de
fibrina, usado para fixacdo do TLCA, também apresenta propriedades hemostéaticas, considerando
sua constituicdo a partir de protrombina e fibrinogénio.®*%

Os pacientes tiveram o olho operado ocluido por dois diasconsecutivos, usando pomada
oftalmica Maxinom® (dexametasona + sulfato de neomicina + polimixicina B — Genon® - Brasilia,
DF).

Em seguida iniciaram a instiliagdo do colirio Maxinom® (dexametasona + sulfato de
neomicina + polimixicina B — Genon® — S3o Paulo, Brasil) quatro vezes ao dia, por sete dias.

Completados sete dias de pos-operatdrio o primeiro colirio era suspenso. E entao iniciaram o colirio
Ster® (acetato de Prednisolonal0 mg/ml- Genon® — Sio Paulo, Brasil) em regressido de dose.
Primeira semana de 8/8 horas, segunda semana de 12/12 horas, terceira semana 24/24 horas.

Como colirio lubrificante durante todo o periodo pds-operatorio foi usado livremente o

colirio Hyabak® (Hialuronato de sodio — Genon® - S&o Paulo, Brasil).



Figura 6 — Descricdo da técnica cirdrgica
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Fonte: Fotografia da autora.

Legenda: A) Incisdo da conjuntiva no inicio do corpo do pterigio; B) dissec¢do da conjuntiva com exposicao
do corpo do pterigio; C) Retracdo da conjuntiva dissecada. N&o houve resseccdo da conjuntiva acima do corpo
do pterigio; D) Resseccdo do pterigio; E) Cdrnea desepitelizada com regido de 1 a 2 mm além da éarea de
invasdo observada com invasdo pela coroa do pterigio; F) Confeccdo do enxerto limboconjuntival, G)
Disseccdo do limbo epitelial; H) Selante de fibrina para fixagdo do transplante conjuntival; 1) Cirurgia
finalizada com TLCA posicionado no leito escleral nasal, com o limbo doado posicionado sobre o limbo
receptor. A area doadora foi deixada cruenta para cicatrizagdo por segunda inteng&o.
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3.3 Avaliacéo clinica

3.3.1 Avalicdo clinica da area doadora conjuntival

3.3.1.1 Avaliacdo clinica em lampada de fenda e fotografia digital

No pré e no pés-operatorio, os pacientes foram avaliados clinicamente pela mesma cirurgia
(FSV), para variaveis biomicroscopicas na regido area doadora. Também foram realizadas
fotografias da area doadora, com aumento de 10 e de 16 vezes, com maquina fotografica (Nikon®
- Nikon Imaging Japan Inc.®) acoplada & Idmpada de fenda (HR - Asapt®, S&o Paulo, Brasil), sem
flash, no pré-operatorio e nas visitas do pds-operatorio (1, 7, 30 e 180 dias) para fotodocumentacao.

Os dados foram coletados em protocolo especifico. (Apéndice B). Foram observadas as seguintes

variaveis:

a) hiperemia conjuntival na area doadora (presente ou ausente);

b) alteracdo do trajeto dos vasos na area doadora, avaliada a partir da comparacdo das
fotografias digitais obtidas durante o exame em lampada de fenda, em cada etapa do pds-
operatdrio. Foram consideradas alteracdes vasculares: congestéo, distor¢Ges de trajeto,
e variagdo do numero de vasos. A presenca de qualquer uma dessas alteracdes, foi
considerada como uma Unica varidvel, uma vez que estdo relacionadas ao processo
inflamatdrio cicatricial. Essa variavel foi considerada a partir do 7° DPO (presente ou

ausente);
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c) teste da coloragdo com colirio Fluoresceina sddica a 1,0% (Allergan®, Guarulhos, S30
Paulo), para avaliar epitelizacdo da area doadora: caso houvesse area impregnada pela

fluoresceina, a coloracdo era considerada presente.

3.3.1.2 Avaliacao da mobilidade conjuntival

A mobilidade conjuntival foi avaliada pela cirurgid (FSV), com o uso de cotonete, ap6s
instilagdo de colirio proximetacaina a 0,5% (Anestalcon®, Alcon®, S&o Paulo, Brasil). A
conjuntiva era levemente pressionada e deslocada nas dire¢des vertical e horizontal. Caso houvesse
deslocamento tecidual, a mobilidade era considerada presente. Esse teste foi realizado no pré-
operatério e apds 180 DPO. Os dados obtidos foram registrados no protocolo especifico da

pesquisa (Apéndice B).

3.3.1.3 Avaliagéo por examinadores externos

Apds seis meses de pos-operatorio, foi realizada outra avaliacédo clinica dos pacientes em
lampada de fenda, por outros dois oftalmologistas especialistas em glaucoma, com mais de 10 anos
de experiéncia na realizacdo da TREC. Esses oftalmologistas desconheciam a apresentacdo pré-
operatoria dos pacientes e a evolucdo cicatricial até aquele momento.

Nessa avaliacdo, os cirurgides preencheram um questionario (Apéndice C) em que eles

responderam sobre:
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a) observacdo dos vasos sanguineos da superficie ocular em direcdo ao limbo: se
apresentavam, ou ndo, alteracbes como congestéo, distor¢Bes de trajeto, e variacdo do
ndmero de vasos;

b) a mobilidade tecidual na area doadora e na area receptora, se presente ou ausente, através
de toque com cotonete;

c) a possivel viabilidade de reintervencéo cirargica no local, inclusive a TREC, se sim ou

nao.

Quanto a viabilidade para reintervencdo cirurgica, essa variavel era considerada como SIM,
qguando a area doadora ndo apresentava sinais de cicatrizacdo local prévia, como hiperemia,

presenca de vasos anémalos e/ou aderéncias a planos profundos.

3.3.2 Avaliacéo clinica do limbo doador em lampada de fenda e fotografia digital

A avaliacdo em lampada de fenda do limbo corneano epitelial doador foi feita acompanhada de
registro fotografico, por meio de cdmera fotografica (Nikon® - Nikon Imaging Japan Inc.) acoplada
a lampada de fenda (HR® - Asapt SP - Brasil). Os pacientes foram avaliados no pré-operatério, no
1°, 7° 30° e 180° dias pos-operatorio (DPO), quanto aos seguintes parametros. Os dados foram

coletados em protocolo especifico (Apéndice D):

a) presenca de PV no limbo doador no pré e no pos-operatério (Figura 7-A, B e C);
b) extensdo da area limbica doada em horas;
c) epitelizacdo do limbo, da cdrnea e da conjuntiva, a partir do 7° DPO, avaliado por meio

da instilagdo do colirio de Fluoresceina sodica a 1,0% (Allergan®, Guarulhos-SP);
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d) presenca de conjuntivalizacdo do limbo doador ou da cornea superior, apos a doacdo
tecidual, se presente ou ausente;
e) vascularizacao do limbo na area doada, se presente ou ausente (Figura 7-C).

Figura 7 — Fotografias digitais em lampada de fenda, evidenciando as varia¢des anatémicas
do limbo corneano, observadas no pré-operatério

s f

Fonte: Fotografia da autora.
Legenda: Fotografia do segmento anterior, com aumento de 16 vezes. A) Fotografia com destaque para paligadas de
Vogt evidentes; B) Fotografia do limbo de um paciente em que as PV nédo sdo evidentes: observa-se halo senil na
periferia da cornea, proxima ao limbo superior; C) Observa-se o limbo sem palicadas e com vascularizagdo evidente,
mas sem que 0s vasos invadam a cornea, e sem conjuntivalizagdo. Observa-se, também, a transparéncia da cdrnea nos
trés olhos, embora as PV sejam evidentes apenas em A.
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3.4 Tomografia de coeréncia ¢ptica de segmento anterior

3.4.1 Tomografia de coeréncia optica do segmento anterior da conjuntiva e capsula de Tenon

na area doadora

Para os exames de AS-OCT, foi utilizado o aparelho OPTOVUE-AVANTI® (Optovue
Inc.®, Fremont, Califérnia, USA) com lente para segmento anterior. Esse aparelho apresenta
aquisicdo de imagens com 70.000 A scans/segundo e resolucédo axial de 5 um. Os exames de AS-
OCT foram feitos um dia antes da exerese do pterigio, com 30 DPO, e com 180 DPO.

As medidas da espessura da conjuntiva e da CT com a AS-OCT foram feitas com base no
estudo de Howlett, Vahdani e Rossiter,®® que avaliaram o conjunto conjuntiva-Tenon no local
onde habitualmente é feitaa TREC (Figura 8).

Foram obtidas as seguintes medidas para comparacao pré e pos-operatoria (Apéndice B).

Essas medidas foram realizadas visando o local onde normalmente é feita a TREC:

a) espessura do epitélio conjuntival;
b) espessura do estroma conjuntival,
c) espessurada CT;

d) avaliacdo da presenca ou auséncia do ES.
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Figura 8 — Tomografia de coeréncia optica do segmento anterior da area limboconjuntival
doadora, as 12 horas, em olho néo operado

4.00mm

8.00mn

Fonte: Fotografia da autora.
Legenda: CB: camada de Bowman; Ep.C. Epitélio Corneano; Ep.L, Epitélio Limbico; Est. C Estroma Corneano; Ep.
Cj: Epitélio da Conjuntiva; Est. Cj: Estroma da Conjuntiva; CT: capsula de Tenon; ES: Espago SubTenoniano; Esc:

Esclera; A: Angulo iridocorneano. Aparelho utilizado: OPTOVUE-AVANTI® (Optovue Inc.®, Fremont, Califérnia,
USA).

* marcacao do inicio do limbo epitelial e término da CB (com a medida da espessura corneana neste local 695um); 1)
Espessura do epitélio da conjuntiva: 42um; 2) Espessura do estroma da conjuntiva: 60um; 3) Espessura da cépsula de
Tenon: 68um; 4) Medida de 4mm apds o inicio do limbo, em dire¢do ao fornice superior.

Observa-se, na Figura 8, o aspecto hiporrefletivo dos tecidos epiteliais da cérnea, do limbo

e da conjuntiva e a continuidade entre eles. O estroma da conjuntiva e a CT séo hiperrefletivos,



45

sendo que a CT é mais refletiva que o estroma conjuntival. O ES apresenta-se linear e
hiporrefletivo.

Para a marcacdo do local para onde a fistula transescleral da TREC drena o0 HA, marcou-se
0 inicio do limbo epitelial corneano, que coincide com o término da camada de CB
(Figura 8 — *).("2 Foram feitas medidas a 4mm do inicio do limbo, em direcéo ao fornice superior,
considerando separadamente o epitélio da conjuntiva, seu estroma, a CT e 0 ES. Foram realizados
mais de um corte, aproximadamente cinco, e selecionado o de melhor resolucéo, para a realizacao
das medidas. Essas medidas foram realizadas pelo software de imagens do préprio aparelho. A
autora delimitou cada estrutura estudada e registrou as espessuras, que foram coletadas em
protocolo especifico (Apéndice B). Todas as medidas pré e pds-operatorias foram comparadas.

Também foram obtidas imagens comparativas da AS-OCT do pré e do pos-operatério
(Figura 9), obtidas pelo software do proprio aparelho, que permite a comparacao de duas imagens
de um mesmo olho. Essas imagens foram avaliadas pela autora e por um anatomopatologista (MSP)
simultaneamente, quanto a preservacao, ou ndo, do epitélio e do estroma da conjuntiva, da CT e do

ES. Cada uma dessas estruturas teve sua refletividade pré e pos-operatdias comparadas (Figura 9):
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Figura 9 — Comparacdo da imagem da tomografia de coeréncia dptica do segmento anterior
pré-operatdria com a imagem de seis meses de pos-operatdrios, do mesmo olho, as 12 horas
do limbo corneano

|IR
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Scan 07/08/2017 09:10:07 Signal Srengh ndex 82 8.005can iz () Left/ OS

Scan 07/05/2018 09:54:01 SignelStengh ndex 48 8.00cn See om) Left / OS

IR

Fonte: Fotografia da autora.
Legenda: Ep.C.: Epitélio Corneano; Est. C: Estroma Corneano; Ep.L: Epitélio Limbico; Ep. Cj: Epitélio da
Conjuntiva; Est. Cj: Estroma da Conjuntiva; CT: Capsula de Tenon; ES: Espa¢o Subtenoniano; Esc: Esclera; A:
Angulo iridocorneano. Equipamento utilizado: OPTOVUE-AVANTI® (Optovue Inc.®, Fremont, Califérnia,
USA).

Acima o pré-operatorio e abaixo o pos-operatorio. Observa-se a continuidade do epitélio da conjuntiva, do limbo
e da cdrnea no pré e no pos-operatérios, mantendo o padrdo de hiporrefletividade. O estroma da conjuntiva
apresenta aumento da sua refletividade no pés-operatdrio maior que 180 DPO, apresentando-se mais refletivo que
no pré-operatério. A capsula de Tenon e 0 espacgo subtenoniano mantém o mesmo padréao de refletividade, no pré
e no pés-operatérios.
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3.4.2 Tomografia de coeréncia Optica de segmento anterior para avaliar a area do corte

transversal do limbo corneoescleral

No consenso global para definicdo, classificacdo, diagndstico e estadiamento da faléncia
limbica,®® a AS-OCT, feita com aparelhos de dominio espectral é considerada como método seguro
na avaliacéo da espessura do epitélio limbico e na sua correlagdo com a faléncia limbica.

Os exames de AS-OCT foram realizados um dia antes do procedimento cirurgico e com 30
dias e seis meses de pds-operatorio. Para a realizacdo da medida da area limbica, utilizou-se, como
referéncia, o trabalho realizado por Lin et al.,*?® em que a AS-OCT foi utilizada para avaliar a
espessura do epitélio limbico nos seus quatro quadrantes, no intuito de identificar mudancas de
espessura entre 0s quadrantes limbicos de individuos sem doenca ocular, em diferentes faixas
etarias. Nesse trabalho, o epitélio limbico superior foi identificado e avaliado separadamente do
seu estroma. Por seu padrdo histolégico organizado, o epitélio limbico reflete pouco a luz emitida
pela AS-OCT e sua imagem ¢ hiporrefletiva (Figura 10).

Consideramos o inicio do limbo corneoescleral ap6s término da CB (ponto A)
superiormente (Figura 10). Inferiormente, o limbo é demarcado pelo término da membrana de
Descemet (ponto B). Pdstero-inferiormente o ponto de referéncia é o esporédo escleral (ponto C).
Uma reta imaginaria subindo a partir do espordo escleral em direcdo ao epitélio e terminando
perpendicular a ele, leva ao limite postero-superior (ponto D). A semelhanga da imagem deste

trabalho (Figura 10), com aquele extraido do artigo de revisio feito por Van et al. ®® (Figura 4):
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Figura 10 — Tomografia de coeréncia dptica do segmento anterior do limbo corneoescleral
superior, as 12 horas, em olho ndo operado

777[?”“ Ep.L 1.18mm E.C_
S S D 113 mm

Fonte: Imagem da autora.

Legenda: Ep.C.: Epitélio Corneano; Est. C: Estroma Corneano; Ep. L: Epitélio do Limbo; Est. L: I:
fris. Equipamento utilizado: OPTOVUE-AVANTI® (Optovue Inc.®, Fremont, Califérnia, USA).

Imagem da AS-OCT em que a area do limbo epitelial é destacada em amarelo e mensurada. O ponto
A marca o inicio do limbo superior, e 0 ponto B marca seu limite antero-inferior. O ponto C marca o
espordo escleral, e portanto, o limite pdstero-inferior do limbo corneoescleral. O ponto D é obtido
criando-se uma reta imaginria do espordo escleral até a superficie epitelial (perpendicular), marcando
o limite pdstero-superior do limbo.

O epitélio limbico, hiporrefletivo encontra-se delimitado entre as retas AB e DC, anterior e
posterior, respectivamente, e, inferiormente, pelo estroma limbico hiperrfletivo. A area do epitélio
limbico encontra-se destacada por linhas amarelas.

Diferentemente do trabalho realizado por Lin et al.,*?® que mediu a espessura do epitélio
limbico, optamos por medir a area do epitélio limbico, em seu corte transversal, as 12 horas,

utilizando uma ferramenta disponivel no software do AS-OCT (Figura 10). Essa ferramenta permite
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a demarcacao da area limbica ponto a ponto, de modo continuo, permitindo respeitar as reentrancias
teciduais préprias dessa regido. No momento em que o ponto inicial e o final se encontram,

automaticamente o software faz o calculo da area. (Apéndice D — Protocolo de coleta de dados).

3.5 Célculo amostral

3.5.1 Célculo amostral para as espessuras da conjuntiva e da capsula de Tenon

O célculo amostral foi feito com base na variacdo da normalidade da espessura do epitélio
conjuntival e do conjunto estroma conjuntival/Tenon do estudo piloto interno do presente trabalho,
considerando os dados dos primeiros 10 pacientes. Os valores dos desvios-padrdo das espessuras
do epitélio conjuntival e do estroma conjuntivo-tenoniano foram, respectivamente, 7,35um e
32,61pm. Esses valores foram semelhantes aqueles do estudo de Zhang et al.,**Y com AS-OCT da
conjuntiva bulbar. Nesse estudo, os autores consideraram a conjuntiva e a Tenon temporal inferior,
a 3 mm do limbo. Embora néo seja 0 mesmo quadrante estudado no presente trabalho, Howlett,
Vahdani e Rossiter® citam em seu trabalho a pequena variacdo da espessura da conjuntiva nos
quatro quadrantes em comparagdo a achados histoldgicos e a outros estudos, em que se mede a
espessura da conjuntiva nasal e temporal.(53127:128)

Assim, consideramos, para o calculo amostral, os valores dos desvios-padrdo das medidas
obtidas no estudo de Zhang et al.!'% para o epitélio da conjuntiva de 7,4um e para o estroma
conjuntiva/Tenon de 32,5um. Com uma amostra de pelo menos 23 olhos obter-se-ia 90% de poder
estatistico na deteccdo de uma diferenca de 7,4pum entre as médias da variavel espessura do epitélio
conjuntival e de 32,5 um entre as médias da variavel espessura do conjunto estroma-Tenon,

comparando-se 0 pre e 0 pos-operatorio.
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3.5.2 Célculo amostral para a area do corte transversal do limbo

Para a avaliacdo do nimero de pacientes, um tamanho amostral de pelo menos 16 olhos
obteria 95% de poder estatistico na deteccdo de uma diferencga entre as medias dos grupos pré e
pos-operatorio (seis meses) de no minimo 0,031 um?, que corresponde a um desvio padrdo das
diferencas dos valores de area do limbo pré e pos, segundo estudo piloto realizado com n=20 olhos.

Assim o estudo realizado com 23 olhos apresenta um poder estatistico satisfatério.

3.6 Analise estatistica

A analise descritiva foi realizada por meio de avaliacdo de média e de desvio-padréo para
as variaveis numéricas com distribuicdo normal. Utilizou-se o teste de Shapiro-Wilk para verificar
a hipdtese de normalidade das variaveis continuas medidas em micrémetros (um).

Aplicou-se o teste de t-Student pareado na comparacdo das médias das medidas pré e pés-
operatdrias das espessuras do epitélio conjuntival, do estroma da conjuntiva e da espessura da
Tenon, e, para a varidvel area do corte transversal limbo no pré e no p6s-operatorio.

As andlises foram realizadas no Software SPSS® (Statistical Package for the Social
Services) (IBM, Chicago, Illinois) versdo 18, considerando-se o nivel de significancia estatistica

de 0,05.



o1

4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao da amostra

Trinta e dois olhos de 29 pacientes participaram inicialmente, mas apenas 21 pacientes
compareceram para realizacdo de todos os exames e avaliacdes poOs-operatorias, totalizando de
vinte e trés olhos. Nove olhos foram excluidos, oito por ndo completarem o seguimento pos-
operatorio, um por apresentar glaucoma, em uso de analogo de prostaglandina.

Sessenta e cinco por cento dos olhos pertenciam ao género feminino. Trés olhos (13%),

apresentavam pterigio recidivado. A idade variou de 31 a 67 anos, com a média de 49,0+11,8 anos.

4.2 Resultados da avaliacdo clinica da area doadora conjuntival

4.2.1 Avaliacao clinica e fotografias de segmento anterior

4.2.1.1 Hiperemia conjuntival na area doadora

No pré-operatorio (Figura 11-A), a hiperemia conjuntival estava presente em quatro (17%)
olhos, todos com pterigio extensos, e com relato de inflamacédo cronica recorrente. No 1° DPO
(Figura 11-B) e no 7° DPO (Figura 11-C), observou-se hiperemia conjuntival em 23 (100%) olhos.
No 30° DPO (Figura 11-D), tal achado clinico estava presente em 16 (69,5%) olhos. Apds 180 dias
(Figura 11-E), observou-se hiperemia em dois (9%) olhos, nos mesmos olhos em que fora

observado no pré-operatério (Grafico 1).
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Grafico 1 — Descricdo da presenca ou auséncia da hiperemia bulbar superior no pre e pés-
operatdrios

Hiperemia
25
20
15
10
| I
. l [
pré-operatdria 12 DPO 72 DPO 30°DPO > 180 DPO

M presente M ausente

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: DPO (Dias de p6s-operatorio).

Observa-se, no Gréfico 1, a evolucdo da presenca de hiperemia no pré e pos-operatorio, no

1° DPO e nos demais avaliacfes pds-operatorias, e depois retornando aos valores iniciais.



53

Figura 11 — Fotografia digital em lampada de fenda mostrando a evolucéo cicatricial da
area doadora, ao longo de seis meses

2017-08-09

Fonte: Fotografia da autora.
Legenda: A) Pré-operatério; B) 1° DPO, (as setas pretas indicam bordas da incisdo conjuntival); C) 7° DPO: observa-
se a delimitacdo do limbo (setas brancas) e da area conjuntival, com congestdo tecidual e alteracéo dos vasos; D) 30°
DPO: a delimitagdo da &rea doadora é pouco evidente e as altera¢des do trajeto vascular, em comparagdo ao pré-
operatorio, sdo indicadas pelas setas amarelas; E) 180 DPO: restauragdo da area doadora com aspecto similar ao pré-
operatorio.

4.2.1.2 Alteracgdes Vasculares

Essa varidvel foi analisada a partir do 7° DPO, em comparacgdo a imagem fotogréfica da
area doadora obtida no pré-operatério (Figura 11-A). Foram observadas alteraces vasculares em
22 (95,6%) olhos no 7° DPO (Figura 11-C). No 30° DPO, vinte e trés (100%) olhos apresentavam
alteracOes vasculares (Figura 11-D). Apos 180 DPO, seis (26%) olhos persistiam com alteracGes
vasculares, sendo que os demais 17 (74%) olhos, apresentavam o trajeto vascular semelhante ao

do pré-operatorio (Figura 11-E e Grafico 2):
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Grafico 2 — Descrigdo da presenca ou auséncia das alterac6es vasculares no pré e no pos-
operatdrios

AlteragOes vasculares
25

20
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0 — I

pré-operatorio 72 DPO 30°DPO >180 DPO

2]

M presente M ausente

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: DPO (Dias de pds-operatdrio).
Observa-se, no Gréfico 2, a evolucdo pos-operatoria das modificagdes apresentadas pelos

vasos sanguineos, na area doadora, em comparagdo a fotografia pré-operatoria.

4.2.1.3 Epitelizacdo

No 7° DPO, vinte (87%) olhos ndo coravam com a fluoresceina colirio, sendo que 0s outros
trés (13%) olhos apresentavam impregnacao pelo colirio (Figura 12), no centro da area doadora,
sendo um sinal direto da epitelizagdo incompleta. No 30° DPO, nenhum dos olhos apresentou

impregnacéo pela fluoresceina e esse padrdo se manteve com 180 DPO.
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Figura 12 — Fotografia digital em lampada de fenda evidenciando area corada com colirio
fluoresceina, em paciente no 7° dia de pés-operatdrio

Fonte: Fotografia da autora.
Legenda: Observa-se o centro da area doadora conjuntival corando com a fluoresceina colirio, um sinal
indireto de epitelizacdo incompleta. Observa-se ainda que o limbo ndo corou com a fluoresceina
sugerindo que a sua epitelizagdo ja esteja completa.

4.2.1.4 Os examinadores externos

Quanto a presenca de alteracdo do trajeto radial dos vasos com 180 DPO, os dois
examinadores encontraram tal achado em dois (13%) e em um (4%) olho, respectivamente para o
primeiro e segundo examinador (Tabela 1).

Na avaliacdo da viabilidade para reintervengdo cirurgica, inclusive para a TREC, o
examinador 1 considerou um (4%) olho como inviavel, os outros 22 (96%) foram considerados
viaveis (Tabela 1). O avaliador 2 considerou os 23(100%) olhos viaveis para reintervencdo. Para a
mobilidade do conjunto Tenon-conjuntiva, a concordancia foi de 100% (n= 23) dos olhos com

todos apresentando mobilidade preservada (Tabela 1).
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Tabela 1 — Respostas dos avaliadores externos, apos exame em lampada de fenda

Examinador | Alteracdo do trajeto radial Viabilidade para Mobilidade do conjunto
dos vasos reintervencao cirdrgica Tenon-conjuntiva
Sim Né&o Sim Né&o Sim Né&o
1 2(8,0%) 21(91,3%) | 22 (95,6%) | 1 (4,0%) | 23 (100%) 0
2 1(4,0%) 22 (96,0%) | 23 (100%) 0 23 (100%) 0

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: valores absolutos e percentuais das respostas obtidas apds a avaliagcdo dos examinadores externos. Os dois
avaliadores sdo especialistas em glaucoma.

4.3 Resultados da avaliacéo clinica do limbo corneano doador

Em média, a extensdo de limbo doado foi de 3 horas continuas, 11, 12 e uma hora, o0 que

correspondia ao tamanho da area limbica desnuda pela resseccdo do pterigio (Figura 13).
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Figura 13 — Fotografias evidenciando a extensdo da area limbica doada

NS

Fonte: Fotografia da autora.
Legenda: A) Imagem per-operat6ria demonstrando a continuidade do plano de dissec¢do da conjuntiva com o limbo,
até a cornea. Observa-se a extensdo, em horas, da resseccdo no limbo doador. Essa area era condizente com a area de
limbo desnuda pela retirada do pterigio; B) Imagem no 7° DPO, a lampada de fenda, em que se observa a extensao,
em horas, do limbo doador.

4.3.1 Presenca de palicadas de Vogt

No pré-operatdrio, em 13 (56,5%) olhos, as PV eram evidentes (Figura 14-A), de facil
identificacdo na lampada de fenda, ndo sendo visiveis nos outros 10 (43,5%) olhos. Apés a doagdo
do TLCA, as PV néo foram observadas no 7° DPO (Tabela 2 e Figura 13-C). No entanto, no 30°
DPO (Figura 14-D), trés olhos voltam a apresentar PV ainda que parcialmente visiveis, no limbo
doador. E, ap6s 180 DPO (Figura 14-E), as PV foram observadas em quatro (17%) olhos e

mantiveram-se ausentes em 19 (83%) olhos (Figura 15), na area doadora.
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Figura 14 — Fotografias obtidas em lampada de fenda demonstrando a evolucéo pos-
operatdria da area doadora do transplante limbico

05R
201707403

Fonte: Fotografia da autora.
Legenda: Fotografias digitais em lampada de fenda, com aumento de 16 vezes, demonstrando a evolucdo pods-
operatéria de um mesmo paciente — A) No pré-operatorio, detalhe para Palicadas de VVogt; B) No 1° DPO, observa-se
o limbo com aspecto cruento; C) 7 ° DPO ainda com irregularidade na area da ressec¢do, mas ndo cora com fluoresceina
colirio, demonstrando a epitelizacdo local completa; D) e E) 30° DPO e ap6s 180 DPO: observa-se a semelhanga do
aspecto do limbo com 30 e com 180 DPO, ndo se observa mais as PV na area manipulada, com diminuicéo dos vasos

conjuntivais superficiais comparado ao pré-operatorio.
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Figura 15 — Fotografia em lampada de fenda do limbo doador, no pré e no pés-operatério

Py 7

Fonte: Fotografia da autora.

Legenda: Fotografias do limbo de outro paciente — A) Pré-operatdrio: observa-se as
PV; B) No 7° DPO observa-se area de resseccdo do limbo, sem corar pela
fluoresceina, indicando a epitelizacdo precoce, mesmo que com irregularidade de
superficie; C) 180° DPO observa-se a regularidade da superficie a mudanca na
arquitetura das PV, no entanto, sem comprometer a funcionalidade da regido,
permanecendo a transparéncia da clrnea e a conjuntiva, sem vascularizagdo
andmala.
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Tabela 2 — Dados obtidos na avaliacdo biomicroscopica pré e pos-operatoria dos pacientes

Variaveis Pré-operatorio 7°DPO 30°DPO 180° DPO
Sim Nao Sim Nao Sim Nao Sim Nao
Palicadas de Vogt 13 10 0 23 3 20 4 19
(56,5%) | (43,5%) (100%) | (13%) | (87%) | (17%) (83%)
Epitelizacao do 23 0 23 0 23 0 23 0
limbo (teste (100%) (100%) (100%) (100%)
fluoresceina)
Epitelizacao da 23 0 20 3 23 0 23 0
conjuntiva (teste | (100%) (87%) | (13%) | (100%) (100%)
fluoresceina)
0 23 0 23 0 23 0 23
Conjuntivalizagéo (100%) (100%) (100%) (100%)
Vascularizacéo 8 15 23 0 0 23 2 21
do limbo (34,8%) | (65,2%) | (100%) (100%) | (9%) (91%)

Legenda: DPO (Dias de p6s-operatério).

Fonte: Dados da pesquisa.

4.3.2 Epitelizacéo do limbo e conjuntiva

Apbs a doacdo do TLCA, a epitelizacdo do limbo estava completa no 7° DPO, nos 23

(100%) olhos, com teste de colirio de fluoresceina negativo em todos (Tabela 2). A conjuntiva por

sua vez apresentava area desepitelizada, no 7° DPO, localizada centralmente na area de conjuntiva

doada, conforme ja descrito.

4.3.3 Conjuntivalizagéo

N&o houve conjuntivalizagdo do limbo e nem da cornea em nenhum dos olhos, em toda a

evolucgéo pds-operatoria (Tabela 2).
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4.2.4 Vascularizagdo

No pré-operatdrio, oito (34,8%) olhos apresentavam vasos limbares evidentes, diferente dos
15 (65,2%) olhos restantes. A vascularizagdo limbica aumentou no 7° DPO, ficando evidente em
todos os olhos (Tabela 2). Apds 180 DPO, apenas dois (9%) olhos apresentavam vascularizacéo
limbica evidente, sendo que os demais 21 (91%) olhos ndo apresentavam vasos limbares evidentes
na area doadora (Figuras 16 e 17).

Figura 16 — Fotografias em lampada de fenda evidenciando a evolugéo da vascularizacdo
limbica da area doadora, em olho com pterigio extenso primario, no pré e no pds-operatorio

Pré-operatério

>180 DPO

Fonte: Fotografia da autora.
Legenda: Fotografia pré-operatéria evidenciando a vasculatura limbica evidente no pré-operatério, e a hiperemia
bulbar. A direita: imagem obtida no 7° DPO com limbo doado em destaque. Abaixo, pos-operatorio maior que 180
dias, com melhora da hiperemia bulbar e da vasculariza¢do limbica na &rea doada.
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Figura 17 — Fotografias em lampada de fenda evidenciando a evolucéo da vascularizacéo
limbica, em olho com pterigio recidivado, no pré e no pés-operatdrio
%7

Pré-operatorio >180 DPO

Fonte: Fotografia da autora.

Legenda: A) Imagem pré-operatoria de paciente com pterigio recidivado evidenciando, em destaque branco, vasos
tortuosos na conjuntiva e no limbo, em preto destaca-se a &rea em que seré retirado tecido limboconjuntival doador;
B) No 7° DPO, em destaque preto esta a area limbica doadora com linha delimitante do TLCA na c6rnea, marcada por
setas brancas. No destaque branco estd a area de vasos tortuosos, que ndo foi operada, e apresenta congestdo dos
vascular; C) Apds 180 DPO, a area destacada em branco evidencia diminuigdo dos vasos tortuosos no limbo e na
conjuntiva, em comparacao a imagem pré-operatoria (A). Em destaque preto, observa-se a rea doadora reepitelizada,
sem conjuntivalizagdo, nem vasos alterados, em comparacdo ao pré-operatdrio.

4.4 Resultados da tomografia de coeréncia optica do segmento anterior

4.4.1. Resultados da tomografia de coeréncia 6ptica do segmento anterior para a area doadora

conjuntival

Os resultados obtidos pela AS-OCT foram analisados estatisticamente por meio da
comparacao das médias das espessuras do epitélio conjuntival, do estroma da conjuntiva e da CT
no pré-operatorio e apds 180 DPO (Tabela 3). Esses valores também foram avaliados por meio de
graficos, comparando as médias das espessuras no pré e no pos-operatorio acima de 6 meses.

(Gréficos 3,4 e 5).
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Tabela 3 — Espessuras do epitélio da conjuntiva, do estroma da conjuntiva e da capsula de
Tenon pela tomografia de coeréncia optica do segmento anterior, no pré e no pos-
operatorio maior que seis meses

Espessura (um) Pré-operatério Pds-operatdrio apos 6 Valor p?
(média + DP) meses (média + DP)
Epitélio da conjuntiva 48,04 £ 11,37 51,87 £ 15,04 0,282
Estroma da conjuntiva 85,35 + 23,10 101,61 + 20,19 0,005
Cépsula de Tenon 117,13 £ 24,26 118,09 £ 19,24 0,808

do seu desvio padréo e do valor de p.

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: DP (Desvio padrao), pm (micrometros), ! Teste t de Student das médias das espessuras pré e pds-operatorias,

No Grafico 3, observa-se a pequena variacdo das médias, com sobreposi¢do do IC sobre o

valor da média. A média das medidas da espessura do epitélio conjuntival no pré, 48,04 + 11,37 e

no pés-operatdrio, 51,87 + 15,04, ndo mostraram diferenca com significancia estatistica (p=0,282).
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Grafico 3 — Valores das médias e do intervalo de confianca de 95% da espessura do epitélio
da conjuntiva no pré e no pés-operatdrio acima de seis meses

Médias da espessura
do epitélio da
conjuntiva em pum

55

307

95% CI

457

40

Pré-operatorio Pos-operatorio > 180 dias
Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: um (micrémetros) e ClI (intervalo de confianga). Observa-se pequena varia¢do das médias, com sobreposicao
do IC sobre o valor das médias.
No Gréfico 4, observou-se que houve uma diferenca estatisticamente significante (p< 0,05)

entre as médias das medidas pré e pds-operatdrias da espessura do estroma conjuntival (p=0,005),

com um aumento da média de 85,35um= 23,10 no pré, para 101,61umz+ 20,19 ap6s 6 meses.
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Gréfico 4 — Valores das médias e do intervalo de confianca de 95% para a espessura do
estroma conjuntival no pre e pds-operatorio acima de seis meses

Médias da espessura do
estroma da conjuntiva
em um

1007

95% Cl
|
|

804

Pré-operatorio Pds-operatdrio > 180 dias
Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: pm (micrémetros) e CI (intervalo de confianga).
No Grafico 5, observa-se que a média da espessura da CT no pré-operatorio era de 117,13
+ 24,26, e passou para 118,09 + 19,24 ap6s 180 DPO, nédo apresentando diferenca estatisticamente

significante (p=0,808).
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Gréfico 5 — Valores das médias e do intervalo de confianca de 95% para a espessura da
Capsula de Tenon no pré e pdés-operatdrio acima de 6 meses

1307
Médias da espessura do

capsula de Tenon em pm ——
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1159

1109 —

105

I T
Pré-operatdrio Pos-operatdrio > 180 dias
Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: pm (micrémetros) e CI (intervalo de confianga).

As médias da espessura da CT, no pré e no pds-operatério, ndo apresentaram diferenca

estatisticamente significante (p=0,808).

4.4.2 Comparacao da refletividade do epitélio conjuntival, do estroma conjuntival e da capsula

de Tenon

O epitélio da conjuntiva ndo apresentou modificacdo em sua refletividade, mantendo o seu

padrdo hiporrefletivo no pré e no pds-operatorio nos 23 (100%) olhos. J& o estroma conjuntival,
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apresentou aumento da sua refletividade, ao se comparar a imagem pré-operatéria com a pos-

operatoria, como exemplificado na Figura 18.

Figura 18 — Imagens comparativas da tomografia de coeréncia optica do segmento anterior,
feitas as 12 horas do limbo, no pré e no p6s-operatdrio acima de seis meses

Pré-operatorio
Pré-operatdrio

Pés-operatdrio Pds-operatdrio> 6 meses
Fonte: Fotografia da autora.
Legenda: Ep.L.: Epitélio Limbico Ep. Cj: Epitélio da Conjuntiva; Est. Cj: Estroma da Conjuntiva, CT: Cépsula de
Tenon, ES: Espaco Subtenoniano; Esc: Esclera; A: &ngulo iridocorneano. Equipamento utilizado: OPTOVUE-
AVANTI® (Optovue Inc.®, Fremont, California, USA).

Acima: Imagens pré-operatorias de duas pacientes diferentes (primeira a direita e segunda a esquerda): ambas com
destaque para o estroma conjuntival, com asterisco amarelo, que se apresenta mais refletivo que o epitélio. Abaixo:
Imagens pos-operatdrias correspondentes aos pacientes acima, ambas com mais de seis meses de pds-operatorio.
Observa-se 0 aumento da refletividade do estroma conjuntival, que se apresenta com refletividade maior em
comparacdo a imagem acima, em ambas as pacientes.

Foram observadas mudanca no estroma conjuntival com aumento da sua refletividade em
23 (100%) olhos, o que resulta em imagens mais opacas no pos-operatério (Figura 18). Ja o epitélio
da conjuntiva manteve 0 mesmo aspecto pré-operatdrio, de hiporrefletividade em todos os 23
(100%) olhos. A CT manteve sua refletividade inicial em 19 (82,6%) olhos e houve a preservagao

do ES no pos-operatdrio, em 19 (82%) olhos.
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4.5 Resultados da tomografia de coeréncia optica do segmento anterior para o limbo

corneoescleral doador

Para a medida da area do corte transversal do limbo, obtida por meio da AS-OCT,
compararam-se 0s valores das médias para o pré-operatério e para o pos-operatério de 30 dias e 0

poOs-operatdrio maior que 180 dias, apresentados na Tabela 4, abaixo.

Tabela 4 — Médias e desvio-padréo da area do corte transversal do limbo corneano, as 12
horas, medida por meio da tomografia de coeréncia Optica do segmento anterior.

Pré-operatério | Pés-operatério com 30 | Pds-operatdrio apos
(média = DP) DPO (média + DP) 180 DPO(média + DP)

Area do limbo em pm? 0,127 + 0,031 0,109 £ 0,017 0,112 £ 0,021

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: DP (desvio padrdo), pm? (micrometros quadrados), DPO: dias de pés-operatorio

Comparando-se primeiro o pré-operatério com o 30° DPO, obteve-se diferenca com

significancia estatistica (p=0,005), observado na Tabela 5.

Tabela 5 — Comparacao da area do corte transversal do limbo no pré-operatorio com o pés-
operatorio de 30 dias

Pré-operatdério Pos-operatdrio com pt
(média = DP) 30DPO (média £ DP)
Area do epitélio limbo em pm? 0,127 + 0,031 0,109 + 0,017 0,005

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: DP (desvio padrdo) um? (micrometros quadrados), ! Teste T de Student. DPO: dias de pds-operatério

Em seguida, foram comparados os médias das medidas obtidas no pré e no pds-operatorio

de seis meses, obtendo-se uma diferenca estatisticamente significante (p=0,001).
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Tabela 6 — Comparacdo da area do corte transversal do limbo no pré-operatdrio com o pos-
operatdrio acima de 180 dias

Pré-operatdrio Pos-operatdrio apos 180 p?
(média £ DP) dias (média = DP)
Area do epitélio limbo em pm? 0,127 + 0,031 0,112 +£ 0,021 0.001

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: DP (desvio padrdo) um? (micrometros quadrados), * Teste T de Student. DPO: dias de pds-operatério

Também se compararam as médias das medidas obtidas no pos-operatérios de 30 dias com
a média das medidas obtidas no pos-operatorio maior que 180 DPO, néo se observando diferenca

com significancia estatistica entre elas (p=0,453), como se observa na Tabela 7.

Tabela 7 — Comparacao da area do corte transversal do limbo no pos-operatério de 30 dias
com o pés-operatdrio acima de 180 dias

Pos-operatdrio com Pos-operatdrio apos pt
30 dias (média £ DP) | 180 dias (média + DP)
Area do epitélio limbo em pm? 0,109 + 0,017 0,112 + 0,021 0,453

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: DP (desvio padrdo) pum? (micrémetros quadrados), * Teste T de Student.

O Gréfico 6 apresenta as médias das medidas das areas do corte transversal do limbo obtidas
com a AS-OCT. Evidencia a diminuicdo da area do epitélio limbico entre o pré e p6s-operatorio de
30 e 180 dias, com valores estatisticamente significantes para essas comparacgdes (p=0,005 e
p=0,001). Demonstra ainda a proximidade dos valores obtidos entre o pds-operatérios de 30 e 180

dias, sem significancia estatistica para essa comparagéo (p=0,453).



Graéfico 6 — Média das medidas da area do limbo, obtidas em corte transversal por
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tomografia de coeréncia dptica do segmento anterior, as 12 horas, feitas no pré-operatorio e

Area do corte
transversal do

limbo em pm?2

95% ClI

no pos-operatorio com 30 e 180 dias

014

013+

0,12

011

010

Pré-operatoério 30DPO

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: DPO (dias de p6s-operatério).

>186 DPO
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Figura 19 — Imagens do corte transversal do limbo, obtidos por tomografia de coeréncia optica do segmento anterior no pré e no
pds-operatorio com mais de 180 dias

Pré-operatorio Pds-operatdrio acima de seis meses

Fonte: Fotografia da autora.
Legenda: Ep.C: epitélio corneano; Ep.L.: epitélio limbico; Ep. Cj: epitélio conjuntival; Est.C: estroma corneano; Est.L: estroma limbico; Est.Cj: estroma da conjuntiva; T:
capsula de Tenon, Esc: esclera; A angulo iridocorneano. A: fim da camada de Bowman, B: fim da membrana de Descemet, C: espordo escleral, D: ponto final da reta
perpendicular que une o espordo escleral ao epitélio.
Imagem da AS-OCT de mesmo olho. A esquerda: no pré-operatorio a esquerda; a direita: no pos-operatdrio de 180 dias a direita. Abaixo a seta marca o local do corte feito
as 12 horas. Observa-se a continuidade dos epitélios da cornea, do limbo e da conjuntiva, e que o aspecto dessas estruturas, e sua hiporrefletividade sdo semelhantes antes

e apos a intervengdo cirdrgica.
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5 DISCUSSAO

5.1 A preservacao da capsula de Tenon durante a doacéo tecidual da conjuntiva

A avaliacdo clinica teve o intuito de acompanhar e registrar a evolucdo cicatricial das
estruturas estudadas. Assim, evolucao da epitelizacdo do limbo e da conjuntiva foi acompanhada
pelo teste da fluoresceina colirio. Demonstrando a capacidade regenerativa dos tecidos epiteliais
da superficie ocular. Os sinais de fibrose ou distor¢Ges cicatriciais dos tecidos estudados foram
avaliados através da observacéao da hiperemia das modificac@es no trajeto dos vasos durante o pos-
operatorio. Observou-se que a hiperemia e as alteracdes do trajeto vascular até o 30° DPO foram
muito evidentes na maioria dos olhos. Apds 180 DPO, ndo apresentavam sinais que identificassem
reacao inflamatoria prévia. As fotografias em lampada de fenda demonstram a semelhanca da area
doadora entre o pré e 0 pds-operatéorio > 180 DPO.

A presenca da hiperemia, na area doadora, que no pré-operatorio foi observada em quatro
(17%) olhos, reduziu para apenas dois casos (8%) ap6s 180 DPO. Esse achado foi observado nos
olhos que apresentavam os maiores pterigios, sendo que um deles apresentou recidiva do pterigio.
As alteracOes vasculares observadas durante o periodo cicatricial, nos 23 (100%) olhos, ndo se
mantiveram apds 180 DPO em 17 (74%) olhos, 0 que sugere que a sua ocorréncia deveu-se a fase
inflamatoria da cicatrizacdo na conjuntiva doada, sem que houvesse fibrose residual apds o término
da evolucdo cicatricial, nos planos profundos. Essa hipdtese foi corroborada pelos achados obtidos
na AS-OCT, comparando-se o0 pré e 0 pés-operatorios de 180 dias, como visto na Figura 18, em
que as estruturas localizadas abaixo do estroma conjuntival (CT e ES) mantém o mesmo padrao de

refletividade e espessura no pré e no pos-operatorio.
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Pelo teste da coloragéo pela fluoresceina, observamos que a epitelizacdo da area doada ja
estava completa no 7° DPO em 20 (86%) olhos, demonstrando o rapido potencial regenerativo dos
tecidos epiteliais, conjuntival e limbico.

A mobilidade do conjunto conjuntiva-Tenon, foi observada no pré-operatorio e preservada
no pos-operatério em todos os olhos, tanto na avaliagdo da autora, quanto na avaliacdo dos
examinadores externos. A preservacado dessa mobilidade tecidual é um achado indireto que sugere
auséncia de fibrose dos tecidos estudados aos planos profundos (episclera e esclera). Tal achado
pode ser correlacionado com a técnica cirdrgica utilizada, que buscou preservar a CT durante o
per-opertério. Também pode estar relacionado com a preservacdo da CT e do ES, observados na
AS-OCT na maioria dos olhos.

Destaca-se ainda a importancia da cicatrizacdo da area doadora ocorrer por segunda
intencdo, sem aproximacdo de suas bordas. Sugere-se gue aproximacdo da conjuntiva para o
fechamento da area doadora poderia levar a distorcdo da Tenon subjacente, podendo comprometer

sua estrutura e mobilidade.

5.1.1 Avaliadores externos

Os dois avaliadores externos séo cirurgides com reconhecida experiéncia no manuseio
cirargico da conjuntiva e da Tenon. Ao examinarem os pacientes apds seis meses de pds-operatorio,
ndo identificaram sinais de fibrose, como alteracdes vasculares significativas e aderéncias aos
planos profundos, em toda a area doadora. Vinte e dois olhos foram considerados com a area
doadora viavel para reintervencdo cirurgica, inclusive para TREC, excetuando um paciente que

apresentava o pterigio mais extenso. Esse paciente também apresentava hiperemia bulbar prévia
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ao procedimento cirdrgico, além do relato de inflamac6es recorrentes, tendo mantido a hiperemia

no pds-operatorio, e apresentado recidiva do pterigio.

5.1.2 Tomografia de coeréncia dptica do segmento anterior

As medidas pré e pos-operatdrias com a AS-OCT demonstraram preservacao da CT e do ES
na maioria dos pacientes. As alteracdes nas medidas de espessura ocorreram apenas no estroma
conjuntival na maioria dos olhos. Comparando os achados clinicos e os achados obtidos pela AS-
OCT, sugere-se a correlacdo da manutencdo da mobilidade do conjunto conjuntiva-Tenon, com a
preservacdo da Tenon e do ES. Essa preservacdo da CT impediria a reacao fibrosa dos planos
profundos (CT, ES e episclera), funcionando como um escudo para o ES, local para onde é drenado
0 HA apds a TREC. Assim, os trés planos teciduais presentes acima do ES, conforme observou-se
na AS-OCT, apresentaram comportamentos distintos apds a doacdo conjuntival. O epitélio
conjuntival regenerou em torno do 7° DPO apés a intervencdo cirlrgica, ja ndo corando mais com
a fluoresceina em 20 (87%) olhos. As alteracdes vasculares observadas no 1°, no 7° e no 30° DPO,
parecem ter ocorrido acima da CT, conforme se observou-se pela modificacdo da refletividade e
da espessura do estroma da conjuntiva, sugerindo que a fibrose cicatricial tenha ocorrido no
estroma conjuntival. A preservacdo da CT no per-operatério, provavelmente ndo provocou uma
resposta inflamatoria cicatricial nesse plano tecidual, que levasse a fibrose, e a aderéncias a
episclera, preservando também o ES, o que também foi evidenciado na AS-OCT. N&o se encontrou
outro trabalho na literatura que estudasse essas estruturas teciduais de maneira distinta, apds uma
injaria cirurgia, em que os trés planos ndo fossem lesados, como neste trabalho, em que a CT

manteve-se preservada.
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Dada a importancia da cicatrizacdo na regido superior do bulbo ocular para viabilizar o
tratamento cirurgico do glaucoma, ndo é de se surpreender a quantidade de trabalhos que estudaram
esse tema, (°3:95 9. 99,101,129.130) N g entanto, na maioria desses trabalhos, ndo ha distingéo clara entre
a conjuntiva e a CT. A CT ¢é citada, muitas vezes, como tecido subepitelial ou espaco
subconjuntival.®®%) A fistula transescleral produzida pela TREC libera 0 HA no espaco
subtenoniana, e ndo no subconjuntival,®® ou seja, na interface entre a CT e a episclera, e ndo entre
a conjuntiva e a CT. Observa-se ainda que, nos trabalhos em que foram avaliadas a relacdo da
faléncia da TREC e cirurgias prévias, tratavam-se de cirurgias com incisdo da conjuntiva, da
CTO69.13) ¢ da esclera, levando a aderéncias fibréticas da CT e do ES a episclera, deixando de
existir o ES na area operada.

Broadway, Grierson e Hitchings,®? em 1998, concluiram que a faléncia da TREC era maior
nos pacientes submetidos a procedimentos com manuseio prévio da conjuntiva. No entanto,
naquela época, as cirurgias de catarata eram realizadas com acesso atraves da conjuntiva e da CT,
por via transescleral, diferentemente da técnica atual, com incisdo corneana. As retinopexias
também eram basicamente por cinta escleral, também com dissec¢do da conjuntiva e da CT. No
entanto, os autores nédo fizeram distingdo entre essas estruturas, considerando-as apenas como
conjuntiva.

Em um trabalho mais recente, de 2016, Gozawa et al.**? estudaram pacientes submetidos
a facectomia transescleral, com incisdo cirtrgica através da regido superior do bulbo ocular, em
metade dos pacientes, e acesso temporal na outra metade. Realizaram 0 mesmo procedimento em
olhos de coelhos, da mesma maneira, dividindo em dois grupos: um com incisao superior e outro
com inciséo temporal. Realizaram, em todos os pacientes e em todos olhos de coelhos, a AS-OCT
apenas da regido superior do bulbo, no local da TREC é geralmente realizada. Também realizaram

cortes histologicos na regido superior do bulbo, no pre e pos-operatério. Esses autores observaram
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mudanca estrutural da conjuntiva e da CT, ap0s a inciséo transescleral superior, a AS-OCT, mas
ndo houve alteracdo na regido superior, nos olhos que foram submetidos a incisdo temporal. Da
mesma maneira, nos cortes histoldgicos, observaram a presenca de células inflamatérias na regiao
superior do bulbo, somente nos olhos que foram submetidos a incisao superior. Nos olhos em que
a incisdo foi temporal, os cortes histologicos feitos na area superior do bulbo, ndo operada, ndo
evidenciaram sinais inflamatorios. Assim, esses autores concluiram que os procedimentos
cirurgicos, no local da TREC, modificaram os tecidos (conjuntiva e CT). Concluiram também que,
nos olhos em que as incisdes foram temporais, a area superior do bulbo se manteve preservada,
sem alteracdes inflamatorias. No entanto, nesse trabalho, os procedimentos cirargicos ocorreram
com a incisdo da conjuntiva, da CT, do ES e da esclera,’* para a realizacio da facectomia
transescleral. Além disso, o aparelho de AS-OCT utilizado para coleta das imagens foi o Casia SS-
1000® (Tomey Corporation, Nagoya — Aichi, Jap3o). Esse aparelho tem resolucio axial de 10 pm,
ou seja, a metade da resolucdo da AS-OCT utilizada no presente trabalho, que é de 5pm.®Y Logo,
nesse trabalho de Gozawa et al.,**Yas imagens apresentavam menor resolucio, dificultando a
diferenciacdo das estruturas, conjuntiva, CT e ES. Além disso, a incisdo cirurgica envolveu a CT e
a esclera, levando a fibrose cicatricial entre essas estruturas, diferentemente do atual trabalho, em
que houve a preservacdo da CT na cirurgia, permitindo a preservagdo do ES, confirmado pela na
AS-OCT.

Esses mesmos autores publicaram, em 2017, outro estudo comparando as alteragdes
observadas em olhos de coelhos, apds vitrectomia minimamente invasiva utilizando sistemas de
20, 23, 25 e 27 gauges, avaliando o dano provocado por cada sistema & conjuntiva e & CT.(1®)
Utilizaram o mesmo aparelho de AS-OCT do estudo acima, o Cassia SS-1000® (Tomey®
Corporatione, Nagoya - Aichi - Japdo) e realizaram a analise histologica da regido operada no pré-

operatorio, com 1, com 7 e com 30 DPO. Concluiram que, utilizando sistemas com 25 e 27 gauges,
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ou seja, com menor diametro, provocavam menor lesdo do estroma conjuntival e da CT. Nesse
estudo, as imagens da AS-OCT no pds-operatorio, permitiram observar a alteracéo cicatricial do
ES com um més de pds-operatorio, tornando indistintas as estruturas da area operada, com o
estroma conjuntival, a CT e o ES apresentando a mesma refletividade e continuidade com o tecido
escleral. Aqui, novamente, observa-se a diferenca dos resultados obtidos por esses autores, e 0s
observados no presente trabalho, em que a preservacdo CT e do ES no ato operatorio permitiu a
manutencdo da sua refletividade e de sua espessura no pds-operatorio, pela analise com AS-OCT.

Consideramos ainda os trabalhos da literatura sobre a Sindrome Restritiva observada no
poOs-operatdrio de pacientes submetidos a tratamento cirdrgico do estrabismo ou nos descolamentos
de retina, tratados com cinta escleral, em que a CT foi excessivamente manipulada e a dissec¢édo
dos musculos foi muito extensa**6132133) |evando & restricdo por fibrose dos misculos e da CT &
episclera.3? Os autores recomendaram, como medida preventiva dessa complicacio cirdrgica, a
minima manipulacdo da CT nesses procedimentos. Posteriormente, com a modificacdo da técnica
cirdrgica do estrabismo para a minimamente invasiva,** com menor dissec¢io da CT, houve a
diminuicdo da incidéncia dessa complicacdo. Analisando essa complicacdo cirdrgica do
estrabismo, e comparando-a com os resultados da presente pesquisa, evidencia-se a importancia da
preservacdo da CT para a manutencdo da mobilidade do conjunto conjuntiva-Tenon.

Estudos avaliando os fibroblastos da CT tém sido elucidativos para a melhor compreensao
da formacéo da fibrose, que é responsavel pela faléncia da TREC.(102112135-137) joseph, Miller e
Hitchings%) observaram, em modelo animal sobre a cicatrizagio na cirurgia fistulizante, que os
fibroblastos surgem da episclera e do tecido conectivo subconjuntival, ou seja, das estruturas que
delimitam o ES, que sdo a CT e a episclera, e das proximidades da emergéncia dos musculos, %

evidenciando a importancia dessas estruturas na fibrose do ES.
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Assim, os resultados do presente estudo estdo de acordo com a literatura sobre a importancia
de ndo lesar a CT para evitar a fibrose pds-operatoria. No entanto, nos trabalhos em que a
cicatrizacdo da conjuntiva, da CT e do ES foram estudados separadamente,*8131) os procedimentos
cirurgicos realizados provocavam a injuria operatoria em todas essas estruturas, sem tentativa de
preservacdo de alguma delas, por serem procedimentos com incis@es transesclerais, o que difere
do presente trabalho, em que a conjuntiva foi excisada e a CT preservada. Logo, destaca-se a
importancia do presente estudo, em demonstrar a possibilidade da intervencéo cirargica no plano
conjuntival ocorrer com 0 minimo prejuizo para a CT e para o0 ES subjacente.

Destaca-se ainda que a excisdo da conjuntiva, com a preservacdo da CT, permitiu uma
cicatrizacao que se assemelha, em muito, ao aspecto pré-operatorio, tanto na fotografia em lampada
de fenda, quanto na imagem da AS-OCT. Além disso, mantém preservado o ES, preservando a
mobilidade tecidual sem aderéncias a episclera. Esses achados sdo de extrema importancia para 0s
pacientes candidatos a tratamentos cirargicos da superficie ocular, em especial aqueles que
necessitam passar por mais de um procedimento na mesma regido, dentre os quais se destacam 0s
que apresentam pterigio e glaucoma.

Novos trabalhos avaliando a reintervencdo cirlrgica na area doadora e sua evolucédo
cicatricial necessitam ser realizados para a avaliacdo da efetividade da TREC apds a doacédo do

tecido conjuntival, com preservacédo da CT.

5.2 O limbo corneoescleral doador

Analisando os resultados do presente estudo, observa-se que a area do corte transversal do

limbo corneoeslceral doador apresentou reducdo significante na comparacao entre as medias das

medidas do pré e do pos-operatorio. Clinicamente, no entanto, ndo houve comprometimento do
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epitélio corneano, nem do limbo e nem do epitélio conjuntival. Seis meses apds a doagéo tecidual,
a funcionalidade dessas estruturas estava preservada, o que é evidenciado pela epitelizacdo
adequada das estruturas em estudo, o que ndo ocorre quando ha a faléncia das CTEL, permitindo
a vascularizacao e a conjuntivalizacdo da cornea.*3%149 N3o se observou conjuntivalizagio na area
doadora do limbo, nem vascularizacao no local da doacéo limbica, em nenhum dos pacientes.

Os olhos que apresentavam as PV visiveis no pré-operatdrio evoluiram com auséncia das
PV no pds-operatorio em sua maioria, embora ndo tivessem apresentado perda da funcdo limbica.
No pré-operatorio, nove olhos apresentavam a vasculatura do limbo evidente, na area doadora. No
pOs-operatdrio, esse achado estava presente em dois olhos (8%), diferentemente do que se esperaria
para a regido, uma vez que a deficiéncia das CTEL permitiria a maior vascularizacdo local, além
da vascularizacdo corneana,®® como ja descrito na literatura sobre a importancia das CTEL no
controle da apresentacdo desses vasos.

Entretanto, ressalta-se que o TLCA, obtido no limbo superior, foi usado nesse mesmo olho
para tratar a area limbica acometida pelo pterigio, melhorando o estado inflamatério que acometia
o limbo, provavelmente provocado pelo pterigio. Ainda, ressalta-se que a Unica doenca da
superficie ocular, que pudesse comprometer o microambiente limbico, apresentada por estes
pacientes, era o proprio pterigio.

Observou-se que a area doadora para 0 TLCA apresentou evolugdo sem complicacGes pés-
operatdrias graves. Ndo houve faléncia limbica na area doadora, nem na receptora, e nem perda do
tecido transplantando.

Existem inumeros trabalhos realizados estudando o transplante limbico, com foco na
recuperacao da area receptora. Mas poucos pesquisadores estudaram a area doadora como foi feito
neste estudo.®8140141) Bysin et al., Y estudaram pacientes com faléncia limbica total em um olho,

apos queimadura quimica, que receberam transplante autélogo do olho contralateral de um quarto
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de limbo. Um ano ap6s o TLCA, a area receptora apresentou normalizagéo da epitelizacdo corneana
e a area doadora manteve a epitelizacdo limbar e corneana preservadas. Os estudos histologicos
foram realizados comparando a area doadora (superior) e o limbo inferior do olho doador, quanto
a presenca de CTEL, observando resultados semelhantes entre a area doadora superior e a area
intacta, quanto a presenca de células-tronco. A area doadora ndo apresentava a arquitetura das PV
preservada em seis dos oito pacientes estudados.!*Y) Mas, ainda assim, apresentava as CTEL. Os
nossos resultados foram semelhantes aos desses autores: ainda que presentes as alteragdes nas PV,
ndo houve comprometimento funcional do limbo doador, ndo havendo conjuntivalizacdo da cérnea
superior, nem ceratite, e nem vascularizacdo corneana em nenhum paciente.

Holland e Schwartz,® em 1997, e Schwartz e Holland, 49 em 1998, realizaram dois estudo
semelhantes, retrospectivos, sobre causas iatrogénicas para a faléncia limbica superior. Eles
avaliaram pacientes que apresentavam faléncia limbica superior, excluindo pacientes com
diagnostico de doencas que pudessem levar a faléncia limbica, como aniridia, Steven Jhonson, etc.
Todos os pacientes incluidos nos estudos desses autores apresentaram epiteliopatia corneana ou
conjuntivalizacio , setorial ou difusa.®®'*9 Todos foram submetidos a procedimentos cirdrgicos
prévios, dentre os quais estavam TREC, facectomia intra e extracapsular, com manipulacéo de até
180° do limbo superior. Nenhum dos pacientes fora submetido a facoemulsificacdo, e apenas um
paciente foi submetido a ressec¢do do pterigio e reconstrugdo com transplante conjuntival. Os
autores concluiram que a manipulagdo cirargica do limbo, embora nédo fosse diretamente a area
epitelial do limbo corneano, levava a perda das células tronco e consequente faléncia limbica, a
qual chamaram de faléncia limbica iatrogéncia. No entanto, na época em que este trabalho foi
realizado, ainda ndo estava esclarecida a importancia dos nichos ou do microambiente limbico para

as células tronco."7144)
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Atualmente, a faléncia limbica adquirida, iatrogénica ou ndo, pode ser decorrente do dano
direto das células tronco ou do seu dano indireto, por meio da lesdo do estroma limbico, e
consequente alteracdo no microambiente onde se alojam as CTEL.®® Nos resultados do presente
estudo, nenhum paciente evoluiu com faléncia limbica na area doadora. No entanto, nos trabalhos
de Holland e Schwartz, 8149 todos evoluiram com faléncia limbica superior ou difusa. A diferenca
entre a técnica cirdrgica utilizada em nossos pacientes, em comparagdo as técnicas cirdrgicas
citadas por esses autores, baseia-se principalmente no dano estromal. Em nosso trabalho, tentou-se
evitar o dano estromal, durante a doacdo do epitélio limbico. Ja nos procedimentos citados por
Holland e Schwartz,®6149 o trauma cirdrgico ocorrera no estroma limbico em extensdo variavel
(até 180°), o que evoluiu com a perda das CTEL.
A importancia da preservacdo do estroma limbico para a manutencdo da homeostase das
CTEL deve ser considerada também no sucesso obtido por outros autores, em especial por
Pellegrini et al.,***) Em trabalhos sobre o transplante das CTEL cultivadas e utilizadas para a
repopularizacio da superficie ocular.(7>10%142143) foram apresentados resultados satisfatorios com
recuperacdo da transparéncia corneana na maioria dos pacientes tratados. Sao necessarios 3%, ou
mais, das células cultivadas positivas para o marcador de células tronco p63, para o sucesso do
transplante das células cultivadas.®*® O que é condizente com o achado de que apenas 5% das
células presentes no limbo sdo CTEL. Nos casos em que houve faléncia do transplante de CTEL
cultivadas, o insucesso estava relacionado a alteragées do microambiente ou nichos, onde as CTEL
se alojam no limbo receptor, ou a presenca de menos de 3% de células com o marcador p63 nas
culturas transplantadas.©”:7%77:144)
No consenso global para definicéo, classificacdo, diagnostico e estadiamento da faléncia
limbica, ®® os autores consideraram a importancia das alteragdes nos nichos, seja por doenga,

trauma ou inflamacéo cronica, levando a aplasia ou deplecdo das CTEL. Yazdanpanah, Jabbehdari
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e Djalilian®” em um artigo de revisdo sobre as estratégias de reconstrugéo dos nichos no limbo,
cita a importancia das células mesenguimais ou estromais na manutencao e hemostasia das CTEL.
Trabalhos recentes contra-indicam a doacdo limbica para olhos que apresentem processos
inflamatorios crénicos em atividade.4®
Assim, considerando os achados de Busin et al.,**? com a repopularizacdo do limbo
corneano doador por CTEL apés a doacao tecidual, e considerando os achados deste trabalho, em
que a doacdo limbica, ndo comprometeu a renovacdo epitelial corneana, consideramos que o
sucesso tanto da repopularizacdo do limbo pelas CTEL, ap6s a doacdo tecidual deve-se a
manutencdo do estroma limbico e a preservacéo dos nichos, permitindo a sobrevivéncia e expansao
das CTEL.
Portanto, a presenca de inflamacdo cronica influencia negativamente a regeneracdo e a
homeostase das CTEL, levando ao desequilibrio dos elementos que compde os nichos,®"14%)

podendo levar a faléncias setoriais ou difusas do limbo.

5.2.1 O limbo como fonte de células epiteliais conjuntivais

Dentre os olhos dos pacientes estudados, 12% deles (n=3), no 7° DPO, ainda nao
apresentavam epitelizacdo completa da conjuntiva, o que foi evidenciado de maneira indireta pelo
teste da fluoresceina colirio. O limbo, por sua vez, estava completamente epitelizado em todos 0s
(100%) olhos, no mesmo periodo. A area desepitelizada na conjuntiva doadora nos trés pacientes
era central, considerando toda a area epitelial doada (Figura 11). Esse achado corrobora com o
descrito por Pe'er e Zajicek®?, a respeito da proliferacdo das CTCj a partir do limbo em direcdo ao
fornice, e condiz também com as outras areas que séo focos de células tronco conjuntivais®®, uma

vez que a epitelizacédo da area conjuntival doada ocorreu centripetamente, ou seja, em direcdo ao
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centro da area desepitelizada. Tal achado é de grande importancia, quando se considera o limbo
como uma area com CTL multipotentes, 47 semelhante & medula 6ssea, em que uma célula tronco
é capaz de gerar cinco linhagens celulares diferentes. Contréria a essa observacao, existem autores
que consideram o limbo como fonte de apenas uma linhagem celular, a do epitélio da
corneal® 148 e que as células tronco para renovacéo do epitélio conjuntival localizam nos fornices
e em outros locais distalmente ao limbo.®® No entanto, nosso achados clinicos estfo de acordo
com os trabalhos de Pe'er e Zajicek® e Zajicek, Perry e Pe'er®) em que a proliferacio das CTCj
ocorreu do limbo em direcdo aos fornices e dos férnices em direcdo ao limbo, gerando um padréo
de epitelizacdo centripeto, ficando o centro da area doadora desepitelizado no 7° DPO.

Para a melhor compreensao da cicatrizacdo da superficie ocular, novos estudos precisam
ser realizados sobre a repopularizacdo espontanea do limbo corneano doador por suas CTEL, e
também abordando a participacdo do limbo na regeneracdo epitelial da conjuntiva, apos doacgédo

tecidual.

5.3 Perspectivas Futuras

Considerando a necessidade do transplante conjuntival autélogo apenas com tecido
conjuntival, livre de CT, Fuest et al.®*® realizaram um trabalho utilizando o laser de femtosegundo,
para a confeccdo do enxerto conjuntival. Utilizaram a AS-OCT para medir a profundidade da
conjuntiva a ser retirada para a doacéo tecidual. Assim, a preservacdo da CT, na regido doadora,
pode ser obtida de maneira exata. Essa técnica pode futuramente ser uma opgdo no arsenal

terapéutico da cirurgia do pterigio e em outras de reconstrucao da superficie ocular.
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6 CONCLUSAO

6.1 Para a doacdo conjuntival e preservacao da capsula de Tenon

Os resultados sugerem que a conjuntiva doada apresentou regeneracdo de sua porcao
epitelial, e cicatrizacdo provavelmente por fibrose em sua porcéo estromal. Sugerem ainda que a
preservacdo da CT durante a ressec¢do da conjuntiva, permitiu a preservacdo da mobilidade e do
ES na area da doacdo conjuntival. Esse achado evidencia a auséncia de fibrose no plano do espaco

subtenoniano, o que pode pode ser de grande importancia para o resultado da TREC.

6.2 Para a doacdo do epitélio limbico

Os achados sugerem que a doacdo tecidual limbica, compreendendo area até trés horas do
limbo corneano epitelial, € um procedimento seguro, sem maiores riscos para a area doadora.
Sugerem ainda, que a area limbica doadora apresenta regeneracao epitelial no pés-operatorio apos
a doacdo, ainda que tenha ocorrido a diminuicdo da area do corte transversal do limbo e do aspecto

das palicadas de Vogt, sua fungdo se mantém preservada.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: Tratamento do Pterigio: Tomografia de Coeréncia Optica do Segmento
Anterior na Restauracdo Limbica com Transplante Limbo-conjuntival Autélogo Fixado com
Selante de Fibrina.

Nome do Pesquisador Principal ou Orientador(a): Dr. Sebastido Cronemberger Sobrinho
Nome do(s) Pesquisadores assistentes/alunos: Fernanda dos Santos Vidal.

1.

Natureza da pesquisa: 0 sra (sr). estd sendo

convidada (0) a participar desta pesquisa que tem como finalidade avaliar o resultado da
cirurgia de resseccdo do pterigio com transplante limbo-conjuntival, fixados com selante de
fibrina.

Participantes da pesquisa: serdo 32 (trinta e dois) participantes, todos portadores de pterigio,
tratados por esta técnica cirdrgica

Envolvimento na pesquisa: ao participar deste estudo a Sra. (Sr.) permitird que o (a)
pesquisador Fernanda dos Santos Vidal realize os exames pré e poOs-operatorios e o
procedimento Cirirgico. O (A) Sr. (2). . cveerereriereieree e tem liberdade de
se recusar a participar e ainda se recusar a continuar participando em qualquer fase da pesquisa,
sem qualquer prejuizo para a Sr. (A). Sempre que quiser, podera pedir mais informacdes sobre
a pesquisa através do telefone da pesquisadora do projeto e, se necessario atraves do telefone
do Comité de Etica em Pesquisa.

Sobre as entrevistas: serdo preenchidos questionarios pré e pos—operatérios a respeito dos
sintomas e sinais observados pelo participante antes e depois do procedimento cirurgico.
Riscos e desconforto: a participacdo nesta pesquisa ndo traz complicacfes legais. Os
procedimentos adotados nessa pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa com
Seres Humanos conforme Resolucéo no. 196/96 do Conselho Nacional de Saude. Nenhum dos

procedimentos ou exames realizados oferece riscos a sua dignidade.

1) O Procedimento cirdrgico é realizado com a ressec¢do ampla do Pterigio e a reconstrucéo
local com transplante limboconjuntival aut6logo, fixado com selante de fibrina (cola
biolégica), como ja é realizado de rotina pela pesquisadora.

2) Antes do procedimento cirirgico os participantes realizardo exames de Tomografia de
Coeréncia Optica, fotografia do segmento anterior, topografia, paquimetria e microscopia
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especular, para estudo da cornea e do pterigio pré-operatério. E apos a cirurgia com 1
més, 6 meses e 1 ano para acompanhamento da evolucé@o pés-operatoria. Nenhum destes
exames € invasivo e nao oferece risco para os participantes

3) 1-2 mm? do tecido limbico sadio sera obtido por bidpsias de participantes submetidos ao
transplante autologo de limbo para caracterizacao e identificacéo das células tronco (stem
cell) do limbo. O tecido seré entdo encaminhado ao Laboratdrio de Imunologia Celular e
Molecular (LICM) localizado no ICB - UFMG.

4) O procedimento cirargico sera realizado de preferéncia sob anestesia local, acompanhada
de sedacdo apenas em casos excepcionais. Em raros casos pode ser necessaria a anestesia
geral.

5) O objetivo da cirurgia é a remocao do pterigio, sequida da restauracdo anatémica local.

6) Em alguns casos, mesmo ap6s uma cirurgia bem sucedida, o pterigio pode recidivar, ou
seja, crescer novamente, inclusive maior do que antes da cirurgia. Devido a esse risco de
recidiva, esse trabalho foi idealizado, com o intuito de avaliar a restauracdo limbo
conjuntival no local da resseccdo do pterigio com técnica minimamente agressiva
utilizando o selante de fibrina, evitando fios de sutura.

7) Nas cirurgias do pterigio, sdo comuns, no periodo pds-operatorio, a dor, a sensacao de
desconforto, olho vermelho (Hiperemia) e a intolerancia a luz (fotofobia), de intensidade
variada dependendo do paciente. Tais sintomas séo normalmente transitorios e melhoram
com a reducéo da inflamacao ocular e a instalacéo da cicatrizacgéo.

6) O procedimento, como qualquer intervencdo cirdrgica, mesmo sem intercorréncias,
oferece riscos potenciais, ainda que raros, tais como:

- Piora transitéria da visdo devido a desepitelizacdo (perda parcial da camada mais
superficial — de revestimento) da crnea, que se regenera em alguns dias.

- Afilamento em algumas areas da cdérnea, o que geralmente melhora com o uso de colirios
lubrificantes.

- Mudancas transitorias ou definitivas no grau dos 6culos.

- A possibilidade de recidiva do pterigio apos dias, semanas, meses ou anos. O que este
trabalho visa avaliar com os exames pré e pos-operatorios.

7) Vocé devera seguir as orientacGes médicas, adquirir e fazer uso de toda a medicagao
prescrita e comparecer a todas as consultas pds-operatdrias, além de comunicar
imediatamente quaisquer anormalidades que venham a ocorrer apos a cirurgia.

6. Confidencialidade: todas as informacGes coletadas neste estudo sdo estritamente
confidenciais. Somente o (a) pesquisador (a) e o (a) orientador (a) terdo conhecimento dos
dados.

7. Beneficios: ao participar desta pesquisa a Sra. (sr.) tera 0 mesmo beneficio esperado pelos
clientes que realizam a cirurgia fora da pesquisa. No entanto, nesse estudo, realizaremos
exames de imagem de seu olho operado e esperamos obter informacdes importantes sobre o
tratamento do Pterigio, de forma que o conhecimento que sera construido a partir desta
pesquisa possa contribuir com melhora terapéutica desta doenca, em que o pesquisador se

compromete a divulgar os resultados obtidos.
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8. Pagamento: a sra (sr.) ndo tera nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa, bem
como nada sera pago por sua participacéo. E em caso de gasto ou dano sofrido pelo Sr(a)
decorrente deste projeto de pesquisa, ocorrerd a devida indenizagdo e o ressarcimento ao
participante.

9. Vias deste termo: Serdo disponibilizadas duas vias deste documento, permanecendo uma
em posse do pesquisador e uma em posse do voluntario participante da pesquisa. Conforme
Resolugdo CNS n° 466 de 2012;

10. Os dados coletados durante este projeto de pesquisa serdo armazenados por 5 anos.
11. Quaisquer davidas com relacdo ao projeto de pesquisa ou quanto a este termo, contactar o

pesquisador. As duvidas sobre guestbes éticas deverdo ser sancionadas junto ao COEP —

Comitéde Etica em Pesquisa. Os respectivos contatos estdo descritos abaixo.

12. Apos estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para participar

desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem.

Obs: N4o assine esse termo se ainda tiver davida a respeito.

Consentimento Livre e Esclarecido

Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida, manifesto meu
consentimento em participar da pesquisa. Declaro que recebi cOpia deste termo de consentimento, e autorizo
a realizagdo da pesquisa e a divulgacao dos dados obtidos neste estudo.

Nome do Participante

Assinatura do Participante

Assinatura do Pesquisador

Assinatura do Orientador

Pesquisador Principal: Dr. Sebastido Cronember Sobrinho
Doutoranda: Fernanda dos Santos Vidal
Celular 31- 99418-9191

E-mail: oftalmoceme@gmail.com



mailto:oftalmoceme@gmail.com

COEP - Comité de Etica em Pesquisa

Av. Antonio Carlos, 6627, Pampulha - Belo Horizonte - MG
Unidade Administrativa I - A Andar -
Telefone: (031) 3409-4592 - E-mail: coep@prpg.ufmg.br

Horario de atendimento do COEP: de 9:00h as 11:00 e de 14:00h as 16:00h .

Assinatura do Participante

Assinatura do Pesquisador Principal

Assinatura do Pesquisador
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CEP 31270-901

Sala:

2005
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APENDICE B - PROTOCOLO DE COLETA DE DADOS - AREA DOADORA

CONJUNTIVAL

PROTOCOLO DE COLETA DE DADOS AREA DOADORA:

PRESENTE +/ AUSENTE-

98

Fotografias
em lampada
de fenda

Pre-op

1 dia 7 dias

30 dias 180 dias

Hiperemia

Coracom
fluoresceina

Alteracédo dos
Vasos

Exame a lampada de fenda

Pré-operatorio

180 DPO

Mobilidade do conjunto

conjuntiva-Tenon (P / A)

P= presente, A=ausente

Tabela de Coleta de dados para as Espessuras obtidas na AS-OCT

AS-OCT

Pre-op 30 dias

>180 dias

Espessura do ep.
Conjuntiva

Espessura do Estroma

Espessura da Tenon

Espaco subtenoniano
(P/A)

P= presente, A=ausente

Refletividade medida em maior , menor e igual

AS-OCT

Pre-op 30 dias

>180 dias

Espaco subtenoniano

Refletividade do
epitélio

Refletividade do
estroma

Refletividade da
Tenon
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APENDICE C - QUESTIONARIO AVALIADORES EXTERNOS

Avaliador externo:
Nome:
CRM:

Avaliacdo em lampada de fenda

1) Alteracdo no trajeto radial dos vasos sanguineos em direcéo ao limbo na area doadora:
( ) Presente

( ) Ausente

2) Mobilidade do conjunto Tenon conjuntiva na regido doadora, na movimentagdo com cotonete:
( ) Presente

( ) Ausente

3) Vocé considera a area doadora vidvel para novo procedimento cirdrgico, inclusive TREC?
() Sim
( ) Néo
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APENDICE D - PROTOCOLO DE COLETA DE DADOS - LIMBO
CORNEOESCLERAL

1 — Avalicéo Clinica

Avaliacdo Clinica Pré-operatério | 1 DPO

7/ DPO | 30DPO

>180 DPO

Palicadas de Vogt:

Extensdo area doadora

Teste da fluoresceina

Conjuntivalizacéo

Vascularizagdo

Presente 1
Ausente 2

2 — Avaliacdo AS-OCT

AS-OCT

Pré-operatério

30 DPO

>180 DPO

Area do Limbo

Refletividade do epitélio limbico

Refletividade do estroma limbico

Refletividade do epitélio cornea

Refletividade epitélio conjuntiva

Hiporrefletivo: 1
Hiperrefletivo: 2
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ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP DA UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE £~ Plataformo
MINAS GERAIS %wl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa; Tratamento do Pterigio: Tomografia de Coeréncia Optica do Segmento Anterior na
Restauragdo Limbica com Transplante Limbo-conjuntival Autdlogo Fixado com Selante
de Fibrina

Pesquisador: Sebastifio Cronemberger Sobrinho

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 80402017.4.0000 5149

Instituigio Proponente: Hospital das Clinicas - Universidade Federal de Minas Gerais

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio
Oculare Medicina Especializada Ltda

DADOS DO PARECER

Niamero do Parecer: 2.470.751

Apresentacéo do Projeto:

Serdo analisados através de Tomografia de Coeréncia Optica (OCT), os pacientes portadores de pterigio
que serdo submetidos a resseccdo cirdrgica e reconstrucioe local com transplante limboconjuntival autéloge,
fixado com selante de fibrina. Os exames e os procedimentos cirurgicos serdo realizados na Clinica Oculare,
no periodo de 12 meses. Todos operados e acompanhados pela mesma médica. Serdo incluidos pacientes
com pterigio unilateral de graus I, Il e IV quando primario. E de graus | a IV quando recidivados.Com idade
entre 25 & 65 anos, com ou sem episddios de inflamacdes recorrentes A inclus3o dos pacientes ndo
dependera de género ou etnia. Eles ter3o avaliagio pré e pos-operatoria com medida da acuidade visual,
biomicroscopia, tonometria e fundoscopia. Fotografia digital e OCT de segmento anterior, no intuito de se
estudar a anatomia e as alteracdes limbares no local do pterigio e na area doadora do transplante limbo
conjuntival antes e depois do procedimento cirdrgico. O resultados obtidos serfo comparados ao exame do
olho contra-lateral de cada paciente As avaliacbes pos-operatorias serdo no primeiro, sétimo,  trigésimo dia
apos a intervencdo cirdrgica e apos 6 e 12 meses de seguimento. Sendo gue a biomicroscopia e a fotografia
digital serdo realizados em todos os retormos, e O OCT de segmento anterior sera realizado com 30 dias e 6
meses de pos-operatorio. Apos 12 meses do procedimento cirdrgico avaliaremos a taxa de recidiva do
pterigio. E
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faremos a comparagio do limbo pré-operatoric com o limbo pos operatorio, no local do pterigio e na area
doadora do transplante autélogo com os dados obtidos no exame do olho contra-lateral sem pterigio.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Pnmano: Analisar a possibilidade de uma intervenc3o cirirgica menos agressiva do que as técnicas
atuais para o tratamento do Pterigio. Que utilizam de métodos adjuvantes, como a MMC e outros, com
potenciais efeitos deletérios locais Baseando na restauracdo limbo-conjuntival da area onde foi ressecado o
pterigio como de primordial importdncia na diminuic3o da taxa de recidiva no pés-operatdrio. E numa
cirurgia minimamente agressiva utilizando o selante de fibrina, evitando suturas e cauterizacfes excessivas.
Objetivo Secundario: Melhor conhecimento anatdmico da transicdo comea, limbo e conjuntiva na area com
pterigio e na area doadora no pré e pds-operatono. e a sua comparag¢do com o olho contra-lateral para se
avaliar a restaurac3o anatomica idealizada pelo procedimento cirdrgico

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os pacientes submetidos a resseccio do pterigio e transplante limbo-conjuntival podem apresentar
risco de afilamento comeano, Dellen e;ou iregularidades da superficie comeana, leucoma, insuficiéncia
limbica, desinsercio do musculo reto medial, perfuracdo ocular, e recidiva do pterigio

Beneficios: Melhora das inflamacdes recomrentes e da hiperemia ocular, melhora da instabilidade do filme
lacrimal, melhora da acuidade visual, diminuigdo do grau de astigmatismo corneano e menor chance de
recidiva em comparacdo a outras técnicas.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante para area de Ciéncias da Saude. Texto bem fundamentado. Projeto com previsdo de
inicio em fevereiro de 2018 & término em janeiro de 2020.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Foram apresentados os seguintes documentos:

Projeto detalhado;

Informacdes basicas do projeto;

Folha de rosto;

Parecer fundamentado do Departamento de Oftalmelogia e Otorminolaningelogia da Faculdade de Medicina
da UFMG;
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TCLE.
Orcamento e declaragio de apoio financeiro.
Cuestionano a ser aplicado.

Recomendacgoes:

N3o ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
S5.M.J. sou da aprovacdo do projeto.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislacdo vigente (Resolucio CNS 466/12), o COEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda e qualguer alteracdo do projeto e do termo de consentimento via emenda na
Plataforma Brasil, informar imediatamente qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da
pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificaco relatonios parciais do
andamento do masmo a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa encaminhar a este Comité um
sumario dos resultados do projeto (relatdrio final).

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacdo
Informacdes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS DO P | 31122017 Aceito
do Projeto ROJETO 927334 pdf 16:16:03
Outros CorrecoesTCLE docx 322017 |FERNANDA DOS Aceito

16:15:21 [ SANTOS VIDAL
TCLE / Termos de | TCLE.docx 31122017 |FERNANDA DOS Aceito
Assentimento / 15:15:21  [SANTOS VIDAL
Justificativa de
Auséncia
Outros parecerconsubstanciado_pdf 21112017 |FERNANDA DOS Aceito
22:37:51 | SANTOS VIDAL
Declaragio do apoiofinanceiro. pdf 211172017 [FERNANDA DOS Aceito
Patrocinador 22:36:35  [SANTOS VIDAL
Declaracio de autorizaoculare pdf 21112017 |FERNANDA DOS Aceito
Instituicdo e 22:34:53 [ SANTOS VIDAL
Infraestrutura
Projeto Detalhado /| brochura.docx 11/11/2017 |FERNANDA DOS Aceito
Brochura 11:44:54 | SANTOS VIDAL
Investigador
Brochura Pesquisa | protocolo.pdf 111172017 |FERNANDA DOS Aceito
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Brochura Pesquisa | protocolo.pdf 11:34:32 | SANTOS VIDAL Aceito

Cronograma Cronograma.docx 11112017 |FERNANDA DOS Aceito
11:27:12 | SANTOS VIDAL

Folha de Rosto FR.pdf 1111/2017 |FERNANDA DOS Aceito
11:12:26  |SANTOS VIDAL

Outros 80402017 parecer.pdf 19012018 |Vivian Resende Aceito
18:05:11

Cutros 80402017 aprovacao.pdf 19/01/2018 |Vivian Resende Aceito
18:05:22

Situacgao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

Nao

BELO HORIZONTE, 19 de Janeiro de 2018

Assinado por:

Vivian Resende

(Coordenador)
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