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Resumo

RESUMO

SILVA, V. F. Avaliacdo do efeito citotoxico e estresse oxidativo da injecédo
intracameral de lidocaina com e sem conservante em pacientes submetidos a
facoemulsificacdo. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2023
Objetivo

Avaliar os efeitos e consequéncias sobre a estrutura corneana e 0 estresse
oxidativo gerado na camara anterior em pacientes submetidos a facoemulsificacéo
utilizando como solucdo anestésica lidocaina 2% intracameral com e sem
conservante.
Pacientes e métodos

Estudo prospectivo, randomizado, incluindo 41 portadores de -catarata
operados por facoemulsificacdo com anestesia tdpica, separados em dois grupos
que diferiram pela injecdo intracameral de lidocaina 2% sem vasoconstritor com
conservante metilparabeno (grupo 1) ou sem conservante (grupo Il). Os olhos foram
avaliados clinicamente com paquimetria e microscopia especular no pré-operatorio e
depois de 90 dias da cirurgia. Foi realizada andlise do estresse oxidativo no humor
aguoso, coletado imediatamente apds a paracentese da camara anterior. A energia
dissipada pelo facoemulsificador foi avaliada em cada grupo.
Resultados

A analise do estresse oxidativo pela dosagem de 4-Hydroxynonenal como
Carbonilacdo de proteinas ndo apresentou diferencas estatisticas entre os grupos | e
Il. Tanto a contagem endotelial corneana como espessura central de cornea néo
resultaram diferencas entre ambos os anestésicos.
Concluséo

O uso de lidocaina 2% com conservante se mostrou seguro dentro das
variaveis analisadas tanto na analise clinica como molecular para paciente

submetidos a facoemulsificacdo com anestesia topica.

Palavras-chave: Catarata. Facoemulsificacdo. Lidocaina. Estresse oxidativo



Abstract

ABSTRACT

Silva, V. F. Cytotoxic effect and oxidative stress evaluation of lidocaine
intracameral injection with and without preservative in patients undergoing
phacoemulsification. Thesis (Doctorate) — Botucatu College of Medicine, Paulista
State University, Botucatu, 2023.
Purpose

Evaluate the effects and consequences on the corneal structure and the
oxidative stress generated in the anterior chamber in patients undergoing
phacoemulsification under intracameral 2% lidocaine anesthetic solution with and
without preservative.
Patients and Methods

Prospective randomized study of 41 eyes with cataract which underwent
phacoemulsification surgery under topical anesthesia, separated into two groups that
differed by 2% lidocaine intracameral injection without vasoconstrictor with
methylparaben preservative (group |) or without preservative (group IlI). The eyes
were clinically evaluated with pachymetry and specular microscopy preoperatively
and 90 days after surgery. The analysis of the oxidative stress on the agqueous humor,
which was collected immediately after the anterior chamber
paracentesis, was performed. The cumulative dissipated energy was evaluated in
each group.
Results

The oxidative stress analysis by 4-hydroxynonenal dosage as protein
carbonylation had no significant statistical difference between the groups | and Il. The
corneal endothelial count as well as the corneal central thickness did not result a
difference between both anesthetics.
Conclusion

The use of 2% lidocaine with or without preservative was safe during clinical
evaluation as well as during the oxidative stress development within the analyzed

variables in patients that underwent phacoemulsification with intracameral anesthesia.

Keywords: Cataract. Phacoemulsification. Lidocaine. Oxidative stress
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1. Introducgao

Ao longo do periodo de 20 anos, de 2000 a 2019, um total de 8.424.521
procedimentos cirargicos para tratamento da catarata foram realizados por meio do
Sistema Unico de Saude (SUS). Os custos associados ao tratamento geral da
catarata no sistema publico aumentaram de US$ 18.109.151,54 em 2000, para
US$ 101.626.691,25 em 2019, representando um acréscimo de 461,2%. )

O uso racional de insumos para as cirurgias intraoculares é essencial para
vitalidade do sistema. Na maior parte dos procedimentos, séo utilizados anestésicos
topicos combinados com anestesia intracameral, em especial o uso de lidocaina
sem conservante, pela sua conhecida eficacia e seguranca. Entretanto, trata-se de
um produto de custo mais elevado e de baixa disponibilidade comercial. No mercado
ha dois tipos de lidocaina, uma com conservante e outra sem conservante. O
conservante presente nos frascos é o metilparabeno, um éster metilico do acido 4-
hidroxibenzéico com funcdo antimicrobiana, cuja acdo € eficaz contra bactérias,
fungos e leveduras. Os custos na data desta pesquisa tendo como fonte a Camara
de Regulacdo do Mercado de Medicamentos (CMED) séo: custo médio 1 ampola 20
ml Lidocaina 2% sem vasoconstritor com conservante 2,31 US$; 0,12 US$ por ml/
(Laboratério Cristalia Itapira, Brasil) e Lidocaina isobarica 2% 5 ml sem
vasoconstritor 1,39 US$ por frasco de uso unico (Laboratério Cristalia Itapira,
Brasil).®

A lidocaina é um eficiente agente anestésico local. Atua por bloqueio dos
canais de sodio, conduzindo a inibicdo do potencial de membrana. A injecédo
intracameral de lidocaina atua sobre todas as fibras nervosas na camara anterior e
proporciona anestesia e acinesia da iris.® Estudos anteriores tém relatado gue em
baixa concentragéo, a lidocaina sem conservante ndo parece danificar o endotélio
corneano.“® A lidocaina com conservante induz poucas alteracdes ultra estruturais
nas celulas endoteliais corneanas de coelho, além de uma diminuicdo no nimero de

microprojecdes na superficie endotelial avaliado por microscopia eletrénica. %

Ha reducdo intraoperatéria do desconforto durante a cirurgia de catarata com
0 uso da injecdo intracameral de lidocaina 1% sem conservantes, utilizada em

conjunto com um anestésico topico. Além disso, o uso de lidocaina intraocular néo
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causa danos ao endotélio corneano, avaliado pela contagem de células e espessura

da cornea.®

Estudo utilizando cultivo celular demonstrou que a reducdo de células
endoteliais corneanas apos o0 uso intracameral de 0,3 ml de lidocaina a 1% sem
conservantes é comparavel com o numero de células endoteliais corneanas perdidas

apds a extracdo da catarata utilizando outros anestésicos locais.®

Estudos anteriores com animais in vivo e in vitro demonstraram auséncia de
citotoxicidade da lidocaina sem conservantes sobre o endotélio da cérnea, quando
utilizada em concentragdes de 1% ou menor, mas significativos danos ocorrem

quando com concentracées de 2% ou maior.%?

Recente estudo, utilizando formulagcbes comerciais de lidocaina com
conservantes, demonstrou que a citotoxicidade da lidocaina é dependente da dose.
As formulagbes comerciais de menor concentragcdo com adrenalina (1% ou 2%) néo
foram citotoxicas, mas as formulacbes com concentracdo mais elevada sem
epinefrina (2% e 4%) eram citotoxicas para as células endoteliais corneanas. Estes
resultados parecem indicar que a lidocaina a 1% ou 2 %, mesmo com conservante,

pode ser seguro para uso clinico intracameral.*®

Células endoteliais da cérnea de coelho, animal comumente utilizado em
oftalmologia por sua semelhanca anatdmica com o olho humano, mostram
diferencas importantes quando comparadas com células endoteliais humanas. Em
coelhos, o endotélio cura facilmente pela migracdo celular e proliferacdo mitética,
sendo que defeitos endoteliais podem ser reparados em até dois dias em modelos
experimentais.*¥ Nos seres humanos, existe também a migracdo de células
endoteliais, mas quase nenhuma atividade mitética. A apoptose induzida pode
resultar na perda de células permanentes e espessamento do endotélio corneano.
No entanto, existe uma elevada reserva funcional do numero de células endoteliais
na cérnea humana (até 80%), impedindo a descompensacao endotelial, pelo menos

até um dano moderado.®>1®

O estresse oxidativo (EO) é classicamente definido como um evento
resultante do desequilibrio de magnitude entre substancias oxidantes e antioxidantes,

as quais sdo geradas em um cenario de reacdes de 6xido-reducdo, onde a oxidacao
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implica em perda de elétron e a reducdo, em ganho.*"*® Visto que a geracdo e a
acdo dessas substancias dependem do sistema de oOxido-reducdo, o termo

desequilibrio do sistema redox tem sido utilizado para se referir ao EO. 1422

Comumente denominadas radicais livres, as espécies oxidantes incluem as
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERON)® as quais, quando se encontram
em excesso, podem danificar todo o tipo de moléculas como DNA, lipideos,
carboidratos e proteinas. Dentre as complicacdes que refletem os danos as
macromoléculas, as proteinas merecem destaque, pois, ao apresentar sua estrutura
modificada pelo EO perdem sua funcéo biolégica. **?® As mudancas oxidativas nas
proteinas podem ocorrer diretamente em seus aminoacidos por ERON, mas também
por reacBes secundarias originadas dos subprodutos do EO, conhecidos por

Espécies Carbonila Reativas (ECRs). %627

As ECRs sdo quimicamente classificadas como aldeidos ou cetonas que
apresentam um grupamento carbonila (C=0) em sua estrutura. As ECRs formadas
da oxidacéo de lipideos (lipoxida¢do) geram produtos como o malondialdeido (MDA),
glioxal (GO), acroleina (ACR), 4-hidroxi-nonenal (4-HNE) e as originadas da
oxidacao de acucares (glicoxidacao) geram glioxal (GO) e metilglioxal (MGO) (Figura
1). As ERCs originadas tanto da lipoxida¢do quanto da glicoxidagao ligam-se com as
proteinas modificando-as pela formagcao irreversivel de adutos. ?®

O 02 "0 o

acroleina [ACR)  4-hidrexi-nonenal (4-HNE) malonaldeido (MDA}  glioxal (GO)

o f;l-.,n,;;(} 0-‘9\.‘5;0

metilglioxal (MGQ) glioxal (GO)

Fonte: Representacdo quimica das moléculas.

Figura 1. Estrutura de espécies carbonila reativas. Produtos da lipoxidacdo: ACR, 4-HNE, MDA e GO;
produtos da glicoxidacéo: MGO e GO.

A reacdo entre ECRs e proteina, denominada carbonilacdo, origina as

chamadas proteinas carbonilas (PCOs), que incluem os AGEs (Advanced Glycation

End Products) e ALES (Advanced Lipoxidation End Products).®® Essas reacoes
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ocorrem devido a natureza eletrofilica dessas espécies que reagem com proteinas
oxidando residuos nucleofilicos de aminoacidos como Lisina, Histidina e Cisteina
(Lis, His e Cis) originando produtos téxicos que vém sendo investigados como
biomarcadores em diferentes condicbes patologicas, por estarem envolvidos no
desequilibrio dos mecanismos celulares comprometendo diversos 6rgdos. Esses
indicadores podem ser usados para avaliar o nivel de estresse oxidativo de diversas

doencas, incluindo as oculares. ¢%3%

Em contrapartida, um sistema antioxidante existe para contrabalancear o
estresse oxidativo. A glutationa e outras enzimas antioxidantes e os grupos tiois
protegem o olho contra o estresse oxidativo.®? A cérnea contém uma elevada
concentracdo de glutationa reduzida, que mantém os grupos tiol sob a forma
reduzida. Ela contribui para a manutencéo da transparéncia do cristalino. Alteracdes
na enzima glutationa na cornea ocorrem com o envelhecimento, catarata, diabetes,

irradiacdo e da administracéo de algumas drogas.®®

O endotélio corneano desempenha um papel crucial na manutencdo da
deturgescéncia corneana; portanto qualquer dano mecéanico e quimico para esta
monocamada pode cursar com sua descompensacdo. Durante a cirurgia do
segmento anterior do olho, a injecdo intracameral de agentes anestésicos pode

danificar o endotélio corneano. ©¥
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2 Revisao da literatura

2.1. Cirurgia de Catarata

Em 1967, um oftalmologista americano, Charles Kelman, revolucionou a
cirurgia de catarata quando introduziu a facoemulsificacdo como uma forma
alternativa a cirurgia extracapsular. A técnica proposta utiliza uma “caneta” que faz
vibrar uma ponteira em ondas ultrassonicas, com emulsificacdo, seguida de

aspiracéo do cristalino através de uma incis&o que pode ser menor que 2,0mm. ©°

O procedimento de facoemulsificacdo atual é realizado da seguinte maneira:
dilatacdo pupilar pré-operatéria com colirios midriaticos. Na sala de cirurgia, apos
preparo estéril com iodopovidona, o olho é adequadamente exposto com um
blefarostato e posicionado sob microscépio cirtrgico. Inicia-se com uma incisao
principal, feita com Iamina ou laser de femtosegundo, com diametro que pode variar
de 1,8 mm a 2,75 mm de tamanho, e outra incisdo acessoria de 0,8mm, localizadas
em meridianos opostos, confeccionadas de forma multiplanar, para auto selar ao

término do procedimento, sem necessidade de pontos. ¢®

Em seguida, uma abertura circular continua € feita na capsula anterior
(capsulorrexe) do cristalino, de forma manual ou com auxilio de laser. Apés isso, 0
ndcleo do cristalino € desprendido do equador por um jato controlado na periferia
inferior da capsula anterior do cristalino com canula de 25 gauges, contendo solucao
salina balanceada, o que possibilita a rotacdo da catarata e manipulacdo dentro do
saco capsular. A caneta de facoemulsificacdo é entdo introduzida no olho para
quebrar e aspirar o material opaco do cristalino. Diversas técnicas podem ser
aplicadas para a quebra do ndcleo, o que torna a extracdo um procedimento
dindmico, moderno e individualizado para cada paciente. Algumas técnicas para
fratura do ndcleo sdo consideradas livres de ultrassom, o que reduz o gasto
energético, com menor dissipacdo de calor, preservando a camada endotelial da

cérnea, além de facilitar a “captura” e “conquista” dos fragmentos. (36)

A porgédo posterior da capsula do cristalino deve permanecer intacta e servira
para abrigar a prétese, denominada lente intraocular, que se aloja no interior do saco
capsular. A lente intraocular desde sua concepcéo sofreu diversas mudancas, tanto

em tamanho, material e fungdes oOpticas. Atualmente, sdo implantadas dobradas,



19
Revisdo da literatura

I
com auxilio de um injetor e quando no interior do olho, se acomodam dentro do saco
capsular. Além de restabelecer a visdo do paciente como uma protese fixa e
definitiva, permite a correcdo de grau e independéncia da correcdo Optica quando
possivel pelas condicdes anatdomicas do paciente’ ® A sequéncia cirdrgica esta

ilustrada na figura 2.

Fonte: Propria autoria.

Figura 2. Sequéncia cirdrgica da facoemulsificacdo. a) Incisdo corneana em cornea clara com
lamina 2,4 mm para acesso a camara anterior. b) Capsulorrexe circular continua de
5,5 mm de didmetro no centro da cépsula anterior. ¢) Facoemulsificacdo da catarata.
d) Aspiracdo de restos corticais e polimento de cdpsula anterior. €) Implante de lente

intraocular. f) Hidratacdo do estroma corneano para selar incisées.

A facoemulsificagdo reduz os efeitos adversos associados a técnicas
cirdrgicos intra e extracapsulares, mas possiveis complicacdes podem ocorrer. Pela
caneta fragmentadora estar na camara anterior, alguns efeitos nocivos a cérnea
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podem ocorrer seja pelo efeito mecéanico do ultrassom, trauma direto dos fragmentos
da catarata que reverberam na aspiracao, energia térmica pela vibracéo da ponteira,
irregularidades osmoticas causada pela solucdo que esta circulando e estresse
oxidativo pelos radicais livres formados. Durante a facoemulsificacdo ha producéo de
radicais hidroxila, os quais podem ser quantificados pelo método da desoxirribose.
Apdés uma reacdo com o radical hidroxila, a 2-deoxy-D-ribose se degrada para

formar malondialdeido (MDA). "

A presenca de moléculas organicas (por exemplo, glutationa, dextrose,
metilcelulose, viscocirdrgicos oftalmicos) podem limitar os danos associados a
formacao de radicais livres. Além disso, para minimizar o estresse oxidativo durante
o procedimento é importante ter experiéncia cirdrgica e ajustar os parametros (poder
do ultrassom, vacuo e taxa fluidica balanceada) do facoemulsificador a fim de melhor
eficiéncia com menor geracdo de energia possivel, a qual pode ser quantificada em
tempo real durante o procedimento pelo parametro Energia dissipada cumulativa
(CDE), ou seja, a quantidade de energia de ultrassom usada para remover a

catarata. ©”

A caneta ultrassonica vibra de forma a quebrar a catarata e possibilitar a
aspiracdo. A modernizacdo do aparelho o tornou mais efetivo ao ponto de se
observar uma reducdo pela metade nas concentracbes médias de MDA quando se
compara o uso de canetas com modo ultrassom torcional e longitudinal em relacéo

ao longitudinal estrito. 839,

Um aumento da expectativa de vida da populacdo, o acesso a saude, e a
procura por tratamentos mais precoces como possibilidade de independéncia de

oculos, tém elevado os nimeros de cirurgias de catarata em todo mundo.
2.2 Cbrnea

a) Anatomia Estrutural e Constitutiva da Cérnea

A cérnea contém camadas celulares organizadas em padrbes distintos. Além
disso, a composicao de cada camada € unica, com variagdes no tipo e na densidade
de colagenos, elastinas, fibronectinas, lamininas e proteoglicanos, as quais conferem

propriedades mecanicas amplamente diferentes.
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Sua espessura, de aproximadamente 550 ym, € capaz de transmitir mais de
80% da luz visivel (400-700 nm) através de uma estrutura densa de proteinas,

principalmente colageno, que diferente de outras partes do corpo, é transparente. “°

A partir da superficie anterior, temos as seguintes estruturas (Figura 3):

Epitélio

Camada de
Bowman

Camada de Dua

Membrana de
Descemet

Endotélio

Fonte: Khurana A, Khurana B, Khurana A. Diseases of Cornea. In: Comprehensive
Ophthalmology. Jaypee Brothers Medical Publishers (P) Ltd.; 2015.
Figura 3. Histologia da cornea.

1. O filme lacrimal, composto por camadas lipidica, mucosa e aguosa, com
aproximadamente 3 um de espessura. Proporciona lubrificacdo, protecao por meio

de fatores imunolégicos dissolvidos e transparéncia.

2. A camada epitelial, de 53 ym de espessura, sustentada por uma membrana
basal epitelial com apenas 0,3 ym de espessura, constituida principalmente de

colageno e laminina.

3. Abaixo dela, esta a camada de Bowman, acelular, com cerca de 17 ym de

espessura, repleta de fibras colagenas orientadas aleatoriamente.
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4. Abaixo da camada de Bowman encontra-se o estroma da cOrnea, com
espessura variavel, em torno de 500 pm, composto por fibras de colageno
minuciosamente organizadas em lamelas, sustentadas por proteoglicanos e

orientadas de forma paralela & superficie e entrelacadas em angulos variados.“?

5. A membrana de pré-Descemet, também chamada de camada de Dua, &
semelhante aos tecidos estromais. Diferencia-se na distribuicdo de proteoglicanos e

pela maior densidade de lamelas e espacamento entre as fibras de colageno.

6. A membrana de Descemet, com cerca de 3 um de espessura, € uma
camada fibrosa acelular secretada pelas células endoteliais, as quais formam uma

monocamada celular.“?

7. Endotélio corneano que sera descrito a seguir em detalhes.

b) O endotélio corneano

O endotélio da cérnea consiste em uma monocamada de células poligonais
cuja funcdo é manter a deturgéncia do tecido sendo dependente da bomba Na+/K+-
ATPase. Apresenta densidade numérica maior ao nascimento (3000 células/mm?)
com reducdo lenta, porém constante ao longo da vida humana (figura 4). A
densidade numérica minima de 400-500 células/ mm2 é necessaria para manter o

tecido corneano sem edema e transparente. “*)

A disfungédo pela morte celular leva a descompensacao endotelial e edema
corneano, causando opacidade visual, borramento e até perda da visdo. Ha
capacidade limitada dessas células de se regenerar por migracao celular, a qual
ocorre da periferia para o centro corneano. Esta situacdo pode ser agravada por
certas doengas, como traumas, distrofia endotelial de Fuchs (DCEF), por

inflamacgdes intraoculares de causas diversas ou apos cirurgias intraoculares.*®

As cirurgias intraoculares representam um insulto e um trauma para o0
endotélio corneano, podendo levar a um aumento transitorio na espessura da cérnea
medida por paquimetria ultrassonica por entrada de liquidos para dentro da estrutura

corneana, além da reducédo da contagem celular por morte celular.
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I
A avaliagdo pré operatéria do paciente define o valor basal numerico, o
mosaico endotelial e serve como base para prognostico pos cirurgico. A depender do
trauma, os pacientes recuperam os valores pré-operatérios entre 30 e 90 dias, com
reducdo em média numerica de 10 a 20% do numero de células endoteliais apos

uma facectomia sem complicacdes.

Fonte: Propria autoria.

Figura 4. Evolu¢éo do mosaico endotelial com envelhecimento corneano demonstrado ao exame de
microscopia especular de cornea. Observa-se reducdo natural senil da celularidade
endotelial. Da esquerda para direita os valores de células endoteliais fornecidos
microscépio  especular (EM-3000 tomey): 3500/2500/1500/750 células/ mmz2

respectivamente.

hY

A DCEF é um disturbio relacionado a idade que afeta individuos de forna
bilateral, especialmente mulheres, com mais de 40 anos de idade. Geralmente

segue um padrdo de heranca autossdmica dominante.“?

Ao exame de biomicroscopia anterior observa-se por um espessamento da
membrana de Descemet com aspecto de rugosidades (Guttatas) (figura 5). Este
aspecto refletivo do endotélio semelhante a um metal batido se deve a perda
acelerada de células endoteliais (figura 5). O centro corneano depende da migracao
celular periférica. A regeneracdo endotelial reflete alteragdes no mosaico endotelial
guando analisada por microscopio especular de cérnea. Observa-se anormalidades
no tamanho celular (polimegatismo) e variacdes na forma hexagonal (pleomorfismo)
(figura 6). “°
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Fonte: Propria autoria
Figura 5. Espessamento da membrana de Descemet com aspecto de rugosidades (Guttatas) ao corte
lateral da lampada de fenda a esquerda e aspecto em metal batido do reflexo posterior da

cOrnea a trans iluminagéo a direita.

Fonte: Propria autoria.
Figura 6. Microscopia especular com anormalidades no tamanho celular (polimegatismo) e variacdes
na forma hexagonal (pleomorfismo) em imagem a esquerda e intensa fibrose endotelial

a direita.

As células endoteliais da cornea sdo metabolicamente mais ativas devido ao

fluxo constante de ions e fluidos e possuem uma populacdo maior de mitocéndrias
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em comparag¢do com todos os outros tecidos oculares. Na DCEF ha um aumento do
estresse oxidativo em células endoteliais da cornea descompensadas com um
sistema mitocondrial ineficiente. O estresse oxidativo desencadeia uma série de
processos fisiopatolégicos: desequilibrio da funcdo oxidante-antioxidante em
comparacdo com a ceélulas endoteliais normais; acumulo de lesdes de ADN (&cido
desoxirribonucleico) oxidado, alteracbes morfolégicas e apoptose em ceélulas

endoteliais. “®

O ADN mitocondrial (mtADN) é particularmente suscetivel a danos oxidativos
devido alguns fatores inerentes; ele esta localizado préximo a cadeia de espécies
reativas de oxigénio, ndo é recoberto por histonas e carece de um sistema de reparo
forte em comparagdo com o nuclear. Outra razdo importante para a perda de células
endoteliais da cérnea e desenvolvimento de edema é a ceratopatia bolhosa, um
dano ao endotélio durante a cirurgia, principalmente a facectomia. Importante
destacar que nesta afeccdo, o estresse oxidativo ndo é um fator inerente
comprovado pela analise dos niveis de 8-OHdG em coérneas receptoras de
transplante, portanto a perda endotelial pregressa esta aliada as drogas utilizadas

intraoculares durante o ato operatério, trauma cirirgico mecanico ou térmico.

Embora os cirurgibes se esforcem para aprimorar as técnicas menos
invasivas como transplantes endoteliais e que apresentem melhor reabilitacdo visual,
refracional e menor taxa de rejeicdo em relacdo ao transplante penetrante de
cornea, os procedimentos cirdrgicos sao sempre uma batalha desgastante tanto
social como econbmica ao paciente, médico e sistema de salude. Uma férmula
revolucionaria de colirio contendo um inibidor (Y-27632) de Rho-quinase (ROCK)
regenerou completamente as células endoteliais da coérnea apoptéticas e
terminalmente diferenciadas em macacos, o que serviu de modelo animal para

aplicacdo em humanos.“”

Apos estudos animais e protocolos para uso em humanos, 0s mesmos
pesquisadores administraram a medicacdo em colirio (6 vezes ao dia por 7 dias) e
observaram a inibicdo da sinalizagdo Rho/ROCK usando o inibidor de ROCK Y-
27632, o que promoveu proliferacdo celular e possibilitou regenerar as células

endoteliais dos pacientes com distrofia corneana.®
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No entanto, ndo basta somente repovoar o endotélio celular. Se as células
endoteliais regeneradas desenvolverem focos nucleares patogénicos devido a
repeticbes de trinucleotideos (expansdo de microssatélites), uma camada néo
saudavel de endotélio sera formada. A administracéo de oligonucleotideos antisense
contra repeticdbes CUG expandidas bloqueou focos de ARN (&cido ribonucleico) em
células derivadas. ApOs o tratamento, essas células reduziram significativamente o
namero de focos de ARN e restauraram parcialmente os eventos de splicing
alternativo dos genes MBNL1, IN2 e ADD3.“9

Ambos o0s métodos, colirios inibidores de ROCK e oligonucleotideos
antisense, sdo técnicas terapéuticas ndo invasivas promissoras, e poderdo ser
usados em combinacdo, permitindo uma abordagem micromolecular genética do
paciente com DECF ou outras afeccfes que cursem com reducdo do numero de

células endoteliais.

2.3 Lidocaina

A lidocaina foi sintetizada pela primeira vez sob o nome Xylocaine® por Nils
Lofgren, em 1942, e vendida comercialmente em 1948. E um anestésico local do tipo
aminoamida, com acao antiarritmica, analgésica, sedativa e anti-inflamatéria. A
ligacdo entre a cadeia intermediaria e 0 grupo aromatico se faz por uma ligacédo
amida. Sua amina terciaria atua como receptora de prétons, fazendo com que se
comporte como uma base fraca e, quando em sua forma quaternaria, protonada, a
porcdo amina é hidrossolavel. A férmula abaixo (Figura 7) representa a lidocaina

com um anel aromético, ligada a uma amina terciaria por uma cadeia intermediaria.
(50)

Cﬁ} 0O
NH— llill— CH;,—N— CH;— CH;:
CH: ClHl
ClHB
XILOCAINA OU LIDOCAINA

Fonte: Representacédo quimica da forma de lidocaina

Figura 7. Formula quimica da molécula de lidocaina.



27
Revisdo da literatura

Os anestésicos locais sdo bases fracas, portanto insoliveis em agua. Para
que se tornem hidrossolUveis sdo adicionados ao acido cloridrico em um reacéo
acido-base. Desta forma, num frasco de anestésico local temos a droga sob a forma
de cloridrato, em solucdo aquosa. Nesta solucéo, parte do anestésico local estara na
forma ionizada e parte, na forma nédo ionizada. O grau de ioniza¢do do anestésico
depende do pKa da droga e do pH do meio, o qual é regido pela equacdo de

Henderson-Hasselbach: pKa - pH = log ionizado/n&o ionizado.®V

A constante de acidez (Ka) geralmente € expressa pelo negativo do seu
logaritmo (pKa) do seu acido conjugado, ou seja, quanto maior 0 pKa do &cido
conjugado, mais forte sera a base. A lidocaina pode existir em formas ionizadas ou
nao ionizadas. No nivel fisiologico de pH 7,4, 25% da droga esta presente na forma
nao ionizada devido ao seu pKa de 7,9. A porcdo nao-ionizada atravessa a
membrana mais facilmente que a ionizada. Assim, a droga com maior fracdo nao-
ionizada em pH fisiol6gico alcanca seu sitio efetor de forma mais rapida. A forma
ionizada do anestésico local liga-se de modo especifico aos canais de sédio,
inativando-os e impedindo a propagacao da despolarizacao celular.®V

A concentracao de lidocaina usada durante a cirurgia de catarata pode variar.
Dentro de estudos de reviséo, a dose ocular intracameral mais comum utilizada foi a
de 2%. Isso provavelmente indica a concentracdo minima necessaria a ser utilizada

para obter um efeito analgésico nos pacientes. 62

Outros estudos mostraram o uso da lidocaina em concentracbes menores de
1% e 1,5% e maiores de 2,5%, 3,5% e 4%.%> Entende-se que ha uma variabilidade
entre pacientes para alcancar o efeito analgésico ou que diferentes procedimentos
podem requerer uma concentracdo maior/menor de lidocaina para garantir a
seguranca do paciente, entretanto doses elevadas podem ser toxicas ao endotélio

corneano.*?
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2.4  Tipos de anestesia em cirurgia de catarata.

a) Anestesia geral

Reservada para criancas, mas também pode ser considerada em pacientes
gue podem nédo cooperar por distirbios mentais ou neurolégicos. Apresenta maiores
riscos clinicos e eventos negativos. Portanto, seu uso é restrito e deve ser bem

analisado.®?

b) Anestesia Retrobulbar

A maioria dos cirurgides foi treinada usando a técnica de Atkinson (ou uma
variacdo). Na classica descricao de Atkinson de 1936, pede-se ao paciente que olhe
na direcao “para cima e para dentro”. A agulha é introduzida através da pele abaixo
da palpebra inferior na juncéo entre o terco lateral e os dois tercos mediais da borda
orbitaria inferior. A agulha é direcionada para o apice da Orbita (ligeiramente
medialmente e cefélica) e avancada até uma profundidade de 25 a 35 mm. Um
volume de aproximadamente 4 mL de solucdo de anestésico local € entdo injetado
(Figura 8).5®

Os bloqueios retrobulbares modernos sao realizados com o olho na posicéo
neutra. A posicéo de olhar “para cima e para dentro” de Atkinson foi abandonada
guando estudos alertaram o aumento do risco de lesdo do nervo 6ptico, uma vez
gue essa posicao coloca o nervo 6ptico proximo ao trajeto da agulha. Além disso, o
nervo optico € esticado e pode ser ferido facilmente pela agulha, em vez de ser
empurrado para o lado.®®

\

Fonte: Figura extraida de WONG et al., 1993.
Figura 8 - Representacdo esquematica da técnica para anestesia retrobulbar.
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c) Anestesia Peribulbar

Na anestesia peribulbar, a agulha é introduzida no espaco extraconal. A
técnica classica envolve duas injecdes. A primeira injecdo € inferior e temporal,
sendo a agulha introduzida no mesmo local da injecdo de anestesia retrobulbar, mas
com menor angulo de subida e descida até uma profundidade de 15 mm ou menos.
A segunda injecdo é superior e nasal, entre o terco medial e os dois tercos laterais

da borda do teto orbitario. ©”

O volume injetado de solucéo anestésica (6—12 mililitros) € maior do que para
uma injecao retrobulbar. Esse volume maior permite que o anestésico se espalhe por
todo o corpo adiposo da 6rbita, incluindo o espaco intraconal, onde estdo localizados
0S nervos a serem bloqueados. Além disso, pelo maior volume injetado, o anestésico
de difunde para os tecidos anteriores até o nervo do musculo orbicular, causando

analgesia e acinesia da palpebra (Figura 9)."

N
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Fonte: Figura extraida de DAVIS; MANDEL, 1986.

Figura 9. Representacdo esquematica da técnica para anestesia peribulbar.

d) Anestesia Subtenoniana

A capsula de Tenon é uma bainha que envolve o globo e o separa da gordura
orbital. Anteriormente, a capsula de Tenon se funde com a conjuntiva logo atras do
limbo. Posteriormente, a cdpsula de Tenon se funde com as meninges ao redor do
nervo optico e esclera na saida do nervo optico. Os tenddes dos seis musculos

extraoculares perfuram a bainha a medida que passam para suas insercdes no
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globo. Portanto, existe um espaco potencial entre a esclera e a capsula de Tenon,

que, pode fornecer acesso ao espaco retrobulbar. ©¢®

Uma canula de ponta romba (Figura 10) é utilizada para administrar o
anestésico atras do equador do globo, por meio uma disseccao inferonasal realizada
com tesouras de ponta romba através da conjuntiva e capsula de Tenon até a
esclera nua. Pequenos volumes de anestésico local no espaco subtenoniano
posterior fornecem boa analgesia e volumes maiores se espalham pelas bainhas dos

musculos extraoculares, causando acinesia. (58)

-——”/7

Fonte: Figura extraida de https://dorcglobal.com/pt/produto/canula-para-anestesia-
subtenoniana-curva-e-com-ponta-aplainada-19g-x-1-11-x-25-mm. Acesso em:
06/10/2023
Figura 10. Canula para anestesia subtenoniana, curva e com ponta aplainada.

e) Anestesia topica

A facoemulsificacdo com implante de lente intraocular com anestesia topica
envolve a instilacdo de colirios anestésicos nos fornices conjuntivais antes e durante
a cirurgia. Descrita em 1992, é rentavel e permite recuperacao visual pos-operatoria
mais rapida do que a anestesia regional ou anestesia geral, sem risco de diplopia ou

ptose pés-operatéria.®9t?

Pacientes relatam desconforto em determinados pontos da cirurgia,
geralmente pela manipulagéo direta da iris ou movimento do seu diafragma como

resultado de rapidas mudancas hidrodinamicas. ©°
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Uma injecdo intracameral de anestésico local parece aumentar
substancialmente a analgesia na abordagem topica. Consiste na injecdo de
pequenas quantidades (0,1-0,3 ml) do anestésico na camara anterior no inicio ou
durante a cirurgia. Este tipo de procedimento € atualmente o mais utilizado pelo
conforto e analgesia que fornece. ®? Até o momento solugdes anestésicas livres de
conservantes sao tidas como as ideais para o procedimento devido as duvidas sobre
a seguranca e efeitos toxicos dos anestésicos locais no endotélio da cérnea. Neste
interim nosso estudo introduziu um paréntese a fim de elucidar e permitir o uso de
anestésico locais com conservantes neste tipo de técnica, trazendo seguranca

clinica em cirurgia de catarata que utilizam este anestésico. ©V

2.5 Anélise celular em anestesia intracameral

O uso de anestesia topica combinada a intracameral em cirurgia de catarata
estd se tornando cada vez mais popular. Com o0 uso crescente da anestesia
intracameral, possiveis alteragbes das estruturas intraoculares, incluindo células

endoteliais da cérnea, humor aquoso e funcao retiniana foram descritas. *?

O uso de lidocaina 1% intracameral em cirurgia de catarata ndo demonstra
alteracdes eletrofisiolégicas na retina; entretanto em concentracées mais altas ha
citotoxicidade. A alteracao do endotélio corneano também depende da concentracéo
do agente anestésico. O uso de concentracdo superior a 2% sem conservante pode
levar a alteracBes na espessura corneana, por edema, morte celular endotelial e
perda da estrutura hexagonal das células endoteliais com aumento do polimorfismo

celular.®?

A irrigacdo durante a facoemulsificacdo auxilia e limita a exposicdo da
lidocaina aos tecidos intraoculares por alguns minutos e esta curta duracdo acaba

ndo afetando demasiadamente a viabilidade do endotélio corneano. ¢

Em esséncia, a literatura indica que héa dois fatores principais relacionados ao
dano celular das células endoteliais da cornea. Estes sdo: a concentragao, ou seja, 0
valor da exposicéo, e o tempo de exposicado ao agente intracameral que contém ou é
gerador de radicais livres da via estresse de oxidativo. Reduzindo essas duas

variaveis, a dissipacdo de radicais livres para o tecido ocular pode ser minimizada.
(64)
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2.6 Estresse oxidativo

As espécies reativas do oxigénio (ERO) sdo compostos quimicos resultantes
da reducao parcial do oxigénio molecular, energeticamente mais reativas, ou seja,
sdo compostos que tem maior afinidade elétrica com outras substancias podendo
gerar uma cascata de reagdes. As formas mais comuns de EROs encontrados nas
células sdo: anion superoxido (O2-), radical hidroxila (OH-), peréxido de hidrogénio
(H,0,) e oxigénio singleto (*02).¢®

As EROs podem ser resultados de fatores externos e ambientais, tais como
reacao as drogas, aos metais pesados e radiagao ultravioleta. No entanto, a maioria

das EROs sdo produzidas pela cadeia respiratéria na mitocondria.®®

Superoxido é gerado diretamente da reducdo do oxigénio e depois dismutado
em peroxido de hidrogénio. O radical superéxido (O,) € um radical livre
moderadamente reativo, com uma meia-vida de 2-4 us. Entretanto, o superoxido nao
pode atravessar as membranas biolégicas e é prontamente dismutado a H,O, O
peréxido de hidrogénio é uma molécula com baixa reatividade, mas pode facilmente
penetrar na membrana celular e gerar a forma mais reativa de oxigénio, o radical
hidroxila, através da reacdo de Fenton assistida ou de Haber-Wies (H202 + Fe2+
—Fe3+ + OH- + OH-). Como as células ndo possuem mecanismos enzimaticos para

eliminar essa espécie altamente reativa, seu acimulo pode levar & morte celular.®”

Em condicdes fisiolégicas ocorre um equilibrio celular entre a geracdo e
eliminacdo de EROs uma vez que as células eucaridticas tém varios mecanismos de
defesas antioxidantes incluindo enzimas e antioxidantes. Ha cinco principais tipos de
enzimas antioxidantes intracelulares primarias, isto é, Cu/Zn-superoxido dismutase
(Cu/Zn-SOD, SOD1) no citosol, superoxido dismutase dependente de manganés
(SOD2) na matriz mitocondrial, catalase, glutationa peroxidase (GPx) e glutationa
redutase (GR). As SODs desmutam o superoxido em oxigénio e peroxido de
hidrogénio, enquanto catalase e GPx convertem peréxido de hidrogénio em agua e
oxigénio.®®
Os radicais livres tém o potencial de serem toxicos para o epitélio da cornea e

conjuntiva. A superficie ocular é normalmente protegida pelo filme lacrimal, cujos



33
Revisdo da literatura

componentes como lactoferrina, aldeido desidrogenase, superoxido dismutase e

glutationa atuam como fatores protetores.©®

Em relacdo as formulacbes para uso intraocular com conservantes, como
antibioticos, lidocaina 1-2%, solucdo salina balanceada, antiangiogénicos,
triancinolona e carbacol, a quantificacdo isolada dos radicais livres estdo na ordem
de 0,5% de peroxido de hidrogénio. O possivel potencial de dano ao endotélio
corneano causados pelos radicais livres devem levar o cirurgido a considerar 0 uso
cuidadoso e controlado destas substancias particularmente em pacientes com

cérneas ja com dano. ©%

O presente estudo visa avaliar a seguranca do uso de lidocaina 2% sem
vasoconstritor com conservante vendida comercialmente, através da avaliacdo
morfologica celular endotelial por microscopia especular e espessura central de
cOrnea além de determinar o possivel estresse oxidativo desta substancia no humor

aguoso de pacientes que serdo submetidos a cirurgia de facoemulsificagéo.
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3 Objetivo

Comparar os efeitos e consequéncias sobre a estrutura corneana e o estresse
oxidativo gerado na camara anterior em pacientes submetidos a facoemulsificacao
utilizando como solucéo anestésica lidocaina 2% intracameral com conservante e

sem conservante.
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4 Métodos e pacientes

4.1 Pacientes

Este € um estudo prospectivo, randomizado, duplo-cego, controlado, com
intervencgéo, realizado em uma uUnica unidade de cirurgia ambulatorial de catarata,
em ambiente hospitalar multidisciplinar, localizado no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu. O estudo recebeu aprovacdo do comité de
ética em pesquisa (parecer numero: 5.159.217), assim como a anuéncia da
instituicdo. Todos os pacientes do estudo assinaram o termo de consentimento livre

e esclarecido.

Foram incluidos pacientes provenientes do ambulatério de catarata senil do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu com indicacdo de
cirurgia de catarata tendo como critérios de exclusdo: presenca de doenca corneana
de Fuchs, catarata traumética, alteracdes segmento anterior congénitas, glaucoma e

leséo retineana em curso por doencas degenerativas, vasculares ou inflamatorias.

A amostra foi composta por 41 olhos de 28 mulheres e 13 homens,
randomizados de forma individual para serem alocados em dois grupos: grupo | no
qual foi utilizada injecdo intracameral de lidocaina 2% sem vasoconstrictor e com
conservantes e grupo I, no qual foi utilizada a injecéo intracameral de lidocaina 2%
sem vasoconstritor livre de conservantes, com seis blocos permutados quatro a
quatro (AABB, BBAA, ABAB, BABA, ABBA, BAAB) sem 0 conhecimento do cirurgiao
ou do observador de qual substancia estava sendo utilizada. O grupo | foi composto
20 pacientes e o grupo Il por 21 pacientes.

Os parametros de avaliacao foram:

1. Dados clinicos dos pacientes: Idade, género, lateralidade do olho operado,

(69)

graduacdo clinica da opalescéncia nuclear do cristalino %, espessura central de

cornea e contagem endotelial de cérnea.

2. Dados cirdrgicos relacionados a facoemulsificagdo incluindo energia

dispensada durante a cirurgia (CDE).
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3. Dados laboratoriais: amostras do humor aquoso dos sujeitos da pesquisa

foram coletadas para andlise do estresse oxidativo de cada grupo.

Todos os pacientes foram avaliados no pré-operatério, primeiro dia e trés
meses apos a realizagdo da cirurgia. Exame oftalmologico em lampada de fenda
(Zeiss SL 120 Slit Lamp) foi realizado para avaliacéo clinica. A densidade numérica
central das células endoteliais da cornea (CE) (células/mm2) e espessura central de
cornea (ECC) (micrdmetro - um) foram estimadas em fotomicrografias tiradas com
microscépio especular de ndo contato EM-3000 (Tomey Corporation Nagoya, Japéo)

no momento pré-operatério e noventa dias apos cirurgia.

Para afericdo dos indicadores de estresse oxidativo, foi coletado o humor
aquoso (vide técnica cirargica), injetados em criotubos e transportados em nitrogénio
liguido para a Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX) da Faculdade de
Medicina de Botucatu- UNESP onde foram estocados a -80 graus até serem

determinadas as analises.
4.2 Avaliacao do estresse oxidativo
Carbonilagcédo de proteinas

A quantidade de 100 pyL de humor aquoso foi adicionada no poco da placa de
96 wells. Em seguida, 100 pL de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) (10 mM em HCI 2
M) foi acrescentado no poco e incubado por 10 minutos em temperatura ambiente.
Posteriormente, foi adicionado 50 puL de NaOH (6 M) e novamente incubado por 10
minutos em temperatura ambiente. A leitura foi feita em 450 nm em leitor de placa de

microplaca Spectra Max 190 (Molecular Devices®, Sunnyvale, CA, USA).
4-Hidroxinonenal

Foi mensurado pela da técnica de ELISA, utilizando kit comercial (OxiSelect™
Elisa Kit, Cell Lab Tech, Inc. San Aleso Ave, Suite 3C, Sunnyvale, CA). A leitura foi
realizada em espectrofotbmetro de microplaca Spectra Max 190 (Molecular
Devices®, Sunnyvale, CA, USA).
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4.3 Técnica cirargica

Paciente foram submetidos a facectomia com implante de lente intraocular por
um dnico cirurgido com experiéncia no procedimento (Prof. Dr. Dr. Antdnio Carlos

Lottelli Rodrigues).

Inicialmente uma incisdo principal de 2,75 mm de largura foi realizada no
meridiano mais curvo da ceratometria. Apoés incisdo, 0,3 ml de anestésico
intracameral lidocaina 2% com conservante metilparabeno (Xylestesin® -
Laboratorio Cristalia Itapira, Sdo Paulo, Brasil) e sem conservante (Xylestesin®
isobarico - Laboratério Cristalia Itapira, Sdo Paulo, Brasil) foi injetada na camara
anterior. Depois de 15 segundos, o maximo possivel de humor aquoso contendo
anestésico foi aspirado (entre 0,1 e 0,3ml) com céanula de 25 gauge para
quantificacdo do estresse oxidativo pds-anestésico. Feito estes passos, a camara
anterior foi preenchida com uma substancia viscoelastica, seguida pela técnica de
pré fratura através ganchos de pré — fratura para divisdo da catarata e apos
realizacdo de facoemulsificacdo utilizando o aparelho Infiniti Vision System (Alcon
Laboratories, Fort Worth, Texas, Estados Unidos) para fragmentacdo e aspiracao
das massas cristalinianas e implante de LIO hidrofilica Acry-philic-A (Leedsay

medical products, Monte Aprazivel, Sdo Paulo, Brasil) no saco capsular.

4 4. Estatistica

Para o calculo do tamanho amostral do presente estudo, foi considerado o
estudo de Srinivas et al (2000) em que a densidade de células para o grupo em
estudo foi de 2525 + 337 cells/mm2 (intervalo,1,195-3,590). Considerando que apés
o tratamento ha uma reducao de 10% no namero de células, com uma confiabilidade
de 95%, poder para detectar a diferenca entre os grupos de 80%, o hiumero minimo
de pacientes por grupo seria de 26 (total de 52). Em nosso estudo consideramos
uma reducéo de 20%, portanto o tamanho amostral calculado foi de 20 pacientes por

grupo.

Para as variaveis quantitativas, os dados foram descritos por suas médias e
desvios padrdo. A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. A

comparacao das médias entre anestésicos foi feita utilizando o teste t-student.
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|
Para as variaveis qualitativas, os dados foram descritos por sua frequéncia
absoluta e relativa. A associagdo dessas varidveis com os anestésicos foi avaliada

pelo teste qui-quadrado.

Os dados clinicos obtidos foram tabulados em planilhas do programa
Microsoft Excel. Em todas as analises foi considerado o nivel de significancia de 5%
ou o p-valor correspondente. Todas as andlises foram feitas pelo programa SAS for
Windows, v.9.4.
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5 Resultados

A média de idade dos 41 pacientes incluidos era de 74,46 anos, desvio
padrdo + 7,25, variacdo de 60 até 87 anos. Vinte e oito (68,29%) pacientes eram do
sexo feminino e 13 (31,71%), masculino. A andlise descritiva para as variaveis idade,
género, olho operado e classificacdo da catarata em graus estd apresentada na
Tabela 1. A associacdo dessas varidveis com 0s anestésicos, avaliada pelo teste qui-

guadrado, ndo demonstra associacao significativa.

Tabela 1. Dados demogréficos e caracteristicas clinicas do estudo. Grupo | (Grupo lidocaina com

conservante) e Grupo Il (Grupo lidocaina sem conservante).

Dados demograficos e caracteristicas clinicas

Variaveis Grupo | Grupo Il p valor

Idade (média + DP) 73,90 + 7,27 73,05+ 7,39 0,7117°?

Género (n[%)])

Masculino 13 (35%) 15 (29%) b
0,6584
Feminino 7 (65%) 6 (71%)
Olho operado n[%])
Direito 11 (55%) 11 (52%) i
0,8665
Esquerdo 9 (45%) 10 (48%)
Classificacao catarata (n[%])
NO-N2 15 (75%) 11 (52%) X
0,1655
N3-N4 5 (25%) 10 (48%)

Anélises estatisticas foram realizadas por: * teste t de Student, ° teste qui-quadrado.

Observou-se quantidades de energia semelhantes dissipadas pelo ultrassom
do facoemulsificador utilizadas na abordagem entre os pacientes (p = 0,4432). O
estresse oxidativo analisado por meio da dosagem 4-hidroxinonenal e Carbonilacéo
de proteinas ndo apresentou diferenca estatisticamente significante entre os grupos |

e Il (respectivamente, p= 0,550 e p=0,912), representados na tabela 2.



40
Resultados

Tabela 2. Dados do Grupo | e Il de energia dissipada (CDE) durante a facoemulsificacdo, dosagem
de 4-hidroxinonenal e Carbonilacdo de Proteinas (quantificacao estresse oxidativo). Grupo

| (Grupo lidocaina com conservante) e Grupo Il (Grupo lidocaina sem conservante).

Variaveis Grupo | (média + DP) Grupo Il (média £ DP) p valor
Energia dissipada, CDE 9,95 18,72 12,10+9,03 0,4432°2
4-Hydroxynonenal ng/mL 0,71+0,36 0,64+0,39 0,5505 ?

Carbonilacéo de proteinas

100,40+37,18 98,85+41,51 0,9121°
nMol/mg

Andlises estatisticas foram realizadas por: ® teste t de Student.

A mensuracdo poés-operatéria da CE (Grupo | média = 1939,30 + 592,87 e
Grupo Il = 1846,86 + 536,87) em relacdo a pré-operatoéria (Grupo | média = 2321,70
+ 289,14 e Grupo Il = 2242,29 + 387,95) resultou em uma queda de 16,47% em
Grupo | e 17,63% em grupo I, p= 0,9926.

Em relacdo a ECC os resultados da analise de 90 dias (Grupo | média = 551,6
+ 35,24 e Grupo Il média = 528,52 + 29,92) foram muito semelhantes ao basais
entre dois grupos (Grupo | média = 551,6 * 35,24 e Grupo Il média= 528,52 + 29,92),
p = 0,7554.

Tanto a CE como ECC avaliada no pré-operatério e apos 90 dias da cirurgia
ndo mostrou diferenca entre as médias dos percentuais em ambos 0S grupos
estudados. Os valores de média, desvio padrdo e significAncia estatistica de CE e
ECC assim como numero de sujeitos de estudos para variavel em cada grupo estéo

representados na tabela 3.

Tabela 3. Diferenga percentual da CE (contagem endotelial de cornea) e ECC (espessura central de

cérnea) entre o0s momentos pré-operatério e 90 dias. N = Niumero de pacientes em cada

grupo.
Grupo N Média = DP p valor
| 20 16.41 £ 24.01 )
CE p=0.9926
I 21 16.48 + 23.66
I 174 0.30+ 4.63
ECC p=0.7554 "
Il 19 0.67 £ 2.33

? Dados ndo disponiveis para 5 pacientes. Andlises estatisticas foram realizadas por: ° teste t de

Student.
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6. Discussao

A nossa hipbtese para o presente estudo foi a seguranca do uso de um
anestésico intracameral com conservante, lidocaina 2%, visando avaliar se este
anestésico poderia ser usado desta forma. Para confirmar a nossa hipotese,
analisamos a estrutura corneana assim como 0s metabolitos nocivos gerados pelo
estresse oxidativo intracameral logo apés sua aplicagdo. Seguindo a metodologia
proposta, baseada em randomizacdo e cegamento que conferem ao estudo
confiabilidade, foi demonstrado que ambos o0s anestésicos (com ou sem
conservante) quando utilizados na camara anterior do olho apresentam os mesmos

efeitos sobre a cornea.

A cbrnea é uma estrutura formada basicamente de colageno e apresenta
transparéncia. Sua porcao interna apresenta uma camada endotelial a qual a
mantem transparente pela constante troca de fluidos e ions com humor aquoso. O
uso excessivo do ultrassom sem devida protecdo endotelial com viscoelasticos e
inje¢cdo de substancias nocivas podem levar a morte celular endotelial e edema

transitério ou persistente, a depender da reserva periférica funcional do endotélio. ¢

A toxicidade intraocular € sempre uma preocupacao quando agentes quimicos
séo introduzidos no olho. O efeito tdéxico pode ndo ser imediato. Se um agente
anestésico € injetado na camara anterior, sua acdo por ligacdes quimicas € rapida e,
portanto, deve ser “lavado” o mais rapido possivel para diminuir o tempo de contato
com as células endoteliais da cérnea, a fim de retirar a solugdo que estd em excesso,
permitindo assim que o equilibro 4cido base ndo esteja totalmente deslocado ao fim
da cirurgia pelo excesso de radicais basicos circulantes. ¢4

Em um tempo téo breve, é improvavel que a exposicao a agentes anestésicos
locais possa lesar o endotélio da cérnea. Entretanto as analises em vitro mantem os
tecidos corneanos sob exposicdo prolongada e assim determinam as lesdes pela
dependéncia do tempo, 0 que € importante para avaliar o potencial de toxicidade
celular, mas que nao define a realidade em procedimentos intraoculares em seres

humanos visto que a duragdo de exposicdo € curta e interrompida.



42
Discussdo

Postulava-se que somente anestésicos desprovidos de conservantes
poderiam ser introduzidos no olho. Entretanto, os testes que levaram a esta

conclus&o foram realizados in vitro e com tempos de exposicédo muito maiores. ©¢*

Os longos tempos de manutencdo dos anestésicos na camara anterior,
diferente do que ocorre na facoemulsificacdo, podem ter sido os responsaveis pelos
resultados observados pelos outros pesquisadores. *® Assim o efeito da droga in
vitro ou em culturas de células endoteliais de coelho se perpetua devido ao excesso
de moléculas da substancia os quais sobrecarregam o tecido corneano e assim

podem levar a toxicidade endotelial pela via celular como oxidativa. (:21316:34.70)

Cabe ressaltar que qualquer outra substancia se mantida na camara anterior
como anestésico sem conservante, viscoelasticos, utilizados para protecdo
endotelial durante a facectomia e azul de tripam que auxilia a visibilizacdo da
capsula anterior por cora-la em azul também apresentam efeitos nocivos, ou seja,
além da concentracdo, € importante ressaltar que o tempo de exposicao € fator

crucial.*364

O endotélio corneano foi avaliado por meio da contagem endotelial e
espessura central utilizando o microscépio especular de ndo contato da cornea. A
espessura central corneana reflete o edema celular e, de forma indireta, infere
desarranjo no endotélio. A analise de 90 dias mostrou resultados muito semelhantes
aos de antes da cirurgia nos dois grupos. Assim, infere-se que houve uma o6tima

recuperacao central do tecido corneano, independente do anestésico utilizado.

A avaliacdo quantitativa da populacdo endotelial mostrou uma proporgéo
semelhante de células perdidas em todo o processo da facoemulsificacdo nos dois
grupos. A morte celular ocorre tanto pelo uso de substancias intraoculares,
turbilhonamento de liquido e fragmentos cristalinianos na camara anterior, quanto
pelo uso da caneta intraocular do facoemulsificador, cuja ponteira ao vibrar em
ondas ultrassbnicas acaba convertendo parte desta energia utlizada para
fragmentar a catarata em calor, levando a agressao celular. ®® Mensurar a energia
dissipada nos dois grupos é um fator importante para evitar viéses. Assim, ao
comparar 0 uso de ultrassom nos grupos, retiramos um fator de viés, em vista da

padronizacdo do procedimento pelo mesmo cirurgido, instrumentais, viscoelasticos,
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esterilizacéo e lente intraocular. Ndo houve diferenga do CDE entre os dois grupos,

demonstrando a mesma eficiéncia energética nos procedimentos.

A perda endotelial, portanto, seguiria um padrdo normal pos facectomia com
morte celular semelhante nos dois grupos. ©>’? A mensuracéo pds-operatéria da CE
em relacdo a pré-operatoria resultou em uma queda de 16,47% no grupo | e 16,50%
no grupo Il. Assim, a perda semelhante de células endoteliais demonstrou seguranca

clinica para a cérnea no uso da lidocaina 2% com conservante.

Apesar da avaliacdo clinica da cérnea por meio de aparelhos como o
microscépio especular, com definicdo clara da lesao celular, julgamos importante
avaliar os efeitos moleculares no humor aquoso destes pacientes, como mais uma
analise de como € a reacao decorrente da introducdo do anestésico intracameral. A
andlise celular do estresse oxidativo definiria em relagdo ao componente
micromolecular se haveria desequilibrio quimico e inducdo de apoptose ou morte
celular que ndo seriam observadas nos exames clinicos, ja que os tecidos podem

nao sofrer a real injuria a que foram expostos por possuirem uma reserva funcional.
(13,34)

Existem varios marcadores de dano oxidativo, incluindo os seguintes: 8-
hidroxi-2- desoxiguanosina (8-OHdG), um marcador de dano oxidativo para ADN;
grupos carbonila de proteinas, um marcador de oxidacdo de proteinas;
malondialdeido (MDA) e 4-hidroxinonenal (4-HNE) marcadores de peroxidacao
lipidica. Esses produtos tem a capacidade de degradar proteinas. Isso ocorre
quando esses produtos se ligam ao grupo carbonil da proteinas, e essa ligacédo é

determinada de carbonilacdo de proteinas. ?

Espécies reativas do oxigénio sdo resultado do metabolismo celular diario
normal, portanto, as células ttm mecanismos de defesa complexos para combater
tanto a sua formacao quanto os impactos de suas acdes. O estresse oxidativo leva a
apoptose quando a capacidade antioxidante é insuficiente. A apoptose pode danificar
o mtADN, inibindo a respiracdo mitocondrial, transicdo da cadeia e aumento da
permeabilidade da membrana mitocondrial. *%

Entre os marcadores oxidativos, os grupos carbonila de proteinas e 4-HNE

foram dosados. O desequilibrio entre a neutralizagcdo destes metabolitos levaria a
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formacao de radicais livres. A dosagem dos dois marcadores nao resultou diferenca
entre os grupos. Assim, as espécies reativas de oxigénio formadas nos dois grupos
estdo em um mesmo patamar de formacdo de metabolitos reativos, ndo havendo
diferencas na resposta oxidante/antioxidante do humor aquoso quanto a presenca

de conservante ou ndo no anestésico.

7

O 4-HNE é um aldeido alfa beta insaturado formado no processo de
peroxidacao lipidica em células como acido linoléico e acido araquidénico, sendo o
principal produto gerado durante a peroxidacdo lipidica. Em concentracfes mais
altas, pode reagir com algumas substancias nucleofilicas, como compostos
sulfidrilicos, ADN, proteinas e fosfolipideos e induzir a disfuncdo das células, o que
resulta em danos celulares e morte celular. Por outro lado, O 4-HNE em
concentracfes mais baixas também € uma molécula bioativa que regula varias vias
de sinalizacdo celular e expressdes génicas, estando envolvido na proliferacédo

celular, necrose e apoptose.™

A carbonilacdo de proteinas refere-se a um processo que forma cetonas
reativas ou aldeidos. Em condi¢cdes normais, existem varias classes de enzimas
metabolizadoras de aldeidos cuja funcdo é desintoxicar aldeidos lipidicos reativos
antes do dano celular oxidativo. No entanto, sob condi¢cbes de estresse oxidativo
prolongado ou elevado, os aldeidos insaturados se acumulam; séo eletrofilos fortes
e altamente reativos a proteinas e acidos nucléicos. Assim, a oxidacdo de proteinas
resulta em proteinas modificadas e seu acumulo leva a mudancas da funcao celular,
através da alteracdo da atividade catalitica de proteinas e/ou interacdes proteina-

proteina.(’®

A perda progressiva da transparéncia do cristalino associada a senilidade é
uma resposta fisiolégica cumulativa a fatores téxicos ambientais que levam a uma
geracdo excessiva de EROs nas células do epitélio do cristalino e assim como no
humor aquoso. O estresse oxidativo induz defeitos na bomba Na'/ K" ATPase da
membrana das células epiteliais do cristalino, um processo que pode levar ao
acumulo de sodio e agua nas células, causando a formacdo de fendas no seu
interior e opacificacdo. O dano oxidativo induzido pela radiagdo ultravioleta é um
fator de risco para a formacdo de catarata. Em condicbes normais, o cristalino

possui defesas e usa mdltiplas estratégias de defesa fisiolégica para eliminar as
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EROs e manté-las em niveis baixos, protegendo dos efeitos tdxicos do dano

oxidativo. ©&7"

O sistema de defesa constitui antioxidantes enzimaticos, ou seja, superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX) utilizando H202,;
antioxidantes quimicos, como alfatocoferol, beta-caroteno, vitamina C e glutationa
(GSH); antioxidantes estruturais, ou seja, colesterol e proteinas de membrana e
quelantes de metal de transi¢cdo, incluindo humor aquoso e ceruloplasmina

plasmatica.

A limitacdo de nosso estudo se encontra na dosagem de somente dois
marcadores oxidativos devido ao pequeno volume de humor aquoso passivel de
aspiracdo. Cada reacdo necessita de uma quantidade minima de reagente para o
marcador e volumes pequenos sao limitadores. Amplia-se para estudos futuros a
avaliacdo com outros reagentes a fim de aprofundar a investigacdo do estresse

oxidativo no humor aquoso.

A andlise do estresse oxidativo trouxe uma importancia relevante neste
estudo por avaliar o componente micromolecular de pacientes submetidos a cirurgia
de catarata com uso de substancias com conservantes. Diferente de outros estudos
que mantinham o anestésico intracameral por algumas horas e ap6s analisar seus
efeitos, realizamos avaliacdo logo apds sua injecao e prosseguimos a aspiracao do
material do cristalino e assim excluimos o excesso de substancias circulantes na

camara anterior que poderiam corroborar para um desequilibro celular. 379

As espécies reativas de oxigénio aceleraram apoptose celular e morte
endotelial. Em condicbes normais o olho humano estd bem equipado com
mecanismos de defesa e vive uma homeostase quimica entre a producdo e
neutralizagdo destes elétrons. Ao observar um padrdo semelhante entre os valores
de estresse oxidativo tendo um grau de CDE da facoemulsificacdo dos pacientes
balanceado entre os grupos, podemos afirmar com seguran¢ca molecular que o uso
de lidocaina com conservante é tdo seguro e eficaz, quanto o anestésico sem

conservante.

Desta forma, comprovadamente por estudo clinico e molecular, 0s nossos

resultados trazem uma importante resposta quanto ao uso de anestésico
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|
intracameral com conservante metilparabeno. Este anestésico de menor custo é
encontrado com facilidade em qualquer centro operatério, pode ser usado com
seguranca nas facoemulsificacbes para a obtencdo de analgesia local adequada,

segura e sem efeitos deletérios ao olho humano.

Este projeto recebeu atestado de comunicagcédo de inovacao social por meio
da AGENCIA UNESP DE INOVACAO — AUIN na data de 14/09/2023 sob registro
AUIN: 23CI065.
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7. Conclusao

Esses resultados permitem concluir que a lidocaina 2% com conservantes
apresenta seguranca sobre a estrutura corneana e o estresse oxidativo em relacao
ao mesmo produto sem conservante. Amplia-se o uso de uma substancia ja
comercialmente disponivel e de facil aquisicdo para o sistema de saude com

seguranca para cirurgias de catarata com anestesia intracameral.
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Titulo: “Uso intracameral ocular de lidocaina 2% com conservante em pacientes submetidos a
facoemulsificagdo”

Autoria: Vingilio Figueiredo Silva e Antonio Carlos Lottelli Rodrigues
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Amin Ghanem
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Resumo da Inovagio Social: A visio & um sentido extremamente importante, pois nos possibilita ver
todas as coisas ao nosso redor, diferenciar cores & experimentar sensagdes. A catarata & a grande causa
de cegueira reversivel no mundo. Possibilitar a sua extragfio através de uma cirurgia com anestesia segura
e de facil dizponibilidade podera permitir maior promogdo de salde. Tendo isso, o presente estudo teve
como objetivo avaliar a seguranga do uso de lidocaina 2% sem vasoconstritor com conservante vendida
comercialmente, através da avaliagdo morfoldgica celular endotelial por microscopia especular e espessura
central de comea além de determinar o possivel estresse oxidativo desta substancia no humor aguoso de
pacientes que serfo submetidos a cirurgia de facoemulsificagSo. Em relagio ao anestésico lidocaina 2%
sem conservantes, a solugio com conservante mosirou-se segura para o endotélio comeano, com custo
muito menor e maior facilidade de aquisigdo, com diversas empresas que ja a comercializam em frascos
de uso individual.

Organizagdes envolvidas: Projeto desenvolvido totalmente no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu - Unesp, com auxilio da Unidade Experimental da Faculdade de Medicina (UNIPEX).
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consentimento informadao.

Publico-alvo: O plblico foi & sera os médices oftalmologistas e a populagio com catarata.
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Pesquisador: Virgilio Figueiredo Silva

Area Tematica:
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Instituigio Proponente: Unidade de Pesquisa Experimental
Patrocinador Principal: Financiamento Propric
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MNimerc do Parecer: 5.158.217

Apresentagio do Projeto:

Apresentagio de Emenda a projeto previamente aprovado pelo CEP.

Objetivo da Pesquisa:

O pesquisador & pods-graduando orientado pelo Prof. Dr. Antonio Carlos Lotielli Rodrigues. Ma Emenda, ha
solicitagio para mudanga do local de realizagio da pesquisa, do Centro de Pesquisa de Joinville para o

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu. Os autores justificam que, com a pandemia de
COVID -18, houve paralisagio ciningica em Joinville imposta pelo governo estadual.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Previamente avaliados.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

Previamente avaliados.

Consideragtes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Previamente avaliados.

Recomendagies:

Recomends aprovagio pele CEP.

Enderego:  Chacara Butignoll , s

Balrro: Rublo Junkor CEP: 1E.613-970
UF: 5P Municiplo:  BOTUCATU
Telefone: (14)3580-1509 E-mall: cepffmb.unesp.br
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Apos analise em REUMIAD ORDI N-IELRLA. o Colegiado deliberou AFRD‘U'AI;.E.D da EMEMDA apresentada.

Consideragbes Finais a critério do CEP:
Conforme deliberagio do Colegiado, em REUMIAC ORDINARIA do Comité de Efica em Pesquisa
FMB/UNESF, realizada em D8/12/2021, a EMENDA apresentada enconira-se AFROVADA.
Ao final da execugdo da pesquisa, o Pesquisador dewera enviar o Relatorio Final de Atividades, na forma de
Motificagdo, via Plataforma Brasil.

Atenciosamente,

Comité de Etica em Pesguisa FMB/UNESP

Este parecer foi elaborade baseado nos documentos abaixo relacionados:

PlataoFormo

asil

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacan

Oiros JustificativaEmendal pdr O/11/2021 |Virgiho Figueiredo Bceio
10:56:05 ] Silva_

Outros carta_parecer.docx 01/0372020 | Virgilio Figueiredo Aceito
20-48:14 | Silva

Projeto Detalhado ! | Tese Doutorado_Lido.docx 01/0372020 | Virgilio Figueiredo Aceito

Brochura 20-45:44 | Silva

Investigador —

TCLE ! Termos de | icle.docx 01/03/:2020 | Virgilio Figueiredo Aceito

Assentimento f 20:45:14 | Silva

Justificativa de
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Lista de Instituigbes deste Projeto Coparticipante
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LUnidate de Pesquisa Expenimental

12.474.705/0001-20

Hospiial das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucalu

Situagio do Parecer:
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Mecessita Apreciagio da COMEP:

Mao

Endersgo:  Chacara Butignoll, 5
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Anexo 3

HOSPITAL DAS CLINICAS H c
FACULDADE DE MEDICINA DE BOTUCATU - UNESP VB

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Eu,

(nome, nacionalidade, idade, RG), estou sendo convidado a participar do

estudo intitulado “Avaliacdo do efeito citotéxico e estresse oxidativo da injecéo
intracameral de lidocaina com e sem conservante em pacientes submetidos a
facoemulsificacdo.” cujos objetivos e justificativas sdo uso da anestesia lidocaina
2% sem vasoconstritor intracameral com conservante, distribuida comercialmente,
que proporciona analgesia intraoperatéria, melhor controle da dor, facil utilizacao,
além de estar disponivel no mercado.

A minha participacdo no referido estudo sera no sentido de realizacdo do
procedimento denominado Facectomia com implante de Lente intraocular, a qual ja
foi indicado devido a doencga preexiste denominada catarata.

A catarata é a opacificacdo (ato de tornar-se opaco, oposto de transparente)
da lente natural do olho, chamada cristalino. O cristalino se localiza no interior do
olho, logo atras da iris (parte colorida do olho). E o responséavel pela focalizac&o das
imagens. Quando ocorre sua opacificacdo, a visao torna-se embacada. O grau de
embacamento visual vai depender do nivel de opacidade do cristalino e da
existéncia de outras alteracdes oculares associadas.

Procedimento proposto: Remocdo da catarata (Facectomia) com OU sem
implante de lente intraocular. A melhor técnica existente ho momento para tratar a
catarata chama-se facoemulsificagéo.

ApOs a anestesia, € realizado um pequeno corte na esclera (parte branca dos
olhos) ou na cornea (parte transparente que fica na frente da iris) que pode variar de
2.2mm a 7mm. Através deste corte, € realizada a remocdo da catarata. Nessa
técnica, a catarata € removida aspirada ou em fragmentos por um aparelho chamado
facoemulsificador. Apés a sua remocédo é realizado o implante da lente intraocular
(em alguns casos especificos ndo se implanta a lente intraocular). Esta lente
permanece no interior do olho por um periodo indeterminado, normalmente, pelo

resto da vida. O fechamento do corte, na maioria das vezes, é realizado sem pontos.
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Em alguns casos especificos, a técnica utilizada € a da extragdo extracapsular, onde

a catarata é removida inteira, através de um corte que pode chegar a 10 mm. O
tempo cirargico médio € de 20 (vinte) a 60 (sessenta) minutos, mas em casos de
maior dificuldade o tempo do procedimento cirargico de remocao de pode chegar a 2
(duas) horas.

A prescricdo dos Oculos sera necessaria tanto para complementacdo perto
guanto longe.

O paciente devera seguir as orientagcées do profissional (médico) e realizar as
prescricdes indicadas para minimizar as possibilidades de ocorréncia de
complicacBes pré, intra e pés-operatérias do procedimento cirdrgico.

O procedimento cirdrgico é executado com anestesia local assistida por
anestesiologista especialista neste tipo de procedimento

Sera realizada a aspiracdo de 0,1 ml de humor aquoso (liquido intraocular
entre a cornea e catarata) apos paracentese de camara anterior (corte para retirar a
catarata) para andlise pré-anestésica. Apds, sera realizada a injecao de 0,5 ml de
anestésico intracameral. Este liquido denominado humor aquoso € aspirado por
completo durante qualquer cirurgia de catarata e reposto com solugcdo salina
balanceada ao final. Em aproximadamente doze horas o corpo absorve e forma um
novo humor aquoso, diariamente isto € feito.

Entre as complicacbes anestésicas que eventualmente podem ocorrer,
verifica-se:

a) Perfuracdo do olho (rarissimo na anestesia topica);

b) Alteracdes na transparéncia da cérnea;

c) Lesao do nervo 6ptico (rarissimo na anestesia topica);

d) Ma circulacdo da retina (rarissimo na anestesia topica);

e) Possivel queda da palpebra superior;

f) Hipotensao ou Hipertenséao arterial,

Ha programacéo de randomizacédo individual (receber ou ndo a medicacdo em
teste), (A para injecéo de lidocaina 2 % sem vasoconstritor e conservantes ou B para
injecdo de lidocaina 2 % sem vasoconstritor livre de conservantes) de forma
aleatéria (sorteio prévio) sem o conhecimento do cirurgido ou do observador de qual

substancia é A ou B.
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Com a realizacdo do procedimento cirirgico de remocgéo de catarata, pode
haver uma recuperacdo parcial ou total da sua visdo, dependendo de outros
problemas oculares existentes e da capacidade visual anterior ao inicio da catarata.

Todos os pacientes serdo avaliados no primeiro dia, um més e trés meses apos a
realizacdo da cirurgia. Serd realizado exame oftalmologico completo, incluindo
paquimetria e microscopia especular em todas as fases do estudo.

Os dados serdo coletados por um Udnico pesquisador, sempre em
confidencialidade e respeitando todas as medidas para protecdo dos dados e
manutencdo do anonimato dos participantes. Em hipdtese nenhuma sera informado
em nenhuma producdo ou discussdo os dados pessoais dos participantes. Os
dados fisicos serdo armazenados no centro de estudos do hospital e sob sigilo,
sendo disponivel apenas a equipe de pesquisa. JA os dados digitais serdo
armazenados em computadores e redes seguras e sem divulgacdo a terceiros.

O membro da equipe de investigacao, Virgilio Figueiredo Silva telefone 47 —

99236 1313 estara disponivel para responder as minhas perguntas, bem como
esclarecer toda e qualquer duvida que venha a ter durante a leitura deste TCLE,
durante o estudo e até mesmo apos o término do estudo. Estou ciente de que minha
privacidade sera respeitada, ou seja, meu nome ou qualquer outro dado ou elemento
gue possa, de qualquer forma, me identificar, serd mantido em sigilo. Também fui
informado de que posso me recusar a participar do estudo, ou retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar, e ndo sofrerei qualquer
prejuizo a assisténcia que venho recebendo. Enfim, tendo sido orientado quanto ao
teor de todo o aqui mencionado e compreendido a natureza e o objetivo do ja
referido estudo, manifesto meu livre consentimento em participar, estando totalmente
ciente de que ndo ha nenhum valor econdmico, a receber ou pagar, por minha
participacdo. Caso ocorra algum dano decorrente da minha participacdo no estudo,
serei devidamente indenizado, conforme determina a lei.

Sua decisdo de fazer parte do estudo é voluntaria. O(a) senhor(a) € livre para
escolher se deseja ou nédo fazer parte. Independente da opc¢ao de participar ou néo
do estudo, o tratamento médico necessario para o problema de saude que o(a)
senhor(a) apresenta continuara sendo executado, sem interferéncia alguma, pelo
seu médico. Assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
afirmo ter lido as informacgfes acima, ter recebido as explicacdes necessarias do

investigador, ter tido oportunidade de tirar todas as duvidas que julgaram
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necessarias e concordo em fazer parte do estudo. O TCLE tera duas vias, uma para
0 paciente participante do estudo e outra para o responsavel pelo estudo.

Esse estudo foi aprovado por um Comité de Etica em Pesquisa. O Comité de Etica
em Pesquisa envolvendo Seres Humanos (CEP) é constituido por uma equipe de
profissionais com formac¢ao multidisciplinar que esta trabalhando para assegurar o respeito
aos seus direitos como participante de pesquisa. Qualquer duvida adicional vocé podera
entrar em contrato com o Comité de Etica em Pesquisa através dos telefones (14) 3880-
1608 ou 3880-1609 que funciona de 22 a 62 feira das 8:00 as 12.00 e das 13.30 as 17horas,
na Chacara Butignolli s/n°® em Rubido Junior — Botucatu - S&o Paulo. Os dados de
localizacdo dos pesquisadores estdo abaixo descritos:

Apés terem sido sanadas todas minhas davidas a respeito deste estudo,
CONCORDO em participar de forma voluntéria, estando ciente que todos os meus dados
estardo resguardos através do sigilo que os pesquisadores se comprometeram. Estou ciente
que os resultados desse estudo poderdo ser publicados e revistas cientificas.

Botucatu, de de 20

Assinatura do Participante:

Assinatura do Investigador Principal:

Investigador Principal: Virgilio Figueiredo Silva

Endereco: Rua camboriu 35 — sala 35 CEP 89216-222 Joinville — SC.
Telefone: (47)99231313
Email: virepm71@yahoo.com.br

Nome do Orientador: Antonio Carlos Lottelli Rodrigues
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Endereco: Av. Prof. Mario Rubens Guimardes Montenegro, s/n - UNESP - Campus de
Botucatu - Botucatu/SP - CEP 18618687 - Departamento de Oftalmologia,
Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeca e Pescoco

Telefone: Celular: (14) 997764557

Email: eye_acr@fmb.unesp.br - eye_acr@yahoo.com - antonio.lottelli@unesp.br

TESTEMUNHA 1

Nome:

Endereco:
CPF:

Grau de Parentesco:

ASS:




