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Resumo 
 

Objetivo: Caracterizar e quantificar as antocianinas do corante extraído do fruto do açaí 

(Euterpe oleracea), avaliar sua segurança em um modelo animal e testar sua 

aplicabilidade em cromovitrectomia em humanos. Métodos: No estudo 1, amostras de 

três concentrações de 10%, 25% e 35% do fruto do açaí (Euterpe oleracea), 

equivalentes a 100 mg, 250 mg e 350 mg de amostras liofilizadas, foram diluídas em 1 

ml do tampão fosfato para obter um pH de 7 e uma miliosmolaridade de 300 mOsm. Foi 

utilizado um sistema de cromatografia líquida de alta performance (CLAE), com base 

na espectrometria de massa de antocianinas obtidas previamente, para caracterizar e 

quantificar as antocianinas presentes no novo corante. No estudo 2, 18 coelhos 

receberam injeções intravítreas com as concentrações de 10%, 25% e 35% do corante 

do açaí. Olhos controle receberam solução salina balanceada (SSB). Foram realizados, 

antes das aplicações, após 24 horas e depois de 7 dias, análise da eletrorretinografia 

(ERG), retinografia, angiofluoresceinografia (AFG), tomografia de coerência óptica 

(OCT), microscopia óptica (LM) e microscopia eletrônica de transmissão (MET). No 

estudo 3, após aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Universidade 

Federal de São Paulo e do Conselho Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP) para o 

protocolo do estudo clínico das fases I/II, 25 pacientes foram selecionados. Critérios 
de inclusão: pacientes diagnosticados com buraco de mácula idiopático, de ambos os 

sexos, maiores de 18 anos. Critérios de exclusão: glaucoma prévio, uveíte ativa, 

outras condições oculares exceto buraco de mácula que poderiam afetar ou limitar 

resultados pós-operatórios. Técnica cirúrgica: Todos os pacientes foram operados 

pela técnica de vitrectomia padrão, utilizando quatro esclerotomias e um sistema de 23-

gauge com iluminação acessória. Pacientes fácicos foram submetidos à cirurgia de 

facoemulsificação com implante de lente intraocular, seguido por descolamento da 

hialoide posterior e peeling (remoção) da Membrana Limitante Interna (MLI) e guiado 

pelo corante do açaí a 25%. Imediatamente após os procedimentos, um questionário 

sobre a habilidade de o corante pigmentar a hialoide posterior e a MLI foi entregue aos 

dez cirurgiões que realizaram as 25 cirurgias. A toxicidade do corante foi analisada por 

exames anatômicos e funcionais antes da cirurgia e nos dias 1, 30 e 180. A análise 

anatômica dos olhos testados incluiu acuidade visual, tonometria, biomicroscopia, 

fundoscopia, retinografia, AFG, OCT e angiotomografia por coerência óptica. A análise 

funcional foi realizada com ERG. Foram usados o teste t-student e a análise de 
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variância (ANOVA) com medidas repetidas, e os valores de p<0,05 foram significantes. 

Resultados: Estudo 1 mostrou a presença de cinco moléculas diferentes de 

antocianinas independentemente da concentração do corante do açaí, na seguinte 

proporção: cianidina-3-0-glucosídeo > homoorientina> orientina > taxifolina > 

isovitexina. No estudo 2, em coelhos, a retinografia, com 24 horas, mostrou uma 

elevada opacidade vítrea com o aumento da concentração do corante. AFG e OCT não 

revelaram toxicidade em nenhuma das concentrações. ERG apresentou amplitudes 

reduzidas para onda–b em todas as concentrações comparada com a análise baseline. 

As medianas das amplitudes da onda-b diminuíram sem significância e a latência 

aumentou para as concentrações de 10% e 25%. Esses achados foram significantes 

para a concentração de 35%. LM e MET não mostraram anormalidades para 10% e 

25%. MET, na concentração de 35%, revelou edema de células ganglionares em 24 

horas com melhora em 7 dias. Vacuolização, corpos multilamelares e danos de feixes 

nervosos ocorreram em 24 horas e em 7 dias na camada nuclear interna. A ruptura da 

crista mitocondrial surgiu no segmento interno dos fotorreceptores em 24 horas, mas 

regrediu após 7 dias. No estudo 3 (em humanos), independentemente dos períodos 

testados, não foram identificados anormalidades funcionais nem anatômicas. Os 

resultados anatômicos mostraram uma taxa de fechamento de mácula em 19 dos 25 

olhos operados. Todos os cirurgiões relataram que o corante na concentração de 25% 

pigmentou a hialoide posterior e a MLI com uma cor roxa. Os resultados do estudo 

clínico nas fases I/II, após seis meses, mostraram que o corante foi útil e seguro na 

identificação da hialoide posterior e do peeling da MLI em cromovitrectomia em 

humanos. Conclusões: O corante extraído do fruto do açaí é principalmente composto 

por antocianina cianidina-3-0-glucosídeo. O corante do açaí nas concentrações de 10% 

e 25% foi usado com segurança em coelhos. Após seis meses, os resultados clínicos 

em humanos (fases I/II) revelaram que o novo corante, com base nas antocianinas do 

fruto do açaí na concentração de 25%, foi seguro e eficiente para ser usado na 

identificação da hialoide posterior e da MLI durante a cirurgia vitreorretiniana em 

humanos. Esse corante roxo pode ser uma alternativa para a cromovitrectomia e 

estudos adicionais são necessários. 
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Abstract 
 

Purpose: This study aimed to analyze the anthocyanin content and test the 

applicability of a novel dye extracted from the acai fruit (Euterpe oleracea) in 

chromovitrectomy in humans. Methods: Ophthalmos Pharmaceutical Industry S/A 

(São Paulo, Brazil) developed three concentrations of the acai dye (10%, 25% and 

35%) equivalent to 100, 250 and 350 mg of lyophilized acai pulp samples that were 

diluted in 1 ml of phosphate buffer solution (pH 7 and 300 mOsm). In the first study, 

the lyophilized acai pulp samples were analyzed by high-performance liquid 

chromatography (HPLC) using cyaniding 3-O-glucoside, hemoorientin, and orientin 

and mass spectrometry (MS) to identify and compare color dye distinctions. Mass 

spectrometry was used to identify and compare the dye concentrations for five isolated 

basic anthocyanin molecules. In study 2 rabbits were injected intravitreously with 10%, 

25% and 35% concentrations of the acai dye. Control eyes received balanced salt 

solution (BSS). Electroretinogram (ERG), fundus imaging, fluorescein angiography 

(FA), optical coherence tomography (OCT), light and transmission microscopy 

(LM/MET) were performed. In study 3 the ethics committee of the Federal University 

of São Paulo and the National Council of Research (CONEP) approved the study 

protocol of a phase I/II clinical trial in 25 human eyes. Inclusion criteria: Patients 

diagnosed with idiopathic macular hole, of both genders, older than 18 years. 

Exclusion criteria: previous glaucoma, active uveitis, ocular conditions other than 

macular holes that could affect or limit the postoperative results and previous ocular 

surgeries other than uncomplicated cataract. Surgical technique: twenty-three-gauge 

four-port PPV + phacoemulsification (if phakic eyes) followed by both posterior hyaloid 

detachment and ILM peeling guided by 25% acai fruit dye staining as well as 

perfluoropropane injection and 5 day prone positioning. A questionnaire about the 

ability of the dye to stain the posterior hyaloid and ILM was given to the 10 surgeons 

that performed the 25 surgeries immediately after the procedures. Dye toxicity was 

analyzed by anatomic and functional examinations before surgery and at days 1, 30 

and 180. The anatomic analysis of tested eyes included best-corrected visual acuity, 

tonometry, biomicroscopy, fundoscopy, fundus imaging, FA, OCT and optical 

coherence tomography angiography. Functional analysis was performed by ERG. 

Student’s t test and Analysis of Variance (ANOVA), with repeated measures, was used 

and p-values <0.05 were significant. Results: Study 1 showed the presence of five 
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different anthocyanin molecules in all three concentrations of the acai dye: cyanidin-3-

0-glucoside > homoorientin > orientin > taxifolin > isovitexin. In study 2, using a rabbit 

model, fundus imaging showed increased vitreous opacity with increased dye 

concentrations. FA and OCT showed normality in all concentrations. Comparison 

between BSS and dye concentrations were analyzed using Kruskal-Wallis and Mood’s 

median test (p <0.05). At 24h, ERGs showed reduced amplitudes from baseline in all 

eyes. Median b-wave amplitudes nonsignificantly decreased and latency increased 

with 10% and 25%; findings were significant (p <0.05) for 35%. LM and TEM showed 

no abnormalities for 10% and 25%. With 35%, TEM showed ganglion cell edema at 24 

h that resolved after 7 days. Vacuolization, multilamellar bodies, and nerve bundle 

damage occurred at 24 h/7 days in the inner nuclear layer. Mitochondrial cristae 

disruption occurred in the inner photoreceptor segment at 24 h that decreased by 7 

days. In Study 3 (clinical trial in humans) showed no abnormalities after both 

anatomical and functional analysis independent on the tested times. The anatomical 

outcomes showed a closure rate of 19 out of 25 operated eyes. All surgeons reported 

that the acai fruit dye at a 25% concentration stained the posterior hyaloid detachment 

and the ILM with a purple color. Conclusions: The acai dye extracted from the acai 

fruit is mainly composed of the anthocyanin cyanidin-3-0-glucoside. The acai dye in the 

concentrations of 10% and 25% were safe in rabbits. Six months results of a phase I/II 

trial showed that the new dye based on the anthocyanins from the acai fruit in a 25% 

concentration was safe and useful for identifying both posterior hyaloid and ILM during 

vitreoretinal surgery in humans. This purple dye may be an alternative to 

chromovitrectomy and additional studies are necessary. 

 



 

 

INTRODUÇÃO 
 



 

 

1 INTRODUÇÃO 
 

Envolvendo técnicas complexas e delicadas, a cirurgia vitreorretiniana trata de 

doenças, como o buraco macular (BM), a membrana epirretiniana (MER) e o edema 

macular diabético (EMD).(1,2) A cromovitrectomia é uma dessas técnicas que incluem 

o uso de corantes compostos de pigmentos vitais ou cristais para melhorar a 

visibilização durante a cirurgia de vitrectomia. Uma boa impregnação do corante 

favorece o resultado cirúrgico por facilitar procedimentos, como a remoção cirúrgica 

da membrana limitante interna (MLI) e a MER, além da remoção vítrea completa.(3-5) 

Os corantes são compostos químicos que se agregam a várias substâncias in 

natura para produzir cor.(6) Quando os corantes tingem tecidos ou células vivas, são 

chamados de corantes vitais.(7) Os corantes atualmente mais utilizados em cirurgia 

vitreorretiniana, a indocianina verde (ICG) e o azul brilhante G (BBG), facilitam a 

identificação e a remoção da membrana limitante interna.(8) 

A ICG tem importante papel como pioneira para remoção da MLI.  No entanto, 

devido seu conhecido perfil de toxicidade, a recomendação atual para 

cromovitrectomia é a não utilização da ICG, especialmente na cirurgia de buraco 

macular.(9-11) 

O BBG é um corante sintético que foi certificado como corante alimentar na 

Europa e pode ser usado como marcador do coração e dos vasos sanguíneos e de 

proteínas em doenças neurológicas.(12) Dados sobre a utilização do BBG para 

cromovitrectomia e cirurgia de catarata foram primeiramente publicados em 2006.(13) 

Exceto pelos Estados Unidos, é o corante mais utilizado na atualidade para a 

pigmentação da MLI. No entanto, o uso in vitro do BBG revelou toxicidade celular 

dose-dependente.(14) Apesar da boa afinidade do BBG pela MLI em olhos humanos, 

a migração inadvertida sub-retiniana do corante em um procedimento de remoção da 

MLI resultou em “defeitos em janela” na angiofluoresceinografia, sugerindo 

anormalidades atróficas do Epitélio Pigmentado da Retina (EPR).(15) 

O acetato de triancinolona, livre de preservantes e micronizado, possibilita a 

identificação do vítreo através da deposição de cristais e é um dos corantes mais 

seguros empregados atualmente.(16) O corantes azul trypan e o azul patente são 

outras opções de corantes usados em cromovitrectomia. Enquanto o acetato de 

triancinolona é limitado a deposição na hialoide posterior/vítreo, o azul trypan e azul 

patente pigmentam MERs mas possuem afinidade limitada para MLIs.(17)  
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Até o momento não há um corante estabelecido como ideal para ser utilizado 

em cirurgias vitreorretinianas. A busca por esse corante ideal tem como base um 

pigmento com baixo potencial oxidativo e uma capacidade pigmentar seletiva e efetiva 

em relação à MLI e/ou à MER, bem como tem a capacidade de se depositar sobre a 

hialoide posterior.(18) 

O uso de corantes naturais foi sugerido como coadjuvante na visualização das 

estruturas pré-retinianas e de membranas. Entre eles, podemos citar as antocianinas, 

que são corantes naturais encontrados em uvas, blueberries, frutos do açaí e em 

qualquer outro fruto com coloração roxa. Sabe-se que uma das características das 

antocianinas é a de seu efeito antioxidante natural.(19,20) 

O fruto do açaí (Euterpe oleracea) é originado de uma árvore nativa da floresta 

amazônica e tem sido amplamente distribuído em razão de suas excelentes 

propriedades nutricionais. É um alimento calórico, rico em proteínas, gorduras poli-

insaturadas, carboidratos e antocianinas.(20-22) As antocianinas presentes em sua 

composição são compostos reativos devido ao seu estado iônico, apresentando 

também uma grande sensibilidade a mudanças de temperatura e pH. O potencial 

antioxidante das antocianinas é dependente do número e posição dos grupo hidroxila 

e sua conjugação, assim como a presença de elétrons doadores no anel da estrutura, 

devido a capacidade que o grupo aromático possui de suportar o desemparelhamento 

de elétrons.(23) Estudos anteriores mostraram que as antocianinas do açaí podem 

inibir a geração de espécies reativas de oxigênio e a atividade das ciclooxigenases 1 

e 2.(24) Também tem sido sugerido que essas moléculas, por serem antioxidantes, 

apresentam a capacidade de quelar o oxigênio singleto que é liberado após a 

irradiação do corante pela luz durante a cirurgia vitreorretiniana.(25,26 ) 

As antocianinas extraídas do fruto do açaí, quando ajustadas a uma 

concentração de 0,5%, a um pH de 7,06 e a uma osmolaridade de 304 mOsm, 

resultaram em uma solução de coloração roxa.(27) Ao ser testada durante a 

cromovitrectomia em olhos cadavéricos, a solução identificou com facilidade a MLI, 

cuja pigmentação revelou-se arroxeada.(27,28) Esses estudos marcaram o início da 

linha de pesquisa atual que começou com a caracterização da composição de 

antocianinas presentes no pigmento extraído do açaí e terminou com a pesquisa 

clínica em humanos. O presente estudo também foi inovador pois é o primeiro a testar 

em humanos o uso de um corante natural isolado, típico da flora brasileira, em 

vitrectomia. Diante disso, a patente do uso intraocular das antocianinas do fruto do 
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açaí foi depositada como pedido nacional de Patente sob nº P11000244-8 A2 no 

Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI) com cessão de direitos para a 

Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP). 
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2 OBJETIVOS 
 

O objetivo da pesquisa atual foi testar a aplicabilidade do pigmento extraído do 

fruto do açaí para ser usado como corante em cromovitrectomia. A linha de pesquisa 

foi dividida em três estudos e incluiu uma etapa laboratorial, um estudo em coelhos e 

outro estudo clínico em humanos, com os seguintes objetivos:  

(1) Classificar e quantificar as antocianinas presentes no pigmento extraído 

do fruto do açaí nas concentrações 10, 25 e 35%.  

(2) Testar a toxicidade nas concentrações 10, 25 e 35% do corante extraído 

do fruto do açaí, usando um modelo em coelhos.  

(3) Avaliar clinicamente o perfil de segurança e a eficiência do corante na 

concentração de 25% para identificar a hialoide posterior e a MLI durante 

cromovitrectomia em humanos.  
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3.1 Analysis of anthocyanins extracted from the acai fruit (Euterpe oleracea): 
a potential novel vital dye for chromovitrectomy. 

 

Peris CS, Caiado RR, Souza Lima-Filho AA, Rodrigues EB, Farah ME, 

Gonçalves MB, de Queiroz Alves B, Palma Urushima JG, Ragazzi R, Maia M. 

Journal of Ophthalmology. 2018; 2018:6830835. 
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3.2 Retinal toxicity of Acai Fruit (Euterpe oleracea) dye concentrations in 
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3.3 A new dye based on anthocyanins from the acai fruit (Euterpe oleracea) 
for chromovitrectomy in humans: clinical trial results. 

 

Caiado RR, Peris C, Rodrigues EB, Farah ME, Maia A, Magalhães O Jr, Novais 

E, Lima-Filho AS, Maia M. 

 

Graefes Arch Clin Exp Ophthalmol. 2019 Jan 3. doi: 10.1007/s00417-018-04204-y. 

[Epub ahead of print]. 
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4 DISCUSSÃO 

 

A aplicabilidade do pigmento extraído do fruto do açaí como corante usado em 

cromovitrectomia foi avaliada quanto à sua composição antioxidante, à sua eficiência 

em pigmentar seletivamente as estruturas transparentes do olho e à sua toxicidade 

morfofuncional, inicialmente em coelhos, e, posteriormente, em humanos. A linha de 

pesquisa deu origem a três publicações: 

- Artigo 1: Analysis of Anthocyanins Extracted from the Acai Fruit (Euterpe 

oleracea): A Potential Novel Vital Dye for Chromovitrectomy; 

- Artigo 2: Retinal Toxicity of Acai Fruit (Euterpe oleracea) Dye 

Concentrations in Rabbits: Basic Principles of a New Dye for 

Chromovitrectomy in Humans; e 

- Artigo 3: A New Dye Based on Anthocyanins from the Acai Fruit (Euterpe 

oleracea) for Chromovitrectomy in Humans: Clinical Trial Results. 

 

4.1 Analysis of Anthocyanins Extracted from the Acai Fruit (Euterpe 
oleracea): a Potential Novel Vital Dye for Chromovitrectomy. 
 

Antocianinas são flavonoides, um metabolito secundário de plantas que 

contêm, em sua estrutura geral, dois anéis fenil e um anel heterocíclico (Figura 1). Já 

foi descrito que o poder antioxidante dos flavonoides reduz a oxidação proteica e 

aumenta a expressão da enzima paraoxanase 2 em macrófagos.(27-33) As antocianinas 

são um dos principais componentes do fruto do açaí (Euterpe oleracea). Além disso, 

a capacidade antioxidante equivalente ao trolox do fruto do açaí (48,6 μmol Trolox 

equivalentes/mL) é maior do que a de diversas frutas, como o morango e a uva.(34) 
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Fonte: Peris CS, Caiado RR, Souza Lima-Filho AA, Rodrigues EB, Farah ME, Gonçalves 
MB, de Queiroz Alves B, Palma Urushima JG, Ragazzi R, Maia M. Analysis of anthocyanins 
extracted from the acai fruit (Euterpe oleracea): A potencial novel vital dye for 
chromovitrectomy. J Ophthalmol. 2018;2018:6830835 
Figura 1. Estrutura molecular básica das antocianinas 

 

Especula-se que as antocianinas apresentam um efeito antioxidante ao quelarem 

o oxigênio singleto, o qual seria liberado por corantes irradiados pela luz durante a 

cromovitrectomia.(32,35) Portanto, a presença de antocianinas no pigmento extraído do 

fruto do açaí pode estar associada à baixa toxicidade do corante desenvolvido. 

O objetivo do primeiro artigo foi caracterizar e quantificar as antocianinas 

presentes no pigmento extraído do fruto do açaí. Para isso, foram usadas a 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) e a espectrometria de massa (MS). As 

técnicas revelaram a presença de cinco moléculas diferentes de antocianinas, 

independentemente da concentração do corante do açaí, na seguinte proporção: 

cianidina-3-0-glucosídeo> homoorientina> orientina > taxifolina > isovitexina (Tabela 1). 
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Tabela 1. Quantificação das antocianinas com base no tempo de retenção da área, o qual foi 
analisado por CLAE nas diferentes concentrações 
Antocianinas Concentração -10% Concentração -25% Concentração -35% 

Cianidina-3-0-glucosídeo  

Tempo de retenção (minutos)  
Área (ml) 

 

9.987  
23.909 

 

9.980  
24.410 

 

9.973 
23.886 

Homoorientina 

Tempo de retenção (minutos)  

Área (ml) 

 

10.380  

38.511 

 

10.380  

36.950 

 

10.380 

40.106 

Orientina 

Tempo de retenção (minutos)  

Área (ml) 

 

10.587 

22.945 

 

10.593 

22.784 

 

10.580 

23.988 

Taxifolina 

Tempo de retenção (minutos)  

Área (ml) 

 

11.673 

0.966 

 

11.667 

0.894 

 

11.667 

0.998 

Isovitexina 

Tempo de retenção (minutos)  

Área (ml) 

 

10.893 

6.755 

 

10.893 

6.737 

 

10.880 

6.194 

Fonte: Peris CS, Caiado RR, Souza Lima-Filho AA, Rodrigues EB, Farah ME, Gonçalves MB, de 
Queiroz Alves B, Palma Urushima JG, Ragazzi R, Maia M. Analysis of anthocyanins extracted from the 
acai fruit (Euterpe oleracea): A potencial novel vital dye for chromovitrectomy. J Ophthalmol. 
2018;2018:6830835. 

 

O resultado obtido nesse trabalho serviu de base para identificar e, então, 

compreender melhor as antocianinas presentes no corante extraído do fruto do açaí. 

Trabalhos futuros poderão analisar o efeito antioxidante dessas antocianinas e como 

a ação destas está ou não ligada à baixa toxicidade morfológica e funcional do corante 

durante a cromovitrectomia. 

 

4.2 Retinal Toxicity of Acai Fruit (Euterpe oleracea) Dye Concentrations in 
Rabbits: Basic Principles of a New Dye for Chromovitrectomy in Humans 
 

O objetivo desse estudo foi testar a toxicidade de diferentes concentrações (10%, 

25% e 35%) do pigmento extraído do fruto do açaí, usando um modelo em coelhos. 

Para avaliar a toxicidade funcional do corante, realizamos uma ERG (Figura 2) 

enquanto a toxicidade morfológica foi mensurada ao proceder aos seguintes exames: 

fundoscopia, angiografia fluoresceínica (AFG), tomografia de coerência óptica (OCT) , 

LM e microscopia eletrônica de transmissão (MET). 
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Fonte: do autor. 
Figura 2. Sumário de todo o sistema utilizado para realização da eletrorretinografia. Os três eletrodos 
estão em destaque e posicionados à direita do coelho - A. eletrodo estimulador posicionado na 
córnea do animal;  B. eletrodo negativo posicionado periocular; C. eletrodo terra posicionado na 
orelha do animal. 

 

A interpretação dos resultados da ERG (Tabela 2) revelou que as amplitudes 

na fase escotópica de 0,01 ERG e de 3,0 ERG para a concentração de 35%, após 24 

horas, apresentaram valores significativamente mais baixos em microvolts 

comparados ao SBB (p<0,05). Após 7 dias, os valores de todas as concentrações 

tenderam à recuperação. 

 
Tabela 2. Descrição e análise comparativa (Kruskal-Wallis) da eletrorretinografia de campo 

total em coelhos, após 7 dias da injeção intravítrea de SSB nos olhos controle e de 
diferentes concentrações do corante do Açaí nos olhos testados 

Fase escotópica 0,01 ERG SSB 10% 25% 35% p (<0.05) 

onda-b Amplitude (µV) 165(87-210) 150(120-220) 173(65-280) 110(58-250) 0.879 
Tempo implícito (ms) 60(50-60) 60(20-70) 65(60-70) 65(60-80) 0.083 

Fase escotópica 3,0 ERG SSB 10% 25% 35% p (<0.05) 

onda-a Amplitude (µV) 8(2-12) 8(8-20) 5(5-5) 10(9-10) 0.204 
Tempo implícito (ms) 25(12-25) 25(25-25) 25(25-25) 25(25-25) 0.801 

onda-b 
Amplitude (µV) 175(144-265) 225(170-280) 227(190-265) 155(138-180) 0.135 

Tempo implícito (ms) 50(20-50) 45(45-50) 43(40-45) 50(34-53) 0.659 

Fonte: Caiado RR, Peris CS, Lima-Filho AAS, Urushima JGP, Novais EA, Badaró E, Maia A, 
Sinigaglia-Coimbra R, Watanabe SE, Rodrigues EB, Farah ME, Maia M. Retinal toxicity of acai fruit 
(Euterpe oleracea) dye concentrations in Rabbits: basic principles of a new dye for chromovitrectomy 
in humans. Curr Eye Res. 2017;42(8):1185-93.  
Valores médios (mínimo e máximo) obtidos 7 dias após a injeção intravítrea 

 

A MET apresentou anormalidades associadas apenas na concentração de 35% 

(Figura 3). Esses dados preliminares sugerem que a concentração do corante extraído 

do fruto do açaí tem toxicidade celular. Por outro lado, as concentrações de 10% e 

25% não apresentaram esse perfil de toxicidade. 
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Fonte: Caiado RR, Peris CS, Lima-Filho AAS, Urushima JGP, Novais EA, Badaró E, Maia A, Sinigaglia-
Coimbra R, Watanabe SE, Rodrigues EB, Farah ME, Maia M. Retinal toxicity of acai fruit (Euterpe 
oleracea) dye concentrations in Rabbits: basic principles of a new dye for chromovitrectomy in humans. 
Curr Eye Res. 2017;42(8):1185-93.  
Figura 3. Achados retinianos de microscopia eletrônica de transmissão (MET) 24 horas e 7 
dias nos olhos controle e após injeção intravítrea do corante a 35% do corante à base do fruto 
do açaí. Diferentes camadas retinianas mostradas para representar os olhos controle e após 
24 horas e 7 dias. Vinte e quatro horas após a injeção intravítrea, há um discreto edema de 
células ganglionares e desarranjo mitocondrial (B). A presença de corpos multilamelares mais 
proeminentes com 7 dias (C-seta). Na camada nuclear interna, observa-se danos nos feixes 
nervosos (E -asterisco), alteração mitocondrial (E e F - Cabeça da seta) e abundantes corpos 
multilamelares (F - seta). Ausência de anormalidades observadas na camada nuclear externa 
(H, I). Os segmentos internos e externos dos fotorreceptores não apresentaram anormalidades 
relevantes, mas houve um desarranjo na crista mitocondrial no segmento interno dos 
fotorreceptores com 24 horas (K - seta larga), sendo observado com menor expressão com 7 
dias (L - seta larga) 
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A retinografia revelou que a opacidade vítrea diminuiu de modo progressivo, 

independentemente da concentração, sugerindo que o corante é eliminado pelos 

tecidos oculares com eficiência. AFG não revelou alteração da fluorescência ou 

anormalidades vasculares independentemente da concentração do corante. Achados 

histológicos (LM e MET) revelaram que as pequenas alterações da retina 

(variabilidade fisiológica), apresentadas pelos corantes nas concentrações de 10% e 

25%, não mostram achados diferentes do apresentado pela Solução Salina 

Balanceada (SSB). A exceção foi para a concentração de 35%, que demonstrou 

edema celular em células ganglionares e no segmento externo de fotorreceptores. A 

OCT foi negativa para edema ou atrofia retiniana, com imagens semelhantes às 

encontradas em olhos contralaterais.  

Os resultados morfológicos corroboraram os achados de ERG e sugerem que 

o corante extraído do fruto do açaí é seguro para uso em coelhos na concentração de 

10% e 25%. No entanto, a concentração de 35% foi associada à toxicidade funcional 

e morfológica. 

A biocompatibilidade de outros corantes também já provou ser dose 

dependente.(34) Estudos futuros poderão comparar a toxicidade funcional e 

morfológica do corante extraído do fruto do açaí a outros corantes atualmente 

comercializados. 

A limitação mais evidente desse estudo foi o fato de ser realizado em coelhos. 

As cavidades vítreas desses animais são menores e suas retinas são mais finas do 

que as de humanos. Por esse motivo, os resultados de toxicidade obtidos podem até 

ser maiores do que se realizados em olhos humanos. 

Outra limitação do estudo foi o fato de o corante ter sido injetado em olhos de 

coelhos não vitrectomizados. Em olhos assim, o corante entrará em contato direto 

com a retina. Dessa forma, em humanos, o corante também entrará em contato direto 

com a retina e poderá resultar em maior toxicidade. Por outro lado, em humanos o 

corante é aspirado ao final da cirurgia e não permanece dentro do olho por tanto 

tempo, conforme ocorreu no estudo com coelhos. 

Considerando essas limitações, o atual estudo em coelhos serviu de base para 

o estudo clínico realizado em humanos. Foi possível concluir que o corante extraído 

do fruto do açaí nas concentrações de 10% e 25% não causaram toxicidade funcional 

nem morfológica em coelhos. 
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4.3 A New Dye Based on Anthocyanins from the Acai Fruit (Euterpe oleracea) 
for Chromovitrectomy in Humans: Clinical Trial Results 
 

A busca de um corante ideal para cromovitrectomia tem como base um 

pigmento que fosse viável e seguro ao mesmo tempo. Os objetivos deste estudo 

foram, portanto, avaliar a viabilidade e a segurança do uso do corante composto por 

antocianinas extraídas do fruto do açaí (Euterpe oleracea) na concentração de 25% 

em humanos que apresentavam a indicação cirúrgica para cromovitrectomia. 

O preparo do corante foi realizado pela Ophthalmos Indústria Farmacêutica 

S/A, certificada pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA). Apesar de o 

estudo anterior ter revelado que ambas as concentrações de 10% e 25% foram 

seguras em coelhos, a investigação atual foi realizada com a concentração mais alta 

em razão de sua maior capacidade de pigmentação. Outros parâmetros estabelecidos 

para obtermos um corante biocompatível com o ambiente ocular foram a osmolaridade 

(300 mOsm), o pH (7) e a densidade (1,1). O processo de liofilização foi necessário 

por conta da instabilidade da cor. 

Para analisar o perfil de segurança do corante extraído do açaí a 25%, 

realizamos avaliações anatômicas e funcionais. A fim de avaliar a viabilidade desse 

corante, foi investigada a capacidade de impregnação deste na hialoide posterior e na 

MLI por meio de preenchimento do questionário respondido pelo cirurgião após a 

utilização. 

Os achados anatômicos obtidos nos exames de autofluorescência, 

angiofluoresceinografia, tomografia de coerência óptica e angiotomografia por 

coerência óptica não mostraram anormalidades anatômicas sugestivas de toxicidade 

no seguimento de 180 dias de pós-operatório. 

A taxa de fechamento do buraco macular foi de até 76% e todos os 25 olhos 

foram considerados pseudofácicos. Essa taxa de fechamento é semelhante à de 

outros estudos que também avaliam buracos maculares crônicos no pós-

operatório.(35,36) Dessa forma, o número de casos com fechamento do buraco macular 

sugere não haver relação com uma possível toxicidade do corante. 

Neste estudo, os achados funcionais foram obtidos ao medir a acuidade visual e 

ao registrar a ERG multifocal. A acuidade visual média melhorou estatisticamente 

(p<0,001) desde o pré-operatório (1,37 ± 0,29) até 180 dias pós-operatório (1,05 ± 0,43). 

No entanto, a melhora limitada da acuidade visual pode estar relacionada à cronicidade 
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dos casos. A ERG multifocal é um exame mais objetivo e sensível do que o da acuidade 

visual para avaliar os resultados funcionais. A ERG multifocal mostrou que os valores 

médios de amplitude para o anel 1 e a análise do tempo implícito P1 melhoraram 

progressivamente em relação ao baseline para 180 dias. Esse resultado provavelmente 

deveu-se a uma melhora anatômica foveal após o fechamento macular. As médias das 

amplitudes dos anéis 2 ao anel 6 e do tempo implícito P1 apresentaram um aumento 

desde o baseline até 30 dias e não mudaram significativamente de 30 para 180 dias. 

Esse aumento, embora não clinicamente importante, pode ser resultado de trauma 

cirúrgico causado pelo peeling da MLI, demonstrando ser improvável a possibilidade de 

efeitos tóxicos relacionados ao novo corante. 

A ERG de campo total também foi utilizada para avaliar a toxicidade do corante. 

A ERG escotópica 0,01 e a ERG escotópica 3,0, baseline até 30 dias, mostraram 

valores que podem estar associados a trauma cirúrgico, isto é, à presença do gás 

perfluoropropano na cavidade vítrea e à resposta inflamatória pós-operatória. No 

entanto, os dados obtidos de 30 a 180 dias apresentaram melhora consistente com 

base na diminuição da resposta inflamatória. Em geral, os padrões ERG de campo 

total sugeriram ausência de toxicidade associada ao corante de açaí. 

A análise dos questionários (Figura 4) revelou que a pigmentação foi seletiva e 

ocorreu para MLI, core vitreous e hialoide posterior. A pigmentação do vítreo (core e 

hialoide posterior) ocorreu em 24 de 25 procedimentos (escore de 7,0 ±1,0 e 8,8 ±1,4, 

respectivamente) e para a MLI em 22 de 25 procedimentos (escore 7,1±1,5). Os 

cirurgiões também classificaram a aplicabilidade do corante com a nota de 7,4±1,4. É 

importante ressaltar que, apesar de os cirurgiões serem experientes com outros 

corantes, eles nunca haviam operado usando o corante extraído do açaí. É razoável 

considerar que esses resultados poderão receber pontuação ainda mais alta após a 

realização de mais casos empregando o novo corante. 
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Fonte: Caiado RR, Peris C, Rodrigues EB, Farah ME, Maia A, Magalhães O Jr, Novais E, Lima-Filho AS, 
Maia M. A new dye based on anthocyanins from the acai fruit (Euterpe oleracea) for chromovitrectomy in 
humans: clinical trial results. Graefes Arch Clin Exp Ophthalmol. 2019 Jan 3. doi: 10.1007/s00417-018-
04204-y. [Epub ahead of print]. 
Figura 4. Questionário, tabela e gráfico com perguntas e respostas dos cirurgiões após 
procedimentos usando o corante extraído do açaí 

 

Uma observação clínica importante foi o fato de o corante extraído do açaí ser 

mais pesado que o SSB. Essa característica resulta na sua cuidadosa deposição no 

polo posterior ao desligar a infusão e posicionar a ponta da cânula no centro da 

cavidade vítrea. Esse passo evita manobras agressivas, como o flushing do corante 

sobre o polo posterior. Outra possível vantagem do corante é que o fruto do açaí é 

acessível e, portanto, a produção em larga escala desse produto poderá resultar em 

um corante mais econômico em comparação aos comercializados atualmente. Além 

disso, diferente dos corantes atualmente empregados (PubMed, fevereiro, 2018), 

todos os passos da cromovitrectomia podem ser realizados usando apenas um 

corante, já que ele pigmenta tanto a hialoide posterior como a MLI. 

Finalmente, apesar de esse estudo ser a última etapa de uma linha de pesquisa 

extensa que avaliou o corante extraído do fruto do açaí, estudos adicionais devem ser 

realizados para acompanharmos um maior número de pacientes por um período 

maior. De acordo com o estudo atual, o corante extraído do açaí a 25% foi seguro e 

viável para ser empregado em cromovitrectomia em humanos. 
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4.4 Perspectivas Futuras 

 

Apesar dos resultados promissores em relação ao corante extraído do fruto do 

açaí em cromovitrectomia, novas pesquisas laboratoriais e clínicas deverão ser 

desenvolvidas. Duas principais linhas de pesquisa devem ser iniciadas. A primeira 

voltada para compreender melhor o papel antioxidante das antocianinas presentes no 

corante e de que maneira essa característica pode estar relacionada à sua baixa 

toxicidade celular. A segunda linha deverá tomar uma abordagem clínica, voltada para 

a comparação do corante extraído do fruto do açaí com outros corantes atualmente 

comercializados. 

O aprofundamento do entendimento das propriedades químicas e físicas do 

corante extraído do fruto do açaí poderá tornar esse corante um produto técnica e 

economicamente mais interessante do que outras substâncias empregadas hoje em dia 

em cromovitrectomia. 

 



 

 

CONCLUSÕES 
 



 

 

5 CONCLUSÕES 

 

A linha de pesquisa atual revelou que o corante extraído do fruto do açaí, na 

concentração de 25%, é seguro e viável para ser usado em cromovitrectomia em 

humanos. 

As vantagens do emprego desse novo corante são as seguintes: 

(1) O açaí possui uma alta composição de antocianinas (cianidina-3-0-

glucosídeo > homoorientina> orientina > taxifolina > isovitexina). 

(2) Avaliações anatômicas e funcionais em coelhos não mostrou sinais de 

toxicidade do corante na concentração de 10% e 25%.  

(3) Todos os passos da cromovitrectomia podem ser realizados usando 

apenas um corante. Além disso, por ser mais pesado do que a SSB, o 

corante extraído do açaí evita manobras agressivas, como o flushing. O 

corante também se mostrou seguro e eficaz em cromovitrectomia em 

humanos. 

 

5.1 Considerações finais 
 

O corante extraído do fruto do açaí (Euterpe oleracea) é uma alternativa segura 

e eficiente para o uso em cromovitrectomia. Novas pesquisas clínicas e laboratoriais 

poderão aprofundar seu desempenho clínico e sua ação antioxidante na toxicidade 

celular. 
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São Paulo, 23 de janeiro de 2014
CEUA N 2689281013

IImo(a). Sr(a).
Pesquisador(a): Rafael Ramos Caiado
Depto/Disc: Oftalmologia
Dr Mauricio Maia (orientador)

Título do projeto: "Avaliação da toxicidade retiniana das antocianinas e proantocianidinas do fruto do Açaí (Euterpe 
orelacea) em coelhos".

Parecer Consubstanciado da Comissão de Ética no Uso de Animais UNIFESP/HSP

A cirurgia vitreorretiniana é uma cirurgia que envolve técnicas complexas e delicadas que tratam doenças como buraco 
macular (BM), membrana epirretiniana (MER) e o edema macular diabético. (1, 2) A cromovitrectomia é uma dessas 
técnicas que incluem o uso de corantes compostos de pigmentos vitais ou cristais para melhorar a visualização durante a 
cirurgia de vitrectomia. Uma boa impregnação do corante favorece o resultado cirúrgico por que facilita procedimentos 
como o peeling da membrana limitante interna (MLI) e da membrana epirretiniana (MER), além da remoção vítrea completa. 
(3-5)
Até o momento não há um corante estabelecido para ser utilizado em cirurgias vitreoretinianas. A busca de um corante 
ideal é baseada em um pigmento que tenha um baixo potencial oxidativo, e a capacidade de fazer uma pigmentação 
seletiva e efetiva da MLI e/ou da MER. (17)
Recentemente, o uso de corantes naturais foram sugeridos como coadjuvantes na visualização das estruturas pré-
retinianas e membranas. Entre eles, podemos citar as antocianinas, que são corantes naturais encontrados em uvas, 
blueberries , fruto do açaí e em qualquer outro fruto com coloração roxa. Sabe-se que uma das característica das 
antocianinas é seu efeito antioxidante natural . (18, 19)
As antocianinas extraídas do fruto do açaí quando ajustadas a uma concentração de 0,5%, um PH de 7,06 e uma 
osmolaridade de 304mOsm resultaram em uma solução de coloração roxa. Ao ser testada durante cromovitrectomia em 
olhos cadavéricos, a solução identificou com facilidade a MLI que revelou uma pigmentação arroxeada. (20)
Portanto, existem estudos recentes que demonstraram a viabilidade clínica do uso das antocianinas provenientes do fruto 
do açaí (Euterpe oleracea) para se corar de maneira efetiva as estruturas pré-retinianas e membranas em cirurgia 
vitreorretiniana em olhos humanos cadavéricos. (20) (21) O presente estudo avaliará a possível toxicidade de diversas 
concentrações de antocianinas desse fruto em coelhos, sendo de grande interesse para a cirurgia vitreorretiniana atual. A 
consequência desse estudo será gerar uma base para o desenvolvimento de um corante originado de um fruto nacional e 
que ainda não foi descrito na literatura durante a cromovitrectomia em olhos humanos. Além disso, sua patente já esta 
protocolada na forma de Depósito de Pedido Nacional de Patente sob no P11000244-8 A2 no Instituto Nacional de 
Propriedade Intelectual (INPI) com sessão de direitos para a Universidade Federal de São Paulo .

INFORMAÇÃO SOBRE ANIMAIS E CRONOGRAMA

ANIMAIS: Serão utilizados:
38 coelhos, machos, com 2Kg
PROCEDÊNCIA: Fazenda Angolana
MANUTENÇÃO: CEDEME
VIGÊNCIA DO ESTUDO: início previsto para: jan/2014 com término previsto para: dez/2014

A Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de São Paulo/Hospital São Paulo, na reunião de 
23/01/2014, ANALISOU e  APROVOU todos os procedimentos apresentados neste protocolo.
1. Comunicar toda e qualquer alteração do protocolo.
2. Comunicar imediatamente ao Comitê qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do protocolo.
3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para possível 

Rua Botucatu, 572, 1º andar conjunto 14 CEP 04023-061 São Paulo - tel: 55 (11) 5571-1062 / fax: 55 (11) 5539-7162
Horário de atendimento: das 9:00 as 13:00hs : e-mail:cepunifesp@unifesp.br

CEUA Nº 2689281013
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auditoria dos órgãos competentes.
4. Relatórios parciais de andamento deverão ser enviados anualmente à CEUA até a conclusão do protocolo.
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rubricadas pelo pesquisador principal e participante no momento da aplicação do TCLE. O TCLE deverá
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Introdução:
A cirurgia vitreorretiniana é uma cirurgia que envolve técnicas complexas e delicadas que tratam doenças
como buraco macular (BM), membrana epirretiniana (MER) e o edema macular diabético. A
cromovitrectomia é uma técnica que inclue o uso de corantes compostos de pigmentos vitais ou cristais para
melhorar a visualização durante a cirurgia de vitrectomia. Uma boa impregnação do corante favorece o
resultado cirúrgico por que facilita procedimentos como a remoção cirúrgica da membrana limitante interna
(MLI) e da membrana epirretiniana (MER), além da remoção vítrea completa. Corantes são compostos
químicos que se agregam a várias substâncias in natura para produzir cor. Quando os corantes coram
tecidos ou células vivas, são chamados de corantes vitais. Em cirurgia vitreorretiniana, o emprego da
indocianina verde (ICG) e o azul brilhante G (BBG) facilitam a visualização e a remoção de membranas pre-
retinianas. A ICG tem importante papel como pioneira para remoção da membrana limitante interna (MLI).
Porém, devido seu conhecido perfil de toxicidade, a recomendação atual para cromovitrectomia é a não
utilização da ICG, especialmente na cirurgia de buraco macular. O BBG é um corante sintético que foi
certificado como corante alimentar na Europa e pode ser usado como marcador cardiovascular e de
proteínas em doenças neurológica. Dados sobre a utilização de BBG para cromovitrectomia e cirurgia de
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catarata foram primeiramente publicados em 2006. O perfil de segurança do BBG foi investigado por alguns
autores em experimentos pré-clínicos em ratos e primatas e não foram observadas alterações patológicas à
microscopia óptica ou eletrônica em pequenas doses injetadas de BBG. O acompanhamento de longo prazo
não foram observados sinais de toxicidade. Apesar da boa afinidade do BBG pela membrana limitante
interna (MLI) em olhos humanos, a migração inadvertida sub-retiniana do corante em um procedimento de
remoção da MLI resultou em ¿++.
D efeitos em janela¿ na angiofluoresceinografia sugerindo anormalidades atróficas do Epitélio Pigmentado
da Retina (EPR). (16) Até o momento não há um corante estabelecido como ideal para ser utilizado em
cirurgias vitreorretinianas. A busca de um corante ideal é baseada em um pigmento que tenha um baixo
potencial oxidativo, e a capacidade de fazer uma pigmentação seletiva e efetiva da MLI e/ou da MER, bem
como ser capaz de se depositar sobre a hialoide posterior. (17) Recentemente, o uso de corantes naturais
foram sugeridos como coadjuvantes na visualização das estruturas pré-retinianas e membranas. Entre eles,
podemos citar as antocianinas, que são corantes naturais encontrados em uvas, blueberries, fruto do açaí e
em qualquer outro fruto com coloração roxa. Sabe-se que uma das característica das antocianinas é seu
efeito antioxidante natural. (18, 19) As antocianinas extraídas do fruto do açaí quando ajustadas a uma
concentração de 0,5%, um PH de 7,06 e uma osmolaridade de 304mOsm resultaram em uma solução de
coloração roxa. (20) Ao ser testada durante cromovitrectomia em olhos cadavéricos, a solução identificou
com facilidade a MLI que revelou uma pigmentação arroxeada. (21) Portanto, existem estudos recentes que
ressaltam a importância e a viabilidade clínica do uso das antocianinas provenientes do fruto do açaí
(Euterpe oleracea) para se corar de maneira efetiva as estruturas pré-retinianas e membranas em cirurgia
vitreorretiniana em olhos humanos cadavéricos. (20, 21) A patente do uso intraocular das antocianinas do
fruto do açaí já foi depositada como pedido nacional de Patente sob nº P11000244-8 A2 no Instituto
Nacional de Propriedade Intelectual (INPI) com cessão de direitos para a Universidade Federal de São
Paulo.

Hipótese:
Desfecho Primário: Eficácia do tingimento do corante nas concentrações de 0,5 mg/ml nas estruturas
investigadas. Desfecho Secundário: Ausência de toxicidade ou outros efeitos adversos relacionados ao uso
do corante bem como melhora da acuidade visual.

Metodologia:
Vinte e cinco pacientes com diagnóstico de membrana epirretiniana, buraco macular, retinopatia
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diabética com ou sem hemorragia vítrea e/ou edema macular e/ou tração vitreomacular associado a
indicação de cirurgia de vitrectomia seguido da remoção da membrana epirretiniana e/ou  membrana
limitante interna serão selecionados para participar do presente estudo. Após aprovação do projeto de
pesquisa pelo Comitê de Ética e Pesquisa (CEP-UNIFESP), todos os pacientes deverão compreender e
assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) antes da realização da cirurgia. Os pacientes
atendidos no setor de Retina do Departamento de Oftalmologia da UNIFESP com diagnóstico de membrana
epirretiniana, buraco macular ou retinopatia diabética proliferativa com indicação de cirurgia pela técnica de
vitrectomia posterior via pars plana para remoção da membrana epirretiniana e/ou membrana limitante
interna, serão convidados a participar deste estudo. Todos os pacientes serão operados pela técnica de
vitrectomia padrão utilizando-se 4  esclerotomias e sistema de 23-gauge com iluminação acessória. Todos
receberão o corante composto pelas antocianinas extraídas do fruto do Açaí (Euterpe oleracea) para corar a
membrana epirretiniana e a membrana limitante interna e identificação do vítreo (hialóide posterior). Os
pacientes serão seguidos por um período mínimo de 30 dias e cada consulta consistirá de exame
oftalmológico conforme descrito acima e, na consulta de 30 dias, os exames complementares supra-citados
serão repetidos.
Critérios de Inclusão/ Exclusão:

Critérios de inclusão:
Pacientes maiores de 18 anos, ambos os sexos- diagnóstico de membrana epirretiniana, buraco macular ou
retinopatia diabética proliferativa com ou sem hemorragia vítrea.- indicação de tratamento cirúrgico para
remoção da membrana epirretiniana (com ou sem remoção da membrana limitante interna subjacente),
remoção da membrana limitante interna e em retinopatia diabética com ou sem hemorragia vítrea.

Critérios de Exclusão:
Antecedente de qualquer doença ocular - Glaucoma - Qualquer infecção ocular previa modificando a
anatomia ocular.

O objetivo deste estudo será avaliar a viabilidade e segurança do uso do corante composto pelas
antocianinas extraídas do fruto do Açaí (Euterpe oleracea) nas concentrações de 0,1 mg/ml e 5 mg/ml em
humanos que apresentam a indicação cirúrgica para cromovitrectomia. Será investigada

Objetivo da Pesquisa:
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a capacidade de impregnação do corante no hialóide posterior, da membrana epirretiniana e da membrana
limitante interna.

Riscos:
Toxicidade do corante. Esse risco será minimizado pelo fato de já haver estudos anteriores em laboratório
que não evidenciaram toxicidade. Dentre esses estudos, temos estudo de olhos cadavéricos, perfil de
toxicidade retiniana em coelhos e cultura de células.

Benefícios:
Possibilidade de maior perfil de segurança durante o procedimento cirúrgico e altos níveis de sucesso
terapêutico devido a propriedades antioxidantes e boa capacidade de tingimento dos tecidos com baixo
risco de toxicidade.

Avaliação dos Riscos e Benefícios:

Ver item "Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações".
Comentários e Considerações sobre a Pesquisa:

Ver item "Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações".
Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória:

Não se aplica.
Recomendações:

RECURSO ÀS PENDENCIAS 1, 2B, 2D, 2F e 2H.

1. Quanto à relação entre benefício esperado e risco da participação no referido protocolo: Conforme a
resolução 466/2012 item V.I "As pesquisas envolvendo seres humanos são admissíveis quando: a) o risco
se justifique pelo benefício esperado; b) no caso de pesquisas experimentais da área da saúde, o benefício
seja maior, ou, no mínimo igual às alternativas já estabelecidas para a prevenção, o diagnóstico e o
tratamento.". O pesquisador faz referência, no protocolo de pesquisa, a estudos em olhos de cadáver. Não
cita mais estudos prévios de biossegurança (como aconteceu no caso do corante BBG, por exemplo).
Solicita-se que o pesquisador apresente todos os dados das pesquisas desenvolvidas, especificando a

Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações:

70.750-521

(61)3315-5878 E-mail: conep@saude.gov.br

Endereço:
Bairro: CEP:

Telefone:

SEPN 510 NORTE, BLOCO A 3º ANDAR,  Edifício Ex-INAN - Unidade II - Ministério da Saúde
Asa Norte

UF: Município:DF BRASILIA

Página 04 de  12



Anexos 

 

 
  

COMISSÃO NACIONAL DE
ÉTICA EM PESQUISA

Continuação do Parecer: 1.139.211

fundamentação da fase de pesquisa clínica na qual se realizará o estudo, demonstrando que as fases
anteriores já foram cumpridas, em acordo com a resolução 251/97.
RESPOSTA: Não há no momento, um corante estabelecido como ideal para ser utilizado em cirurgias vítreo
-retinianas. Atualmente o corante Azul Brilhante tem sido a substância de escolha usado em cirurgias vítreo
-retinianas. Porém, o estudo de Rodrigues et al. de 2009 1 revelou uma toxicidade seletiva aos
fotorreceptores retinianos após injeção intra-vítrea do Azul Brilhante em olhos de coelhos. Um relato de caso
(Malerbi et al.) 2 descreveu a migração não-intencional de azul brilhante ao espaço sub-retiniano durante
uma cromovitrectomia, sendo evidenciado, a anormalidade do Epitélio Pigmentário Retiniano na angiografia.
A busca de um corante ideal é baseada em um pigmento que tenha um baixo potencial oxidativo, e a
capacidade de fazer uma pigmentação seletiva e efetiva dos tecidos do olho. Recentemente, o uso de
corantes naturais foram sugeridos como coadjuvantes na visibilização das estruturas pré-retinianas e
membranas. Entre eles, podemos citar as antocianinas, que são corantes naturais encontrados em uvas,
blueberries, fruto do açaí e em qualquer outro fruto com coloração roxa. Sabe-se que uma das característica
das antocianinas é seu efeito antioxidante natural. O estudo atual faz parte de uma linha de pesquisa da
Universidade Federal de São Paulo que se iniciou em estudos laboratoriais in vitro (Peris et al. 2013 3 e
Chen et al. 2013 4) e in vivo em coelhos (dados não publicados). Tais estudos incluíram a extração de
antocianinas provenientes do fruto do açaí, o teste do uso do corante em olhos cadavéricos e o teste de
toxicidade em olhos de coelho. Porém a limitação da técnica em laboratório e em animais requer que o
experimento seja realizado em humanos. O estudo de Peris et al (2013) 3, revelou que o corante, quando
estabelecido a um pH e osmolaridades fisiológicas (concentração de 0,5%, um pH de 7,06 e uma
osmolaridade de 304mOs), resultou em uma solução de coloração roxa, ou seja, viável como corante. Ao
ser testada em cromovitrectomia em olhos cadavéricos, a solução identificou com facilidade a MLI que
revelou uma pigmentação arroxeada, como mostrado no estudo na Jane Chen de 2013. 4 Outro trabalho
recente em humanos, que não faz parte da presente linha de pesquisa (Sanchez et al 2009) 5, revelou que
a polpa do açaí pode ser usada como um agente de contraste oral, natural, seguro, de baixo custo, com alta
eficiência e bem aceito pelo paciente em exames de colangiopancreatografia usando ressonância
magnética.
1. Rodrigues EB, Penha FM, Farah ME, de Paula Fiod Costa E, Maia M, Dib E, et al. Preclinical
investigation of the retinal biocompatibility of six novel vital dyes for chromovitrectomy. Retina. 2009
Apr;29(4):497-510.
2. Malerbi FK, Maia M, Farah ME, Rodrigues EB. Subretinal brilliant blue G migration during internal
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limiting membrane peeling. The British journal of ophthalmology. 2009;93(12):1687. Epub 2009/11/27.
3. Peris CS, Badaro E, Ferreira MA, Lima-Filho AA, Ferreira EL, Maia, et al. Color Variation Assay of the
Anthocyanins from Acai Fruit (Euterpe oleracea): A Potential New Dye for Vitreoretinal Surgery. Journal of
ocular pharmacology and therapeutics : the official journal of the Association for Ocular Pharmacology and
Therapeutics. 2013. Epub 2013/07/26.
4. Chen J, Ferreira MA, Farah ME, de Carvalho AM, Alves Ferreira RE, de Moraes Filho MN, et al. Posterior
hyaloid detachment and internal limiting membrane peeling assisted by anthocyanins from acai fruit (Euterpe
oleracea) and 10 other natural vital dyes: experimental study in cadaveric eyes. Retina. 2013;33(1):89-96.
Epub 2012/09/20.
5. Sanchez TA, Elias J, Jr., Colnago LA, de Almeida Troncon LE, de Oliveira RB, Baffa O, et al. Clinical
feasibility of Acai (Euterpe oleracea) pulp as an oral contrast agent for magnetic resonance
cholangiopancreatography. J Comput Assist Tomogr. 2009 Sep-Oct;33(5):666-71.
ANÁLISE: Os autores citaram como justificativa à busca de novos corantes, entre outros pontos, a
toxicidade revelada pelo corante já utilizado em olhos de coelhos. No entanto, os autores não apresentaram
dados de toxicidade em olhos de coelhos do corante em estudo. A falta desses dados pode submeter os
participantes de pesquisa a riscos não aceitáveis. PENDÊNCIA NÃO ATENDIDA.
RECURSO: Os dados de toxicidade do uso do corante em olhos de coelhos está apresentado em
documento anexo (ANEXO 1). Resultados mostram que o uso do corante investigado é seguro no ponto de
vista de toxicidade em coelhos.
ANÁLISE DO RECURSO: Embora os pesquisadores afirmem haver um "anexo 1" onde supostamente
estariam os dados sobre toxicidade em coelhos, não há tal documento na plataforma. Entretanto,
procurando entre os que há, encontra-se o documento Relatório toxicidade 21.04.15.pdfl. Neste documento
há os dados de toxicidade em coelhos. PENDÊNCIA ATENDIDA.

2. Quanto ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, versão 3, datado de 09/12/2013:
a) Na página 1 de 4 lê-se: "Essas informações estão sendo fornecidas para sua participação voluntária
neste estudo, que visa avaliar a viabilidade e segurança do uso do corante composto pelas antocianinas
extraídas do fruto do Açaí (Euterpe oleracea) nas concentrações de 0,1mg/ml e 5 mg/ml em humanos que
apresentam a indicação cirúrgica para cromovitrectomia.". O documento de consentimento deve seguir a
terminologia da Resolução CNS 466/2012, item IV, e ser apresentado ao participante da pesquisa em forma
de convite. Cabe ao pesquisador informar
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todos os procedimentos do estudo e as garantias do participante
da pesquisa para, ao final, solicitar sua anuência. Solicita-se adequação.
RESPOSTA: O documento de consentimento foi totalmente modificado para seguir a terminologia da
Resolução CNS 466 de 2012. O texto foi modificado para ser apresentado ao participante da pesquisa em
forma de convite. Para facilitar o entendimento do paciente voluntário separamos o texto nos seguintes
itens:
I. Título da Pesquisa
II. Justificativa
III. Procedimentos
IV. Inclusão de Grupo controle ou placebos
V. Métodos alternativos para Obtenção da Informação ou Tratamento da Condição
VI. Desconfortos ou Riscos Esperados e Assistência
VII. Descrição dos Benefícios ou Vantagens Diretas ao Voluntário
VIII. Forma de Acompanhamento e Assistência ao Sujeito
IX. Forma de Contato com os Pesquisadores e com o CEP
X. Garantia de Esclarecimento
XI. Garantia de Recusa à Participação ou Saída do Estudo
XII. Garantia de Sigilo
XIII. Garantia de Ressarcimento e Indenização
XIV. Garantia de Entrega de Cópias
ANÁLISE: PENDÊNCIA ATENDIDA.

b) De acordo com o item IV-1-b da Resolução CNS 466/12, o TCLE deve "prestar informações em
linguagem clara e acessível, utilizando-se das estratégias mais apropriadas à cultura, faixa etária, condição
socioeconômica e autonomia dos convidados a participar da pesquisa.". O TCLE apresentado contém vários
termos técnicos de difícil compreensão ao leigo. Solicita-se adequação.
RESPOSTA: Para tornar a linguagem apresentada no TCLE mais clara e acessível substituímos diversos
termos técnicos para termos mais populares. Por exemplo, o termo “midríase medicamentosa” foi
substituída por dilatação pupilar.
ANÁLISE: O TCLE continua com vários termos de difícil compreensão a um leigo. PENDÊNCIA NÃO
ATENDIDA
RECURSO: Novas modificações foram realizadas em todo o texto do TCLE para tornar a sua linguagem
mais acessível ao paciente.
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ANÁLISE DO RECURSO: PENDÊNCIA ATENDIDA.

c) Na página 01 de 04, lê-se: "A introdução do corante composto pelas antocianinas extraídas do fruto do
Açaí (experimental) ocorrerá durante a cirurgia de retina que será realizada de forma rotineira, com a
remoção do Gel vítreo e de eventuais estruturas correspondentes à causa da doença abordada. Dessa
forma, não há benefício direto para o participante. Trata-se de estudo experimental testando a hipótese de
que o corante em questão, permite melhor visibilização dessas estruturas, SEM OFERECER EFEITOS
COLATERAIS."(Destaque nosso). Da forma como a hipótese a ser testada foi apresentada dá a entender
que não há risco de efeito colateral, o que não é verdade. Solicita-se correção.
RESPOSTA: Os procedimentos e os riscos de efeito colateral foram detalhadamente explicados no texto do
TCLE sob os subtítulos: III – Procedimentos; VI- Desconfortos ou Riscos Esperados e Assistência
ANÁLISE: PENDÊNCIA ATENDIDA.

d) Na página 2 de 4, lê-se: "Ao término da cirurgia, todos os pacientes RECEBERÃO UMA RECEITA
MÉDICA com colírio de associação de antibiótico com corticoide, seguindo a rotina de cirurgia de
vitrectomia, durante as semanas seguintes do pós-operatório.". (Destaque nosso). Como a medicação pós-
operatória faz parte do estudo, não é aceitável que os participantes tenham despesas com tal medicação,
que deve ser fornecida pelo patrocinador, em acordo com o item IV-3-g da Resolução CNS 466/12. Solicita-
se adequação.
RESPOSTA: Não haverá despesas pessoais para o paciente em qualquer fase do estudo, incluindo exames
e consultas, além do custo de deslocamento do paciente para essas etapas do estudo.
Essa informação foi agora introduzida sob o subtítulo:
VII. Descrição dos Benefícios ou Vantagens Diretas ao Voluntário
ANÁLISE: O trecho apresentado foi: "não haverá despesas pessoais [...] ALÉM DO CUSTO DE
DESLOCAMENTO [...]" (destaque nosso). No entanto, da forma como o trecho foi redigido entende-se que o
gasto de transporte dar-se-á por conta do participante de pesquisa. PENDÊNCIA NÃO ATENDIDA.
RECURSO: O Trecho destacado acima (página 6/9) foi modificado para:
“Não haverá despesas pessoais para o paciente e seu acompanhante, em qualquer fase do estudo,
incluindo exames, consultas, custos de alimentação e deslocamento durante essas etapas do estudo.”
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ANÁLISE DO RECURSO: PENDÊNCIA ATENDIDA.

e) Na página 2 de 4 lê-se: "Posteriormente serão realizados exames para documentação e análise dos
resultados, como a Retinografia e Angiofluoresceinografia. Os efeitos adversos referente ao exame de
angiofluoresceinografia incluem náusea, vômitos, rubor da pele, coceira, urticária e espirros em excesso.
Problemas raros incluem desmaio, edema de laringe, brocoespasmo e choque anafilático. Quase todos
pacientes apresentam alteração na coloração da pele e da urina, sem qualquer outra intercorrência. Os
demais exames oftalmológicos: acuidade visual, eletrorretinografia, tomografia de coerência óptica e
microperimetria não são invasivos, não utilizam radiação e não apresentam efeitos adversos.". Não há o
detalhamento dos procedimentos, incluindo o tempo que se estima gastar para sua realização. Não há
menção ao fato de que alguns dos exames não são realizados rotineiramente no pós-operatório, e que
serão realizados exclusivamente com fins a fornecer dados à pesquisa. E especificamente no caso da
eletrorretinografia, não é verdade que "não apresenta efeito adverso", pois necessita de dilatação das
pupilas e uso de eletrodo de lente de contato, que podem causar desconforto e apresentam riscos, ainda
que de frequência baixa. Solicita-se adequação.
RESPOSTA: Todas as informações acima descritas foram acrescentadas ao TCLE sob os subtítulos de: III.
Procedimentos e VI. Desconfortos ou Riscos Esperados e Assistência.
ANÁLISE: PENDÊNCIA ATENDIDA.

f) Não é informado que está garantido o ressarcimento de gastos relacionados ao estudo. Cabe ressaltar
que, como prevê o item IV.3."g" da Resolução CNS 466/2012, deve ser garantido ao participante de
pesquisa (e a seu acompanhante, se for o caso) o ressarcimento de despesas decorrentes da participação
no estudo, tais como transporte e alimentação nos dias em que for necessária sua presença para consultas
ou exames. Assim sendo, solicita-se que a garantia de ressarcimento dos gastos decorrentes da
participação no estudo seja apresentada de modo claro e afirmativo.
RESPOSTA: Incluímos as informações acima descritas no texto do TCLE sob o subtítulo:
VII. Descrição dos Benefícios ou Vantagens Diretas ao Voluntário
ANÁLISE: O trecho apresentado foi: "não haverá despesas pessoais [...] ALÉM DO CUSTO DE
DESLOCAMENTO [...]" (destaque nosso). No entanto, da forma como o trecho foi redigido entende-se que o
gasto de transporte dar-se-á por conta do participante de pesquisa. PENDÊNCIA NÃO
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ATENDIDA.
RECURSO: O Trecho destacado acima (página 6/9) foi modificado para:
“Não haverá despesas pessoais para o paciente e seu acompanhante, em qualquer fase do estudo,
incluindo exames, consultas, custos de alimentação e deslocamento durante essas etapas do estudo.”
ANÁLISE DE RECURSO: PENDÊNCIA ATENDIDA

g) Na página 2 de 4, lê-se: "As informações obtidas serão analisadas em conjunto com outros pacientes,
não sendo divulgada a identificação de nenhum paciente incluindo o Sr.(a).". Considerando que os dados
pessoais serão identificados, solicita-se que sejam indicados os procedimentos que garantam sigilo,
confidencialidade e segurança no tratamento dos dados (Resolução CNS 466/2012, item III.2.i e IV.3.e).
RESPOSTA: Incluímos as informações acima descritas no texto do TCLE sob o subtítulo: XII. Garantia de
Sigilo. Os pesquisadores asseguram a privacidade do sujeito quanto aos dados confidenciais envolvidos na
pesquisa. Para isso, cada paciente será identificado com uma numeração a fim de resguardar seu dados
pessoais durante a pesquisa.
ANÁLISE: PENDÊNCIA ATENDIDA.

h) Na página 3 de 4, lê-se: "Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou
tratamentos propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento
médico na Instituição, bem como às indenizações legalmente estabelecidas. Os pesquisadores
responsáveis se comprometem a utilizar os dados e o material coletado somente para esta pesquisa.". Cabe
ressaltar que a responsabilidade pela prestação de cuidados integrais de saúde pelo tempo que for
necessário para o tratamento por lesões não pode estar vinculada à comprovação de relação direta com a
participação no estudo, devido à própria dificuldade prática em comprovar esse vínculo. Assim sendo, danos
diretos ou indiretos, imediatos ou tardios sofridos no decorrer da participação no estudo, devem ser
acompanhados e tratados pelo pesquisador e seu patrocinador
mesmo que não seja estabelecido nexo causal. Solicita-se adequação.
RESPOSTA: O texto foi modificado sob o subtítulo: VIII. Forma de Acompanhamento e Assistência ao
Sujeito
ANÁLISE: O trecho apresentado (a seguir) não evidencia a garantia de assistência integral e gratuita: "Em
caso de dano pessoal, diretos ou indiretos, imediatos ou tardios sofridos no decorrer
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da participação no estudo, serão acompanhados e tratados pelo pesquisador e seu patrocinador na própria
instituição". PENDÊNCIA PARCIALMENTE ATENDIDA.
RECURSO: O trecho citado acima (página 7/9) foi modificado para atender a garantia de assistência integral
e gratuita ao paciente:
“Em caso de dano pessoal, diretos ou indiretos, imediatos ou tardios sofridos no decorrer da participação no
estudo, os pacientes envolvidos no estudo receberão assistência integral e gratuita e serão acompanhados
e tratados pelo pesquisador e seu orientador na própria instituição.”
ANÁLISE DE RECURSO: PENDÊNCIA ATENDIDA.

i) Na página 3 de 4, lê-se:"Em qualquer etapa do estudo, você terá acesso aos profissionais responsáveis
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dúvidas. O principal investigador é o Dr. Rafael Ramos
Caiado, CPF-864.010.501-44, que pode ser encontrado no endereço: Rua Botucatu 822 Vila Clementina
São Paulo SP, tel 5085-2087. Se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) Rua Botucatu, 572 - 1º andar cj 14, 5571-1062, FAX:
5539-7162 E-mail: cepunifesp@epm.br.". Solicita-se que sejam incluídos no TCLE: uma breve descrição do
que é o CEP, qual sua função no estudo e seu horário de funcionamento. Solicita-se ainda a inclusão da
forma de contato com o pesquisador em caso de urgência/emergência.
RESPOSTA: O texto foi modificado sob o subtítulo: IX. Forma de Contato com os Pesquisadores e com o
CEP.
ANÁLISE: PENDÊNCIA ATENDIDA.

j) Na última página do TCLE, lê-se: "Em casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos,
semianalfabetos ou portadores de deficiência auditiva ou visual.". Tal afirmação está incoerente com os
critérios de inclusão, que preveem apenas maiores de 18 anos de idade. Solicita-se adequação.
RESPOSTA: A afirmação foi removida e o texto adequado para os critérios de inclusão.
ANÁLISE: PENDÊNCIA ATENDIDA.

k) O participante de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, deverá rubricar todas as folhas do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), apondo sua assinatura na última página do referido
Termo. O pesquisador responsável, ou membro da equipe delegada pelo pesquisador responsável, deverá,
da mesma forma, rubricar todas as folhas do TCLE, apondo sua
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assinatura na última página do referido Termo. Solicita-se adequação.
RESPOSTA: As observações acima serão seguidas no ato das assinaturas do TCLE, como sugerido.
Análise: PENDÊNCIA ATENDIDA.

Aprovado
Situação do Parecer:

Diante do exposto, a Comissão Nacional de Ética em Pesquisa - CONEP, de acordo com as atribuições
definidas na Resolução CNS nº 466 de 2012 e na Norma Operacional nº 001 de 2013 do CNS, manifesta-se
pela aprovação do projeto de pesquisa proposto.

Situação: Protocolo aprovado.

Considerações Finais a critério da CONEP:

BRASILIA, 10 de Julho de 2015

Jorge Alves de Almeida Venancio
(Coordenador)

Assinado por:

70.750-521

(61)3315-5878 E-mail: conep@saude.gov.br

Endereço:
Bairro: CEP:

Telefone:

SEPN 510 NORTE, BLOCO A 3º ANDAR,  Edifício Ex-INAN - Unidade II - Ministério da Saúde
Asa Norte

UF: Município:DF BRASILIA
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