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1 — INTRODUCAO

O aspecto imunolégico dos transplantes comecou com Portier e Richet,
1902, (19) seguidos de Kraupa, em 1911 (13) e vem sendo estudado em re-
lacdo & cornea ocasionalmente até chegar a afirmacao magistral de Pau-
fique et alil em 1948 (17): “mais dans l'ensemble, I'ere chirurgicale de la
kératoplastie se troune depassée: nous abordons la période biologique”.

O pouco interesse dos oftalmologistas do passado em relagao ao pro-
blema imunolégico da ceratoplastia prendeu-se ao relativo sucesso dos
transplantes de cérnea em relacao ao de outros 6rgaos sélidos e & freqiién-
cia maior antigamente de insucessos decorrentes de falhas técnicas e aque-
las ligadas ao material doador.

No primeiro caso, o sucesso relativo na ceratoplastia parecia depender
de quatro itens (22 e 12): falta aparente de antigenicidade da cérnea, mor-
te rapida das células corneanas e sua substituicao por outras do hospedei-
ro, adaptacdao do disco doador ao receptor, tirando-lhe a condi¢cao antigé-
nica e, finalmente, a existéncia de privilégio especial da coérnea, em ra-
zao de sua avascularidade.

Estas condicoes tém sido estudadas e a antigenicidade da coérnea esta
demonstrada por muitos autores (4, 6, 12, 21, 5), bem como a possibilidade
de sobrevida de células doadoras (3, 7, 19). A adaptacao do disco doador
ao receptor tem mostrado a possibilidade de reacao de “second set” e a
sensibilizacao sistémica através da dosagem de anticorpos (21, 12), como
do ensaio do fator de inibicdao de leucécitos, LIF (5).

Resta discutir o privilégio imunolégico da cérnea. A vascularizacao da
cornea é um fator que facilita o desenvolvimento de fenémenos de rejei¢cao
(12, 22). No entanto, mesmo na cdérnea avascular rea¢oes imunolégicas ocor-
rem, quer experimentalmente (12, 5), quer clinicamente (11, 18). Podemos
admitir, com Jones (10), a existéncia de um arco reflexo imunolégico, com
a via aferente (canais linfaticos, vasos eventuais, humor aquoso, meio con-
juntival) o centro (linfonodos, bagco) e a via eferente (arterial). Em certas
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condi¢coes poderia ser admitido um circuito local, com producao de anti-
corpos locais (1, 21) e/ou presenca de células imunocompetentes na uvea
anterior ou no limbo.

O mecanismo exato da rejeicao nao esta inteiramente esclarecido, de-
vendo dele participar fendmenos outros que os ja conhecidos. Sem duvida,
os linfécitos estao ligados & rejeicao, quer através das linfocinas dos lin-
fécitos T ou dos anticorpos circulantes dos linfécitos B. Certamente ocor-
rem diferentes fenomenos nos transplantes, conforme a origem do mate-
rial doador, se autégeno, alégeno ou xendgeno. Neste trabalho procuramos
estudar dois aspectos imunolégicos em diversos tipos de ceratoplastia: o
perfil linfocitario (LTa x LB) através da formacao de rosaceas e o ensaio
do fator inibidor da migracgao de leucécitos (LIF). As operagoes consisti-
ram de ceratectomia e ceratoplastia lamelar autégena, alégena e xendgena.

2 — MATERIAL

Utilizamos para obtencao de antigenos e discos doadores bem como pa-
ra grupo-controle e receptores, cobaias albinas de peso entre 400 e 700
gramas, clinicamente normais, oriundas de diferentes fontes. Como for-
necedores de material xendgeno, discos doadores e antigenos para o LIF,
servimo-nos de galinhas, com peso entre 2000 e 3000 gramas, com aspecto
normal.

O material cirurgico usado foi o habitualmente empregado em cerato-
plastia lamelar, incluindo microscépio cirtirgico (16 x), agulha espatulada
de 5 mm e nailon monofilamentado de 30 micra ou 10/0.

A medicac¢ao utilizada consistiu de: novesina a 0,4%, quetamina, atro-
pina injetavel, éter anestésico e colirio de rifamicina SV a 0,33%.

As solucées, reagentes e instrumental de exame foram os exigidos para
as técnicas empregadas e referidas adiante.

3 — METODOS

A — Técnica cirargica.

As operagdes foram realizadas sob anestesia geral com quetamina (2.5
mg/kpe), complementada por novesina local e, eventualmente, por éter
anestésico e/ou baixas doses suplementares de quetamina.

Feitas a anti-sepsia a assepsia com lavagem e pincelagem de rifa-
micina nas bordas palpebrais, o globo ocular é fixado e as palpebras sao
afastadas. Tais condigées sao conseguidas facilmente com a passagem de
fio de mersilene montado em agulha espatulada na episclera, junto ao
limbo e em posicoes diametralmente opostas, em correspondéncia ao meio
das palpebras. Tais fios sio anodados no campo operatério de esponja
de celulose. O globo ocular devera ser fixado em ligeira proptose.

a — Ceratectomia.

Fazemos a delimitagdo do disco a ser excisado com trépano de 5mm,
na profundidade de 0.2mm. O sulco é regularizado com bisturi arqueado
de Paufique e depois é feita a dissec¢ao com pinca tipo relojoeiro ou pinca
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de Pearce e bisturi com microlamina ou outro dissector. A tesoura de Van-
nas € também um instrumento complementar util, permitindo variantes
técnicas (fig. 1).

DELAMINAGAO COM PINGA DE ESCARIFICADOR
DE DESMARRES .

Fig.- | - REGULARIZAGAO DO SULCO, QUANDO NECESSARIO,
COM BISTURI ANGULAR DE PAUFIQUE.

b — Ceratoplastia lamelar.

No processo autégeno, o disco é suturado no mesmo lugar de que foi
removido (isotépico). Inicialmente sao colocados 4 pontos cardinais, apéds
o que damos inicio & sutura continua. Frizamos a modificacao que intro-
duzimos neste inicio de sutura: a agulha é passada em primeiro lugar no
labio receptor e depois no doador, apés o que procedemos a um né duplo
em que uma das extremidades é passada por dentro da al¢a antes do ano-
damento. Quando estiramos as pontas do fio, uma fica para a direita da
alca e outra, com a agulha, para a esquerda, de modo que o né fique embu-
tido na cicatriz (Fig. 2). Prosseguimos a sutura continuamente até che-
gar proximo ao inicio. A ultima passagem da agulha é feita somente no
disco doador de modo a permitir a feitura de né sepultado utilizando a ex-
tremidade direita do primeiro n6. Terminada a sutura continua, remove-
mos os pontos cardinais, cuja finalidade foi somente de manter o disco
na posicao correta, permitindo regularidade da sutura continua e bom
afrontamento das bordas que pretendemos unir.
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Fig.2 - INICIO DA SUTURA CONTINUA PELO LABIO
RECEPTOR DA INCISAO PARA PROPICIAR SEPULTAMENTO

Terminada a cirurgia, é instilado colirio de rifamicina Sv a 0,33%,
instilacdo que é repetida diariamente.

Nas ceratoplastias alégenas e xendgenas, a técnica foi idéntica, dife-
rindo apenas na origem do disco doador. Em todos os casos a implantacao
foi feita imediatamente apés a retirada do animal doador.

B — Perfil linfocitério.

A eterminac¢ao do perfil linfocitario foi feita para LTa, segundo a téc-
nica de Wybran e Fudenberg (25) ligeiramente modificada e para LIF, con-
forme Lay e Nussenzweig (14). Tais processos estdo descritos em trabalhos
anteriores (5).

C — Fator inibidor da migracao de leucécitos (LIF)

O LIF (leukocyte inhibitory factor) foi pesquisado pela técnica de Har-
rington e Statsny (8) com ligeira adaptacido (5). Os antigenos foram obti-
dos de um macerado de céorneas de cobaia, na dose de 1:40. Em um grupo
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de animais foi feito também o LIF com antigenos de cérneas de galinha. A
leitura foi feita em microscopio invertido, sendo a notacao feita como ne-
gativo (—) ou positiva (+).

D — Analise estatistica.

Os seguintes métodos estatisticos foram empregados: calculo das mé-
dias e desvios-padrao, teste t de Student, teste do x2, analise da variancia e
graficos.

Para o estudo imunolégico procedemos a sorteio aleatério de 11 ani-
mais do grupo-controle composto de 30 e 11 animais entre os operados, em
2 grupos, com 10 dias e com 30 dias de cirurgia.

4 — RESULTADOS

A — Tipagem linfocitaria

Apresentaremos somente as médias do porcentual de LTa e LB e os des-
vios-padrao conforme o tempo decorrido (Fator A) e o tipo de cirurgia
(Fator B), considerado como 0 dia, animais nao operados.

Quadro 1 — Ceratectomia — LTa x LB

Tipo de Médias e desvios-padrao

linfécito 0 dia 10 dias 30 dias
Lta 19,66 = 5,6 177 = 4,25 23,23 + 6,62
LB 6,52 = 1,6 13,01 + 8,94 9,21 £ 4,9

Quadro 2 — Ceratoplastia lamelar autogena

Tipo de Médias e desvios-padrao
linfécito 0 dia 10 dias 30 dias
Lta 18,89 =+ 3,17 21,39 + 4,95 ] 21,85 = 6,62
LB 6,10 £ 145 1C,20 + 4,30 7,35 = 2,31
Quadro 3 — Ceratoplastia lamelar alégena
Tipo de Médias e desvios-padrao
linfécito 0 dia 10 dias 30 dias
Lta 19,82 + 2,69 239 = 9,69 247 = 13,6
LB 6,0 = 1,62 12,0 = 17,70 44 = 3,8
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Quadro 4 — Ceratoplastia lamelar xenégena

Tipo de Médias e desvios-padrao

linfécito 0 dia 10 dias 30 dias
Lta 19,07 + 5,33 29,13 = 1,7 29,15 *= 10,84
LB 6,22 + 1,42 13,37 £+ 4,34 10,29 = 5,4

Para melhor visao de conjunto, apresentamos os graficos das figuras
3 e 4, em que apreciamos o comportamento dos LTa e dos LB, nos prazos
referidos e nos varios tipos de operacao realizados.

45 — O CERATECTOMIA
© QD 6.L. AUTOGENA
LTa  gc.L. ALOGENA
40 — <-C.L. XENDGENA
35 —
s ¢
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20 —
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Fig. 3 - Comportamento dos LTa em relagao aos varios tipos de cirurgia.

A avaliacdo estatistica dos resultados do perfil linfocitario foi realiza-
do pela analise da variancia para os LTa e LB, considerando-se dois crité-
rios de variac¢do: o fator A — tempo (0, 10 e 30 dias) e o fator B — cirur-
gia (4 tipos). Esta analise mostrou que, relativamente aos LTa, o fator
tempo é significativo para « = 0,01 e o fator cirurgia o é para « = 0,05. A
associacdo de ambos nao € significativa, tonfarme apreciamos no quadro
5. Quanto aos LB ficou evidenciado que somente o fator tempo é signifi-
cativo.
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Fig. 4 - Comportamento dos LB em relacao aos varios tipos de cirurgia.

Quadro 5 — Significancia dos fatores A e B.

Fator Lta LB

F a F a
Tempo (A) 5,50 0,01 19,20 0,01
Cirurgia (B) 4,77 0,05 2,28 —
Ambos(AB) 1,14 — 1,05 —

Diante dos resultados obtidos dos LTa e analizando os graficos das fi-
guras 3 e 4, notamos que o grupo xenégeno parecia comportar-se de modo
diferente dos outros trés. Optamos por exclui-lo e aplicar novamente a
andlise da variancia. Nenhum dos fatores isoladamente ou em conjunto
mostrou significancia, conforme podemos verificar no quadro 6.

Quadro 6 — Significancia dos fatores A, B e AB, excluindo os casos de

xenoceratoplastia
Fator F a
A 2,38 —
B 1,38 —
AB 0,67 e
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Verificando a diferenca dos resultados obtidos com os xenotransplan-
tes e os demais tipos de cirurgia empregados neste-trabalho resolvemos con-
siderar a autoceratoplastia como grupo-controle e comparar seus resultados
com os da xenoceratoplastia, através do teste t de Student.

O teste t de Student evidenciou diferenca significativa dos LTa ao nivel
de « = 0,01 (t = 2,68), no prazo de 10 dias, e significativa ao nivel « = 0,05
(t = 1,817), no prazo de 30 dias.

Por outro lado, as diferencas dos LB nao foram significativas, para os
prazos de 10 e 30 dias, ao nivel de « = 0,05 (¢ = 1,64 e 1,59).

B — Fator inibitério da migracdo de leucécitos (LIF)

A pesquisa do fator inibitério de migrag¢ao de leucécitos — LIF — foi
realizada em todos os animais operados, por ocasiao da enucleacao com an-
tigenos de cobaia, no entanto, em alguns animais, procedemos ao LIF com
antigenos de cérneas de galinha. Estes casos serao vistos no final, em
separado.

Eis os resultados obtidos nos diversos grupos, de acordo com a cirurgia
e o tempo decorrido.

Quadro 7 — Positividade do LIF, considerando o numero de animais igual
a 11 em todos os grupos

Tipo de Prazo decorrido
Cirurgia. 10 dias 30 dias
Ceratectomia 4/11 3/11
C. 1. autégena 6/11 4/11
C. 1. alégena 5/11 9/11
C. 1. xenégena 5/11 7/11
Totals 20/44 23/44

Procuramos a influéncia de cada tipo de cirurgia nos prazos de 10 e 30
dias apds a operacdao, com teste do X2.

Considerando esta analise, verificamos que somente aos 30 dias houve
relacao significativa entre a positividade do LIF e o tipo de cirurgia, ao
nivel de « = 0,05.

A visdo panoramica dos resultados pode ser apreciada na figura 5.

Percentualmente os resultados de positividade do LIF com antigenos
de cobaia foram os seguintes:

Ceratectomia : 36% aos 10 dias e 29% aos 30 dias

C. 1. autdégena: 54% aos 10 dias e 36% aos 30 dias
C. 1. alégena: 45% aos 10 dias e 81,8% aos 30 dias
C. 1. xenégena: 45,4% aos 10 dias e 63,6% aos 30 dias.
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== NEO OPERADOS
T NEGATIVO O CERATECTOMIA

1w — LIF
POSITIVO A C.L. AUTOGENA
C.L. ALOGENA

C.L. XENDGENA

i

Fig. 5~ Panorama geral do LIF, conforme o tipo de cirurgia e o tempo

NOMERO DE ANIMAILS

decorrido

Realizamos também a pesquisa do LIF com antigenos de céorneas de ga-
linha em animais submetidos a alo e xenoenxertos e os percentuais de
positividade foram 71 e 71,4%, respectivamente. E interessante assinalar
que os percentuais de positividade para antigenos de cobaia foram 63 e
54%, respectivamente.

5 — COMENTARIOS

O estudo imunolégico, embora limitado ao perfil linfocitario e ao LIF,
mostra concordiancia com trabalhos de outros autores e enfatiza a rejei-
cao dentro da ceratoplastia. O aumento dos LTa nos tipos de cirurgia que
mais envolvem fenémenos imunolégicos, embora menos agressivos em re-
lacao aos fendmenos inflamatoérios, mostra, pelo menos, relativa indepen-
déncia destes dois tipos de reacao. A ceratectomia que representa cirur-
gia agressiva, com exposicao da ferida operatoria, tem, no entanto, pouca
expressividade imunolégica. A ceratoplastia lamelar autégena, de evolucao
uniforme quanto aos LTa difere da evolu¢ao imunolégica da xenocerato-
plastia e da aloceratoplastia.

As alteracoes dos LB sao menos importantes, talvez porque a técnica
empregada nao seja a mais indicada nos dias atuais.

O LIF comporta-se diferentemente aos 10 e 30 dias, tendo, de um lado,
a ceratectomia e a ceratoplastia autégena mostrando reducao da positivi-
dade com o passar do tempo e, de outro lado, a ceratoplastia alégena e xe-
négena com a positividade aumentando no prazo maior estudado. Este fato
significa a sensibilizacao sistémica, conforme outros autores demonstra-
ram empregando diferentes métodos (21, 15, 16, 23, 9, 24, 2).
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CONCLUSOES

1 — Ha relacao significativa dos linfécitos timo-dependentes ativos em
relacdao ao tempo (@ = 0,01), nos animais operados, como também ao tipo
de cirurgia (« = 0,05).

2 — HA relacao significativa dos linfécitos bursa-dependentes, nos
mesmos animalis, somente em relacido ao tempo (a = 0,05).

3 — A analise grafica dos resultados gerais do perfil linfocitario mos-
tra maior alteracdao nos casos de xenotransplantes, e a andlise da varian-
eia demonstra que, excluidos estes animais, ndo ocorre alteragao significa-
tiva nos LTa e nos LB tanto quanto ao tipo de cirurgia, como em rela-
cao ao tempo.

4 — A comparacao pelo teste t de Student entre os resultados de auto
e xenotransplantes mostra diferenca significaiva dos LTa, aos 10 dias («
= 0,01) e aos 30 dias (a = 0,05) e nao significativa dos LB.

5 — A positividade do LIF é aproximadamente semelhante aos 10 dias,
diminuindo aos 30 dias nos casos de ceratectomia e ceratoplastia autége-
na e aumentando nos de alégena e xenbgena.

6 — A anilise do X2 dos resultados do LIF mostra haver relacido sig-
nificativa entre a positividade e os tipos de cirurgia somente aos 30 dias,
enquanto a analise grafica evidencia comportamento diferente dos grupos
alégenos e xenégenos contra os demais.

7T — Os resultados do LIF com antigenos de corneas de galinha mos-
tra semelhanca na positividade entre os grupos alégenos e xendgenos.

SUMARIO

Os autores estudam o comportamento dos linfécitos LTa e LB e da positividade do
LIF em cobaias albinas submetidas a ceratectomia e ceratoplastia lamelar autégena,
alégena e xenégena. Os estudos foram feitos nos prazos de 10 e 30 dias decorridos da
cirurgia. As alteracdes mais significativas foram as seguintes: variacdo dos LTa em
relacdo ao tempo e ao tipo de cirurgia, notadamente nos xenotransplantes aos 30 dias;
diferenca significativa dos LTa entre auto e xenotransplantes; maior positividade do
LIF aos 30 dias e com os animais submetidos a alo e xenotransplantes.

SUMARIO

Los autores estudian el comportamiento de los linfécitos LTa y LB y de la posi-
tividad del LIF en cobayas albinas sometidas a ceratectomia y queratoplastia lamelar
autégena, alégena y xenégena. Los estudios han sido hechos en los plazos de 10 y 30
dias después de la cirugia. Las alteraciones méds importantes fueran las seguientes:
variacién de los LTa en relacién al tiempo y al tipo de cirugia, notadamente en los
xenotransplantes a los 30 dias; diferencia significativa de los LTa entre auto y xeno-
transplantes; mayor positividad del LIF a los 30 dias y con los animales sometidos a
alo y xenotransplante.

SUMMARY
The authors study the behaviour of the limphocytes LTa and LB and the positivity
of the LIF on albin guinea pigs submited to ceratectomy and lamelar auto, homo and

heterografts. The studies were made in the 10th and the 30 day of the post-operative
course. The main alterations were the following: modification of the LTa in relation to
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the time and to the kind of surgery, principally in the heterografts in the 30 days;
significative difference of the LTa between auto and heterografts; more positivity of
the LIF in the 30 days and with the animals submited to alo and heterografts.

RESUME

Les auteurs faigsent une e&tude immunologique des cobayes soumettées a ceratecto-
mie, auto, homo et hétérogreffes. Cet étude est fait avec la determination du profil
lymphocitaire (LTa et LB) et la recherche du LIF, dans les 10 et 30 jours apreés la
operation. Les alteracions plus importantes sont: changement de les LTa avec relacién
au temps et au tipe de chirugie, considérablement dans les hétérogreffes dans les 30
jours; différence significative des LTa entre auto et hétérogreéffes; plus fréquent posi-
tivitée du LIF dans les 30 jours et avec les animaux operés pour homo et hétérogreffes.
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