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UTILIZACAO DA MATRIZ EXTRACELULAR CORNEAL DE TILAPIA NA
CERATOPLASTIA LAMELAR EXPERIMENTAL EM SUINOS E APLICADA A
AFECCOES CORNEAIS EM CAES E GATO

RESUMO

A cornea ¢ a estrutura mais anterior do olho, e quando encontra-se higida, ¢ lisa, esférica e
transparente. As afec¢des corneais podem ser causadas por varios fatores e se ndo tratadas
corretamente, podem levar a perda da visdo. Devido a escassez de estudos no Brasil sobre a
utilizacdo da matriz extracelular corneal (MEC), objetivou-se utilizar a matriz extracelular
corneal de tildpia (MECT) em cérneas de suinos submetidos a ceratoplastia e em caes e gato
com enfermidades corneais. Para a realizagdo dos estudos “in vitro”, as corneas de tilapia foram
descelularizadas utilizando o hidréxido de soédio (0,5 M) e conservadas em solugdo de
Dulbecco’s modified minimum essencial medium (DMEN) associada ao glicerol. As mesmas
foram avaliadas através da extracdo e quantificacdo do DNA, onde ocorreu uma diferenca
estatistica do DNA antes da descelularizacao (10,43 + 3,84 ng/mg) e ap6s a descelularizagao
(4,6 £2,15 ng/mg). No teste microbioldgico ndo foram observadas a presenca de contaminantes
e no cultivo celular observou-se que as células Madin Darby Bovine Kidney (MDBK), 3T3-L1
e fibroblasto bovinos se desenvolveram na MECT. Ja nos estudos “in vivo”, observou-se a
opacidade corneal em todos os animais do grupo ceratectomia (CT) e em 92,8% (13/14) dos
animais do grupo ceratoplastia (CP). A vascularizagdo corneal esteve presente em 92,8%
(13/14) dos animais do grupo CP até os 30 dias de pos-operatdrio (PO), e esteve ausente aos 60
dias de PO no grupo CP e grupo CT. Na avaliagdo histologica foram observados a presenca de
vasos nos subgrupos CP15 e CP30, e ndo foram observados vasos no subgrupo CP60. A
reeepitelizagdo corneal esteve presente em todos os animais dos subgrupos CP e CT e pode-se
observar através da coloragdo pelo tricromio de gomory que a MECT se integrou a cornea
receptora. Apos a realizacdo dos estudos experimentais, as MECTs foram utilizadas em dois
caes com ulceras profundas e um gato com sequestro corneano. Apds a ceratectomia, a MECT
foi suturada na cornea receptora utilizando poliglactina n® 8-0 no canino 1 e felino e mononylon
n°® 10-0 no canino 2. O tratamento prescrito no PO consistiu no uso de antibidtico e cicloplégico
topico e anti-inflamatorio sistémico. Com 30 dias de PO, utilizou-se o corticdide topico. Na
avaliagdo do PO com sete dias, a reepitelizacdo esteve presente em todos os animais € com 60
dias de PO as cérneas apresentaram-se translucidas nos trés pacientes. No canino 1 observou-
se a presenga de pigmentacdo em faixa e na area da ceratoplastia, enquanto que no canino 2 e
felino, visualizou-se a presenca de uma nébula na area do enxerto. Desta forma, a MECT
permitiu o crescimento celular, sem efeito citotoxico, sendo integrada na cornea suina, € a
mesma foi eficaz no tratamento do sequestro corneal em felino e ulceras complicadas em
caninos.

Palavras-chave: cornea, descelularizacdo, heter6logo, sequestro corneano, tilcera de cornea.



DEVELOPMENT OF CORNEAL EXTRACELLULAR MATRIX OF TILAPIAS FOR
EXPERIMENTAL LAMELLAR KERATOPLASTY IN PIGS AND ITS USE FOR
TREATMENT OF CORNEAL DISORDERS IN DOGS AND CAT

ABSTRACT

The cornea is the most anterior structure of the eye and when healthy, it is smooth, spherical
and transparent. Corneal disorders can be caused by several factors and if is not treated
correctly, can lead to loss of vision. Due to the lack of studies in Brazil on the use of corneal
extracellular matrix (ECM), the objective of this study was to evaluate corneal extracellular
matrix of tilapia (TECM) in corneas of pigs experimentally submitted to keratoplasty and
subsequent use for the treatment of dogs and cat with corneal diseases. Corneas of tilapia were
decellularized with sodium hydroxide (0.5 M) and preserved in DMEM with glycerol solution
for further in vitro analysis. Corneas were evaluated by the extraction and quantification of
DNA and the statistical analysis of DNA had different results before (10.43 + 3.84 ng/mg) and
after decellularization (4.6 £ 2.15 ng/mg). TECM cultures showed no microbiological
contaminants and cell cultures supported the growth of bovine MDBK, 3T3-L and fibroblast
cells. In vivo assessments demonstrated corneal opacities in all animals that underwent
keratectomy (KT) and in 92.8% (13/14) of the keratoplasty (KP) group. Corneal vascularization
was present in 92,8% (13/14) animals of the KP group at day 30 postoperatively (PO) and was
absent at day 60 PO in the KP and KT groups. At histologic evaluation vessels were present in
the subgroups CP15 and CP30 and no vessels were observed in the subgroup CP60. Corneal
reepithelization occurred in all animals of KP and KT groups. Gomori trichrome stains revealed
that the TECM grafts were integrated into the cornea. Next, TECM were used in two dogs with
deep ulcers and a cat with corneal sequestrum. After keratectomy TECM graft was sutured in
the recipient cornea of case 1 with 8-0 polyglactin and in case 2 and case 3 with mononylon 10-
0. PO included topical antibiotic, topical cycloplegic and systemic anti-inflammatory. 30 days
after surgery topical corticosteroid was introduced. At day 7 PO reepithelization was present in
all animals and at day 60 all animals presented corneal transparency. Band pigmentation was
present where keratoplasty was performed in case 1. Corneal nebula was present at graft
surfaces in cases 2 and 3. Thus, TECM allowed cell growth, without cytotoxic effect, integrated
into swine cornea, and was effective in the treatment of corneal sequestrum in a cat and
complicated ulcers in dogs.

Key words: corneal, decellularization, heterologous, corneal sequestrum, ulcer.
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1. INTRODUCAO

Com o desenvolvimento da oftalmologia no ambito da Medicina Veterinaria,
deram-se inicio a diversas praticas clinico-cirurgicas, que obrigaram o desenvolvimento
e o aprimoramento de técnicas cirurgicas especificas, com vistas ndo s6 a aumentar a
expectativa de vida dos animais, como também dar conforto e qualidade de vida para os
mesmos. Assim como na Medicina, a Medicina Veterinaria vem evoluindo cada vez mais
no que se refere ao tratamento das afecgdes corneais. Na oftalmologia veterinaria, a
cornea ¢ a estrutura mais acometida por disturbios (ANDRADE; LAUS, 1998).

A cornea ¢ a estrutura mais anterior do olho e ¢ a porc¢ao Unica da tunica fibrosa
do olho que ¢ transparente. Ela apresenta varias camadas que sdo: o epitélio corneano e
sua membrana basal, que ¢ estratificado e ndo queratinizado; o estroma, que ¢ composto
por fibras de coldgeno e ceratocitos; a membrana de Descemet, que ¢ uma camada
acelular eléstica; e o endotélio, que ¢ formado por uma monocamada de células poligonais
(SLATTER, 2005; TURNER, 2010; SAMUELSON, 2013).

A coérnea ¢ vista como uma por¢do importante do globo ocular devido a sua
curvatura e transparéncia e também pela capacidade de refracdo e transmissdo da luz.
Existem varios fatores estruturais e fisioldgicos que sdo responsaveis pela manutengdo da
transparéncia corneana (JU et al., 2012; SAMUELSON, 2013).

Os animais domésticos sdo frequentemente acometidos por afec¢des corneais que
requerem de cirurgia como forma de tratamento, desta forma, as ceratoplastias sdo
realizadas visando a recuperacdo das mesmas com o minimo de sequelas e evitando a
diminui¢do da acuidade visual (GELATT; BROOKS, 2011).

Esse procedimento cirirgico possui variagdes em relagdo a sua realizagdo,
diferenciando-se em ceratoplastia penetrante, no qual o tecido afetado ¢ removido em
toda a sua espessura e lamelar anterior e posterior, onde ocorre a substituicdo parcial de
sua espessura (NITA et al.,, 2012). Além das corneas homodlogas, outros materiais
heter6logos podem ser utilizados como enxertos na ceratoplastia lamelar de cdes e gatos
(DULAURENT et al., 2013; LACERDA et al., 2016).

A engenharia de tecidos esteve concentrada na construcdo de matriz a base de
biomateriais e na semeadura das células corneais. Varios polimeros desses biomateriais
foram desenvolvidos com este propdsito (LI et al, 2005; GARAGORRI et al., 2008;
MIMURA et al., 2008; AHEARNE et al., 2010), no entanto, o principal obstaculo para o

sucesso estd na construgdo de uma matriz com as composigdes estruturais e bioquimicas



14

semelhantes a cérnea nativa (LYNCH; AHEARNE, 2013). Segundo Lynch e Ahearne
(2013), a matriz extracelular corneal tem sido utilizada como alternativa para aplicacao
em defeitos corneais, ja que a mesma possui similaridades estruturais e também na sua
composi¢ao.

De maneira geral, os componentes da matriz extracelular (ME) se mantém
constantes entre diferentes espécies animais, sendo, portanto, bem tolerados mesmo em
receptores xendgenos (GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006). Van Essen et al.
(2016) demonstraram que a matriz extracelular de escama de tilapia facilitou a adequada
proliferacdo e adesdo epitelial, podendo ser implantada na cornea de coelhos. As tilapias
sdo bastante reproduzidas em escala industrial, por apresentar rapido crescimento, grande
rusticidade, facil manejo e alto nivel de rendimento.

A realizagdo de ceratoplastia lamelar utilizando enxertos homologos de cornea em
cdes e gatos ¢ incipiente na oftalmologia veterinaria, pois além da escassez de doadores,
héa sempre a necessidade de uma grande equipe técnica que garanta a coleta, a manutengao
e arealizagdo de exames virais, bacterioldgicos e fungicos. Estes impasses levam a novas
pesquisas com enxertos heterdlogos descelularizados, técnica que estd surgindo como
método promissor e inovador no tratamento das afec¢des corneais. Desta forma,
objetivou-se no presente estudo utilizar a MECT em suinos submetidos a ceratoplastia

lamelar na fase experimental e em caes e gato na fase clinica.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Anatomofisiologia da Cdérnea

A cérnea, em conjunto com a esclera, compoe a tinica fibrosa do globo ocular, sendo
também denominada de tunica externa (SLATTER, 2005). A cornea ¢ a estrutura mais
anterior do olho, e quando encontra-se higida, ¢ lisa, esférica e transparente (SLATTER,
2005; GALERA; LAUS; ORIA, 2009; ANDRADES; ARGUESO; GIPSON, 2019). Sua
transparéncia se deve ao fato de possuir as fibras de colageno do estroma organizadas de
forma paralela e regular, além de ser avascular, ndo pigmentada e inervada por fibras
amielinicas (SLATTER, 2005; PIPPI; GONCALVES, 2009; ANDRADES; ARGUESO;
GIPSON, 2019).

Apesar da cuidadosa distribui¢do das suas fibras, a transparéncia da cornea nao ¢
somente um fendmeno estrutural, mas também um fendmeno fisioldgico que depende do
bombeamento continuo de liquidos intersticiais, este processo ¢ realizado pelas células
endoteliais que mantém o estroma desidratado a um nivel de 78% a 85% através das
bombas de sodio e potassio presentes nas membranas celulares. A principal fungido da
cornea ¢ realizar a refrag@o dos raios luminosos para a formagao da visdo, e também servir
como barreira entre 0 meio externo ¢ as estruturas intraoculares (SLATTER, 2005; JU et
al., 2012; ANDRADES; ARGUESO; GIPSON, 2019).

No que diz respeito a sua composic¢ao (Figura 1), a cérnea ¢ composta por cinco
camadas: o filme lacrimal pré-corneal, o epitélio e sua membrana basal, o estroma, a

membrana de Descemet ¢ o endotélio (SLATTER, 2005).
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Figura 1 - Fotomicrografia da cornea suina corada em Hematoxilina-Eosina (HE)
revelando as camadas: Epitélio (EP), estroma (ES), membrana de Descemet (MD) e

endotélio (EN). HE, obj. 10x.

O filme lacrimal pré-corneano, embora ndo seja visivel ao corte histoldgico, ¢é
considerado a camada externa que recobre a cornea e a conjuntiva (SLATTER, 2005). O
filme lacrimal ¢ constituido por trés camadas distintas: a por¢ao lipidica externa, a aquosa
intermedidria e a mucosa interna. A por¢ao lipidica € produzida pelas glandulas sebaceas
de Zeis e glandulas meibomianas e ¢ responsavel por retardar a evaporacdo da por¢ao
aquosa da lagrima (SAMUELSON, 2013). A porcao aquosa ¢ a responsavel pela absor¢ao
do oxigénio e transporte de nutrientes soluveis em agua, substancias bactericidas como
lactoferrina, imunoglobulinas, lisozima, beta-lisina e defensinas (HAYNES; TIGHE;
DUA, 1999) e também o transporte dos fatores de crescimento essenciais para determinar
a proliferacdo e diferenciacdo do epitélio da superficie ocular, como o fator de
crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento do hepatocito (HGF) e fator de
crescimento do ceratocito (KGF), a por¢do intermedidria do filme lacrimal é secretada
pela glandula lacrimal(61%), glandulas acessorias de Kraus e Wolfring (3%) e a glandula
da terceira palpebra (35%) (WILSON, 1991; LOHMANN; HOFFMANN; REISCHL,
1998; WILSON, 1999; FAGERHOLM, 2000; BALDWIN; MARSHALL, 2002;
SAMUELSON, 2013).
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A porcdo mucosa, que ¢ produzida em grande parte pelas células caliciformes
conjuntivais, ¢ essencial para manutengdo da lubrificacdo no epitélio corneano, esta
camada, por intermédio das microvilosidades das células superficiais do epitélio, confere
uma hidrofilia a esséncia hidrofobica da superficie ocular (DARTT, 2004;
SAMUELSON, 2013). As fun¢des do filme lacrimal pré-corneano compreendem o
fornecimento primario de oxigénio para a cdrnea, o suprimento de proteinas
antimicrobianas, a lubrificagdo da superficie ocular e a remog¢do de debris e de células
esfoliativas através da drenagem da lagrima, além da manutencao opticamente uniforme
da superficie corneal (SLATTER, 2005; PIPPI; GONCALVES, 2009; SAMUELSON,
2013).

O epitélio corneano possui padrio do tipo pavimentoso estratificado, ndo
queratinizado, ndo secretor e este repousa sobre uma membrana basal composta por
colagenos dos tipos IV, VI e VII, por hialuronato de sodio e por fibronectina e laminina
(POWER; NEVES, 2005; GALERA et al., 2009; PIPPI; GONCALVES, 2009;
SAMUELSON, 2013; ANDRADES; ARGUESO; GIPSON, 2019).

O epitélio apresenta entre 25-40 micrometros de espessura nos carnivoros domésticos
e € quatro vezes mais espesso nos grandes animais. Em caes e gatos, o epitélio consiste
em uma Unica camada de células colunares basais, duas ou trés camadas de células aladas
(células intermediarias) e duas ou trés camadas de células superficiais escamosas (células
superficiais), no entanto, nos grandes animais, a camada intermediaria ¢ a camada
superficial sdo mais numerosas (SAMUELSON, 2013).

As células superficiais escamosas (figura 2) sdo achatadas, com poucas organelas
citoplasmaticas. Estas células apresentam microvilos, isto €, projecdes na por¢ao externa
que determinam maior superficie de contato com a camada mucosa do filme lacrimal
(HARDING et al., 1974; DAWSON et al., 2009; SAMUELSON, 2013). Por serem parte
da camada celular em contato com o meio externo, ha um complexo sistema de adesao
entre as células. A “zénula ocludens” funciona como uma barreira mecanica que protege
a cornea e diminui a descamacdo prematura destas células. Durante o processo de
descamacdo, os desmossomas entre as células diminuem ou desaparecem, facilitando o
desprendimento da célula (WATSKY; OLSEN; EDELHAUSER, 1999; DAWSON et al.,
2009; ANDRADES; ARGUESO; GIPSON, 2019). As células intermediarias (figura 2)
sdo0 um grupo de células poligonais que t€ém formato alongado com ntcleo tipicamente

ovalado. Estas células apresentam-se sobre as células basais, aderentes entre si por meio
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de projecdes citoplasmaticas periféricas denominadas desmossomas (WATSKY;
OLSEN; EDELHAUSER, 1999; DAWSON et al., 2009; SAMUELSON, 2013).

As células basais (figura 2) t€ém um aspecto colunar, com base achatada e dpice
abobadado. A mitose ocorre nas células basais ou nas células imediatamente superficiais
as células basais (stratum germinativum). A presenca de nucleos redondos e uma maior
quantidade de organelas citoplasmaticas diferenciam essas células. Na por¢ao posterior,
as células basais sdo planas e estdo aderidas a membrana basal por um complexo sistema
de hemidesmossomos (GIPSON; INATOMI, 1995; ZAGON et al., 2001; ESPANA et al.,
2003; TURNER, 2010; ANDRADES; ARGUESO; GIPSON, 2019). Acredita-se que os
granulos de glicogénio presentes no citoplasma das células basais servem como reserva
energética para determinadas situagdes, como o reparo de um defeito epitelial, quando se

observa intensa atividade mitética (LU; REINACH; KAO, 2001).

CB

Figura 2 - Fotomicrografia do epitélio corneal suino corada em Hematoxilina-Eosina
(HE). CB, células basais; CI, células intermediarias; CE, células superficiais escamosas.

HE, obj. 40x.

O estroma compreende aproximadamente 90% da espessura corneana e este €
composto por um arranjo extremamente bem organizado de fibras coldgenas e de
proteoglicanos, que sdo glicosaminoglicanos (GAGs) covalentemente aderidos a um
nicleo proteico. As fibras de colageno se dispdem de forma precisamente paralela em
lamelas, que sdo feixes paralelos de fibras de colageno que percorrem toda a extensdo da
cornea. Essa disposicdo contribui para a manuten¢gdo da transparéncia da cornea e
diferencia o estroma do coldgeno existente no tecido cicatricial e na esclerotica

(SLATTER, 2005; SAMUELSON, 2013; ABASS et al., 2015).
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As células estromais correspondem a menos que 3% de sua composi¢do € 0s
ceratocitos sdo as principais células encontradas no estroma corneano. As extensoes
dessas células contribuem para a formagdo e manutencdo das lamelas estromais. Os
ceratdcitos possuem nucleos finos, bordas mal definidas e delicadas membranas
celulares. Essas células possuem cristalinas, que no cristalino, acredita-se que esta seja a
principal responsavel pela transparéncia da lente, promovendo no citoplasma a
transmissdo da luz em ondas de curto alcance e sem impedimentos (JESTER, 2008;
SAMUELSON, 2013; ANDRADES; ARGUESO; GIPSON, 2019). Os ceratocitos sao
responsaveis pela manutencdo dos componentes da matriz estromal e sintetizam
moléculas de colageno e GAGs. Ao mesmo tempo, estas células sintetizam
metaloproteinases (MMPs), que sdo enzimas capazes de degradar a matriz extracelular
(WHEATER; KERNACKI; HAZLETT, 2001; SAIKA et al., 2002; SIVAK; FINI, 2002;
DAWSON et al., 2009; ANDRADES; ARGUESO; GIPSON, 2019)

Em geral, a organizagdo precisa do estroma da cornea ¢ o fator mais importante na
manutengdo da transparéncia da cornea, que envolve a integracdo do coldgeno aos
proteoglicanos (HASSELL; BIRK, 2010). A maior parte do estroma da cornea ¢
composta por fibras de coldgeno, que estdo uniformemente posicionadas nas lamelas e
sdo transversais ao diametro total da cérnea. Acredita-se que esse arranjo especial no
estroma permita que 99% da luz passe na cornea sem dispersao (SAMUELSON, 2013).

O estroma ¢ composto por pelo menos cinco tipos de coldgenos, que sao: I, 11, V, VI
e XII. Desses cinco, o colageno tipo I ¢ o mais comum, formando pequenas fibrilas
estriadas de tamanho uniforme. O tipo VI esta associado a matriz interfibrilar, formando
uma rede em torno das fibrilas. Estudos em camundongos adultos sugerem que o tipo VI
estd conectado ao tipo I através dos GAGs sulfato de condroitina e sulfato de dermatan.
Nos coelhos, essa associacao também ¢ observada durante o desenvolvimento da cornea
(TAKAHASHI et al.,, 1993). O tipo VI, que esta proximo ao ceratdcito, parece
desempenhar algum tipo de papel nas intera¢des célula-matriz, o que seria especialmente
importante durante o desenvolvimento e o reparo (DOANE; YANG; BIRK, 1992). Em
comparagdo, o tipo V estd combinado ao tipo I e acredita-se ser um fator responsavel pela
formagdo do didmetro pequeno e uniforme da fibrila estriada (LINSENMAYER et al.,
1993). Acredita-se que os tipos III e XII sdo formas de desenvolvimento, sendo o tipo III

o mais comum (SAMUELSON, 2013)
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As fibrilas de coldgeno, juntamente com os proteoglicanos e associados com os GAGs
e glicoproteinas, compdem de 15 a 25% do estroma da cérnea e atuam como a principal
estrutura de suporte da cornea (BORCHERDING et al., 1978; HASSELL; BIRK, 2010).

Os GAGs da cornea consistem em sulfatos de heparan, dcido hialurénico, sulfatos de
condroitina, sulfatos de queratan e sulfatos de dermatan. O mais abundante deles ¢ o
sulfato de queratan, seguido pelo sulfato de dermatan (CINTRON; COVINGTON, 1990;
QUANTOCK; YOUNG; AKAMA, 2009; SAMUELSON, 2013). Quase todos os sulfatos
de queratan s3o derivados dos ceratdcitos, enquanto os sulfatos de heparan sdo derivados
do epitélio da cornea. Os 4cidos hialuronicos, no entanto, sdo formados pelo endotélio da
cornea. Consequentemente, cada tipo de célula da cérnea contribui com sua propria
matriz especifica de classes de GAGs. Com base nas diferentes habilidades de ligagao
dos GAGs a agua, o sulfato de dermatan esta mais presente na cornea anterior, enquanto
o sulfato de queratan, estd mais presente na cornea posterior. Funcionalmente, essa
dualidade ¢ bastante 1til porque o sulfato de dermatan ¢ mais eficiente em reter agua, ja
que este absorve menor quantidade da agua total (WATSKY; OLSEN; EDELHAUSER,
1999; DAWSON et al., 2009; SAMUELSON, 2013).

Posterior ao estroma, encontra-se a membrana de Descemet, que ¢ considerada a
membrana basal do endotélio (SLATTER, 2005; SAMUELSON, 2013). Ela ¢ uma
estrutura eldstica, formada por fibras delgadas de coldgeno, e ¢ continuamente depositada
pelo endotélio. Suas fibras sdo pouco resistentes e, em casos de descemetocele, essa
camada fica facilmente protruida (SLATTER, 2005; PIPPI; GONCALVES, 2009;
SAMUELSON, 2013). Esta membrana normalmente estd sob alguma tensdo e, se
rompida, tende a se enrolar como um pergaminho. Ela contém vérios tipos de colageno,
incluindo o tipo VIII, encontrado no angulo iridocorneal, mas ndo em outras partes da
cérnea e também possui os colagenos tipo I, III, IV, V e VI (TAMURA et al., 1991;
SAMUELSON, 2013).

A camada mais interna da cornea ¢ o endotélio, que fica em contato direto com o
humor aquoso, atuando como barreira para a entrada de liquidos no interior da cornea
(JOYCE, 2003; ANDRADES; ARGUESO; GIPSON, 2019). O endotélio ¢ constituido
por uma monocamada de células poligonais (hexagonal) e achatadas que reveste a cornea
interna ¢ em razao da alta atividade metabolica, as células endoteliais contém nimero
elevado de mitocdondrias, reticulo endoplasmatico liso e reticulo endoplasmatico rugoso
(SLATTER, 2005; JU et al., 2012). Existe alguma controvérsia em relacdo a capacidade

regenerativa do endotélio e, de fato, esta pode variar com a idade dos animais, e em geral,
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a mitose ativa pode ocorrer no animal imaturo (SAMUELSON, 2013). Nos animais
adultos, a capacidade de cicatrizagdo do endotélio ¢ limitada, uma vez que estas possuem
minima capacidade regenerativa. Desta forma, elas cicatrizam por meio de hipertrofia e
deslizamento (TURNER, 2010).

Em cées jovens, a densidade endotelial é superior a 3000 células/mm? (KAFARNIK;
FRITSCHE; REESE, 2007). A medida que os animais envelhecem, a densidade
endotelial pode diminuir gradualmente. Com uma popula¢do menor, essas células se
espalham e produzem mais bombas para compensar. Assim, uma diminui¢do relacionada
a idade na densidade das células endoteliais da cornea resulta em pouca alteragdo na
espessura geral da cornea (ANDREW et al., 2001). Se a tendéncia continuar, no entanto,
as células se tornam muito atenuadas, o que resulta em uma bomba insuficiente, incapaz
de suportar o aumento do vazamento, ocorrendo espessamento concomitante da cornea e
perda de claridade. Este estado ¢ conhecido como o ponto de descompensagdo da cornea.
A descompensacdo e a inabilidade em remover dgua do estroma ocorrem quando a
densidade de células endoteliais esta entre 500 a 800 células/mm2 (SLATTER, 2005;
SAMUELSON, 2013).

Além de ser a principal responsavel pelo estado de desidratagdo da cornea, o
endotélio funciona também como uma barreira que impede o influxo de fluidos e
eletrdlitos através do humor aquoso. O componente barreira ¢ fornecido pela macula
ocludens (jungdo tigh) na face apical e pelas jungdes gap na face lateral da célula
endotelial (WATSKY; OLSEN; EDELHAUSER, 1999; DAWSON et al., 2009,
SAMUELSON, 2013).

A cornea apresenta entre 75 a 85% de agua, e ¢ relativamente desidratada em
comparagdo com outros tecidos. Esse estado de desidratacio ¢ denominado
deturgescéncia e ¢, em parte, uma fungao do endotélio e epitélio. Essas células movem a
agua para fora do estroma por bombas de adenosina trifosfatase (ATPase), sendo mais
ativas no endotélio. Também podem existir outras "bombas" para manter o estado de
deturgescéncia, incluindo a anidrase carbonica. Essas células bombeiam os ions Na + e
Ca ++ para o humor aquoso e filme lacrimal. O controle energia-dependente de dgua ou
manutengdo de estado de deturgescéncia ¢ importante para a transparéncia. As células
endoteliais sao os principais locais dessa bomba de fluido, sendo desta forma, o principal
responsavel pelo estado de deturgescéncia da cornea (SLATTER, 2005; DAWSON et al.,
2009; SAMUELSON, 2013).
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Por ser uma estrutura avascular, a cornea recebe a maior parte do oxigénio necessario
para sua manutencdo por intermédio do filme lacrimal pré-corneano. Os capilares
provenientes do limbo e da conjuntiva também atuam na manutencao da sua oxigenagao
(MILLER, 2001; SLATTER, 2005). A nutri¢ao da cérnea ocorre devido ao contato com
o humor aquoso, do qual ela recebe oxigénio, aminoacidos, glicose e demais nutrientes.
O metabolismo da glicose ¢ a principal fonte de energia (MILLER, 2001; SLATTER,
2005).

A inervagdo da cornea tem origem no nervo trigémeo (nervo craniano V), que se
ramifica e origina os ramos sensitivos ndo mielinizados dos nervos ciliares longos. Essa
inervacao se estende a partir da esclera em dire¢do ao estroma anterior, alcangando o seu
epitélio. Isto significa que os terminais nervosos sensiveis a dor sdo mais numerosos no
epitélio e no estroma anterior, se comparados ao estroma mais profundo, e este fato ¢
particularmente relevante quando consideramos as tulceras corneais, visto que, por este
fato, as ulceras superficiais sdo mais dolorosas do que as profundas (MILLER, 2001;

TURNER, 2010).

2.2 Reepitelizacao e Cicatriza¢do Corneal

As células da superficie epitelial sdo constantemente liberadas no filme lacrimal,
sendo substituidas no processo de renovacgdo pelas células basais do epitélio e estas sdo
repostas por outras células basais que se movimentam do limbo em direcdo ao centro
(LU; REINACH; KAO, 2001; WEST; DORA; COLLINSON, 2015).

As células germinativas estdo normalmente presentes em tecidos que conservam a
capacidade de auto-renovagdo. Essas células tém ciclo celular longo e grande potencial
para a divisdo celular. Estima-se que 30% das células basais do limbo sdo germinativas e
estdo nas cristas das paligcadas de Vogt (TSENG, 1989; DUA; GOMES; SING, 1994;
KINOSHITA et al., 2001).

O processo de cicatrizagdo inicia-se logo apds a lesdo do epitélio corneano e
essencialmente, o reparo do defeito epitelial se caracteriza pela amplificacdo do processo
fisioldgico de regeneragdo. O processo de reepitelizacdo comeca imediatamente depois
da lesdo epitelial e envolve interagdes entre as células epiteliais e estromais, a glandula
lacrimal e as células do sistema imunologico (LU; REINACH; KAO, 2001; WILSON et
al., 2001).

O reparo do defeito epitelial da cornea pode ser dividido em trés fases, que sdo: a fase

de migragdo, a fase de proliferacdo e a fase de adesdo epitelial. Esses fendmenos sdo
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integrados e podem ocorrer de forma concomitante (DUA; GOMES; SING, 1994; LU et
al., 2001; LIU; KAO, 2015; LJUBIMOV; SAGHIZADEH, 2015).

Apoés a lesdo no epitélio corneano, inicia-se a migracdo das células epiteliais na
tentativa de fechar o defeito epitelial (LIU; KAO, 2015; LJUBIMOV; SAGHIZADEH,
2015). As células na periferia da lesdo tornam-se achatadas e suas membranas emitem
processos digitiformes (filopodia) ou coraliformes (lamellipodia) que se estendem em
dire¢do a ferida (CROSSON; KLYCE; BEUERMAN, 1986; LU; REINACH; KAO,
2001).

Na segunda fase, evidencia-se uma intensa atividade mitdtica, com a participagdo de
varias camadas celulares. O defeito epitelial ¢ recoberto inicialmente por uma tUnica
camada de células, e uma vez recoberta a area lesada, a migragdo celular cessa e a resposta
mitotica diminui consideravelmente (DUA; GOMES; SING, 1994; LU; REINACH;
KAO, 2001; LIU; KAO, 2015). Embora sejam eventos distintos e independentes, a
migracdo e a proliferagdo celular completam-se durante a cicatrizagdo corneana para
promover o fechamento do defeito epitelial (DUA; GOMES; SING, 1994).

A cicatrizacdo corneana s estara concluida quando o epitélio estiver firmemente
aderido ao tecido conectivo adjacente e as adesdes permanentes s serdo formadas quando
ndo houver mais defeito epitelial (DUA; GOMES; SING, 1994; VARGAS; ARNALICH-
MONTIEL; BARRIO, 2019). Esse processo pode se prolongar durante meses apds a
lesdo (LU; REINACH; KAO, 2001; VARGAS; ARNALICH-MONTIEL; BARRIO,
2019).

Durante o processo de reparo do epitélio corneano, ocorre uma complexa
sequéncia de eventos no estroma, que sdo regulados pelas interagdes entre células
epiteliais, ceratocitos, nervos corneanos, glandulas lacrimais, filme lacrimal e células do
sistema imunologico. Estas interacdes sdo mediadas por diversas citocinas e fatores de
crescimento (WILSON; LIU; MOHAN, 1999; WILSON et al., 2001, AMBROSIO;
MILTON; WILSON, 2002; LIU; KAO, 2015; LJUBIMOV; SAGHIZADEH, 2015).

Apds o trauma epitelial sdo liberados os fatores que desencadeiam diversos
eventos estromais (WILSON et al., 1996; WILSON; KIM, 1998). A apoptose dos
ceratocitos ¢ o primeiro evento que ocorre depois da lesdo epitelial. Citocinas
provenientes de células epiteliais lesadas sdo consideradas o principal fator
desencadeador da apoptose celular. Vérias citocinas ja foram identificadas por suas
propriedades de induzir apoptose, incluindo a interleucina 1 (IL-1) e o fator de necrose

tumoral (TNF-a) (MOHAN et al., 2003; WILSON et al., 2001).
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Mediadores inflamatérios produzidos no estroma da cornea sdo também
considerados extremamente importantes na regulacdo da cicatrizagao epitelial, bem como
na atracao de células inflamatdrias provenientes de vasos limbicos e produtos da secre¢do
glandular (O’BRIEN et al., 1998; MOHAN et al., 2003). As citocinas fator ativador de
monocitos (MCAF) e fator estimulador de colonia de granulécitos (G-CSF) sdo
produzidas pelos ceratdcitos em resposta a IL- 1 e ao TNF-a que sdo liberados pelas
células epiteliais devido ao trauma (HONG et al., 2001). Esse ¢ um dos exemplos mais
importantes da existéncia de interacdes entre o epitélio e as células do sistema
imunologico (WILSON et al., 2001).

Dentre as varias células inflamatdrias, identificam-se principalmente macréofagos,
monocitos, linfécitos T e polimorfonucleares (O’BRIEN et al., 1998). Essas células
originam-se dos vasos sanguineos do limbo e do filme lacrimal. Algumas células de
defesa podem ser encontradas em estado inativo na cornea normal, e podem ser ativadas
com o estimulo adequado (QIAN; DANA, 2001). A funcdo delas ¢ essencialmente de
defesa, porém, elas também sdo responsaveis pela limpeza dos restos das células que
sofreram apoptose (HUANG et al., 2003).

Wilson, Liu e Mohan (1999) descreveram um aumento significativo na expressao
de varios fatores de crescimento que modulam o crescimento epitelial, como o HGF ¢ o
EGF logo apos a lesdo epitelial. Até o aparecimento de ceratdcitos ativados na superficie,
as glandulas lacrimais sdo os principais fornecedores de fatores de crescimento, uma vez
que os ceratdcitos da superficie, que sdo os maiores responsaveis pela producdo destes
fatores, entram em morte celular programada depois da lesdo epitelial. Estes fatores
exercem fungdes altamente especificas no restabelecimento da integridade da superficie
ocular (WILSON et al., 2001).

A proliferagdo dos ceratdcitos remanescentes inicia-se de 12 a 24 horas apos a
injuria epitelial. Intensas atividades mitdticas podem ser observadas na zona de
acelularidade criada pelos ceratocitos que sofreram apoptose (MOHAN et al., 2003;
TORRICELLI et al., 2016).

Acredita-se que citocinas, como o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) e o fator de crescimento de transformacgdo beta (TGF-beta), que sdo liberadas
pelas células epiteliais, sejam responsaveis pela ativacdo e manutengdo do processo de
repopulagdo estromal, enquanto a membrana basal do epitélio estiver com a fung¢ao de

barreira alterada (DENK; KNORR, 1997; WILSON, 2012; TORRICELLI et al., 2016).
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Dependendo da estimulagdo, os ceratdcitos em proliferagdo podem transformar-
se em miofibroblastos (JESTER etal., 1995; MASUR et al., 1996; GABISON et al., 2009;
TORRICELLI et al., 2016), por acdo do TGF-beta ¢ PDGF (MASUR et al., 1996;
MOLLER PEDERSEN et al., 1998; MALTSEVA et al., 2001; JESTER et al., 2002;
TORRICELLI et al, 2016; MENKO; WALKER; STEPP, 2019; VARGAS;
ARNALICH-MONTIEL; BARRIO, 2019).

Os miofibroblastos sdo células maiores e menos transparentes do que os
ceratocitos. Essa diferenca estd relacionada com a diminui¢do na expressao
citoplasmatica de proteinas do tipo cristalinas (JESTER et al., 1999; TORRICELLI et al,
2016; MARINO et al., 2017; VARGAS; ARNALICH-MONTIEL; BARRIO, 2019).
Desta forma, os miofibroblastos sdo apontados como uma das causas de formacgao de
opacidade (MOHAN et al., 2003; WILSON, 2012). Além disso, os miofibroblastos tém
intensa atividade metabdlica, produzindo diversos fatores do crescimento, como o HGF
e o KGF, que estimulam o processo proliferativo estromal e promovem hiperplasia
epitelial, mecanismos considerados responsaveis pela regressdo do efeito refrativo
(LOHMANN; REISCHL, MARSHALL, 1999). Os miofibroblastos também produzem e
secretam colageno e GAGs. A producdo desta matriz extracelular pode ocorrer de forma
menos organizada, contribuindo para diminuir a transparéncia corneana e induzir
irregularidade (WILSON, 2012; TORRICELI et al., 2016; VARGAS; ARNALICH-
MONTIEL; BARRIO, 2019).

2.3 Ceratoplastia

O transplante de cornea ¢ o mais antigo, mais comum e o procedimento de maior
sucesso entre os transplantes de tecidos (JONAS; RANK; BUDDE, 2002). A técnica de
transplante de cornea penetrante foi realizada pela primeira vez em 1824 por Reisenger,
porém, a melhora da acuidade visual s6 foi reportada em 1905, quando Eduard Zirm
publicou um caso de ceratoplastia penetrante em que houve sucesso. Na medicina
veterinaria, no ano de 1837, o Dr. Bigger foi quem primeiro descreveu o enxerto de cornea
em uma gazela de estimagdo e em 1957, o Dr. Holt realizou o primeiro homoenxerto
documentado em um cao.

Segundo Braga (2007) o transplante de cornea estd indicado para melhorar a visao,
aliviar a dor, manter a integridade visual do olho e ocasionalmente para deter ou controlar

processos infecciosos.
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Esse procedimento cirurgico possui variagdes em relacdo a sua realizagdo,
diferenciando-se em ceratoplastia penetrante, no qual o tecido afetado ¢ removido em
toda a sua espessura e as ceraratoplastias lamelar anterior e posterior, onde ocorre a
substitui¢do parcial de sua espessura (GELATT; BROOKS, 2011; NITA et al., 2012;
YOUNG et al., 2012; LACERDA et al., 2016).

Na ceratoplastia penetrante, o tecido ¢ removido em toda a sua espessura e ¢

NA

substituido por um “botdo” doador. Contudo, na ceratoplastia lamelar anterior, ocorre a
substitui¢dao do epitélio e do estroma anterior, podendo ser substituido, se necessario, o
estroma posterior, preservando-se desta forma a membrana de Descemet e o endotélio. Ja
a ceratoplastia lamelar posterior consiste na substituicdo do estroma posterior e da
membrana de Descemet em conjunto com o endotélio, ou somente a substituicdo da
membrana de Descemet ¢ endotélio (GELATT; BROOKS, 2011; NITA et al., 2012;
YOUNG et al., 2012).

As ceratoplastias lamelares anteriores surgiram como uma alternativa para evitar as
complicacdes referentes a rejei¢do endotelial. Tecnicamente, elas sdo mais dificeis de
serem realizados em relacdo ao penetrante, pois exigem maior habilidade do cirurgido e
instrumental especializado, porém, melhores resultados pos-operatérios sdo alcangados
(NITA et al., 2012).

A ceratoplastia lamelar tem como principal vantagem a manuteng¢do das camadas
saudaveis da cornea, o que resulta na recuperacao cirargica mais rapida, menor risco de
rejeicdo, diminuicao das complicagdes pos-cirurgicas e uma estabilidade refracional mais
precoce (YOUNG et al., 2012; KEANE et al., 2014; LOBELLO, 2018).

Realizando a comparagdo entre o transplante lamelar anterior e o transplante
penetrante, o lamelar anterior tem a seu favor o fato de minimizar complica¢des
transoperatdrias intraoculares como a hemorragia expulsiva e a sinéquia. O fato do
procedimento cirurgico ser realizado com o bulbo do olho integro, gera menor perda de
células. Contudo, essa técnica pode apresentar como intercorréncia a perfuracdo da
membrana de Descemet no transoperatério e o risco de rejeicdo subepitelial e/ou
estromal, além de ser um procedimento mais demorado e que requer maiores habilidades
cirargicas (ARDJOMAND et al., 2007; NITA et al., 2012).

Existem varios métodos ciriirgicos que podem ser utilizados para separar a membrana
de Descemet do estroma durante a realiza¢do da ceratoplastia lamelar anterior, incluindo
a dissec¢@o manual (TSUBOTA et al., 1998), a disseccdo viscoeldstica com metilcelulose

(MELLES et al., 1999, HELLER et al., 2019) ¢ a inje¢do de ar (KIM et al., 2016). Kim
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et al. (2016) realizaram a técnica de “Big Bubble” (inje¢do de ar) e concluiram que esta
pode ser realizada na ceratoplastia lamelar anterior em caes para preservagdo da
membrana de Descemet e endotélio.

Em animais, as indicagdes para ceratoplastia incluem: distrofia e degeneracdo
endotelial da cornea, perfuragdo corneana, opacidade corneal severa, tlceras profundas,
ulcera em melting, descemetocele, abscesso estromal, perfuragdo corneana, neoplasia
corneal e sequestro da cérnea (WILKIE; WHITTAKER, 1997; TOWNSEND et al., 2008;
GELATT; BROOKS, 2011; MCMULLEN; GILGER; MICHAU, 2014; CHOW;
WESTERMEYER, 2015; ARMOUR; ASKEW; EGHARI, 2019). Embora as
ceratoplastias penetrantes sejam claramente indicadas para as duas primeiras condic¢des,
pode-se também lancar mao da realizagdo da ceratoplastia lamelar posterior no tratamento
das distrofias e degeneracdes endoteliais em pequenos animais. Embora tal fato seja
incipiente na Medicina Veterinaria, Armour, Askew e Eghrari (2019) realizaram a
ceratoplastia lamelar posterior no tratamento da distrofia endotelial canina e 0 mesmo
apresentou retorno da transparéncia corneal com duas semanas de pos-operatorio.

As indicagdes para um enxerto de cornea na oftalmologia veterinaria incluem
razdes Opticas (devolvem a transparéncia e regularidade da cornea), tectonicas
(promovem a integridade da cérnea), terap€uticas (realizadas para remog¢ao de infecgdes
e distrofias) e estéticas (atuam no melhoramento do aspecto visual, mas sem melhorias a
visdo) (WILKIE; WHITTAKER, 1997; BRAGA, 2007; LACERDA et al., 2016).

A realizagdo da ceratoplastia visando resultados tectonicos fornecem pronto
acesso aos materiais para enxertia, restauracao da espessura corneal e resultado visual
aceitavel. A principal vantagem destas técnicas estd na facil disponibilidade de material
para preencher e reforgar o defeito estromal (HANSEN; GUANDALINI, 1999).

Viarios materiais ja foram aplicados na ceratoplastia de forma experimental e
também no tratamento de enfermidades corneais nos animais. Godoy-Esteves et al.
(2013) realizaram a ceratoplastia lamelar em coelhos, e aplicou de forma experimental a
membrana amnio6tica humana e de coelho e segundo os autores, em 30 dias os materiais
estavam integrados a cornea do doador. Costa et al. (2019) realizaram um estudo
retrospectivo multicéntrico dos transplantes corneais utilizando membrana amniotica
criopreservada para o tratamento de Ulceras complicadas em 111 cdes e os mesmos
concluiram que este material ¢ eficaz para o tratamento de ulceras complicadas, com

resultados visuais e estéticos extremamente satisfatorios.
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Em outro estudo, Garcia et al. (1996) realizaram ceratoplastia lamelar em caes e
aplicaram de forma experimental o peritonio homologo conservado em glicerina, desta
forma os autores afirmaram que este material podera ser aplicado na reparacao de defeitos
lamelares na espécie.

J4 Damasceno et al. (2004), aplicaram a mucosa oral autégena na ceratoplastia
lamelar de forma experimental em caninos e concluiram que o mesmo pode ser indicado
na reparagdo das lesdes corneanas superficiais para fins tectonicos ou reconstrutivos.

Galera, Laus e Ferreira (2000) utilizaram a tinica vaginal, a fresco, na
ceratoplastia lamelar e Vicenti et al. (2002) realizaram a ceratoplastia lamelar em caninos
aplicando a tiinica vaginal conservada em glicerina a 98% e os mesmos confirmaram que
a tinica vaginal se mostrou eficaz na ceratoplastia lamelar.

No estudo realizado por Featherstone, Sansom e Heinrich (2001), os mesmos
utilizaram uma preparagdo comercial da submucosa intestinal suina em felinos afetados
com sequestros corneais, ulceracdes ou descemetoceles e estes apresentaram resultados
favoraveis em oito dos dez animais tratados. Ja& Goulle (2012), realizou um estudo
retrospectivo de 106 casos de caninos e felinos onde foram aplicadas a submucosa
intestinal suina e concluiu que este material ¢ efetivo para manter a transparéncia corneal
na maioria dos casos.

Chow e Westermeyer (2015) realizaram um estudo retrospectivo onde utilizaram
a submucosa da vesicula urinaria suina (ACELL Vet™) na reconstrugio corneal de 82
caninos e felinos e estes concluiram que a reconstrugdo da coérnea apenas com o ACell
Vet™ ¢ uma alternativa viavel, que resulta em cicatrizes e complicagdes minimas em
gatos. No entanto, nos caes a cicatrizagdo ¢ mais acentuada do que nos gatos, ¢ a taxa de
deiscéncia do enxerto ¢ maior em comparacao as técnicas convencionais.

O uso de uma preparagdo comercial do pericardio bovino (Tutopatch) em trés
felinos com sequestro corneano e trés caninos com ulcera em melting ofereceram uma
opcdo promissora para reconstru¢do cirtrgica da cornea apds ceratectomia para o
tratamento de ulceras e sequestros de cornea (DULAURENT et al., 2013).

No trabalho de realizado por Lacerda et al. (2016), foram utilizadas corneas
homologas e corneas heterdlogas, frescas ou congeladas, no tratamento de defeitos
corneais de 50 caninos e estes concluiram que o enxerto de cornea ¢ eficaz no tratamento
cirurgico para defeitos corneais na espécie.

Além desses materiais, outros ja foram pesquisados com essa finalidade. Sao eles

a escama de sardinha (LAUS; FERREIRA; ANDRADE, 2000), a capsula esplénica de
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bovinos (EURIDES et al., 2006), a capsula renal equina (ANDRADE et al., 1999) e o
pericardio equino (BARROS et al., 1995).

Alguns aspectos devem ser considerados quando da realizacdo da ceratoplastia,
sendo eles: o tamanho do defeito a ser substituido e sua profundidade, o tipo de tecido
que iré ser utilizado para a substituicdo e, finalmente, o tipo de resultado esperado apos o
transplante (BRAGA, 2007).

A engenharia de tecidos estava concentrada na construcdo de matriz a base de
biomateriais e na semeadura das células corneais. A principio, as células iriam produzir
um novo tecido ao longo do tempo através da produgao de produtos da matriz extracelular
(ME) e do remodelamento do andaime (LYNCH; AHEARNE, 2013). Varios polimeros
desses biomateriais foram desenvolvidos com este propodsito (LI et al., 2005;
GARAGORRI et al., 2008; MIMURA et al., 2008; AHEARNE et al., 2010), no entanto,
o principal obsticulo para o sucesso estd na constru¢io de uma matriz com as
composi¢des estruturais e bioquimicas semelhantes a cornea nativa (LYNCH;
AHEARNE, 2013). Segundo Yoeruek et al. (2012a) e Lynch e Ahearne (2013), a ME
corneal tem sido sugerida como alternativa para aplicagdo em defeitos corneais, ja que o
mesmo possui similaridades estruturais e também na sua composicao.

Segundo Brown et al. (2010) e Leite (2015), a vantagem de se utilizar uma matriz
acelular como um andaime para o crescimento celular ou remodelagdo reconstrutiva de
orgdos e tecidos, ¢ que ela apresente os mesmos constituintes que a ME nativa. Destaca-
se ainda que uma matriz integra e com auséncia de células seja essencial para obtengao
de enxertos que venham a ser adequadamente repovoados por células especificas, desta
forma, a matriz ndo fornece apenas o suporte fisico e organizacdo espacial, mas também
oferece um microambiente bioativo que direciona e influencia as fungdes celulares
(KEANE; SALDIN; BADYLAK, 2016).

Nos ultimos anos, foram desenvolvidas uma grande variedade de produtos
comerciais de ME alogénicos ou xenogénicos disponiveis para utilizagdo em diversos
tratamentos (BADYLAK; FREYTES; GILBERT, 2009; KEANE; SALDIN;
BADYLAK, 2016). Os suinos, equinos e bovinos sdo as principais espécies envolvidas
na produ¢do dos mais diversos enxertos descelularizados comercias, por conseguinte, as
matrizes heterdlogas podem facilmente serem obtidas em abatedouros comerciais de
animais de produ¢do, permitindo a formag¢ao de uma reserva ou banco para diferentes
enxertos (BADYLAK; FREYTES; GILBERT, 2009; LEITE, 2015; KEANE; SALDIN;
BADYLAK, 2016).
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Van Essen et al. (2016) utilizaram a ME da escama de tildpia em estudo “in vitro’
e “in vivo” e estes demonstraram que o material facilitou a adequada proliferacdo e
adesao epitelial, sem imunogenicidade e podendo ser implantada na coérnea de coelhos.

De maneira geral, os componentes da ME se mantém constantes entre diferentes
espécies animais, sendo, portanto, bem tolerados mesmo em receptores xendgenos
(GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006). Esse fato abre caminho para que estudos
utilizem tais fontes teciduais na produgdo de arcaboucos descelularizados, submetendo-
as a variados processos de remog¢do celular. Acredita-se que uma vez obtidos os
arcaboucos contendo somente componentes da ME, isentar-se-30, em teoria, do dano
imunoldgico, caracteristico de enxertos celularizados (OSORIO JUNIOR et al., 2012).

Segundo Badylak e Gilbert (2008) e Leite (2015), o principal evento que se deseja
evitar em um processo de enxertia, ¢ o desencadeamento de uma resposta imunomediada
desfavoravel, que envolve tanto o sistema imune inato, quanto o adquirido, sendo essa
resposta afetada por varidveis especificas do enxerto, incluindo a sua aplicagdo clinica, a
fonte da matéria prima e o processo de descelularizagao pelo qual foi submetido.

Para diminuir a chance de rejeicdo do enxerto heterdlogo, langa-se mao da
descelularizacdo, que ¢ um procedimento que consiste na remogao eficiente de todo o
material celular e nuclear, do tecido, minimizando quaisquer efeitos adversos na
composi¢do, atividade bioldgica e integridade mecanica na ME remanescente
(GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006; KEANE; SALDIN; BADYLAK, 2016).

O protocolo ideal de descelularizagdo deve remover completamente o material
celular e as moléculas antigénicas do xenoenxerto para diminuir uma rea¢do imune do
hospedeiro; deve reter proteinas estruturais e funcionais da ME sem destrui-las; deve
manter a transparéncia da cornea e também dar o suporte para crescimento das células na
cérnea. E importante observar que todo método de descelularizagio resultara em alguma
interrupcdo na ultraestrutura da ME, no entanto, a otimizacdo do processo de
descelularizacdo deve tentar minimizar esses efeitos indesejaveis (LYNCH; AHEARNE,
2013; KEANE; SALDIN; BADYLAK, 2016).

Os métodos que podem ser utilizados para descelularizagdo corneana sdo: os
métodos fisicos, quimicos e biolégicos (enzimaticos) (GILBERT; SELLARO;
BADYLAK, 2006; LYNCH; AHEARNE, 2013). Os tratamentos fisicos incluem:
agitacdo, pressdo, congelamento e descongelamento. Alta pressdo hidrostatica tem sido
utilizada com sucesso para descelularizacdo de corneas suinas (SASAKI et al., 2009;

HASHIMOTO et al., 2010; HASHIMOTO et al., 2015).
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Os métodos quimicos caracterizam-se pela utilizagdo de acidos, bases, detergentes
i0nicos, detergentes ndo i06nicos, detergentes zwitteridnicos, que possuem propriedades
i0nicas e ndo idnicas, tratamentos hipertonico e hipotdnico, alcoois e agentes quelantes,
enquanto que os métodos biologicos, utilizam enzimas (GILBERT; SELLARO;
BADYLAK, 2006; LYNCH; AHEARNE, 2013; KEANE; SALDIN; BADYLAK, 2016).
Combinacdes dos métodos fisicos, quimicos e biologicos geralmente sdo utilizadas para
obter a descelularizagdo completa (GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006; DU; WU,
2011).

Nos métodos quimicos e bioldgicos, ¢ importante adequar a concentragdo € o
tempo de exposicao da solug¢do descelularizante de acordo com o tipo do tecido a ser
tratado (WOLLMANN et al., 2011). Além disso, deve-se ter uma maior aten¢do no
momento da retirada dos residuos, pois, resquicios dos produtos podem permanecer no
tecido descelularizado e induzir uma grave resposta inflamatoria apos a sua implantagao
no receptor (GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006; FRANCISCO, 2012).

Para que as matrizes extracelulares corneais (MECs) sejam aplicadas no
tratamento das enfermidades corneais, devem-se realizar estudos “in vitro” para avaliagdo
do repovoamento celular na MEC. No estudo realizado por Yoeruek et al. (2012a), foram
implantadas células epiteliais, estromais e endoteliais de origem humana na MEC suina
e estes autores concluiram que a cornea descelularizada suina pode ser utilizada em
transplantes corneais.

Além desse trabalho, outras pesquisas foram desenvolvidas com a realizagdo de
cultivo celular em MEC, podendo-se destacar a pesquisa de Bayyoud et al. (2012), onde
foram realizados cultivo celular de células endoteliais na MEC bovina, e as pesquisas de
Pang, Du e Wu (2010), Du et al. (2011) e Ju et al. (2012), os quais realizaram cultivo de
células corneais na MEC suina, podendo-se ressaltar que em todos esses trabalhos,
ocorreram a integracdo das células na MEC. Du e Wu (2011) realizaram a semeadura de
fibroblasto de coelho na MEC suina, e estes observaram de forma satisfatoria a
proliferacdo dos fibroblastos na matriz corneal.

O transplante “in vivo” de cérneas descelularizadas fornece informagdes valiosas
sobre a biocompatibilidade e a integracdo da matriz. O transplante de corneas suinas
descelularizadas demonstraram integracdo na cérnea de coelho e sem rejeicdo clinica
(PANG; DU; WU, 2010; DU e WU, 2011; YOERUEK et al., 2012b); além disso, apds
andlise histologica, as células hospedeiras migraram para a regido do implante e se

infiltraram na matriz transplantada. As corneas suinas descelularizadas com alta pressao
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hidrostatica e transplantadas “in vivo” na cornea de coelho provocaram pouca ou
nenhuma resposta imune (SASAKI et al., 2009; HASHIMOTO et al., 2015).

No trabalho realizado por Leite (2015), realizou-se a ceratoplastia lamelar em
canino com neoplasia corneana utilizando MEC suina e segundo o autor, a utilizacao
desse material apresentou resultados satisfatorios, visto que, aos 52 dias do pods-
operatdrio, observaram-se auséncia de vasos e transparéncia corneal com discreta nébula.

Outro ponto que se deve dar a devida importancia, consiste no meio para
conservagdo das MECs (BRAGA, 2007). Entre os meios conservantes utilizados para
manutengdo das corneas estdo a solucdo supersaturada de agticar a 300% e a glicerina a
98%, que apresentam bons resultados por um periodo de 30 dias (GONCALVES et al.,
2003) e RPMI associado ao glicerol (1:1), que apresentaram bons resultados por um
periodo de trés meses (LEITE, 2015).

A escama de tilapia ja foram utilizadas como ME nos enxertos de corneas (Van
Essen et al., 2016), porém o uso da MECT em ceratoplastias lamelares ndo foram
evidenciadas. Nesse contexto, decidiu-se realizar a ceratoplastia lamelar experimental em
suinos e posteriormente realizou-se a ceratoplastia lamelar em dois caninos e um felino

com afecgdes corneais, ambas aplicadas utilizando-se a MECT.
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ARTIGO 1: CERATOPLASTIA LAMELAR EXPERIMENTAL EM SUINOS
UTILIZANDO MATRIZ EXTRACELULAR CORNEAL DE TILAPIA

O artigo sera submetido a Revista Pesquisa Veterinaria Brasileira (Anexo 1)
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CERATOPLASTIA LAMELAR EXPERIMENTAL EM SUINOS UTILIZANDO MATRIZ EXTRACELULAR CORNEAL DE
TILAPIA
Robério S. Siqueira Filho!; Romulo N. Rocha?; Bruno D. F. Souza?; Stephanie I. Aratjo?; Taciana Spinellil;

Francisco A. L. Souza?; Fabricio B. Sat

ABSTRACT. - Siqueira Filho R.S.,, Rocha R.N., Souza B.D.F., Aradjo S.I, Spinelli T., Souza F.A.L. & Sa F.B. 2020.
[Experimental lamellar keratoplasty in swine using tilapia corneal extracellular matrix graft] Ceratoplastia lamelar
experimental em suinos utilizando matriz extracelular corneal de tilapia. Pesquisa Veterinaria Brasileira
00(00):00-00. Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Rua

Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irmaos, Recife, PE 52171-900, Brasil. Email: crleucas@yahoo.com 1

The aim of the present study was to perform lamellar keratoplasty in swines using the extracellular corneal matrix
of tilapia (TECM) graft. Corneas of tilapia were decellularized with sodium hydroxide (0.5 M) and preserved in
DMEM with glycerol solution for further in vitro analysis. Corneas were evaluated by the extraction and
quantification of DNA, statistical analysis of DNA had different results before (10.43 + 3.84 ng/mg) and after
decellularization (4.6 + 2.15 ng/mg). TECM cultures showed no microbiological contaminants and cell cultures
supported the growth of bovine MDBK, 3T3-L and fibroblast cells. In vivo assessments demonstrated corneal
opacities in all animals that underwent keratectomy (KT) and in 92.8% (13/14) of the keratoplasty (KP) group.
Corneal vascularization was present in 13 (13/14) animals of the KP group at day 30 postoperatively (PO) and
was absent at day 60 PO in the KP group and KT group. At histologic evaluation vessels were present in the
subgroups CP15 and CP30 and no vessels were observed in the subgroup CP60. Corneal reepithelization occurred
in all animals of KP and KT groups. Gomori trichrome stains revealed that the TECM grafts were integrated into
the cornea. Thus, TECM allowed cell growth, without cytotoxic effect, integrated into swine cornea and therefore

can be used as extracellular matrix grafts to reconstruct the cornea.

INDEX TERMS: cornea, decellularization, heterologous, extracellular matrix.

RESUMO. - Objetivou-se no presente estudo realizar a ceratoplastia lamelar em suinos utilizando a matriz
extracelular corneal de tilapia (MECT). Para a realizagdo dos estudos “in vitro”, as cdrneas de tilapia foram
descelularizadas utilizando o hidréxido de s6dio (0,5 M) e foram conservadas em solucdo de DMEN associada ao
glicerol. As mesmas foram avaliadas através da extracdo e quantificacdo do DNA, onde ocorreu uma diferenca
estatistica na concentragdo do DNA antes da descelularizacdo (10,43 + 3,84 ng/mg) e ap6s a descelularizacio (4,6
+ 2,15 ng/mg). No teste microbioldgico ndo foram observadas a presenga de contaminantes e no cultivo celular,
observou-se que as células MDBK, 3T3-L e fibroblasto bovinos se desenvolveram na MECT. Ja nos estudos “in vivo”,
constatou-se a opacidade corneal em todos os animais do grupo ceratectomia (CT) e em 92,8% (13/14) dos
animais do grupo ceratoplastia (CP). A vascularizacdo corneal esteve presente em 92,8% (13/14) dos animais do

grupo CP até os 30 dias de pos-operatério (PO), e esteve ausente aos 60 dias de PO no grupo CP e grupo CT. Na

! Universidade Federal Rural de Pernambuco, Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irmaos, Recife, PE 52171-

900, Brasil. Email: crleucas@yahoo.com
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avaliacdo histologica foram observados a presenca de vasos nos subgrupos CP15 e CP30, e ndo foram observados
vasos no subgrupo CP60. A reeepitelizagio corneal ocorreu em todos os animais dos subgrupos CP e CT e pode-se
observar através da coloracdo pelo tricromio de gomory que a MECT se integrou a cornea receptora. Desta forma,
a MECT permitiu o crescimento celular, sem efeito citotéxico, sendo bem tolerado na cornea e, portanto, pode ser

empregada como matriz extracelular para reconstituir a cornea enferma.

TERMOS DE INDEXAGAO: cérnea, cirurgia, descelularizagio, heterélogo.

INTRODUCAO

A cornea é a principal estrutura do olho responsavel pela refracdo da luz, e também serve como barreira
entre o meio externo e as estruturas intraoculares (Slatter 2005, Andrades et al. 2019). A cdérnea pode ser
acometida por diversas afeccoes que podem levar o paciente a uma deficiéncia visual profunda, cegueira ou até
mesmo a perda do bulbo oftdlmico (Turner 2010). Desde o primeiro transplante de cérnea realizado em animal
em 1837, as ceratoplastias lamelares e penetrantes ndo se tornaram cirurgias convencionais na oftalmologia
veterindaria, pois além dos custos e da escassez de doadores, ha sempre a necessidade de uma grande equipe
técnica que garanta a coleta, manutengdo e realizacdo de exames virais, bacterioldgicos e fungicos (Gellaty &
Brooks 2011, Leite 2015, Kim et al. 2016).

Portanto, faz-se necessario o uso de alternativas que viabilizem o suprimento de enxertos para a cérnea.
A engenharia de tecidos tem se concentrado na construcio de matriz a base de biomateriais e na semeadura das
células corneais. A principio, as células iriam produzir um novo tecido ao longo do tempo através da producio de
produtos da matriz extracelular (ME) e do remodelamento do andaime (Lynch & Ahearne 2013). Varios polimeros
desses biomateriais foram desenvolvidos com este propésito (Li et al. 2005, Garagorri et al. 2008, Mimura et al.
2008, Ahearne et al. 2010), no entanto, o principal obstaculo para o sucesso esta na construcdo de uma ME com
as composicoes estruturais e bioquimicas semelhantes a cornea nativa (Mimura et al. 2004, Shimmura et al. 2005,
Lynch & Ahearne 2013).

Uma nova estratégia para a preparac¢ido de uma ME, consiste no uso de tecido xenogénico descelularizado.
Desta forma, as células doadoras e os antigenos sdo removidos na sua maior parte durante o processo de
descelularizagio, diminuindo a reagdo imune do hospedeiro e facilitando o repovoamento das células receptoras
na matriz (Wilshaw et al. 2006, Ingram et al. 2007, Ott et al. 2008). Essa técnica permite utilizar o tecido xenogénico
como uma matriz natural para o repovoamento celular (Lynch & Ahearne 2013). Segundo Yoruek et al. (2012b) e
Lynch & Ahearne (2013), a matriz extracelular corneal (MEC) tem sido sugerida como alternativa para aplicacao
em defeitos corneais, ja que a mesma possui similaridades estruturais e também na sua composicao.

Sendo assim, objetivou-se realizar o cultivo celular para avaliagdo da viabilidade de repovoamento celular
na matriz extracelular corneal de tilapia (MECT) e posteriormente aplicar de forma experimental a MECT na
ceratoplastia lamelar em suinos, a fim de desenvolver um substituto corneal que pudesse restaurar a visdo em
animais com enfermidades corneais, podendo essa restauragao ser aplicada tanto para fins funcionais, quanto para

fins tectonicos, promovendo desta forma o reparo e a regeneragio dos tecidos danificados.
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MATERIAL E METODOS

Apb6s andlise e emissdo do parecer quanto aos aspectos éticos dos procedimentos cientificos
desenvolvidos, o presente estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), de acordo com o nimero da licenca nimero 137/2018 (Anexo 3) e

122/2019 (Anexo 4).

PREPARACAO E CONSERVACAO DA MECT
Logo apés a captura dos peixes na base experimental de pesca da UFRPE, as tilapias (Oreochromis

niloticus) foram encaminhados para o Laboratério de Oftalmologia Experimental (LOE) da mesma instituicdo,
onde foram submetidas a eutanasia utilizando eugenol na concentragio de 286,55 mg/L durante 600 segundos
(Vidal et al. 2008). Ap6s o procedimento de eutanasia, cada bulbo oftalmico foi avaliado, verificando a auséncia de
alteracoes e infec¢des, garantindo a higidez das cdrneas. Uma vez certificada a integridade dos olhos, coletaram-
se as corneas pelo método de incisdo “in situ” do disco corneal.

Depois de lavadas em solugdo de ringer com lactato, as cérneas foram esterilizadas por imersdo em
solucdo de iodopovidona a 10% durante 10 minutos e lavadas posteriormente através de trés passagens em
solugdo tampdo fosfato de soédio (pH 7,4). Em seguida, a descelularizacio foi realizada utilizando solucdo de
hidréxido de sodio (0,5 molar), na qual as mesmas foram imersas por trés minutos e ao serem retiradas da solugio,
foram friccionadas em ambas as faces (externa e interna), utilizando-se bastoes envolvidos em algodao estéril e
novamente lavadas por trés vezes em solugdo tampao fosfato de sddio (pH 7,4). Ap6s a descelularizagdo, as corneas
foram conservadas em meio Dulbecco’s modified minimum essencial medium (DMEN) associado ao glicerol (1:1)

sob temperatura de - 20°C.

ANALISE MICROBIOLOGICA
Para verificar se as amostras estavam livres de contaminantes, os fragmentos descelularizados foram

imersos em caldo tioglicolato, e os meios de conservagio coletados utilizando a al¢a microbioldgica e semeados
em placas de Petri contendo dgar sangue, incubadas em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% de CO2, com avaliagdes
destes materiais ap6s 48 e 96 horas. Foram selecionadas duas amostras com sete, 15, 30, 60 e 90 dias de

conservagao, respectivamente, totalizando dez amostras para avaliagdo microbioldgica.

Curtivo CELULAR
Para avalicido da viabilidade de repovoamento celular na MECT, utilizaram-se fragmentos

descelularizados de 5 mm de didmetro da cornea, obtidos através do uso de “punch”. Por conseguinte, as células
utilizadas para o cultivo foram: células Madin Darby Bovine Kidney (MDBK), que sdo células de linhagem continua
originarias de células renais bovinas; células 3T3-L1, que sdo fibroblastos de linhagem continua provenientes de
embrides de camundongos e as células de fibroblastos de bovinos, que sdo células de cultivo primario, as quais
foram coletadas e desenvolvidas no Laboratorio de Virologia Animal (LAVIAN) da UFRPE.

Ap6s a obtengdo do fragmento corneal, as mesmas foram lavadas por trés vezes em DMEN e em seguida
dispostos em uma placa de 12 pogos. Na sequéncia semeou-se 50.000 células/mL, contendo DMEM com 10% de
soro fetal bovino (SFB) e posteriormente incubadas em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% de CO2. A andlise foi

realizada em duplicata seguida do respectivo controle celular, com avaliacdo a cada 24 horas no microscopio de
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campo invertido. Para cada tipo de cultivo celular, foram colhidas amostras com 48 e 96 horas, respectivamente,
sendo utilizados no total, seis fragmentos corneais para o cultivo celular. Em seguida, as matrizes cultivadas foram
fixadas em solugdo de paraformaldeido a 4% por 48 horas, e processadas pelas técnicas de rotina e impregnadas
em paraplast e posteriormente coradas em Hematoxilina-Eosina (HE) para avaliacdo da viabilidade das células na

MECT.

EXTRAGAO E QUANTIFICACAO DO DNA
Para a extragdo do DNA, foram utilizadas cinco matrizes descelularizadas e trés cérneas de tilapia como

controle. A extracdo do DNA foi realizada utilizando o kit Purelink® Genomic DNA Mini Kit (INVITROGEN)
seguindo o protocolo do fabricante. Neste caso, para cada amostra macerou-se 20mg do material adicionando
180pL do tampao de digestdo e 20uL de proteinase K, sendo estes incubado em banho maria a 55°C durante 2
horas. Em seguida, foi adicionado 20puL de RNase A, agitou-se no vortex e adicionou-se 200uL da solugido tampao
de lise e 200 pL de etanol absoluto. Essa mistura foi agitada no vértex e centrifugada a 10000 x g durante 1 min,
logo em seguida foi adicionado mais 500uL do tampao de lavagem 1 e centrifugado a 10000 x g durante 1 min,
acrescido com mais 500uL do tampao de lavagem 2 e centrifugado a 30000 x g durante 3 min, por fim adicionou-
se 200puL do tampao de eluicdo e foi centrifugado por 1 min e 30 seg, armazenando-se na temperatura de -20 °C

até a quantificacdo. A quantificacido foi realizada em espectrofotometro NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific™).

ESTUDO EXPERIMENTAL
Para o delineamento do presente estudo, utilizaram-se 20 suinos oriundos da Estacdo Experimental de

Pequenos Animais de Carpina (EEPAC) da UFRPE. Os animais utilizados foram das racas Large White, Pietra e
Duroc, com idade entre 30 e 60 dias, de ambos os sexos. Os procedimentos experimentais desenvolvidos seguiram
as normas da Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO), a qual exige que apenas um dos olhos
de cada animal seja comprometido, para que as alteracoes relacionadas ao ato cirurgico e ao processo de reparagio
ndo interfiram com o bem-estar do animal durante o periodo do pés-operatdrio (PO).

Os animais foram distribuidos, aleatoriamente, em dois grupos experimentais (n=20), designados Grupo
Ceratoplastia Lamelar (CP) (n=14) e Grupo Ceratectomia Lamelar (CT) (n=6). O grupo CP foi dividido em trés
subgrupos, de acordo com os periodos finais de avaliacdo e eutanasia, ou seja, Ceratoplastia Lamelar 15 dias
(CP15) (n=4), Ceratoplastia Lamelar 30 dias (CP30) (n=7), Ceratoplastia Lamelar 60 dias (CP60) (n=3). O grupo
CT foi dividido em dois subgrupos designados: Ceratectomia Lamelar 15 dias (CT15) (n=3) e Ceratectomia
Lamelar 30 dias (CT30) (n=3).

Antes da realizacdo do procedimento cirdrgico, foram realizados o exame clinico e oftalmico constituido
pela oftalmoscopia direta, oftalmoscopia indireta e fluoresceina, com vistas a verificar e excluir animais portadores
de qualquer alteragdo que pudesse interferir com os resultados.

Previamente ao procedimento cirurgico, os animais foram submetidos a restricdo alimentar de 12 horas.
Para realizacdo da anestesia, foi instituida como medicacdo pré-anestésica, uma associacio de Acepromazina
(Apromazin; Syntec, Sdo Paulo, Brasil) na dose de 0,1 mg/Kg, Midazolam (Midazolam; Hipolabor, Minas Gerais,
Brasil) na dose de 1 mg/Kg, Ketamina (Cetamin; Syntec, Sdo Paulo, Brazil) na dose de 15 mg/kg e Cloridrato de
Tramadol (Tramadol; Hipolabor, Minas Gerais, Brasil) na dose de 4 mg/Kg, administradas pela via intramuscular
(IM) e apos a observagdo da sedacdo, instilou-se uma gota do colirio anestésico a base de proximetacaina 0,5%

(Anestalcon®; Alcon, Sao Paulo, Brasil) no olho esquerdo e realizou-se o bloqueio peribulbar associando 1 ml de
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lidocaina a 2% (Lidocaina; Hipolabor, Minas Gerais, Brasil) e hialuronidase (25 UTR/ml) de acordo com a técnica
descrita por Siqueira Filho (2015), posteriormente realizou-se intubag¢do direta e manuten¢do dos animais em
plano cirurgico com isoflurano (Isoflurano; Biochimico; Rio de Janeiro, Brasil) vaporizado com oxigénio em
sistema semiaberto.

Em seguida, os animais foram submetidos ao procedimento cirdrgico no globo ocular do lado esquerdo,
realizado com auxilio de microscépio cirurgico e previamente ao procedimento cirurgico, foi realizada a
antissepsia com iodopovidona a 10% na regido periocular e com solug¢ao de iodopovidona 1:50 no globo ocular.

Ap6s os procedimentos de antissepsia e delimitagdo do campo operatorio, foi realizada a blefarostase com
o uso de afastador oftalmico. Com vistas a obten¢ido de um botio lamelar e realizagio de ulceras experimentais,
realizou-se incisdo cirurgica circular na regido corneal central, com o auxilio de um punch de 5 mm, desta forma
permitiu-se delimitar o botdo constituido de epitélio e aproximadamente 1/3 do estroma anterior, o qual foi
delaminado com o auxilio de uma lamina de bisturi n°15. Ato continuo, realizou-se a coloca¢do do botdo doador
descelularizado de 6 mm na cérnea receptora, e esta foi fixada nos pontos cardinais utilizando-se o padrio de
sutura isolado simples com fio de poliglactina n® 8-0. No grupo CT, apenas realizou-se a ceratectomia lamelar, para
que servisse de controle para o presente estudo.

Como terapia analgésica, o meloxican (Maxicam 2%; Ourofino, Sdo Paulo, Brasil) foi aplicado na dose de
0,4mg/kg por via IM no PO imediato e nos dois dias subsequentes a cirurgia. Como medida profilatica a infeccio e
ao espasmo ciliar, foram instilados tobramicina 3mg/mL (Tobramicina; Neo Quimica, Sdo Paulo, Brasil) colirio a
cada seis horas durante trés dias e posteriormente a cada oito horas e tropicamida 10 mg/mL (Mydriacyl®; Alcon,
S3o Paulo, Brasil) colirio a cada oito horas. Os animais foram mantidos com colar protetor durante todo o periodo
do experimento.

Com auxilio do oftalmoscépio direto e indireto, o protocolo de avaliagdo oftalmolégica consistiu na
realizacdo do teste de fluoresceina semanalmente até a auséncia de coloracdo, observando-se a presenca da
reepitelizacdo corneana. Também foram observadas: reflexo pupilar, biomicroscopia do segmento anterior com
lampada de fenda portatil e também avaliaram-se as reagdes de fotofobia, blefarospasmo e uveite, caso estes
apresentassem. A reepitelizacdo corneana foi classificada da seguinte forma: 0 (reepitelizagdo total da regido), 1
(reepitelizacdo de 34 a %2 da regido), 2 (reepitelizacdo inferior a %2 até 1/4 da regido) e 3 (reepitelizagdo inferior a
% da regido). A neoformacdo vascular foi quantificada de acordo com a quantidade de vasos observadas. ]Ja a
opacidade foi classificada da seguinte maneira: 0 (ausente), 1 (leve), 2 (moderada) e 3 (intenso).

Apbs o término da avaliagdo oftalmica, os animais foram submetidos a eutanasia utilizando uma
associacao de Ketamina (Cetamin; Syntec, Sdo Paulo, Brazil) na dose de 15 mg/kg e Midazolam (Midazolam;
Hipolabor, Minas Gerais, Brasil) por via IM, ap6s a sedagio, injetou-se Propofol (Propovan®; Cristalia, Sdo Paulo,
Brasil) na dose de 4 mg/kg pela via endovenosa e em seguida o Cloreto de Potassio 10% (Cloreto de Potassio;
Hypofarma, Minas Gerais, Brasil). As corneas foram coletadas pelo método de incisdo “in situ” do disco corneal, as
quais foram fixadas em soluc¢do de paraformaldeido a 4% em tampao fosfato a 0,2 Molar com pH 7,4 durante 48
horas, em seguida foram processadas pelas técnicas de rotina, impregnadas e incluidas em paraplast. Para a
realizacdo da avaliacdo histoldgica, as laminas foram coradas em HE e também foram coradas em Tricromio de
Gomory para observacdo da disposicdo das fibras de colageno e para avaliagdo da integragio da matriz
extracelular na cérnea receptora. No HE avaliaram-se a presen¢a de neoformacio vascular, reepitelizacdo,

infiltrado inflamatério e edema.
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ANALISE ESTATISTICA
Todos os grupos experimentais foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk com o propésito de indicar se

os grupos possuem uma distribuicdo normal, e a partir desses dados, determinar a realizacdo de teste paramétrico
ou ndo parameétrico.

Em relagdo a extracdo de DNA, utilizou-se o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Para a comparagio
entre os grupos em relacdo aos escores de opacidade, utilizou-se o teste de Mann-Whitney e para comparagio
dentro do mesmo grupo nos diferentes momentos utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis. Na avaliagdo macroscépica
da vascularizacgio, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis para comparacdo entre os momentos dentro do mesmo

grupo. Os testes foram efetuados por meio do software Graphpad Prisma, versao 7.0.

RESULTADOS

Em relagdo ao caldo tioglicolato, esta permaneceu limpida nas amostras com sete, 15, 30, 60 e 90 dias de
conservagio e na avaliagdo das placas de petri contendo agar sangue, verificaram-se auséncia de contaminantes
nas amostras com os mesmos tempos de conservagao.

Em relacdo ao cultivo celular, na avaliagdo observaram-se que as células MDBK, 3T3-L1 e fibroblasto
bovino, desenvolveram dentro dos padrdes, sem efeito citotdxico ou contaminagdo para a monocamada bem
definida para todos os tipos celulares utilizados e respectivos controles. Na avaliacdo dos cortes histolégicos
corados em HE com 48 e 96 horas respectivamente, pode-se observar que as células MDBK, 3T3-L1 e fibroblasto
bovino aderiram-se a MECT e formaram uma monocamada bem definida, desenvolvendo-se dentro dos padrdes e

sem efeito citotéxico da matriz para todos os tipos celulares cultivados (Fig. 1).

Figura 1 - Cultivo Celular. A. Presenca das células MDBK na superficie da Matriz Extracelular Corneal de Tilapia
(MECT) ap6s 96 horas de cultivo celular. B. Presenga das células 3T3-L1na superficie da MECT ap6s 96 horas de
cultivo celular. C. Presenca do Fibroblasto bovino na superficie da MECT apés 96 horas de cultivo celular. HE,
0bj.40x.

Ja em relagdo a quantificagio e extracdo do DNA, observou-se uma diferenca estatistica em relacdo a
quantidade de DNA remanescente, que ficou maior na cérnea celularizada (10,43 + 3,84 ng/mg) em comparagio

com a MECT (4,6 £ 2,15 ng/mg), conforme ilustrado na figura 2.
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Figura 2 - Concentracdo do DNA presente na MECT e na cdrnea celularizada. Valores expressos em média +

desvio padrao. Teste de Mann-Whitney comparando grupos (p= 0,0317), p< 0,05 significativo.

No que diz respeito a avaliacdo oftalmica, no grupo CT (n=6), o teste de fluoresceina foi negativo para
todos os animais com sete dias de pés-operatorio, desta forma a reepitelizagdo foi quantificada em 0 para todos os
animais do grupo CT. Ja no grupo CP, 78,5% (11/14) dos animais apresentaram-se negativo no teste de
fluoresceina com sete dias de avaliagdo, sendo quantificada em 0 segundo o escore de avaliacdo, no entanto, 21,5%
(3/14) dos animais apresentaram-se positivo no teste de fluoresceina, desta forma, desses trés animais que foram
positivos no teste, a reepitelizacdo foi quantificada em 3 para dois dos animais e 1 para um animal. Com 15 dias
de avaliacdo, o teste de fluoresceina foi positivo para dois animais do grupo CP, com a reepitelizagdo quantificada
em 2 e 1 respectivamente, e com 21 dias de avaliacdo, um animal apresentou-se positivo no teste de fluoresceina,
com a reepitelizacdo quantificada em 1. Ja com 30 dias de avaliagdo, todos os animais deram negativo no teste de
fluoresceina.

Em relacdo a opacidade, tanto no grupo CP (Fig. 34, B, C), quanto no grupo CT (Fig. 3D, E, F) foram
observadas a opacidade corneal. Dentre os grupos, em apenas um animal do grupo CP pode-se observar opacidade
0 ap6s 30 dias do procedimento cirdrgico. Em relacdo aos outros animais, no grupo CP a opacidade variou entre 1
e 3,jano grupo CT a opacidade permaneceu em 2 para todos os animais. Ndo houve diferenca estatistica entre os

grupos e os momentos em relacdo a opacidade (Quadro 1).
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Quadro 1 - Avaliagio da opacidade para os grupos CT e CP aos sete, 15, 21, 30 e 60 dias de PO.

GRUPO DIAS
7 15 21 30 60
Ceratectomia 2+0 2+0 2+0 2+0 p=1
Ceratoplastia 2+0 2+0 2+0,75 2+0,75 0 p=0,43
p=1 p=0,8 p=0,8 p=0,8

Valores correspondem a mediana e desvio interquartilico dos scores de avaliagdo de opacidade (0) = ausente, (1)
=leve, (2) = moderado, (3) = intenso. Teste de Mann-Whitney para comparar a opacidade entre os grupos CP e CT,
ndo houve diferenga estatistica entre os grupos CP e CT em relacdo a opacidade nos diferentes dias. Teste de
Kruskal-Wallis para comparar a opacidade entre os diferentes dias dentro do grupo CT e dentro do grupo CP, ndo

houve diferenca significativa de opacidade entre os diferentes dias para o grupo CT (p=1) e grupo CP (p=0,43).

> & w4 ‘,ﬂ"\ 2 ” z ‘ " l}i :
Figura 3 - Avaliagdo da opacidade da cérnea em diferentes momentos. A, B e C correspondem a evolugio da

opacidade na avaliagdo macroscépica com sete, 15 e 30 dias de pés-operatdrio de um suino do grupo ceratoplastia.
D, E e F correspondem a evolugdo da opacidade na avaliagdo macroscépica com sete, 15 e 30 dias de pds-operatério
de um suino do grupo ceratectomia. A e B foram classificados em opacidade 1 (leve) e C em opacidade 0 (ausente),

ja D, E e F foram classificas em opacidade 2 (moderada).

Conforme ilustrado no quadro 2, na avaliagdo macroscoépica, a vascularizagdo corneal nao foi observada
no grupo CT, ja no grupo CP, observou-se a presenca de vasos em 92,8% (13/14) animais até os trinta dias de PO,
no entanto, ndo foram observadas a presenca de vasos com 60 dias de pds-cirturgico. A presenga de abscesso em

alguns pontos no local da sutura ocorreu em quatro animais do grupo CP com 15 dias de pds-operatério.
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Quadro 2 - Avaliagdo macroscépica da vascularizagio para os grupos CT e CP realizadas aos sete, 15, 21,30 e 60
dias.

GRUPO DIAS
7 15 21 30 60
Ceratectomia 0 0 0 0 --
Ceratoplastia 1+1,24 1,50+1,09 1,50+1,27 1,50 £1,27 0

Valores correspondem a média e desvio padrdo no nimero de vasos dos grupos CT e CP nos diferentes momentos.
Teste de Kruskal-Wallis para comparar a vascularizacdo de CP entre os diferentes dias, ndo houve diferenca entre

os diferentes dias para a vascularizacdo de CP (p=0,22).

Na avaliagdo microscépica, observou-se que no subgrupo CP15 (n=4) (fig. 4A) a reepitelizacdo esteve
presente em todos os animais, com presenca de edema subepitelial. Também foram observados a presenga de
vasos profundos na interface entre o enxerto e o estroma receptor. Além disso, notou-se a presenca de infiltrado
inflamatoério perivascular e na coloragdo com Tricromio de Gomory (fig. 5A), pode-se notar que a matriz estava
totalmente integrada na cdrnea receptora, com organizac¢io paralela entre a fibras de colageno.

Ja no subgrupo CP30 (n=7) (fig. 4B), a reepitelizacdo esteve presente em todos os animais e pode-se
observar uma aparente reduc¢ido do nimero de vasos profundos na transicdo entre a matriz e o estroma receptor
em comparacdo ao subgrupo CP15. A presenca de infiltrado inflamatério ndo foi observada e na avaliagdo com o
Tricromio de Gomory (fig. 5B), observou-se que as fibras de colageno encontravam-se paralelas e integradas a
cornea receptora, com arranjo similar ao estroma da coérnea receptora. Em relacdo ao subgrupo CP60 (n=3) (fig.
4C), areepitelizacdo esteve presente em todos os animais e ndo foram observadas a presenca de vasos e infiltrados
inflamatoérios e na coloragdo com o Tricromio de Gomory (fig. 5C), pdde-se notar que a matriz estava totalmente
integrada na cornea receptora, com organizacio paralela entre a fibras de colageno e arranjo similar ao estroma
da cérnea receptora.

Em relacdo ao grupo CT, na avaliagdo microscépica foi observado a presenca de um vaso em um animal
(1/3) do subgrupo CT30, e nos demais animais do subgrupo CT15 e CT30, ndo foram observados vasos. Também
ndo foram observadas a presenca de infiltrado inflamatdrio nos dois subgrupos e a reepitelizacdo corneal esteve

presente em todos os animais do subgrupo CT15 e CT30 no presente estudo.



Figura 4 - Imagem histolégica da cérnea suina dos subgrupos CP15, CP30 e CP60 coradas em HE. A. Imagem
histolégica do subgrupo CP15, notar a presenca de edema subepitelial (seta amarela) e a presenca de vasos (seta
preta) no estroma. B. Imagem histolégica do subgrupo CP30, observar a presenga de vasos no estroma. C. Imagem

histolégica CP60, observar auséncia de edema subepitelial e auséncia de vasos. HE, obj 40x

Figura 5 - Imagem histoldgica da cdrnea suina dos subgrupos CP15, CP30 e CP60 coradas em Tricrémio de

Gomory. A.Imagem histoldgica do subgrupo CP15, notar que a Matriz Extracelular Corneal de Tildpia (MECT) esta
integrada a cdrnea receptora, com organizacdo paralela entre a fibras de colageno. B. Imagem histolégica do
subgrupo CP30, observar que a MECT esta totalmente integrada a cérnea receptora, com organizacdo paralela
entre a fibras de colageno e arranjo similar ao estroma da cornea receptora. C. Imagem histolégica do subgrupo
CP60, notar que a MECT esta totalmente integrada a cérnea receptora, com organizacio paralela entre a fibras de

colageno e arranjo similar ao estroma da cérnea receptora. Tricromio de Gomory, obj.10x.



54
DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que o método de descelularizagio e o meio de conservacgido foram eficientes
para manutencdo da inocuidade do material, além disso, demonstrou-se a biocompatibilidade da MECT através de
estudos “in vitro” e “in vivo”.

Segundo Gilbert et al. (2006), os componentes da ME se mantém constantes entre diferentes espécies
animais, sendo, portanto, bem tolerados mesmo em receptores xendgenos. Destaca-se ainda que uma matriz
integra e com auséncia de células seja essencial para obten¢ido de enxertos que venham a ser adequadamente
repovoados por células especificas, desta forma, a matriz ndo fornece apenas o suporte fisico e organizacio
espacial, mas também oferece um microambiente bioativo que direciona e influencia as fung¢des celulares (Keane
etal. 2016).

Desta forma, optou-se pela utilizacdo da MECT, visto que as tilapias (Oreochromis niloticus) sdo facilmente
encontrados em criatdrios e estas espécies sdo as mais procuradas para criacdo em escala industrial, por
apresentar rapido crescimento, grande rusticidade, facil manejo e alto nivel de rendimento. Também optou-se
baseado no estudo de Van Essen et al. (2016), os quais utilizaram a ME de escama de tilapia em estudo “in vitro” e
“in vivo” e estes demonstraram que o material facilitou a adequada proliferacdo e adesao epitelial, sem
imunogenicidade e podendo ser implantada na cérnea de coelhos.

Existem varias estratégias que podem ser utilizadas para lisar a célula e remover o material celular de um
tecido, entre elas podemos citar os métodos fisicos, quimicos e bioldgicos (Gilbert et al. 2006, Lynch & Ahearne
2013). Segundo Saghizadeh et al. (2013), entre os métodos quimicos, pode-se utilizar o hidréxido de s6dio (NaOH),
que tem como vantagens a sua velocidade e eficiéncia. Estes autores realizaram um estudo comparativo sobre a
eficiéncia da descelularizagio da membrana amnidtica humana com solugdes de etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) e NaOH e os mesmos concluiram que o NaOH apresentou melhores resultados, realizando a remocgio das
células sem causar lesdes na estrutura das membranas. Por conseguinte, na pesquisa realizada por Leite (2015),
que utilizou a solugdo de NaOH (0,5 M), esta concluiu que foi possivel retirar uma grande parte das células da
coérnea de suino, preservando a ME. Corroborando com estes autores, no presente estudo utilizou-se o NaOH (0,5
M) para descelularizacio da cérnea de tilapia e os mesmos resultados foram obtidos, visto que foi possivel retirar
uma grande parte das células da cérnea, com preservacio da ME e producdo da mesma em curto espago de tempo
(16 minutos) e com baixo custo.

Condizendo com o presente estudo, outros métodos de descelularizagio foram aplicados com sucesso, de
acordo com as pesquisas de Sasaki et al. (2009), Hashimoto et al. (2010) e Hashimoto et al. (2015), os quais
aplicaram alta pressdo hidrostatica na MEC de suino. No estudo realizado por Lin et al. (2019), foram comparados
o uso de trés acidos organicos (acido formico, acido acético e acido citrico), e estes recomendaram o uso do acido
féormico para descelularizagio da cornea suina, visto que o tratamento preservou a arquitetura e as biomoléculas
da matriz, além da recelularizagdo da matriz em estudos “in vitro” e “in vivo”. No estudo realizado por Du et al.
(2011), estes utilizaram detergentes ndo-idnicos e detergentes zwitterionicos na descelularizacdo de corneas
suinas e os mesmos concluiram que os protocolos utilizando o dodecil sulfato de sédio (SDS) a 0,5% ou 1% durante
24 horas foram utilizadas com sucesso para descelularizacdo da cérnea suina.

Além da descelularizacdo, é preciso garantir a inocuidade do material, desta forma, a esterilizacdo das
matrizes biolégicas é necessaria antes da sua implantagio em um organismo ou utilizagdo “in vitro”, visando
eliminar endotoxinas, virus, bactérias e fungos que possam estar presentes (Capro et al. 2011). Desta forma,

utilizou-se o iodopovidona na concentragdao de 10% durante dez minutos, baseado na pesquisa realizada por
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Yoeruek et al. (2012b), que esterilizaram as coérneas de suino utilizando a mesma soluc¢do e com resultados
satisfatorios. No presente estudo, essa metodologia foi eficaz na esterilizacdo da MECT, visto que ndo foram
observados contaminantes para todas as matrizes avaliadas durante a pesquisa. Ja na pesquisa realizada por Leite
(2015), apenas uma Unica amostra teve resultado positivo para Staphylococcus sp..

Outro ponto que se deve dar a devida importancia, consiste no meio para conservacido das MECs. Esta
pode ser realizada com glicerina a 98% e solugdo supersaturada de agticar a 300%, os quais preservaram por um
periodo de 30 dias (Gongalves et al. 2003) e o Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI) associado ao
glicerol (1:1), que preservaram a MEC suina por um periodo de trés meses (Leite 2015). Diferindo dos estudos
citados anteriormente, optou-se pela utilizagio do DMEM, que é um meio de cultivo e conservagdo de células e
tecidos, além disso, 0 mesmo contém em sua composicdo dois antibiéticos (penicilina e estreptomicina) e um
antifingico (anfotericina B) (Lira & Sa 2012) e pode ser associado a um agente crioprotetor como o glicerol, que
atua reduzindo o estresse fisico causado pelo congelamento e descongelamento do tecido (Lima 2011). O glicerol
tem sido utilizado também para restaurar a transparéncia corneal através da desidratacdo (Pang et al. 2010, Shafik
etal. 2012, Yoruek et al. 2012a, 2012b).

Existe uma variedade de métodos disponiveis para determinar a eficiéncia da descelularizacdo (Gilbert et
al. 2006, Lynch & Ahearne 2013). Dentre essas técnicas, podemos citar a extragio e quantificagio do DNA. No
trabalho realizado por Yoruek et al. (2012b), estes utilizaram como protocolo para descelularizacdo, EDTA,
aprotinina e SDS. Neste estudo, o DNA das cérneas suinas antes da descelularizagio estava em 75,45 + 13,71 ng/mg
e depois do procedimento ficou em 9,87 * 2,04 ng/mg, indicando uma reducao de mais de 80% do material
genético. Ja no estudo de Leite (2015), onde esta utilizou o NaOH (0,5 M) na cérnea suina, o DNA antes da
descelularizagio estava em média 140 ng/mg e depois do procedimento ficou em torno de 40 ng/mg, conseguindo
uma reducdo de 71% do material genético.

Bayyoud et al. (2012), realizaram a descelularizacdo da cérnea bovina utilizando EDTA, aprotinina e SDS
e observaram uma redugdo significativa do DNA antes da descelularizacdo (365,3 + 88,6 ng/mg), quando
comparado com o DNA remanescente apds o processo de descelularizagio (27,4 + 17,3 ng/mg), indicando uma
reducdo de 92% do material genético. No presente estudo, embora tenha ocorrido uma diferenca estatistica entre
a cornea e a matriz descelularizada, pode-se observar que ocorreu uma reducdo de 55% ao se comparar a cérnea
antes da descelularizacdo (10,43 + 3,84 ng/mg) e a cornea depois da descelularizacdo (4,6 + 2,25 ng/mg). Embora
o processo de descelularizacdo ndo tenha sido tdo eficiente em relagdo as pesquisas de Bayyoud et al. (2012),
Yoruek et al. (2012b) e Leite (2015), ja que ndo houve uma reducdo tdo significativa quando comparada a
quantificacdo do DNA da cornea antes da descelularizacio e ap6s o processo de descelularizagdo, mesmo assim o
presente estudo apresentou valores menores do DNA remanescente da MECT ao se comparar com o DNA
remanescente da MEC dessas pesquisas.

Para que as MECs sejam aplicadas no tratamento das enfermidades corneais, devem-se realizar estudos
“in vitro” para avaliagdo do repovoamento celular na matriz corneal. No estudo realizado por Yoruek et al. (2012a),
foram implantadas células epiteliais, estromais e endoteliais de origem humana na matriz corneal suina e estes
autores concluiram que a cornea descelularizada suina pode ser utilizada em transplantes corneais. Além desse
trabalho, outras pesquisas foram desenvolvidas com a realizacdo de cultivo celular em matriz corneal, podendo-
se destacar a pesquisa de Bayyoud et al. (2012), onde foram realizados cultivo celular de células endoteliais na
matriz corneal bovina, e as pesquisas de Pang et al. (2010), Du et al. (2011) e Ju et al. (2012), os quais realizaram

cultivo de células corneais na MEC suina, podendo-se ressaltar que em todos esses trabalhos, ocorreram a
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integracdo das células na matriz corneal. Du & Wu (2011) realizaram a semeadura de fibroblasto de coelho na MEC
suina, e estes observaram de forma satisfatdria a proliferagio dos fibroblastos na matriz corneal. Em consonancia
com essas pesquisas, no presente estudo, pode-se observar através de cortes histolégicos corados em HE que as
células MDBK, 3T3-L1 e fibroblasto bovino aderiram-se a MECT e formaram uma monocamada bem definida,
desenvolvendo-se dentro dos padrdes e sem efeito citotéxico da matriz para todos os tipos celulares cultivados e
avaliados com 48 e 96 horas respectivamente, sugerindo desta forma que a MECT pode ser aplicada na
ceratoplastia lamelar, através de estudos “in vivo”.

O transplante “in vivo” de cdrneas descelularizadas fornece informacgdes valiosas sobre a
biocompatibilidade e a integracdo da matriz. O transplante de cérneas suinas descelularizadas demonstraram
integracdo na cornea de coelho e sem rejeicdo clinica (Pang et al. 2010, Du & Wu 2011, Yoeruek et al. 2012b, Lin
et al. 2019); além disso, apds analise histoldgica, as células hospedeiras migraram para a regido do implante e se
infiltraram na matriz transplantada. As cérneas suinas descelularizadas com alta pressdo hidrostatica e
transplantadas “in vivo” na cérnea de coelho provocaram pouca ou nenhuma resposta imune no hospedeiro
(Sasaki et al. 2009, Hashimoto et al. 2015). Convergindo com esses estudos, demonstrou-se através da andlise
microscépica na coloragdo com o Tricromio de Gomory que a MECT se integrou a cérnea receptora em todos os
animais do subgrupo CP 15, 30 e 60 dias respectivamente, com organizacio paralela entre as fibras de colageno.

Na avaliagdo macroscopica dos olhos através do teste de fluoresceina, observaram-se que apo6s sete dias
de pds-operatorio, todos os animais do grupo CT e em 78,5% (11/14) dos animais do grupo CP, a reepitelizacdo
corneal estava presente em toda a regido. Estes dados corroboram com os estudos de Lin et al. (2019), os quais
observaram que as células epiteliais tinham migrado para a regido central com trés dias e com sete dias, a area
estava totalmente recoberta por células epiteliais e diferem do estudo realizado por Hashimoto et al. (2015), no
qual a cicatrizacdo epitelial da cérnea foi totalmente concluida apés trés meses de PO. Tal diferenca deve-se
provavelmente pelo uso do colirio a base de betametasona (0,01 mg/mL) na pesquisa de Hashimoto et al. (2015).
Na avaliacdo microscopica, a reepitelizagio corneal esteve presente em todos os animais dos subgrupos CT e CP.

Na avaliagdo macroscopica da opacidade corneal, esta esteve presente em todos os animais do grupo CT
e em 92,8% (13/14) dos animais do grupo CP, tal fato deve ter ocorrido pela diferenciacdo dos ceratécitos em
miofibroblastos. Os miofibroblastos sdo apontados como uma das causas de formagdo de opacidade (Mohan et al.
2003, Torricelli et al. 2016, Vargas et al. 2019), ja que suas células sdo maiores e menos transparentes do que os
ceratocitos, além disso, as mesmas produzem e secretam colageno e glicosaminoglicanos de forma menos
organizada (Jester et al. 1999, Torricelli et al. 2016, Marino et al. 2017; Vargas et al. 2019).

Em relagdo a vascularizagdo corneal, na avaliacdo macroscépica, ndo foram observados a presenca de
vasos no grupo CT, sendo visibilizado um vaso na avaliagdo microscépica do subgrupo CT30. Ja em relagio ao
grupo CP, foram visibilizados na avaliacdo macroscopica a presenga de vasos em 92,8% dos animais até os 30 dias
de PO e nio foram observados vasos aos 60 dias de PO. Em relacdo a avaliagdo microscopica, observaram-se a
presencga de vasos em todos os animais do subgrupo CP15 e CP30, e ndo foram visibilizados a presencga de vasos
no subgrupo CP60. Acredita-se que a presenca de vasos no grupo CP se deve provavelmente a presenca da MECT,
que provavelmente estimulou a neovascularizagio corneal. Sugere-se que em resposta ao processo inflamatério
gerado pela presenca da MECT, os ceratdcitos, as células epiteliais e as células inflamatérias liberaram fatores pro-
angiogénicos, como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), o fator de crescimento de fibroblasto basico
(bFGF) e as metaloproteinases, as quais estimularam a neovascularizacdo corneal. Pode-se notar que na avaliagdo

macroscopica e microscopica do subgrupo CP60, ndo foram observados a presenca de vasos, tal fato deve-se
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provavelmente pela produc¢ido dos fatores antiangiogénicos, tais como a angiostatina, a endostatina, o fator
pigmentar derivado do epitélio (PEDF), o receptor solivel VEGF-1 e o receptor ectépico VEGF-3 (VEGFR-3), os
quais permitiram a regressio e o desaparecimento dos vasos na cornea (Chang et al. 2001, Clements & Dana 2011,
Sharif & Sharif 2019).

Outro fato relevante em relacdo a vascularizacdo corneal, é que no presente estudo, ndo foram utilizados
colirios a base de corticoides. Acredita-se que o efeito antiangiogénico dos estero6ides topicos sejam resultantes de
suas propriedades anti-inflamatorias, incluindo a inibicdo da quimiotaxia das células inflamatérias e a inibicdo da
sintese de citocinas pré-inflamatoérias. Os ester6ides também inibem diretamente a proliferacdo e migracdo de
células endoteliais vasculares (Chang et al. 2001, Sharif & Sharif 2019).

A presenca de abscesso em alguns pontos no local da sutura em animais do grupo CP com 15 dias (n=4)
de poés-operatdrio deve-se provavelmente pela utilizacio do fio, que é a poliglactina. Por ser um fio
multifilamentar, esta apresenta capilaridade, que por conseguinte pode ter carreado as bactérias para o intersticio

das fibras multifilamentadas (Macphail 2015). Apds a retirada dos fios, os abscessos desapareceram.

CONCLUSAO

Esses resultados demonstram que a matriz extracelular corneal de tilapia pode ser utilizada na
ceratoplastia lamelar em suinos, uma vez que permitiu o crescimento celular, sem gerar efeito citotoxico,

atendendo aos critérios para servir como matriz extracelular no tratamento de lesGes corneais.
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ARTIGO 2: UTILIZACAO DA MATRIZ EXTRACELULAR CORNEAL DE TILAPIA NO
TRATAMENTO CIRURGICO DAS ULCERAS CORNEAIS EM CANINOS E
SEQUESTRO CORNEAL EM FELINO

O artigo sera submetido a Revista Ciéncia Rural (Anexo 2)
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Utilizacdo da matriz extracelular corneal de tilapia no tratamento cirurgico das lceras

corneais em caninos e sequestro corneal em felino

Corneal extracellular matrix of tilapia in surgical treatment of corneal ulcers in two
dogs and in a cat with corneal sequestrum
Robério Silveira de Siqueira Filho'; Romulo Nunes da Rocha'; Bruno Daby Figuerédo
de Souza'; Stéphanie Ingrand Vieira de Araijo!; Taciana Spinelli'; Fabricio Bezerra de

Sal2

RESUMO
Objetivou-se utilizar a matriz extracelular corneal de tilapia (MECT) no reparo de afecgdes

corneais em dois caes com ulceras profundas e um gato com sequestro corneal. Para aplicacdo
das MECTs, as corneas foram descelularizadas utilizando o hidroxido de sodio (0,5 M) e
conservadas em solu¢do de DMEN associada ao glicerol sob temperatura de - 20 °C. O canino
1 foi um animal da raga shih tzu, que apresentava descemetocele, ja o canino 2 se tratava de um
animal sem raca definida, que apresentava tlcera profunda ndo responsiva ao tratamento clinico
e o felino foi acometido pelo sequestro corneal. Apds a ceratectomia, a MECT foi suturada na
cornea receptora utilizando poliglactina n° 8-0 no canino 1 e felino e mononylon n° 10-0 no
canino 2. O tratamento prescrito no pds-operatorio (PO) consistiu no uso de antibidtico e
cicloplégico topico e anti-inflamatério sistémico. Com 30 dias de PO, utilizou-se o corticoide
topico. Na avaliacdo do PO com sete dias, a reepitelizagdo esteve presente em todos os animais
e com 60 dias de PO as corneas apresentaram-se translicidas nos trés pacientes. No canino 1
observou-se a presenga de pigmentacdo em faixa e na area da ceratoplastia, enquanto que no
canino 2 e felino, visualizou-se a presenga de uma nébula na area do enxerto. Desta forma, a
MECT oferece uma opg¢ao promissora para a reconstru¢do cirargica da coérnea no tratamento de
ulceras e sequestro corneal.

Palavras-chave: ceratoplastia, cornea, enxerto, heterélogo.

ABSTRACT
The objective of this study was to use corneal extracellular matrix of tilapias (TECM) as grafts

to repair deep corneal ulcers in two dog and in a cat with corneal sequestrum. To develop

2 Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Recife, PE, Brasil.
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TECM, corneas were decellularized with sodium hydroxide (0.5 M) and preserved in DMEM
with glycerol solution at - 20 °C. Case 1 was a shih-tzu dog presented with descemetocele; the
second described herein was a case of a mongrel dog presented with history of stromal ulcer
non responsive to clinical treatment. Case 3 was a cat presented with corneal sequestrum. After
keratectomy TECM graft was sutured in the recipient cornea of case 1 with 8-0 polyglactin and
in case 2 and case 3 with mononylon 10-0. Postoperative treatment (PO) included topical
antibiotic, topical cycloplegic and systemic anti-inflammatory. 30 days after surgery topical
corticosteroid was introduced. At day 7 PO reepithelization was present in all animals and at
day 60 all animals presented corneal transparency. Band pigmentation was present where
keratoplasty was performed in case 1. Corneal nebula was present at graft surfaces in cases 2
and 3. Thus, TECM provides a promising option for corneal surgical reconstruction in the
treatment of ulcers and corneal sequestrum.

Keywords: keratoplasty, cornea, graft, heterologous.

INTRODUCAO
A ulceracao da cérnea ¢ uma doenga ocular comum e clinicamente importante em caes

(WILKIE & WHITTAKER, 1997). Ulceras simples e ndo complicadas rapidamente
reepitelizam e apenas a terapia médica resolve, que consiste no uso de antibidticos topicos e
cicloplégicos. Caso exista o risco de perfuragdo, a cirurgia ¢ indicada para evitar a perda da
visdo que podera ocorrer de forma associada a este evento (GELATT & BROOKS, 2011).

O sequestro da cérnea ¢ uma doenga que se caracteriza pela necrose do estroma da cornea,
levando a formagdo de uma pigmentagdo que pode variar de marrom a preto, sendo esta
enfermidade mais comum nos felinos das ragas persa e himalaia (TURNER, 2010; STILES,
2013). A doenga ¢ raramente descrita em caninos (BOUHANNA et al., 2008) e equinos
(MCLELLAN & ARCHER, 2000). Nos felinos, esta enfermidade tem sido associada ao virus
do herpes felino tipo 1 (FHV-1), e também por irritacdo cronica causada por fatores fisicos,
como o entropio e a distiquiase, que levam a dulceras corneais (ANDREW, 2001;
FEATHERSTONE & SANSOM, 2004; WILLIAMS & KIM, 2009; BARACHETTI et al.,
2010; LAGUNA et al., 2015). O debridamento do tecido necrético da cornea através da
ceratectomia facilita a resolucdo, no entanto, se a ceratectomia for profunda, poderd ser
necessario a utilizacdo do enxerto (GIMENEZ & FARINA, 1998; ANDREW et al., 2001,
TOWNSEND et al., 2008; BARACHETTI et al., 2010; LAGUNA et al., 2014).

No caso de defeitos grandes e profundos da cornea, vérios tratamentos cirirgicos sao

utilizados para a reparagdo corneal de forma rapida e efetiva, incluindo o enxerto pediculado
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de conjuntiva (SOONTORNVIPART et al., 2003), a transposi¢ao cornea-escleral (GRAHAM
et al., 2019) e a ceratoplastia (LAGUNA et al., 2014; KIM et al., 2016).

As ceratoplastias lamelares anteriores surgiram como uma alternativa para evitar as
complicacdes referentes a rejeicdo endotelial. Tecnicamente, elas sdo mais dificeis de serem
realizadas em relacdo a penetrante, pois exigem maior habilidade do cirurgido e instrumental
especializado, porém, melhores resultados pos-operatdrios sdo alcangados (NITA et al., 2012;
YOUNG et al., 2012; KEANE et al., 2014). A ceratoplastia lamelar anterior tem como principal
vantagem a manutencao das camadas saudaveis da cornea, que s3o a membrana de Descemet e
o endotélio, o que resulta na recuperagdo cirirgica mais rapida, menor risco de rejeigdo,
diminuicdo das complicagdes pos-cirirgicas e uma estabilidade refracional mais precoce
(YOUNG et al., 2012; KIM et al.; 2016).

Para diminuir a chance de rejeicdo do enxerto heterdlogo, lanca-se mao da
descelularizacdo, este procedimento consiste na remocao eficiente de todo o material celular e
nuclear do tecido, minimizando quaisquer efeitos adversos na composicao, atividade bioldgica
e integridade mecanica na matriz extracelular remanescente (GILBERT et al., 2006; KEANE
et al., 2016).

Desta forma, objetivou-se utilizar a matriz extracelular corneal de tilapia no reparo de

afeccdes corneais em caes com ulceras profundas e um gato com sequestro corneal.

MATERIAL E METODOS
Apos analise e emissdo do parecer quanto aos aspectos éticos dos procedimentos cientificos

desenvolvidos, o presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), de acordo com o nimero da
licenga niamero 137/2018 (Anexo 3).

PREPARACAO E CONSERVACAO DA MECT
Logo apds a captura dos peixes na base experimental de pesca da UFRPE, as tilapias

(Oreochromis niloticus) foram encaminhadas para o Laboratdrio de Oftalmologia Experimental
(LOE) da mesma instituicao, onde foram eutanasiadas utilizando-se eugenol na concentragio
de 286,55 mg/L durante 600 segundos (VIDAL et al., 2008). Apds o procedimento de eutanasia,
cada bulbo oftalmico foi avaliado, verificando a auséncia de alteragdes e infec¢des, garantindo
a higidez das corneas. Uma vez certificada a integridade dos olhos, as corneas foram coletadas
pelo método de incisdo “in situ” do disco corneal. As cérneas foram lavadas em solugdo de

ringer com lactato e esterilizadas por imersao em solucdo de iodopovidona a 10% durante 10
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minutos e lavadas posteriormente através de trés passagens em solucao tampao fosfato de sodio
(pH 7.,4).

Em seguida, a descelularizagao foi realizada utilizando-se solug@o de hidréxido de sddio
(0,5 molar), na qual as mesmas foram imersas por trés minutos e ao serem retiradas da solugao,
foram friccionadas em ambas as faces (externa e interna), utilizando-se bastdes envolvidos em
algodao estéril e novamente lavadas por trés vezes em solugdo tampao fosfato de sdédio (pH
7,4). Ap6s a descelularizacdo, as corneas foram conservadas em meio Dulbecco’s modified

minimum essencial medium (DMEN) associado ao glicerol (1:1) sob temperatura de - 20 °C.

CASO CLINICO

Este estudo consistiu em ensaio clinico prospectivo, realizado no Hospital Veterinario
(HOVET) da UFRPE, no periodo de junho a outubro de 2019. Todos os responsaveis
concordaram e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice). Para a
realizacdo do presente estudo, foram utilizados dois caes com tlceras profundas e um gato com
sequestro corneano, oriundos da rotina oftalmolégica do HOVET/UFRPE.

Ap6s a realizagdo do exame clinico, realizou-se a avaliagdo de ambos os olhos segundo
a dindmica do exame oftdlmico. Os exames realizados foram: reflexo pupilar, oftalmoscopia
direta e indireta e biomicroscopia do segmento anterior com lampada de fenda.

O canino 1 era um animal da raga shih-tzu, fémea e com um ano de idade, no qual o
tutor relatou que estava tratando a ulcera do animal hd um més, e 0 mesmo ndo apresentou
melhora na evolu¢do do quadro. Durante o exame oftdlmico, observou-se uma tlcera na regiao
paracentral da cornea no olho esquerdo com exposicdo da membrana de descemet
(descemetocele) (Figura 1A, B), com a presenca de tecido de granulacdo na éarea e edema
intenso ao redor da ulcera, com a presenca de vasos no quadrante temporal superior.

Ja o canino 2 consistiu em um animal sem raga definida, macho, com dois anos de idade,
o mesmo foi atendido no servigo de oftalmologia do HOVET/UFRPE, e segundo o tutor, o
paciente estava sendo tratado com tobramicina (Tobramicina; Neo Quimica, Sao Paulo, Brasil)
e tropicamida (Mydriacyl®; Alcon, Sdo Paulo, Brasil) durante 21 dias. Durante avaliagdo
oftdlmica, constatou-se a presen¢a de uma ulcera profunda em regido central no olho esquerdo
(Figura 1C), com a presenca de neovascularizagdo no quadrante temporal superior e nasal
superior.

O felino era um gato da raca persa, fémea e com trés anos de idade, que segundo relatou

o tutor, o animal apresentava uma lesdo enegrecida na cornea hd um més. Durante o exame



66

oftdlmico observou-se que o paciente apresentava desconforto, demonstrando dor e notou-se
que o mesmo apresentava o sequestro corneal (Figura 1D) em regido paracentral no olho

esquerdo, com a presenca de vasos nos quadrantes nasal superior e inferior.

Figura 1 - Lesoes corneais. A. Vista frontal do animal 1 com presenga de vasos e tecido de
granulacdo. B. Vista lateral do animal 1 evidenciando-se a descemetocele. C. Vista frontal do
animal 2 com ulcera profunda e presenga de vasos. D. Vista frontal do felino com sequestro

corncano € presenga de vasos.

PROCEDIMENTO CIRURGICO
Previamente ao procedimento cirurgico, os animais foram submetidos a jejum alimentar

de dez horas e hidrico de quatro horas. Para realiza¢do da anestesia nos caninos, foi instituida
como medicacdo pré-anestésica (MPA), uma associacdo de Midazolam na dose de 1 mg/kg
(Midazolam; Hipolabor, Minas Gerais, Brasil) e Cloridrato de Tramadol na dose de 4 mg/kg
(Tramadol; Hipolabor, Minas Gerais, Brasil), administradas pela via intramuscular (IM) e no
felino foram utilizados na MPA uma associacdo de Ketamina (Cetamin; Syntec, Sdo Paulo,
Brazil) na dose de 10 mg/kg e Midazolam (Midazolam; Hipolabor, Minas Gerais, Brasil) na
dose de 1 mg/kg pela via IM. Apds a observacdo da sedagdo, instilou-se uma gota do colirio
anestésico a base de proximetacaina (Anestalcon®; Alcon, Sdo Paulo, Brasil) no olho esquerdo
e realizou-se o bloqueio peribulbar associando 1 mL de lidocaina a 2% (Lidocaina; Hipolabor,
Minas Gerais, Brasil) e hialuronidase (25 UTR/mL) de acordo com a técnica descrita por
SIQUEIRA FILHO (2015). O acesso venoso foi realizado através da veia cefalica, e a inducao

foi realizada com Propofol (Propovan®; Cristalia, Sio Paulo, Brasil) na dose de 4 mg/kg pela
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via endovenosa e manuten¢do em plano anestésico com isofluorano (Isoflurano; Biochimico,
Rio de Janeiro, Brasil) vaporizado com oxigénio em sistema semiaberto.

Em seguida, os animais foram submetidos ao procedimento cirirgico no globo ocular
do lado esquerdo, realizado com auxilio de microscopio cirirgico e previamente ao
procedimento cirargico, foi realizada a antissepsia com iodopovidona a 10% na regido
periocular e com solugdo de iodopovidona 1:50 no globo ocular.

Ap6s os procedimentos de antissepsia e delimitacdo do campo operatorio, foi realizada
a blefarostase com o uso de afastador oftdlmico. Nos caninos, realizou-se incisdo cirargica
circular com o auxilio de um “punch” de 5 mm, e em seguida, com o auxilio da tesoura de
Castroviejo e lamina n° 15, realizou-se a ceratectomia para retirada do tecido necrosado. No
canino 1, removeu-se também o tecido de granulacdo que se encontrava na regido ulcerada.
Posteriormente, realizou-se incisdo circular na matriz extracelular corneal de tilapia (MECT)
através da utilizacdo de punch de 6 mm, e o mesmo foi fixado na cornea receptora através de
pontos cardinais utilizando-se o padrao de sutura isolado simples. No canino 1 utilizou-se a
poliglactina n°® 8-0 e no canino 2 foi empregado o mononylon n° 10-0.

Ja no felino, com vistas a obten¢dao de um botdo lamelar, realizou-se a incisdo cirurgica
circular na regido com o sequestro corneal, utilizando um punch de 5 mm. Desta forma
permitiu-se delimitar o botdo constituido de epitélio e aproximadamente 2/3 do estroma, o qual
foi delaminado com o auxilio de uma lamina de bisturi n°15. Ato continuo, realizou-se a
colocagdo do botao doador descelularizado de 6 mm na cdrnea receptora, e esta foi fixada nos
pontos cardinais utilizando o padrdo de sutura isolado simples com poliglactina n° 8-0.

Como terapia analgésica, o meloxican (Maxicam 2%; Ourofino, Sdo Paulo, Brasil) foi
aplicado na dose de 0,2 mg/kg por via IM no pos-operatdrio (PO) imediato e foi prescrito para
administracdo por via oral na dose de 0,1 mg/kg nos trés dias subsequentes a cirurgia. Como
medida profilatica & infec¢do e ao espasmo ciliar, foram instilados tobramicina 3mg/mL
(Tobramicina; Neo Quimica, Sdo Paulo, Brasil) colirio a cada seis horas durante trés dias e
posteriormente a cada 8 horas e tropicamida 10 mg/mL (Mydriacyl®; Alcon, Sdo Paulo, Brasil)
colirio a cada oito horas, ambos durante 30 dias. Ap6s 30 dias de PO, instilou-se dexametasona
1 mg/mL (Maxidex®; Alcon, Sdo Paulo, Brasil) a cada 12 horas durante 30 dias. Os tutores
foram recomendados para manter o colar protetor nos animais durante todo o periodo de
avaliag¢do do PO.

Com auxilio do oftalmoscopio direto e indireto, o protocolo de avaliagdo oftalmologica
consistiu na realizagdo do teste de fluoresceina semanalmente até a auséncia de coloragdo,

observando-se a presenga da reepitelizagdo corneana. Também foram observadas: reflexo
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pupilar, opacidade, neovascularizagdo, biomicroscopia do segmento anterior com lampada de
fenda portatil e também as reagdes de fotofobia, blefarospasmo e uveite, caso estes

apresentassem.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Através do presente estudo pode-se demonstrar que o manejo cirargico utilizando a MECT
no tratamento do sequestro corneal e Ulceras corneanas complicadas foram bastante eficientes,
visto que a MECT se integrou a cornea receptora, alcangcando bons resultados anatomicos e
visuais, sem complica¢des nos animais.

Na ceratoplastia lamelar anterior, além da cornea homdloga e heter6loga (LAGUNA et al.,
2014; LEITE, 2015; KIM et al., 2016; LACERDA et al., 2016), outros materiais podem ser
utilizados no reparo de defeitos e perfuracdes profundas da cornea, incluindo pericardio
(BARROS et al., 1995; DULAURENT et al.,, 2013), submucosa intestinal suina (SIS)
(FEATHERSTONE & SANSOM; HEINRICH, 2001; GOULLE, 2012), submucosa da
vesicula urinaria suina (UBM) (CHOW & WESTERMEYER, 2015), membrana amnidtica
(COSTA et al., 2019), peritonio (GARCIA et al., 1996), mucosa oral (DAMASCENO et al.,
2004), tanica vaginal (GALERA et al., 2000; VICENTI et al., 2002), escama de sardinha
(LAUS et al., 2000), capsula esplénica (EURIDES et al., 2006) e capsula renal (ANDRADE et
al., 1999).

Desta forma, optou-se pela utilizagdo da cornea descelularizada de tilapia, visto que as
tilapias sdo facilmente encontradas em criatorios e estas espécies sdo as mais procuradas para
criagdo em escala industrial, por apresentar rapido crescimento, grande rusticidade, facil
manejo e alto nivel de rendimento. Também optou-se por esse material baseado no estudo de
VAN ESSEN et al. (2016), os quais utilizaram a escama de tilapia descelularizada em estudo
“in vitro” e “in vivo” e estes demonstraram que o material facilitou a adequada proliferagao e
adesao epitelial, sem imunogenicidade e podendo ser implantada na coérnea de coelhos.

Embora as camadas profundas da cornea estivessem comprometidas nos caninos e no felino,
optou-se pela realizagdo da ceratoplastia lamelar anterior em vez da ceratoplastia penetrante,
visto que a membrana de descemet e o endotélio encontravam-se intactos. Desta forma,
realizou-se a ceratoplastia lamelar anterior baseado nos estudos de NITA et al. (2012), YOUNG
etal. (2012) e KEANE et al. (2014), os quais citam que esta técnica surgiu como uma alternativa

para evitar as complicagdes referentes a rejei¢do endotelial, mantendo as camadas saudaveis da
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coérnea, o que resulta na recuperacao cirurgica mais rapida, menor risco de rejeicao, diminuigao
das complicagdes pos-cirurgicas e uma estabilidade refracional mais precoce.

Dentre os dois caes tratados utilizando a MECT no tratamento de tlceras corneais
profundas, um dos caes era da raca Shih Tzu e o outro era SRD. Na pesquisa de LACERDA et
al. (2016), onde o mesmo utilizou o enxerto corneal no tratamento de afec¢des corneais em 50
caes, 74% (37/50) dos animais eram braquiocefalicos. Esses dados corroboram com os estudos
de CHOW & WESTERMEYER (2015) e COSTA et al. (2019), os quais demostraram que
64,8% (24/37) e 66,6% (74/111) respectivamente, dos caes acometidos com afecgdes corneais,
eram caes braquiocefalicos. J& em relagdo ao felino com sequestro corneal, trata-se de um
animal da raga persa, sendo este dado condizente com os estudos de FEATHERSTONE &
SANSOM (2004), LAGUNA et al. (2014), GRAHAM et al. (2016) e PUMPHREY et al.
(2019), os quais observaram que em 60,9% (39/64), 92% (12/13), 66,9% (73/109) e 56,2%
(9/16) respectivamente, dos felinos acometidos pelo sequestro corneal, tratavam-se de felinos
braquiocefalicos.

Ap6s sete dias de PO, a reepitelizacdo corneal esteve presente nos trés animais, visto
que todos os olhos foram negativos no teste de fluoresceina. Estes dados corroboram com os
estudos de LIN et al. (2019), os quais observaram que as células epiteliais tinham migrado para
a regido central com trés dias e com sete dias, a area estava totalmente recoberta por células
epiteliais e diferem do estudo realizado por HASHIMOTO et al. (2015), no qual a cicatrizagdo
epitelial da cornea foi totalmente concluida apds trés meses de PO. Tal diferenga deve-se
provavelmente pelo uso do colirio a base de betametasona (0,01 mg/mL) na pesquisa de
HASHIMOTO et al. (2015), a qual retarda a cicatrizagao.

Na avaliacdo com uma semana de PO, observaram-se nos caes a presenga de tecido de
granula¢do na area do enxerto, onde no canino 1 o tecido de granulagao recobriu todo o enxerto
(Figura 2A) e no canino 2 e no felino o tecido de granulagdo recobriu 75% do enxerto. Nos
caninos também foram observados a presenca de edema corneal difuso, com a presenca de
novos vasos no quadrante superior nasal do animal 2 e com a mesma quantidade dos vasos
remanescentes que foram observados no canino 1 no dia do procedimento cirtargico. No animal
2 observou-se sinais de desconforto por apresentar blefaroespasmo, este fato deve-se
provavelmente pela presenca do enxerto, visto que o animal ndo apresentava sinais de uveite e
conjuntivite. No felino ndo foi evidenciado o edema corneal, e observou-se a presenca de um

novo vaso no quadrante superior.
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Na avaliagdo de 15 dias de PO, a neovascularizagdo, edema e tecido de granulacio
permaneceu da mesma forma ao se comparar com sete dias de PO, porém o desconforto ocular
estava ausente em todos os animais.

Com 30 dias de PO, o tecido de granulagdo regrediu nos caninos e no felino,
permanecendo a fibrose e a mesma quantidade de vasos foram observadas quando comparadas
com as avaliacdes anteriores. O edema corneal regrediu bastante em comparacdo com as
avaliagOes anteriores.

Dois meses ap6s a cirurgia, as corneas apresentaram-se translicidas nos caninos e no
felino. No canino 1 observou-se a presenga de pigmentacdo em faixa e na area da ceratoplastia
(Figura 2B), com auséncia de vasos e sem edema corneal. J& no canino 2 (Figura 2C),
visualizou-se a presenca de uma nébula na area do enxerto, com a presenga de vasos atenuados
no quadrante superior e sem edema corneal. Em relagdo ao felino (Figura 2D), observou-se a
presenga de uma nébula na area do enxerto, com a presen¢a de vasos atenuados no quadrante

nasal e sem edema de cornea.

Figura 2 - Avaliacdo do pos-operatorio (PO). A. Presenca de edema, vasos e tecido de
granulacdo recobrindo todo o enxerto no canino 1 com sete dias de PO. B. Presenca de melanose
na area do enxerto no canino 1 com 60 dias de PO. C. Presenca de nébula na area do enxerto e
vasos atenuados no canino 2 com 60 dias de PO. D. Presenga de nébula na area do enxerto e

vaso atenuado no quadrante nasal do felino com 60 dias de PO.
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Em relacao a auséncia de vasos no canino 1 ¢ diminui¢do com atenuagdo dos vasos no
canino 2 e no felino, deve-se provavelmente ao uso do colirio a base de dexametasona apds 30
dias de PO. Acredita-se que o efeito antiangiogénico dos esteroides topicos sejam os resultados
de suas propriedades anti-inflamatorias, incluindo a inibi¢do da quimiotaxia das células
inflamatorias e a inibicdo da sintese de citocinas pro-inflamatorias. Os esteroides também
inibem diretamente a proliferacdo e migracao de células endoteliais vasculares (CHANG et al.,
2001; SHARIF; SHARIF, 2019).

No estudo de GOULLE (2012), o qual utilizou a submucosa intestinal suina (SIS) no
tratamento de enfermidades corneais em caninos e felinos, realizou-se o tratamento com
costicosterdide topico apos 21 dias de PO, e o mesmo observou a presenga de vasos de forma
atenuada em 47,2% dos pacientes apds trés meses de cirurgia. FEATHERSTONE et al. (2001)
também observaram a presen¢a de vasos na cornea dos felinos tratados com SIS.

A presenca de vasos também foi evidenciada no estudo de DULAURENT et al. (2014),
que utilizaram o pericardio bovino (Tutopach ®), CHOW & WESTERMEyer (2015), que
utilizaram a submucosa da vesicula urinaria suina (ACell Vet ™), COSTA et al. (2019), que
utilizaram a membrana amnidtica e LACERDA et al. (2016), que utilizaram a cdrnea homologa
e heter6loga. J& nos estudos de KIM et al. (2016), que utilizou a cérnea autdloga e
HASHIMOTO et al. (2015), que utilizaram a matriz extracelular corneal suina, ambos nao
observaram a presenca de vasos no PO, a auséncia de vasos nesses estudos deve-se
provavelmente pela utilizagdo de colirios a base de corticoéide ou agente imunossupressor logo
apos o procedimento cirirgico.

No presente estudo ndo ocorreu a rejeicdo da MECT na cornea, ja que a matriz integrou-
se a cornea receptora em todos os animais, este fato também foi descrito por VANORE et al.
(2007) que aplicou a SIS em sete olhos (dois gatos e cinco cdes) com ulcera em melting e a
visdo foi preservada em todos os animais. JA FEATHERSTONE et al. (2001), que utilizou a
SIS em dez felinos com enfermidades corneais, necessitaram realizar a enucleagdo em um caso
pela extensdo da ceratomaldcia, no entanto, todos os animais obtiveram éxito utilizando a SIS
no tratamento do sequestro corneal. Em outro estudo conduzido por CHOW &
WESTEMEYER (2015), dois olhos desenvolveram “phthsis bulbi” e dois olhos foram
enucleados.

No estudo retrospectivo de 106 olhos tratados com SIS, GOULLE (2012) demonstrou
que a visdo foi preservada em todos os animais com trés meses de PO e em 69,8% (74/106) dos
casos a cornea apresentou-se transparente ou com uma cicatriz minima, enquanto em 30,2%

(32/106), uma cicatriz mais extensa foi observada. Esses dados corroboram com o presente
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estudo, ja que a visdo foi preservada em todos os animais, ocorrendo a formagdo de uma cicatriz
minima, caracterizada como uma nébula no canino 2 ¢ no felino. No estudo de CHOW &
WESTERMEYER (2015), 87% (59/68) dos animais apresentaram uma cicatriz entre leve e
moderada, enquanto 13% (9/68) apresentaram a cicatriz mais extensa, comprometendo a visao.
COSTA et al. (2019), observaram a presenca de opacidade quantificada entre leve e moderada
em 88,5% (100/113) e opacidade severa em 11,5% (13/113) dos olhos operados.

No animal 1, que se trata de um canino braquiocefalico, obsevou-se a presenca de uma
pigmentacdo leve, sem prejuizo da visdo, na area da ceratoplastia, e também uma ceratite
pigmentar em faixa na regido central da cornea. Nos estudos de GOULLE (2012) e CHOW &
WESTERMEYER (2015), as ragas braquiocefalicas foram as que apresentaram a pigmentacao
em cornea. Nessas racas, a sindrome da ceratite pigmentar ¢ um dos distirbios nos quais ocorre
a pigmentagdo da cdrnea, pois a exposi¢do cronica (por causa dos olhos proeminentes com
grandes fissuras palpebrais, também conhecidas como euribléfaro) causa irritagdo cronica da
cornea, resultando em pigmentagdo da cornea, devido a migragao de células melanociticas dos
tecidos limbais e perilimbais. O pigmento de melanina dentro das células epiteliais, macréfagos
e ceratocitos também pode se desenvolver (LEDBETTER & GILGER, 2013).

Uma pigmentacgao leve também foi observada apds o procedimento em 22,6% (24/106)
dos casos € em cinco casos, 0os caes ficaram com deficiéncia visual devido a acentuada
pigmentacdo da cornea (GOULLE, 2012). COSTA et al. (2019), observaram a pigmenta¢ao em
8,8% (10/114) dos caes e CHOW & WESTEMEYER (2015) perceberam a pigmenta¢do em
13% (9/68) dos animais. HANSEN & GUANDALINI (1999), que realizaram a ceratoplastia
lamelar utilizando a cérnea homoéloga, e GOULLE (2012), notaram que alguns desses casos
apresentavam pigmentacdo da cornea antes da cirurgia, este fato também foi observado no
canino 1.

A presenca de pigmentacdo nao foram observadas nos felinos no estudo de GOULLE
(2012) e DULAREUNT et al. (2013), esses dados se assemelham ao presente estudo, ja que
ndo foram observados a presenca de pigmentacdo no felino, no entanto, CHOW &
WESTEMEYER (2015) observaram a pigmentagao corneal em um (1/38) felino e LAGUNA
et al. (2014) notaram a pigmentacdo em 11% (2/18) dos olhos operados.

De forma oposta a ceratoplastia lamelar homdloga, que ¢ uma pratica pouco utilizada
na medicina veterinaria, o enxerto de matriz corneal descelularizada hetérologa vem ganhando
espaco devido aos seus bons resultados, como o trabalho de YORUEK et al. (2012) e
HASHIMOTO et al. (2015), que enxertaram a matriz descelularizada de cérnea suina em

coelhos e observaram que o material se integrou a cornea receptora, com manuten¢do da
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transparéncia corneal. No estudo de LEITE (2015), que realizou a ceratoplastia lamelar
utilizando a matriz extracelular corneal suina em canino com neoplasia corneal, a mesma
apresentou-se transparente em seis semanas de PO. O mesmo resultado foi verificado no estudo

em questdo, pelo qual notou-se a transparéncia da cornea em oito semanas de PO.

CONCLUSAO

Embora tenha sido observado um pequeno nimero de casos nesse estudo, pode-se inferir a
partir do resultados obtidos que a realizacdo da ceratoplastia lamelar utilizando a matriz
extracelular corneal de tilapia foi eficaz no tratamento do sequestro corneal em felino e tlceras
complicadas em caninos, visto que o mesmo proporcionou um excelente suporte tectdnico, com

resultado visual e estético bastante satisfatorio.
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ANEXO 1

Normas para Publicacdo na Revista Pesquisa Veterinéria Brasileira

Os artigos devem ser organizados em TITULO, ABSTRACT, RESUMO,

INTRODUCAO, MATERIAL E METODOS, RESULTADOS, DISCUSSAO,

CONCLUSOES (de preferéncia os ultimos trés separadamente),

Agradecimentos, Declaraciio de conflito de interesse e Referéncias:

a. O TITULO deve ser conciso e indicar o conteudo do artigo; pormenores de
identificacdo cientifica devem ser colocados em MATERIAL E METODOS.

b. O(s) Autor(es) com numerosos primeiros nomes e sobrenomes, deve(m)
padronizar o seu “nome para publicagdes cientificas”, como por exemplo:
Claudio Severo Lombardo de Barros, escreve Claudio S.L. Barros ou Barros
C.S.L.; Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa ou Riet-Correa
F. Os artigos devem ter no maximo 8 (oito) autores. O autor para
correspondéncia deve ser um autor que garanta o contato com o Conselho
Editorial da PVB. Asteriscos de chamadas para o rodapé ndo devem ser
sobrescritos.

c. O Cabecalho do ABSTRACT deve conter além dos nomes dos autores
abreviados invertido, o ano, o TITULO, o endereco postal do laboratorio
(inclusive o CEP) ou instituicdo principal onde foi desenvolvida a pesquisa.
Enderecos postais brasileiros ndao devem ser traduzidos para o inglés, mesmo em
artigos escritos na lingua inglesa, a fim de evitar dificuldade na postagem. Deve-
se conferir os nomes dos autores do artigo e do Cabegalho do Abstract para evitar
discrepancias.

d. O Rodapé da primeira pagina deve conter os enderecos profissionais postais
completos dos autores (evitando-se tracos horizontais), na lingua do pais do
respectivo autor (em portugués, espanhol, inglés) e seus e-mails; o e-mail do autor
para correspondéncia deve ser sublinhado. Os sinais de chamada para os nomes
dos autores devem ser numeros arabicos, colocados em sobrescrito, sem o
usoautomatico de “Inserir nota de fim”, do Word (essas chamadas devem ser

continuas por todo artigo, isto ¢, em todas as notas de rodapé das outras paginas).
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O ABSTRACT deve ser uma versio do RESUMO, mas pode ser mais
explicativo, seguido de “INDEX TERMS” que devem incluir termos do titulo, por
ndo se tratar somente de “ADDITIONAL INDEX TERMS”.

O RESUMO deve conter o que foi feito e estudado, indicando a metodologia e
dando os mais importantes resultados e conclusdes, seguido dos “TERMOS DE
INDEXACAO” que incluem térmos do titulo, por ndo se tratar somente de
“TERMOS DE INDEXACAO ADICIONAIS”.

A INTRODUCAO deve ser breve, com citagio bibliografica especifica sem que
a mesma assuma importancia principal e deve finalizar com a indicagdo do
objetivo do artigo.

MATERIAL E METODOS deve reunir a totalidade dos dados que permitam o
desenvolvimento de trabalho semelhante por outros pesquisadores.

Em RESULTADOS devem ser apresentados concisamente os dados obtidos.
Na DISCUSSAO devem ser confrontados os resultados diante da literatura. Nao
convém mencionar artigos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a
evitar uma obriga¢do do autor e da revista de publicé-los.

CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados obtidos e devem ser
apresentados em diferentes paragrafos (uma Conclusdo somente deve ser
apresentada em paragrafo Gnico).

Os Agradecimentos nao devem aparecer no texto ou em notas de rodapé; devem
ser sucintos e colocados antes da Declarag@o de conflito de interesse e da Lista de
Referéncias.

. A Declaracao de conflito de interesse ¢ obrigatoria e deve ser mencionada nos
casos positivos ou negativos; deve ser sucinta e colocada imediatamente antes da
Lista de Referéncias.

A Lista de REFERENCIAS deve incluir todas as citagdes apresentadas no texto
e que tenham servido como fonte para consulta. A Lista deve ser ordenada
alfabética e cronologicamente, pelo sobrenome do primeiro autor, seguido de
todos os demais autores (em caixa alta e baixa), do ano, do titulo da publicacao
citada, e abreviado (por extenso em casos de divida) o nome do periddico.
Sugerimos consultar exemplos dos ultimos fasciculos.(Notem: (1) As Referéncias
citadas no texto devem ser colocadas em ordem cronoldgica, mas alfabética

tratando-se de referéncias do mesmo ano; (2) Quando utilizados programas de
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formatagdo (p.ex. Endnote X7), remover o fundo automatico cinzento antes da

submissao, para ndo dificultar eventuais corregdes.

2. Na elaboracao do texto devem ser atendidas as seguintes normas:

a.

Fonte Cambria, corpo 10; pagina formato A4, com 2cm de margens (superior,
inferior, esquerda e direita), texto corrido em uma coluna justificada, com as
Legendas das Figuras no final (logo apés a Lista de REFERENCIAS) sem repetir
as legendas junto com as Figuras.

ABSTRACT ¢ RESUMO serdo escritos em um sé paragrafo corrente e nao

devem conter citagdes bibliograficas.

A redagdo dos artigos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto possivel,

no passado e impessoal.

Os nomes cientificos usados no manuscrito devem ser apresentados por extenso
(p.ex.Palicourea marcgravii), no inicio de cada capitulo
(TiTULO, ABSTRACT, RESUMO, INTRODUCAO, etc.), quando aparecem
pela primeira vez, seguido da abreviagdo do género (p.ex. P. marcgravii).

Nos titulos dos Quadros e nas Legendas das Figuras os nomes cientificos
devem ser apresentados por extenso, ja que estes sdo independentes do texto.

No texto, os sinais de chamada para notas de rodapé devem ser nlimeros arabicos
colocados em sobrescrito apds a palavra ou frase que motivou a nota. Essa
numeracao serd continua por todo o artigo; as notas deverao ser lancadas ao pé da
pagina em que estiver o respectivo nimero de chamada, sem o uso do “Inserir
nota de fim”, do Word.Notem: para evitar a separagdo em duas linhas, os numerais
devem ser apresentados junto com suas unidades, ou seja, sem espacamento, por
exemplo: 100ppm, 10mm, 50cm, 18x10cm, (P<0,05), 15h. A abreviacdao de

n_on 0%

nimero € "n®" e ndo “n®’ ; grau Celsius ¢ “ °C” e ndo “°C”.

Os Quadros (ndo usar o termo Tabela) e as Figuras devem ser citados no texto,
pelos respectivos nimeros, em ordem crescente e devem ser submetidos

separadamente do texto!

Siglas e abreviacdes das institui¢des, ao aparecerem pela primeira vez, deverao

ser colocadas entre parénteses, apds o0 nome da institui¢do por extenso

Citagdes bibliograficas serdo feitas pelo sistema “autor e ano”, p.ex. (Caldas

2005); artigos de até dois autores serdo citados pelos nomes dos dois (Pedroso &
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Pimentel 2013); e com mais de dois, pelo nome do primeiro, seguido de “et al.”,
mais o ano (Brito et al. 2015); se dois artigos ndo se distinguirem, a diferenciacao
sera feita através do acréscimo de letra mintscula ao ano (Barros 2017a, 2017b).

A ordem de citacdo deve ser cronoldgica (Barbosa et al. 2003, Armién et al. 2004).

Recomenda-se consultar na integra todos os artigos citados; se isto nao for
possivel, deve-se colocar no texto a referéncia original (ndo consultada na integra)
seguida do ano, p.ex. (Bancroft 1921); na Lista de Referéncias deve ser incluida
a referéncia original como: Bancroft 1921. .......... titulo. ... periddico. (Apud
Suvarna & Layton 2013). A referéncia consultada também deve ser incluida na

Lista de Referéncias.

O uso de “comunicacdo pessoal” e de “dados ndo publicados” deve ser feito
apenas em casos excepcionais; no texto com citagdo de Nome e Ano, e na Lista
de Referéncias como: Barbosa 2016. Comunicacao pessoal (Universidade Federal

do Para, campus Castanhal).

As Legendas das Figuras devem conter informagdes suficientes para sua
compreensdo (independente do texto); e devem ser precedidas de “Fig.” seguida
do nimero sem espago, p.ex. “Fig.8. ...”. Para elaboragdo das legendas sugerimos
consultar exemplos nos ultimos fasciculos.(Notem: Na legenda de Figuras
compostas deve-se colocar a letra de cada “subfigura” em negrito com parénteses

claros antes do texto correspondente e devem ser mencionados letras ou sinais,

que estdo dentro de cada “subfigura”, em parénteses e claros apos o respectivo
texto da legenda.)

. O Titulo dos Quadros devem ser em negrito, sem ponto, e a “garganta” (titulo
das colunas) deve ser escrita em claro e separada por dois tragos longos
horizontais; o Titulo dos Quadros e da “garganta” devem ser escritas em caixa
alta e baixa. Os Quadros (ndo usar o termo Tabela) devem conter os resultados
mais relevantes. Nao ha tracos verticais, nem fundos cinzentos; excepcionalmente
pode conter tragos horizontais. Os sinais de chamada serdo alfabéticos,
recomecando, com “a” em cada Quadro. As chamadas de rodapé deverdo ser
langadas logo abaixo do Quadro respectivo, do qual serdo separadas por um trago
curto a esquerda; e devem evitar nimeros arabicos. Os titulos ndo t€ém ponto no

final, ao passo que as legendas terminam com um ponto. Os Quadros devem ser
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apresentados em Word e ser editdveis, a fim de inserirmos eventuais alteragdes de
apresentacao, dentro das normas da revista.

Dados complexos devem ser expressos por Graficos (devem ser chamados de
Figuras). Os graficos devem ser produzidos em 2D, sem fundo e sem linhas

horizontais. Em graficos contendo texto a fonte deve ser Cambria tamanho 10.

3. Apresentagio das Figuras

®

As figuras devem ser salvas em 300dpi, arquivo TIF.

Enviar cada figura separadamente.

Identificar as figuras em ordem conforme a meng¢ao no texto.

As figuras solitarias devem ter seus arquivos identificados como (Fig.1, Fig.2 ...).

As figuras que serdo destinadas a formar uma prancha devem ter seus arquivos
identificados como (Fig.1A, Fig.1B ...). As pranchas devem ser compostas por
multiplas subfiguras. Imagens destinadas a uma prancha devem ser de mesmo

tamanho.

Para micrografias usar, de preferéncia, barras de escala para indicar o aumento;
apresentar na legenda sempre o método de coloracdo e a objetiva, p. ex.: HE,

obj.40x.

As legendas de figuras devem conter inicialmente o que se observa na imagem,
seguida das informagdes adicionais (Formato tipico da legenda: Fig.l. (A)
Descri¢ao da imagem. Diagnostico, 6rgao ou tecido, espécie animal, nimero do

caso. Método de coloragdo e objetiva.).

As legendas de figuras devem ser apresentadas junto com o texto do artigo, apds

as Referéncias.

Todas as referéncias citadas no texto devem ser incluidas na Lista de Referéncias

e vice-versa; na revisiao final do artigo pelos autores, antes da submissao, isto

deve ser conferido criteriosamente, para evitar discrepancias (o sistema

ScholarOne bloqueia automaticamente artigos com discrepancias).

Exemplos de Referéncias

o

Artigos publicados em periddicos:
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Martins K.P.F., Fonseca T.R.S., Silva E.S., Munhoz T.C.P., Dias G.H.S., Galiza
G.J.N,, Oliveira L.G.S. & Boabaid F.M. 2018. Bdcio em bovinos. Pesq. Vet. Bras.
38(6):1030-1037.

Rondelli L.A.S., Silva G.S., Bezerra K.S., Rondelli A.L.H., Lima S.R., Furlan
F.H., Pescador C.A. & Colodel E.M. 2017. Doengas de bovinos no Estado de

Mato Grosso diagnosticadas no Laboratorio de Patologia Veterinaria da UFMT

(2005-2014). Pesq. Vet. Bras. 37(5):432-440.

Hooiveld M., Smit L.A., Wouters .M., Van Dijk C.E., Spreeuwenberg P.,
Heederik D.J. & Yzermans C.J. 2016. Doctor-diagnosed health problems in a
region with a high density of concentrated animal feeding operations: a cross-

sectional study. Environ. Health 17:15-24.

(Notem: Os iniciais dos autores devem ser colocados sem espacgo. O sinal “&” ¢
usado para separar o penultimo do ultimo autor. As primeiras letras das palavras
do titulo de artigos publicados em periddicos cientificos devem ser de
preferéncia mintsculas. A palavra “Revista” deve ser abreviada como “Revta” em
diferenga a “Rev.”, do inglés “Review”. Deve-se indicar o nimero do respectivo
volume do periodico e, se possivel, também do fasciculo. Somente abreviagdes
tem um ponto, exceto as que terminam com a Ultima letra da palavra em extenso.
O trago entre as paginas € curto (-) € ndo comprido. Nao devem ser usados
“pontovirgulas” (;) em lugar de virgulas.

Livros:

Tokarnia C.H., Brito M.F., Barbosa J.D., Peixoto P.V. & Ddébereiner J. 2012.
Plantas Toxicas do Brasil para Animais de Producgdo. 2* ed. Helianthus, Rio de

Janeiro, p.305-348.

Marsh P. & Martin M. 1992. Oral Microbiology. 3rd ed. Chapman and Hall,
London, p.167-196.

(Notem: A primeira letra de termos do titulo de livros deve ser maitscula. Devem
ser mencionadas as paginas que foram consultadas, em vez do total de paginas do
livro.

Capitulos de livros:
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Barros C.S.L. 2007. Doengas viricas: leucose bovina, p.159-169. In: Riet-Correa
F., Schild A.L., Lemos R.A.A. & Borges J.R.J. (Eds), Doengas de Ruminantes e
Equideos. Vol.1. 3% ed. Pallotti, Santa Maria.

Tokarnia C.H., Brito M.F., Barbosa J.D., Peixoto P.V. & Ddébereiner J. 2012.
Plantas que afetam o funcionamento do coragdo, p.27-94. In: Ibid. (Eds), Plantas

Toxicas do Brasil para Animais de Producdo. 2 ed. Helianthus, Rio de Janeiro.

(Notem: As primeiras letras das palavras do titulo de capitulos de livros s@o
minusculas, mas as de livros sao maitsculas.)

Dissertacoes e Teses:

Rech R.R. 2007. Alteracdes no encéfalo de bovinos submetidos a vigilancia das
encefalopatias espongiformes transmissiveis. Tese de Doutorado, Universidade

Federal de Santa Maria, Santa Maria. 228p.

(Notem: (1) Deve-se evitar citagdes de Dissertacdes ou Teses; deve-se preferir
citar artigos baseados nas mesmas e publicados em periddicos cientificos que sao
de mais facil acesso. (2) Nao deve-se tentar de publicar o texto de Dissertacao ou
Tese praticamente na integra sem escrever um artigo conciso de seus resultados.)

Resumos publicados em eventos:

Mendonga F.S., Almeida V.M., Albuquerque R.F., Chaves H.A.S., Silva Filho
G.B., Braga T.C., Lemos B.O. & Riet Correa F. 2016. Paralisia laringea associada
a deficiéncia de cobre em caprinos no semiarido de Pernambuco (IX Endivet,

Salvador, BA). Pesq. Vet. Bras. 36(Supl.2):50-51. (Resumo)

Pierezan F., Lemos R.A.A., Rech R.R., Rissi D.R., Kommers G.D., Cortada
V.C.LM., Mori A.E. & Barros C.S.L. 2007. Raiva em equinos. Anais XIII
Encontro Nacional de Patologia Veterinaria, Campo Grande, MS, p.145-146.

(Resumo)

(Notem: Evitar na consulta o uso de Resumos ao invés de artigos na integra!)
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ANEXO 2

Normas para Publica¢do na Revista Ciéncia Rural

ESCOPO:

1. CIENCIA RURAL - Revista Cientifica do Centro de Ciéncias Rurais da Universidade
Federal de Santa Maria publica artigos cientificos, revisdes bibliograficas e notas

referentes a area de Ciéncias Agrarias, que deverdo ser destinados com exclusividade.

2. Os artigos cientificos, revisdes ¢ notas devem ser encaminhados via eletronica e
editados preferencialmente em idioma Inglés. Os encaminhados em Portugués poderao
ser traduzidos apoés a 1° rodada de avaliagdo para que ainda sejam revisados pelos
consultores ad hoc e editor associado em rodada subsequente. Entretanto, caso nio
traduzidos nesta etapa e se aprovados para publicacdo, terdo que ser obrigatoriamente
traduzidos para o Inglés por empresas credenciadas pela Ciéncia Rural e
obrigatoriamente terdo que apresentar o certificado de tradugdo pelas mesmas para seguir

tramita¢dao na CR.

LIMITE DE PAGINAS:

Todas as linhas deverdo ser numeradas e paginadas no lado inferior direito. O trabalho
devera ser digitado em tamanho A4 210 x 297mm, com margens superior, inferior,
esquerda e direita em 2,5cm, fonte Times New Roman e tamanho 12. O maximo de
paginas serda 15 para artigo cientifico, 20 para revisio bibliogrificae 8 para
nota, incluindo tabelas, graficos e figuras. Figuras, graficos e tabelas devem ser
disponibilizados ao final do texto e individualmente por pagina, sendo que ndo poderao

ultrapassar as margens ¢ nem estar com apresentacao paisagem.

Tendo em vista o formato de publicacio eletronica estaremos considerando
manuscritos com paginas adicionais além dos limites acima. No entanto, os trabalhos
aprovados que possuirem paginas excedentes terdo um custo adicional para a publicagao

(vide taxa).
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ESTRUTURA:

3. O artigo cientifico (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes topicos: Titulo
(Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introdugdo com
Revisdo de Literatura; Material e Métodos; Resultados e Discussdo; Conclusio;
Referéncias e Declaracdo de conflito de interesses. Agradecimento(s) e Apresentagdo;
Fontes de Aquisi¢do; Informe Verbal; Comité de Etica ¢ Biosseguranga devem aparecer
antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais
obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovacio de um comité de ética
institucional ja na submissio. Alternativamente, pode ser enviado um dos modelos ao

lado (Declaracdo Modelo Humano, Declaracdo Modelo Animal).

4. A revisao Dbibliografica (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes
topicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words;
Introdugdo; Desenvolvimento; Conclusdo; Referéncias e Declaragdo de conflito de
interesses. Agradecimento(s) e Apresentagdo; Contribui¢do dos autores; Fontes de
Aquisigdo e Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das
referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem
apresentar parecer de aprovacio de um comité de ética institucional ja na
submissdao. Alternativamente pode ser enviado um dos modelos ao lado (Declaracao

Modelo Humano, Declaracdo Modelo Animal).

5. A nota (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes tépicos: Titulo (Portugués e
Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Texto (sem subdivisdo, porém
com Introducdo; Metodologia; Resultados e Discussdo e Conclusdo; podendo conter
tabelas ou figuras); Referéncias e Declaracao de conflito de interesses. Agradecimento(s)
e Apresentacdo; Contribui¢do dos autores; Fontes de Aquisicdo e Informe Verbal;
Comité de Etica e Biosseguranga devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa
envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar parecer
de aprovacio de um comité de ética institucional ja na submissdo. Alternativamente
pode ser enviado um dos modelos ao lado (Declaragio Modelo Humano, Declaragdo

Modelo Animal).

COVER LETTER:
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6. O preenchimento do campo "cover letter" deve apresentar, obrigatoriamente, as
seguintes informagdes em inglés, exceto para artigos submetidos em
portugués (lembrando que preferencialmente os artigos devem ser submetidos em

inglés).

a) What is the major scientific accomplishment of your study?

b) The question your research answers?

¢) Your major experimental results and overall findings?

d) The most important conclusions that can be drawn from your research?

e) Any other details that will encourage the editor to send your manuscript for review?

Para maiores informacgdes acesse o seguinte tutorial.

7. Nao serdo fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no formato pdf

no endereco eletronico da revista www.scielo.br/cr.

TITULOS:

8. Descrever o titulo em portugués e inglés (caso o artigo seja em portugués) - inglés e
portugués (caso o artigo seja em inglés). Somente a primeira letra do titulo do artigo deve
ser maiuscula exceto no caso de nomes proprios. Evitar abreviaturas e nomes cientificos
no titulo. O nome cientifico s6 deve ser empregado quando estritamente necessario. Esses

devem aparecer nas palavras-chave, resumo e demais se¢des quando necessarios.

9. As citagdes dos autores, no texto, deverdo ser feitas com letras maitisculas seguidas do
ano de publicacdo, conforme exemplos: Esses resultados estdo de acordo com os
reportados por MILLER & KIPLINGER (1966) e LEE et al. (1996), como uma ma
formagdo congénita (MOULTON, 1978).

10. Nesse link ¢  disponibilizado o arquivo de estilopara uso com o
software EndNote (o0 EndNote ¢ um software de gerenciamento de referéncias, usado
para gerenciar bibliografias ao escrever ensaios e artigos). Também ¢ disponibilizado

nesse link o arquivo de estilo para uso com o software Mendeley.

REFERENCIAS:
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11. As Referéncias deverdo ser efetuadas no estilo ABNT (NBR 6023/2000) conforme

normas proprias da revista.

11.1. Citacao de livro:
JENNINGS, P.B. The practice of large animal surgery. Philadelphia : Saunders, 1985.
2v.

TOKARNIA, C.H. et al. (Mais de dois autores) Plantas téxicas da Amazoénia a bovinos
e outros herbivoros. Manaus : INPA, 1979. 95p.

11.2. Capitulo de livro com autoria:
GORBAMAN, A. A comparative pathology of thyroid. In: HAZARD, J.B.; SMITH,
D.E. The thyroid. Baltimore : Williams & Wilkins, 1964. Cap.2, p.32-48.

11.3. Capitulo de livro sem autoria:
COCHRAN, W.C. The estimation of sample size. In: . Sampling techniques.
3.ed. New York : John Willey, 1977. Cap.4, p.72-90.
TURNER, A.S.; McILWRAITH, C.W. Fluidoterapia. In: . Técnicas cirurgicas

em animais de grande porte. Sao Paulo : Roca, 1985. p.29-40.

11.4. Artigo completo:
O autor deverd acrescentar a url para o artigo referenciado e o numero de identificacao

DOI (Digital Object Identifiers), conforme exemplos abaixo:

MEWIS, I.; ULRICHS, CH. Action of amorphous diatomaceous earth against different
stages of the stored product pests Tribolium  confusum(Coleoptera:
Tenebrionidae), Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), Sitophilus
granarius (Coleoptera: ~ Curculionidae)  and Plodia  interpunctella (Lepidoptera:
Pyralidae). Journal of Stored Product Research, Amsterdam (Cidade opcional), v.37,
p.153-164, 2001. Available from: <http://dx.doi.org/10.1016/S0022-474X(00)00016-3>.
Accessed: Mar. 18, 2002. doi: 10.1016/S0022-474X(00)00016-3.

PINTO JUNIOR, A.R. et al (Mais de 2 autores). Response of Sitophilus
oryzae (L.), Cryptolestes ferrugineus (Stephens) and Oryzaephilus surinamensis (L.) to
different concentrations of diatomaceous earth in bulk stored wheat. Ciéncia Rural ,

Santa Maria (Cidade opcional), v. 38, n. 8, p.2103-2108, nov. 2008 . Available from:



90

<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-
84782008000800002&Ing=pt&nrm=iso>. Accessed: Mar. 18, 2009. doi: 10.1590/S0103-
84782008000800002.

SENA, D. A. et al. Vigor tests to evaluate the physiological quality of corn seeds cv.
'Sertanejo'. Ciéncia Rural, Santa Maria , v. 47, n. 3, €20150705, 2017 . Available from:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-
84782017000300151&Ing=pt&nrm=iso>. Accessed: Mar. 18, 2017. Epub 15-Dez-2016.
doi: 10.1590/0103-8478cr20150705 (Artigo publicado eletronicamente).

11.5. Resumos:

RIZZARDI, M.A.; MILGIORANCA, M.E. Avaliacao de cultivares do ensaio nacional
de girassol, Passo Fundo, RS, 1991/92. In: JORNADA DE PESQUISA DA UFSM, 1.,
1992, Santa Maria, RS. Anais... Santa Maria : Pro-reitoria de Pés-graduacao e Pesquisa,

1992. V.1. 420p. p.236. (OBS.: tentar evitar esse tipo de citacio).

11.6. Tese, dissertacao:
COSTA, J.M.B. Estudo comparativo de algumas caracterisitcas digestivas entre
bovinos (Charolés) e bubalinos (Jafarabad). 1986. 132f. Monografia/Dissertacao/Tese
(Especializagdo/ Mestrado/Doutorado em Zootecnia) - Curso de Pés-graduagdo em
Zootecnia, Universidade Federal de Santa Maria. (OBS.: tentar evitar esse tipo de

citacdo).

11.7. Boletim:
ROGIK, F.A. Indistria da lactose. Sdo Paulo : Departamento de Produgdo Animal,
1942. 20p. (Boletim Técnico, 20). (OBS.: tentar evitar esse tipo de citacio).

11.8. Informacdo verbal:
Identificada no proprio texto logo apoés a informagdo, através da expressdo entre
parénteses. Exemplo: ... sdo achados descritos por Vieira (1991 - Informe verbal). Ao
final do texto, antes das Referéncias Bibliograficas, citar o endereco completo do autor
(incluir E-mail), e/ou local, evento, data e tipo de apresentagdo na qual foi emitida a

informacao.

11.9. Documentos eletronicos:

MATERA, JM. Afec¢des cirurgicas da coluna vertebral: analise sobre as
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possibilidades do tratamento cirtrgico. Sao Paulo : Departamento de Cirurgia, FMVZ-

USP, 1997. 1 CD. (OBS.: tentar evitar esse tipo de citagdo).

GRIFON, D.M. Artroscopic diagnosis of elbow displasia. In: WORLD SMALL
ANIMAL VETERINARY CONGRESS, 31, 2006, Prague, Czech
Republic. Proceedings... Prague: WSAVA, 2006. p.630-636. Online. Available from:
<http://www.ivis.org/proceedings/wsava/2006/lecture22/Griffon1.pdf?LA=1>.
Accessed: Mar. 18, 2005 (OBS.: tentar evitar esse tipo de citagao).

UFRGS. Transgénicos. Zero Hora Digital, Porto Alegre, 23 mar. 2000. Especiais.
Online. Available from: <http://www.zh.com.br/especial/index.htm>. Accessed: Mar.

18, 2001(OBS.: tentar evitar esse tipo de citagao).

ONGPHIPHADHANAKUL, B. Prevention of postmenopausal bone loss by low and
conventional doses of calcitriol or conjugated equine estrogen. Maturitas, (Ireland),
v.34, n.2, p.179-184, Feb 15, 2000. Obtido via base de dados MEDLINE. 1994-2000.
Online. Available from: <http://www. Medscape.com/server-java/MedlineSearchForm>.

Accessed: Mar. 18, 2007.

MARCHIONATTI, A.; PIPPI, N.L. Analise comparativa entre duas técnicas de
recuperagdo de ulcera de coérnea ndo infectada em nivel de estroma médio. In:
SEMINARIO LATINOAMERICANO DE CIRURGIA VETERINARIA, 3., 1997,
Corrientes, Argentina. Anais... Corrientes : Facultad de Ciencias Veterinarias - UNNE,
1997. Disquete. 1 disquete de 31/2. Para uso em PC. (OBS.: tentar evitar esse tipo de

citacdo).
DESENHOS, GRAFICOS E FOTOGRAFIAS:

12. Desenhos, graficos e fotografias serdo denominados figuras e terdo o nimero de
ordem em algarismos ardbicos. A revista ndo usa a denomina¢do quadro. As figuras
devem ser disponibilizadas individualmente por pagina. Os desenhos, as figuras e
osgraficos (com largura de no méximo 16cm) devem ser feitos em editor grafico sempre
em qualidade méxima com pelo menos 300 dpi em extensdo .tiff. As tabelas devem conter
a palavra tabela, seguida do nlimero de ordem em algarismo arabico e ndo devem exceder

uma lauda.
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13. Os conceitos e afirmagdes contidos nos artigos serdo de inteira responsabilidade do(s)

autor(es).

14. Seré obrigatdrio o cadastro de todos autores nos metadados de submissdo. O artigo
ndo tramitard enquanto o referido item nao for atendido. Excepcionalmente, mediante

consulta prévia para a Comissdo Editorial outro expediente podera ser utilizado.

15. Lista de verificagdo (Checklist .doc, .pdf).

16. Os artigos serdo publicados em ordem de aprovagao.

17. Os artigos ndo aprovados serdo arquivados havendo, no entanto, o encaminhamento

de uma justificativa pelo indeferimento.

18. Em caso de duvida, consultar artigos de fasciculos ja publicados antes de dirigir-se a

Comissdo Editorial.

19. Todos os artigos encaminhados devem pagar ataxa de tramitagdo. Artigos

reencaminhados (com decisdo de Reject and Ressubmit) deverdo pagar a taxa de
tramitacdo novamente. Artigos arquivados por decurso de prazo ndo terdo a taxa de

tramita¢do reembolsada.

20. Todos os artigos submetidos passardo por um processo de verificagdo de plagio

usando o programa “Cross Check”.
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4.4 ANEXO 4
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APENDICE

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
DEPARTAMENTO DE MORFOLOGTIA E FISIOLOGIA ANIMAL
LABORATORIO DE OFTALMOLOGIA EXPERIMENTAL

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Este projeto pretende aplicar a matriz extracelular corneal de tilapia em caes e
gatos com ceratopatias que requeiram tratamento cirtrgico. O tratamento cirurgico
consistira na ceratoplastia lamelar (transplante de cornea) utilizando matriz extracelular
corneal de tilapia. Apods a realizagdo do procedimento cirurgico, serdo realizadas
avaliagdes oftalmicas diariamente nos oito dias subsequentes ao poOs-operatorio, e
posteriormente serd avaliada semanalmente até a completa cicatrizagdo corneana. Nesses
dias os exames realizados serdo: reflexo pupilar, teste de Schimer, oftalmoscopia direta e
indireta, biomicroscopia do segmento anterior com ladmpada de fenda portatil, teste de
fluoresceina observando-se a presenca de pontos e a reepitelizacdo corneal. Também
serdo avaliadas as reagdes de fotofobia, blefarospasmo, edema, transparéncia,
neovascularizagdo, uveite e secre¢ao ocular (serosa, sero-mucosa, mucosa, purulenta).

Durante todo o periodo da pesquisa vocé tem o direito de tirar qualquer davida ou
pedir qualquer outro esclarecimento, bastando para isso entrar em contato, com algum
dos pesquisadores. Vocé tem garantido o seu direito de ndo permitir a participagdo do seu
animal no experimento, a qualquer momento, sem nenhum tipo de prejuizo ou retaliagao,
pela sua decisao.

As informacdes desta pesquisa serdo confidencias, e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicagdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos proprietérios, a ndo ser
entre os responsaveis pelo estudo (Prof. Dr. Fabricio Bezerra de S4, Robério Silveira de
Siqueira Filho, Romulo Nunes da Rocha, Bruno Daby Figuerédo de Souza, Stéphanie
Ingrand Vieira de Aratijo), sendo assegurado o sigilo sobre sua participacdo. Serdo
também utilizadas imagens do animal durante todo o experimento.

Autorizagdo

Eu, , apos a leitura deste documento e ter
tido a oportunidade de conversar com o pesquisador responsavel, para esclarecer todas as
minhas davidas, acredito estar suficientemente informado, ficando claro para mim que a
participag¢@o do meu animal € voluntaria e que posso retirar este consentimento a qualquer
momento sem penalidades. Estou ciente também dos objetivos da pesquisa, do
procedimento que meu animal serd submetido, da garantia de confidencialidade e
esclarecimentos sempre que desejar. Diante do exposto expresso minha concordancia de
espontanea vontade em deixar meu animal participar deste estudo.

Assinatura do Proprietario do Animal

Assinatura do responsavel pela obtengdo do TCLE
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