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RESUMO

Paciente apresentou faléncia de transplante de limbo e conjuntiva de
doador vivo alégeno no olho direito apds ceratoconjuntivite epidémica.
Apés alguns meses, foi submetida a transplante de células-tronco epiteliais
limbicas alégenas cultivadas ex vivo sobre membrana amni6tica (primeiro
caso no Brasil), tendo evoluido com epitelizacao total da cérnea e melhora
daacuidade visual. Apds 0 3°més da cirurgia, iniciou-se neovasculariza¢do
superficial periférica com piora da transparéncia corneana. A visdo man-
teve-se 0,1 ap6s um ano de cirurgia.

Descritores: Epitélio anterior; Limbo da cérnea; Transplante de células-tronco; Amnio;
Relatos de casos [Tipo de publicacéo]

INTRODUCAO

Deficiéncia das células-tronco do limbo (DCTL) pode ser induzida por
afeccdes graves da superficie ocular de diferentes etiologias, tais como
trauma, doencas imunoldgicas, doengas hereditdrias, infeccdo e idiopa-
tica™». Na DCTL total, pode-se observar uma série de complicagdes cor-
neanas com grave comprometimento da acuidade visual, como conjuntiva-
lizacdo, defeito epitelial cronico, erosdes recorrentes, necrose e até perfura-
¢do ocular!?,

Em 1989, foi descrita a técnica de transplante autélogo de limbo e
conjuntiva (TAuLC) para o tratamento da DCTL total unilateral®. O TAuLC
baseia-se no conceito de que o epitélio limbico contém a populagdo de
células-tronco epiteliais corneanas, fundamentais para proliferacdo e dife-
renciacdo de epitélio corneano®. Na DCTL total bilateral, deve-se obter
uma fonte alégena, seja doador vivo (TALC-dvr) ou caddaver (TAL-C)“19,
Entretanto, os resultados a longo prazo dos transplantes de limbo alége-
nos, mesmo nos que recebem imunossupressao sist€émica, apresentam-se
mais limitados do que autolégos.

Expansao ex vivo de células-tronco do limbo foi primeiramente descrita
por Pellegrini et al.® usando suspenséo de células e fibrina como substrato.
Outros autores cultivaram pequenos explantes de limbo sobre membrana
amniética (MA) com bons resultadosV. Todas essas técnicas sdo promis-
soras, uma vez que diminuem o problema de tecido doador insuficiente e
rejeicdo (quando autélogo). Entretanto, possuem algumas dificuldades,
pois ndo garantem que as células epiteliais transplantadas venham a repo-
voar a superficie ocular receptora no pés-operatério.
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Em 2005, o Instituto da Visdo da UNIFESP, com apoio da
FAPESP, inaugurou o CASO (Centro Avancado de Superficie
Ocular), primeiro laboratério nacional de biologia celular total-
mente voltado para a oftalmologia. Em 2006, realizou a padro-
nizacdo de técnicas de cultivo de células-tronco epiteliais
limbicas e sua caracterizagdo fenotipica®. O objetivo deste
trabalho € descrever e discutir indicagdo, técnica e resultados
do primeiro caso de transplante de células-tronco epiteliais
limbicas cultivadas ex vivo realizado no Brasil.

RELATO DO CASO

MDPR, 46 anos, feminina e branca, procurou nosso servi-
co em 2002. Relatava baixa de visdo progressiva e irritacao
ocular em ambos os olhos (AO) ha sete anos. Referiu exo-
tropia na infancia, tendo sido submetida a cirurgia para corre-
¢do quando tinha sete anos.

Ao exame oftalmolégico, apresentava acuidade visual
(AV) com correcio 0,3 no olho direito (OD) e 0,5 no olho es-
querdo (OE). A biomicroscopia, observava-se deficiéncia lim-
bica total, com conjuntivalizacdo da cérnea, erosdes cornea-
nas e ceratopatia punteada inferior em AO. Teste de Schirmer
tipo I: 2 mm/5 min no OD e 3 mm/5 min no OE. Citologia de
impressdo: presenca de células caliciformes sobre a cérnea, o
que comprovou diagnéstico de DCTL total em AO, de prova-
vel causa idiopdtica. Tipagem HLA tipos I, Il e DR apresenta-
ram compatibilidade total entre a paciente e irmdo, que foi o
escolhido como doador. Realizado transplante de limbo-con-
juntiva alégena (TALC-dvr) no OD e apds 5 meses, no OE.
Paralelamente, inciou-se imunossupressao sistémica com ta-
crolimus (FK-506) e micofenolato de mofetila. A paciente evo-
luiu com melhora da AV e dos sintomas. Em 2005 foi subme-
tida a facoemulsificacdo com implante de lente intraocular em
ambos os olhos, com bom resultado. A acuidade visual da
paciente erade 0,3 OD e 0,4 OE.

Em 2006, apresentou episédio de conjuntivite epidémica
AQ, pior no OD. Evoluiu com formagéo de infiltrados sub-
epiteliais e baixa da AV no OD para conta-dedos (CD) a2 m.
Foi tratada com corticosterdide tépico, com melhora do
quadro. Porém, desenvolveu conjuntivalizacdo progressiva
com comprometimento da AV no OD, que se apresentava CD
a 1 m. O OE também desenvolveu conjuntivaliza¢do parcial
inferior.

Pela pouca disponibilidade de tecido doador compativel,
optou-se pela expansdo ex vivo de pequenos fragmentos lim-
bicos do irmdo, mesmo doador das outras cirurgias, sobre
MA. A obtengdo do tecido doador foi feita no centro cirirgico
do Instituto Suel Abujamra, sob anestesia local. Foram remo-
vidos com o uso de tesoura de Westcot e pinga colibri, dois
fragmentos de 2x2 mm de limbo e conjuntiva superior, sendo
um do olho direito e outro do olho esquerdo. Os tecidos foram
colocados sobre papel de filtro e enviados, dentro de placa de
Petri com meio de cultura, imediatamente ao laboratério CASO
para serem cultivados sobre MA desepitelizada, seguindo

protocolo aprovado pela Comissdo de Etica da UNIFESP, por
nds ja publicado previamente (Figura 1)?.

O transplante de tecido limbico alégeno cultivado ex vivo
foi realizado no OD da paciente sob anestesia local. Para tal,
procedeu-se peritomia 360°, ceratectomia superficial e fixou-
se com sutura continua de Nylon 10.0 o transplante da MA
colonizada, seguido de recobrimento com “patch” de MA
(Figura?2).

A paciente evoluiu com epitelizacdo total da cérnea e me-
lhorada AV para 0,3 no 1° més de pds-operatério. No 22 més,
a paciente comecou a apresentar episodios de erosao epitelial
e a visdo permanecia 0,3. Realizou-se citologia de impres-
sdo, que evidenciou presenca de células caliciformes sobre a
cérnea do OD. A paciente manteve mesma visio e transparén-
cia parcial da cérnea. Ap6s o 32 més, iniciou-se neovasculari-
zacdo superficial periférica com piora da transparéncia cor-
neana. Mantinha-se quadro de ceratopatia punteada e ero-
soes epiteliais e a paciente comegou a se queixar de sensagao
de corpo estranho e irritagdo ocular. Colocou-se lente de con-
tato terapéutica e antibidtico tépico profilatico. A AV caiu
para 0,1 e manteve-se até a dltima visita ap6s um ano.

DISCUSSAO

Transplante de células-tronco epiteliais cultivadas ex vivo
tem sido considerado o tratamento ideal para DCTL, sendo
inclusive incorporado (captagdo, cultura e cirurgia) na tabela
de procedimentos pagos pelo governo italiano e de outros
paises europeus e asidticos. Na América Latina, poucos servi-
cos realizam tal procedimento, sendo esse o primeiro realizado
no Brasil.

Estudos iniciais com a utilizagdo de transplante aut6logo
de células-tronco limbicas expandidas ex vivo mostraram re-

vivo (seta). Note crescimento de monocamada de células epiteliais
(delimitado pelas estrelas) na placa de cultura (microscopia de fase
de contraste com filtro amarelo, aumento 40x - CASO 2006).
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Figura 2. A) Pré-operatério da paciente apresentando deficiéncia limbica total; B) Peroperatério mostrando colocacdo MA colonizada ex vivo
por células epiteliais limbicas alégenas; C) e D) Aspecto pos-operatorio de 1 més evidenciando completa reepitelizacao; E) Citologia de impressao
no poés-operatério de 3 meses evidenciando recidiva de células caliciformes na superficie corneana

sultados varidveis a curto prazo (1 a 2 anos de seguimento),
variando de 46% a 100% de sucesso na reconstrucio da su-
perficie ocular em casos de DCTL®#,

Recentemente, Daya et al, em 20059, publicaram uma sé-
rie de 10 pacientes portadores de DCTL que foram submetidos
a transplante de células-tronco limbicas alogénicas cultivadas
ex vivo, obtendo 70% de sucesso apds seguimento médio de
28 meses. A auséncia do DNA do doador em espécimes e
citologias de impressdo corneanas apds 9 meses dos trans-
plantes sugere que imunossupressdo sistémica talvez ndo
seja necessdria e questiona a origem do epitélio corneano.

Nesse caso, utilizamos a técnica de cultivo de células-
tronco epiteliais sobre membrana amniética desepitelizada a
partir de explante limbico do doador™”. Esta técnica foi esco-
lhida pelos melhores resultados obtidos no laboratério, além
de ndo necessitar cocultivo com fibroblastos de camundongo
3T3®. Bom resultado clinico foi evidenciado nas primeiras
semanas, porém apds 3 meses, observou-se piora da transpa-
réncia corneana e recidiva da conjuntivalizacdo. Provavelmen-
te as células transplantadas foram substituidas pelas células
epiteliais conjuntivais da prdpria paciente, o que foi compro-
vado pelo achado de células caliciformes na cérnea pela ci-
tologia de impressao. Mesmo assim, houve melhora do quadro
e da acuidade visual em relacdo ao pré-operatdrio.

Outros grupos também t€m observado sobrevida limitada
das células-tronco limbicas cultivadas ex vivo transplantadas,
sendo que alguns pacientes apresentaram melhora da transpa-
réncia e regularidade da superficie ocular. Essas observacgoes
podem ser explicadas pela teoria proposta por Daya et al.1?,
que propde que as células progenitoras transplantadas ndo
consigam sobreviver por um periodo mais longo, mas sim res-
taurem o micro meio ambiente limbico fazendo com que células-
tronco residuais dormentes do receptor sejam estimuladas e se
multipliquem. Ou que proporcionem estimulo quimiotatico para
que células-tronco circulantes no fluxo sanguineo ou da medula
dssea repovoem a superficie ocular danificada.

Em conclusdo, este relato (primeiro caso no Brasil) de-
monstra que o transplante de células-tronco limbicas expandi-
das ex vivo sobre a MA constitui uma op¢ao no tratamento de
deficiéncia limbica total. Mais estudos sdo necessdrios para
evidenciar a eficdcia, seguranca e quais mecanismos estdo
envolvidos na reconstru¢cdo da superficie ocular a partir do
transplante de células limbicas cultivadas ex vivo.
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ABSTRACT

Case report of a patient who developed failure of an allogenic
living related conjunctival limbal transplantation in the right
eye after an episode of epidemic keratoconjunctivitis. After a
few months, she underwent transplantation of allogenic limbal
epithelial stem cells cultivated ex vivo on amniotic membrane
(first case in Brazil). The patient evolved with total corneal
epithelialization and improvement of the visual acuity. Three
months after the surgery, peripheral superficial neovascula-
rization with worsening of the corneal transparency was ob-
served. The vision remained 0.1 after one year of the trans-
plantation.

Keywords: Epithelium, corneal; Limbus corneae; Stem cells
transplantation; Amnion; Case reports [Publication type]
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