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RESUMO
O ceratocone ¢ uma doenga que compromete a cornea humana, e em casos graves, o transplante
de coérnea € a Unica solugdo para restaurar a visdo. Contudo, a escassez de corneas disponiveis
limita esse tipo de tratamento. A cdrnea de porco tem se destacado como uma alternativa devido
a sua facil disponibilidade e baixa taxa de rejei¢ao. Apos o transplante xenogénico, abordagens
para promover o cross-linking (reticulagdo das fibras de coldgeno) do colageno no tecido
implantado tém sido testadas. O objetivo deste estudo foi avaliar a aplicagao de riboflavina e
radiagdo UV em lenticulos descelularizados implantados em coelhos por ceratoplastia. Os
resultados mostraram que a implantagdo intraestromal foi bem-sucedida, com a aplica¢ao de
riboflavina e radiagdo UV resultando em resultados superiores em relagdo a implantagdo sem
esses tratamentos. As analises microscopicas indicaram que o tecido estava bem aderido, com
fibrilas de coldgeno organizadas na periferia e sem sinais de edema no grupo tratado com
riboflavina e radiacdo UV. Conclui-se, portanto, que o uso de riboflavina e radiacdo UV
imediatamente apos o transplante ¢ uma alternativa promissora para promover o cross-linking

corneal.

Palavras-chave: cornea; lenticulo; cross-linking; riboflavina; ultravioleta; xenotransplante.



ABSTRACT

Keratoconus is a disease that affects the human cornea, and in severe cases, corneal
transplantation is the only solution to restore vision. However, the scarcity of available corneas
limits this type of treatment. Porcine cornea has emerged as an alternative due to its easy
availability and low rejection rate. Following xenograft transplantation, approaches to promote
collagen cross-linking in the implanted tissue have been tested. The aim of this study was to
evaluate the application of riboflavin and UV radiation on decellularized lenticules implanted
in rabbits through keratoplasty. The results showed that intrastromal implantation was
successful, with riboflavin and UV radiation treatment yielding superior outcomes compared to
implantation without these treatments. Microscopic analyses indicated that the tissue was well-
adhered to, with collagen fibrils organized at the periphery and no signs of edema in the
riboflavin and UV radiation-treated group. Therefore, it is concluded that the use of riboflavin
and UV radiation immediately after transplantation is a promising alternative to promote

corneal cross-linking.

Keywords: cornea; lenticule; cross-linking; riboflavin; ultraviolet; xenotransplant.
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1 INTRODUCAO

A coérnea ¢ a barreira inicial do olho para o meio ambiente, protegendo seus tecidos internos de
traumas, microrganismos, produtos quimicos, radiacao, entre outros (DI GIROLAMO, 2024).
Diversas doengas, como o Ceratocone, podem lesar a cornea e acarretar a reducdo ou perda
total da acuidade visual, acarretando a alta demanda pelo transplante de corneas, uma vez que
o tratamento farmacologico, somente, ndo ¢ capaz de reverter ou minimizar o agravamento do
quadro clinico. O fornecimento deste tecido pelo Banco de Olhos dos Estados Unidos, no ano
de 2022, teve uma reducdo de 3,3% comparado com o ano de 2021, o que pode ter ocorrido
devido a falta de solucdo conservadora a longo prazo (MATHEWS et al., 2023).

No Brasil (Figura 1), segundo o Conselho Brasileiro de Oftalmologia (CBO), o niimero de
pacientes na fila de transplante de corneas passou de 10.734, em 2014, para 26.905, em 2023,
sendo que a pandemia do Covid-19 contribuiu significativamente para este aumento no nimero

de pessoas que esperam por um transplante (Conselho Brasileiro De Oftalmologia, 2024).

Figura 1: Numero de Pacientes em Lista de Espera De Corneas no Brasil 2014-2023

Numero de Pacientes em Listade Esperade Cérnea no Brasil - Cadastro Técnico™

(estratificado por estado) | 2014-2023

| Estadgos | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | 2021 | 2022 | 2023 |
25 49 35 77

AC o 21 8 17 101 142
AL 121 153 191 188 219 252 286 386 azz 476
AM 269 180 33 59 4 52 23 37 61
AP o o o o o o o o o o
BA 1.100 1.250 1.179 950 801 626 797 297 1217 1.384
CE 640 726 191 39 72 61 87 159 143 211
DF 181 102 119 211 317 299 389 398 468 843
ES 125 140 83 23 147 284 402 502 787 1.092
GO 832 786 659 116 142 489 834 1.166 1513 1.591
MA 745 7685 807 649 475 573 672 745 851 796
MG 760 2964 1.280 1.999 1.344 1.448 1.844 2.580 3.162 3633
MS 24 34 70 51 143 163 226 276 351 337
MT 152 198 247 152 198 302 338 221 265 337
PA 894 1.050 1.118 1.022 880 o551 1.020 1.178 1.179 946
PB 234 308 386 401 370 409 495 328 263 350
PE 86 259 281 62 125 173 431 776 1.059 1272
Pl 356 381 408 376 351 3924 408 428 372 425
PR 369 357 144 72 132 311 S67 818 1.109 1281
RJ 1.3486 1.424 1.310 1980 1.249 1.496 2.027 2.898 3759 4274
RN ss 66 149 180 201 296 378 479 S541 S84
RO 46 48 132 137 164 208 259 301 312 326
RR o o o o o o o o o [+]
RS S2 45 s9 67 119 187 S02 855 1.158 1299
sSC 353 127 70 70 163 137 390 463 a7 354
SE 76 150 199 190 168 211 305 334 304 311
sP 1.918 3.152 3.715 3.215 2.753 2.835 3.515 3.631 3961 4.587
TO ] o o 24 S9 64 78 11S 125 193
Brasil 10.734 12.686 12.865 12.294 10.676 12.212 16.337 20.134 23946 26.905

Fonte: Reproduzido de CBO (2024)

A alta demanda associada a escassez do nimero de cérneas para transplantes no mundo tem

levado a medicina regenerativa a se dedicar ao estudo de possiveis substitutos para o transplante
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alogénico de coérneas (Isidan et al., 2021; Wilson et al., 2016). Dentre as estratégias testadas
para suprir esta demanda, esta o uso de tecidos xenogénicos previamente descelularizados para
se evitar reagdes de rejei¢ao primaria, incompatibilidade e biotoxicidade (GRIFFITH et al.,
1999; MIMURA et al., 2008; WILSHAW et al., 2006). Pesquisas realizadas t€m demonstrado
que corneas porcinas descelularizadas possuem grande potencial para serem utilizadas como
substitutas da cornea humana pois elas apresentam biocompatibilidade adequada e fornecem
um arcabougo para o repovoamento celular com células do receptor deste tecido (Yoeruek et
al., 2012)

Com o intuito de melhorar a regeneragdo e a reorganizacao das fibras de colageno da cornea
apos o transplante, a solugdo topica de riboflavina combinada com radiagao ultravioleta (UV)
tem-se mostrado bastante promissora. Esta abordagem ¢ eficaz devido a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) (SANTHIAGO; RANDLEMAN, 2021). Quando a riboflavina ¢é
exposta a luz ultravioleta (UV), liberta ROS, que agem facilitando a ligacao cruzada das fibrilas
de colageno no tecido transplantado (WU et al., 2021).

Com base nestes fatos, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficicia do transplante heterologo
de lenticulas porcinas descelularizadas para o estroma corneano de coelhos, seguido da

aplicacdo topica de solugdo de riboflavina e radiagao UV.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Anatomia e fisiologia do olho

O olho humano ¢ um dos o6rgdos mais complexos e especializados do corpo humano,
desempenhando um papel fundamental na captacdo das informagdes trazidas pela luz e
transformando-as em impulsos que serdo decodificados pelo sistema nervoso central (RAMOS,
2006). Este orgdo ¢ composto por trés camadas, a camada externa composta pela cornea e a
esclera, camada média onde se localizam a iris, o corpo ciliar e a camada interna composta pela

retina (Figura 2) (WILLOUGHBY et al., 2010).
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Figura 2: Desenho esquematico do bulbo ocular
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Fonte: Adaptado e autorizada reproducao de Nogueira (2015).

2.2 A cbOrnea

A cornea constitui a barreira inicial do olho para o meio externo, protegendo-o de traumas,
exposicao a radiacdo, microbios, produtos quimicos e poluentes (DI GIROLAMO, 2024). Por
se tratar de um tecido transparente € possuir uma curvatura natural, a cornea além de ser uma
das estruturas que a luz percorre para chegar até a retina, também possui grande resisténcia as
deformacodes e forcas de tracdo. Essa transparéncia se deve a auséncia de vasos linfaticos e
sanguineos e sua resisténcia ocorre devido a sua constituicdo rica em fibras colagenas
(KAZAILI; GERAGHTY; AKHTAR, 2019; NOGUEIRA, 2015).

A superficie anterior da cornea € convexa e esférica uma vez que a curvatura deste tecido nao
¢ uniforme e possui um aumento gradual da espessura da regido central para periferia devido a
um aumento nas fibras de coldgeno que compdem o estroma (KRACHMER; MANNIS;
HOLLAND, 2011). A espessura da cornea central, em olhos com auséncia de anomalias, varia
de 551 a 565 um, enquanto a cornea periférica possui uma curvatura entre 612 e 640 um. Estes
dados sdo de extrema importancia para avaliar o desenvolvimento de algumas patologias, como

o Ceratocone, e possiveis intervengdes cirurgicas (FEIZI et al., 2014).
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A composicdo da cornea se da por componentes celulares e acelulares. Os componentes
celulares sdo os ceratocitos, as células epiteliais e as endoteliais. Ja as fibras de coldgeno e os

glicosaminoglicanos constituem os componentes acelulares. Com relacdo a composi¢do
estrutural deste tecido (Figura 3), ele ¢ composto por cinco camadas: o epitélio anterior ou
corneano, a membrana limitante anterior ou camada de Bowman, o Estroma ou substancia
propria, a membrana Descement e o endotélio ou epitélio posterior(DELMONTE; KIM, 2011).

Figura 3: Histologia da cornea humana
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Legenda: E possivel observar as cinco camadas da cornea: Epitélio; Membrana de Bowman;
Estroma; Membrana Descement e Endotélio (DOURADO, 2021)

O epitélio anterior ou corneano € escamoso, estratificado, ndo queratinizado e ¢ constituido por
uma camada multicelular regeneradora. Essa regeneragao ocorre ao longo da vida por meio de
suas c¢lulas tronco, que se desenvolvem e tornam esta camada mais espessa na periferia onde
ocorre a transi¢do corneoconjuntiva (DI GIROLAMO, 2024).Com relagdo as caracteristicas
morfologicas deste epitélio, elas devem ser adaptadas tanto para a transparéncia quanto para a
correta difracdo da luz que incide sobre toda a cornea. Ademais, ele possui uma abundante
inervagao sensitiva o que explica a grande sensibilidade da cornea (DELMONTE; KIM, 2011).
Logo abaixo do epitélio esta localizada a camada de bowman ou membrana limitante anterior
do epitélio da cornea. Trata-se de uma membrana transparente com espessura entre 6 ¢ 15 um,
formada por microfibrilas de coldgeno principalmente dos tipos I e |II, aleatoriamente dispostas

(PARKER; DOCKERY; MELLES, 2020). Esta membrana ndo possui capacidade de
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regeneragdo, o que faz com que quando lesada, haja a formagao de uma cicatriz fibrosa opaca
que pode comprometer a visdo (NOGUEIRA, 2015).

Logo abaixo e promovendo suporte estrutural ao epitélio corneano, esta localizado o Estroma
Corneano (EC). Essa camada compreende entre 80 e 85% da espessura da cornea e abriga os
queratdcitos residentes que sintetizam e depositam coldgeno (DI GIROLAMO, 2024). O EC ¢
formado por multiplas camadas de fibras de colageno sendo as do tipo I as mais abundantes.
No entanto também estao presentes outros tipos de colageno como o Ve o VI (MA etal., 2018).
A substancia fundamental do estroma ¢ formada por proteoglicanos, que sdo proteinas que
desempenham um importante papel na organizacdo e espacamento entre as fibras de colageno
(AHEARNE, 2020). Nesta camada também se encontram linfocitos, que sao responsaveis pela
resposta imunologica e neurdnios responsaveis pela resposta sensorial. (DI GIROLAMO, 2024;
DOWNIE et al., 2023).

J& a membrana Descemet ¢ constituida por uma camada acelular, hialina e espessa. Contém
fibras de colageno e glicoproteinas e localiza-se entre o estroma e o endotélio (DELMONTE;
KIM, 2011). Por fim, a cornea possui a camada endotelial que ¢ responsavel por manter sua
hidratacdo e transparéncia. A hidratacdo ¢ mantida através de bombas de Na+ e K+ ATPase
que transportam agua para o interior da cérnea (DI GIROLAMO, 2024). Ademais, esta camada
também ¢ responsavel por suprir o EC com nutrientes que passam pelo endotélio a partir do
humor aquoso (FISCHBARG, 2005).

Por ser uma estrutura complexa e de extrema importincia para a visdo, a cornea tem diversas
células imunes residentes que lhe conferem uma complexa resposta imune. Essa
imunogenicidade ¢ conferida por macrotagos, células de Langherans (LCs), mastédcitos (MCs),
linfécitos e células linfoides inatas (ILCs) que juntas permitem que a cérnea responda as
agressdes ambientais (LIU; LI, 2021). As LCs residem no epitélio limbico e conjuntival da
cornea sendo a primeira linha de defesa imunologica da superficie ocular. Estas células
transportam o antigeno de histocompatibilidade de Classe II responsavel pela rejeicao de
aloenxertos (GILLETTE; CHANDLER; GREINER, 1982). J4 os MCs estao envolvidos em
reagdes inflamatdrias induzidas por lesdes corneanas, enquanto os linfocitos participam da
defesa imunologica pois participam da homeostase da superficie ocular e atuam no reparo de
feridas da cornea (LIU & LI, 2021; NOGUEIRA, 2015; RAMIREZ ET AL., 2015).

Ja as ILCs residem na cornea e formam um subconjunto de células Natural Killer (NK)
classicas, evitando o recrutamento excessivo de neutrofilos e consequentemente dano

irreparavel ao tecido corneano (LIU & LI, 2021).
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2.3 Principais doengas que acometem a cornea

Doengas que acometem a coOrnea estdo entre as principais causas de cegueira e entre as
principais alternativas terapéuticas estd o transplante homologo de corneas. No entanto o
numero de corneas disponiveis para transplantes, provenientes de individuos falecidos
recentemente, ndo sdo suficientes para suprir a alta demanda por este tecido em todo o mundo
(BONFADINI et al., 2014). Dentre as principais doencas que acometem a cornea estdo as
ceratites, Herpes Ocular, Distrofia de Fuchs, Distrofia em Treliga e o Ceratocone.

A ceratite ¢ uma doenga que acomete a cornea de natureza infecciosa, na maioria dos casos,
sendo causada por bactérias, fungos, protozoarios e virus. Essa patologia decorre de um defeito
epitelial da cornea com consequente infiltrado corneano, acompanhado de dor intensa e
progressiva que pode resultar em perda parcial ou total da visdo resultando, assim, em uma
necessidade de transplante (STAPLETON, 2023). J4 a ceratite ndo infecciosa pode estar
relacionada a uma grande variedade de causas sist€émicas ou decorrentes de desordens no
préprio globo ocular, mas a maior predominancia estd relacionada a origem autoimune
(SHARMA, 2001).

O herpes simples ocular, causada pelo virus herpes simples tipo 1 (HSV-1) e pelo tipo 2 (HSV-
2) também pode ocasionar a ceratite corneana epitelial na qual ocorre inflamagdo da camada
superficial da cornea e a ceratite estromal em que a inflamacao ocorre no EC (BARKER, 2008).
Assim como a ceratite ndo inflamatoria, a distrofia corneana abrange um grupo heterogéneo de
processos ndo inflamatorios da cérnea, geneticamente determinadas e restritas a este tecido.
Elas podem ser classificadas em distrofias da cornea anterior (afetam o epitélio da cornea e sua
membrana basal ou camada de Bowman), distrofias da cornea estromal (acomete o estroma
corneano) e distrofias da cérnea posterior (atingem a membrana Descement e o endotélio da
cornea) (KLINTWORTH, 2009).

A Distrofia de Fuchs (DF) decorre da deterioragdo gradual da camada mais interna do epitélio
corneano e seus sintomas se desenvolvem com o envelhecimento. Alguns pesquisadores
descrevem a DF como uma patogenia com predilecdo feminina e padrdo de heranca
autossomico recessivo (HAROLD CROSS ET AL., 1971; LIPMAN et al., 1990). Ja a Distrofia
de Trelica ou Lattice trata-se de uma doenca hereditaria do olho caracterizada por deposi¢ao
amiloide na cornea central, principalmente, resultando em perda progressiva da visdo

(MOSHIRFAR et al., 2022).
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2.4  Ceratocone

O ceratocone (do inglés Keratoconus, sigla CK) consiste em uma ectasia que acomete a cornea
dando a esta o formato de cone. E uma doenca bilateral e assimétrica que resulta em
adelgacamento e aumento progressivo da cornea tendo como consequéncia o astigmatismo
irregular e a diminuicdo da acuidade visual (SANTODOMINGO-RUBIDO et al., 2022). Essa
condicdo afeta 1 em cada 2.000 pessoas no mundo ¢ uma das principais causas de transplante
de cornea (BRADFORD et al., 2023). Uma vez que esta desordem ¢ diagnosticada, em sua
grande parte, na populagdo jovem, os efeitos adversos tém grande impacto sobre a sua qualidade
de vida, a falta de perspectivas para o futuro visto que uma das opgdes terapéuticas € o
transplante de cornea e, como ja foi citado, ndo ha cérneas que supram a alta demanda deste
tecido, seja para o Ceratocone ou outra ectasia que acometa a cornea (RAFATI et al., 2019).
A sua condigdo ndo inflamatéria tem sido questionada nos ultimos anos. Em 2022,
Santodomingo et al. e colaboradores descreveram o CK como uma doen¢a inflamatoria,
degenerativa sendo proveniente de uma inflamagao ocular.

Como em muitas doengas complexas, distinguir entre associagdo, causa e efeito no CK ¢
extremamente desafiador e problematico. Sabe-se que as influéncias ambientais incluem o
desgaste da superficie ocular provocado pelas lentes de contato, a friccdo mecanica dos olhos e
doenca ocular alérgica. No entanto, ¢ de extrema importancia ressaltar que o desenvolvimento
dessa ectasia envolve interacdes complexas entre fatores genéticos e ambientais (DAVIDSON
et al., 2014).

Diversos estudos comprovam que no CK a quantidade e a organizacao das fibras de coldgeno
no EC se reduzem (CRITCHFIELD et al., 1988). Essa alteragdo nas fibras de colageno ¢
condizente com a menor rigidez do tecido corneano. O afinamento do EC ¢ causado por uma
reducdo no numero de lamelas dentro da regido afetada (HAYES et al., 2007).

Diversas teorias sobre o desenvolvimento do CK tém sido propostas a partir de estudos
cientificos, bem conduzidos, para um diagnostico mais preciso. Associado a avaliagdo clinica,
a Topografia Corneana de Placido, um exame de imagem da cornea, tem sido uma ferramenta
valiosa para diagnosticar e rastrear a progressao do CK. O exame por lampada de fenda também
tem sido muito utilizado para o acompanhamento da progressao da doenga apesar de ndo ser
capaz de detectar a doenga em seu estagio inicial uma vez que as imagens podem parecer

normais. Ademais, alguns pesquisadores utilizam a Tomografia de Coeréncia Otica (AS - OCT)
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como uma ferramenta para avaliar a geometria da superficie anterior da cornea (ESPANDAR;
MEYER, 2010; PINERO; NIETO; LOPEZ-MIGUEL, 2012).

Com relacdo ao tratamento, as estratégias utilizadas sdo adaptadas a gravidade e progressao da
doenca, sendo que nos estagios iniciais a corre¢ao da visdo através do uso de oculos ou lentes
de contato gelatinosas pode ser suficiente. Com a evolugdo da doenca, lentes de contato rigidas
permedveis a gases ou lentes esclerais (lentes de contato personalizadas que se apoiam na
esclera e permitem o uso por até 12 horas) tornam-se uma opgao. Pacientes com CK mais
avancado, que ndo toleram o uso de lentes de contato, e que ao exame topografico e clinico sao
possiveis visualizar cicatrizes corneanas, as intervengdes cirirgicas sdo as mais indicadas
(SINGH et al., 2024). E entre as intervengdes cirurgicas esta o transplante de cornea através da

Ceratoplastia Interlamelar e o implante do anel de Ferrara®

2.5 Manejo Cirtrgico do Ceratocone

Através do manejo ciriirgico do CK em estagios avancados da doencga busca-se a estabilizagdo
desta ectasia. As cirurgias refrativas com transplante total ou parcial da cornea, o transplante da
lamina limitante anterior e o transplante intraestromal de cé€lulas tronco sdo as opgdes mais
utilizadas até o momento, sendo que tanto a utilizagao de células tronco quanto o transplante da
lamina limitante anterior xenogénicos ainda estdo sendo exploradas por pesquisadores.

O Anel de Ferrara® (FIGURA 4) constitui uma importante estratégia ndo cirurgica para o
tratamento do CK (Moreira et al., 2002). Por meio da sua insercdo no estroma corneano ¢
possivel reduzir a inclina¢do da cornea, reduzir o astigmatismo irregular e melhorar a acuidade
visual. Ademais, o anel tem sido uma alternativa cirargica para eliminar ou pelo menos retardar
a necessidade da ceratoplastia lamelar ou penetrante (MOREIRA et al., 2002; TORQUETTI et
al., 2009).
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Figura 4 - Imagem ilustrativa do Anel de Ferrara

Imagem representativa de um olho humano com o Anel de Ferrara® implantado e apds

completa adesdo do globo ocular. Fonte: Adaptado de Dr. Marcio Rodrigues (Rodrigues, 2018)

A ceratoplastia penetrante, PK ( do inglés Penetrating Keratoplasty) envolve a remocao de toda
a cornea do hospedeiro e a sua substituigdo por um tecido doador. A taxa de sucesso desta
cirurgia chega a ser superior a 90%, porém como efeito adverso grave tem-se a rejeigdo do
enxerto que ocorre entre 20% e 35% dos casos no primeiro ano devido a rejeicdo endotelial
mediada pela perda de células endoteliais e complicagdes incluindo a hemorragia expulsiva.
Pacientes que passam por este tratamento também podem desenvolver o astigmatismo no pos-
operatdrio, porém este pode ser resolvido através do uso de lentes de contato, cirurgia refrativa
entre outros (GURNANI; KAUR, 2025; NANAVATY; VIJJAN; YVON, 2018). Como
desvantagem da PK esta a necessidade de um doador homologo, ou seja, da mesma espécie e
como ja foi citado anteriormente o nimero de doadores de cornea estd muito abaixo da alta
demanda por este tecido.

A ceratoplastia lamelar anterior profunda, DALK, (do inglés Deep Anterior Lamellar
Keratoplasty) tem sido realizada h& anos para o tratamento do CK. A DALK consiste na
remocao da maior parte do tecido da cérnea, porém a membrana Descemet (DM) e o endotélio
corneano do hospedeiro sdo preservados € o novo enxerto transplantado ¢ desprovido de DM.
Apesar de ser uma cirurgia mais delicada e longa, ela possui muitos adeptos por alegagoes de

menor numero de episodios de rejeicao (NANAVATY; VIJJAN; YVON, 2018).
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Transplante de ldmina limitante anterior ou Ceratoplastia Interlamelar consiste no transplante
de uma camada da parte frontal da cornea do doador dentro ou sobre a cornea do hospedeiro.
Este procedimento pode estabilizar as alteragdes corneanas progressivas em olhos com
ceratocone (JHANIJI et al., 2022). Diferentemente das técnicas citadas anteriormente, o
transplante intraestromal de células tronco visa rejuvenescer ou substituir as camadas da cornea
em pacientes com ceratocone através da injecdo destas células diretamente na cérnea ou sua
incorporagdo em estruturas de suporte (JHANJI et al., 2022).

Diante da alta demanda e da baixa disponibilidade de cérneas para transplante homologo, e
associado ao transplante intraestromal de células tronco, pesquisadores em todo o mundo tem
se dedicado a desenvolver uma opgdo as corneas humanas. Neste sentido, a bioengenharia de
tecidos através da descelularizagdo de cérneas porcinas tem sido testada como uma proposta

para o transplante heterdlogo de corneas (GHEZZI; RNJAK-KOVACINA; KAPLAN, 2015).

2.6 Bioengenharia De Tecidos E O Transplante Heterologo De Corneas

A engenharia de tecidos se desenvolveu através de pesquisas realizadas por médicos,
engenheiros e cientistas para pesquisar € desenvolver substitutos bioldgicos que imitassem
tecidos e pudessem substituir ou regenerar tecidos e 6rgaos doentes (MHANNA; HASAN,
2017). A proposta de substituir uma parte do corpo danificada usando materiais de origem
natural foi proposta e aplicada hd mais de 4000 anos. Embora atualmente, esta seja uma pratica
comum utilizada nos transplantes devido, por exemplo, a faléncia de um 6rgao, o niimero de
pessoas que necessitam de 6rgdos supera o numero de doadores de 6rgaos (VACANTI;
VACANTI, 2014) .

Enquanto a engenharia de tecidos envolve a constru¢do de tecido in vitro, a medicina
regenerativa se refere as ferramentas que ajudardo o corpo a regenerar um tecido in vivo no
paciente. Sendo assim, pode-se dizer que a engenharia de tecidos ¢ um fator limitante para a
atuacdao da medicina regenerativa. Isso permite distinguir esses dois termos e nao os classificar
como sendo um s6, mas sim, cooperativos entre si (MHANNA; HASAN, 2017; VACANTI;
VACANTI, 2014).

A aplicacdo da engenharia de tecidos envolve trés combinagdes tipicas: células, mediadores e
arcaboucos, sendo reconhecida como Triade da Engenharia de Tecidos. E para incorporar esses
trés elementos faz-se necessario que o arcabouco seja capaz de sustentar os demais (MORO et

al., 2018).
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Com o intuito de atender a crescente demanda por corneas viaveis para transplantes no mundo,
duas abordagens tém sido adotadas: cultivo de células de tecido halogénicos de doadores
humanos e transplante de homoélogos sintéticos (MARTINS, 2017). Principios da engenharia
de tecidos tem sido aplicado na tentativa de desenvolvimento de equivalentes viaveis de cornea
humana em diferentes niveis de complexidade desde o desenvolvimento de camadas do epitélio,
de estroma e endotélio, até abordagens para recriar a inervagdo nativa deste tecido. Essas
abordagens culminaram em equivalentes de tecido de cornea humana com espessura total exata,
implementados em ambientes clinicos controlados, usando diversos tipos de biomateriais
(GHEZZI; RNJAK-KOVACINA; KAPLAN, 2015). Logo ¢ neste contexto que o uso de
corneas xenogénicas descelularizadas tem se tornado uma das propostas como substitutos do

transplante homologo humano.

2.7 Transplante Xenogénico De Corneas

O conceito de xenotransplantes surgiu por volta do século XVIII com a primeira tentativa de
transfusdo de sangue de uma ovelha para um ser humano. Apds essa tentativa, diversas
tentativas de doagdo de 6rgaos e tecidos provenientes de doadores xenogénicos como coelhos,
porcos, chimpanzé, babuinos entre outros animais foram realizados. Algumas tentativas
resultaram em maior tempo de vida (o receptor de sangue de ovelha sobreviveu até sua morte
natural) ou menor tempo de vida do paciente receptor (a doagcdo de um coragdo de um
chimpanz¢ resultou em uma sobrevida de apenas 2 horas do receptor) foram relatadas (EKSER;
LI; COOPER, 2017).

Franz Reisinger, 1824, recebeu os créditos pela formulagdo do conceito de ceratoplastia onde
propunha a troca da cornea humana opacificada por uma cérnea de animal transparente.
Entretanto, somente no ano de 1838, Richard Kissam realizou o primeiro enxerto xenogénico
utilizando cornea suina, para um ser humano (YOON et al., 2021).

Primatas nao humanos sao filogeneticamente os animais que mais se assemelham aos humanos,
porém, desde questdes €ticas até a facil transmissdo de infecgdes zoondticas, tornam essa opcao
desvantajosa (Ekser; Li; Cooper, 2017). J4 o uso de cdrneas, provenientes de suinos para
xenotransplante, apresentam vantagens uma vez que essa espécie possui facil criagdo, multiplas
ninhadas, podem ser geneticamente modificados para superar barreiras imunologicas e podem
ser criados em ambientes controlados, livres de patdgenos. Ademais, a utilizagao de 6rgaos ou

tecidos suinos para xenotransplante ¢ de consideravel interesse (Yoon; Choi; Kim, 2021)
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Diante dos poucos entraves ao uso de corneas porcinas, o transplante xenogénico com o uso do
tecido dessa espécie, tem se tornado alvo de diversos pesquisadores no intuito de desenvolver
nova terapias para substituir o alotransplante de uma cornea doente. Para isso corneas acelulares
provenientes de protocolos de descelularizagdo aplicados as corneas porcinas podem
representar uma alternativa as cérneas de caddveres humanos para transplantes heterélogos
(GONZALEZ-ANDRADES et al., 2015).

Coelhos, por se tratarem, do ponto de vista filogenético, os animais mais proximos dos primatas
ndo humanos, constituem o modelo animal mais comumente empregado para pesquisas
envolvendo doengas, tratamentos e transplantes para doengas que acometem a coOrnea
(GRAUR; DURET; GOUY, 1996). Os coelhos, animais pertencentes a ordem dos lagomorfos,
sao considerados animais de laboratério de médio porte e por isso a sua utilizagdo como modelo
de experimento animal requer a aprovagao por um comité de €tica de uso de animais em
experimentacdo (Y. ZERNII et al., 2016

No estudo de doencgas oftadlmicas, os coelhos sdo os animais de escolha por compartilharem
muitas caracteristicas anatdmicas semelhantes aos humanos, incluindo o tamanho do olho,
estrutura interna, sistema Optico e volume da cavidade conjuntival (Figura 5). Porém, dentre
estes fatores, o de maior relevancia para a escolha de coelhos como modelo animal de
oftalmologia, € o fato de o tamanho dos olhos destes animais facilitarem os exames na superficie
ocular e assim favorecer o estudo de procedimentos médicos e cirtirgicos ou para administragao

de insumos farmacoldgicos (LOISEAU et al., 2023).
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Figura 5: Imagem do olho de um coelho com lenticulo implantado

Imagem representativa de um olho de coelho com o lenticulo porcino descelularizado
implantado e aderido ao seu globo ocular. Fonte: Da autora

2.8 Descelularizagao De Estromas Corneanos Porcinos

O EC constitui a camada mais espessa da cornea responsavel por manter a transparéncia e a
acuidade visual. Ele ¢ composto por fibras de coldgeno produzido pelos ceratocitos, sendo que
estas células também sdo responsaveis por produzir proteoglicanos e glicoproteinas da MEC
(BARRIENTEZ et al., 2019). Os ceratécitos sao células inativas que flutuam entre as lamelas
de colageno, desempenhando um papel central no reparo, regeneracdo e manutengdo do EC e,
consequentemente, de todo o tecido corneano. Apds uma lesdo, os ceratdcitos podem ser
ativados e se diferenciar em miofibroblastos, mediando uma cascata de reagdes imunes
(BARRIENTEZ et al., 2019; YAM et al., 2016a).

Protocolos de descelularizagdo de EC realizam a remocao, completa ou parcialmente completa,

de células e de antigenos o que resulta na diminui¢ao da resposta imune desses tecidos quando
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implantados, além de permitir o repovoamento celular com células do receptor (YOERUEK et

al., 2012).

2.9 Técnicas De Descelularizagao Da Cornea

O tecido corneano heter6logo descelularizado tem sido alvo de diversos estudos com o intuito
de ser utilizado como alternativa ao transplante de cornea homologo (PROCHAZKOVA et al.,
2024). A descelularizagdo consiste na remogdo completa de componentes celulares,
preservando, porém, a estrutura da matriz extracelular (MEC) e a integridade mecanica da
cornea nativa (GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006). A remog¢ao de células tem como
objetivo reduzir a rejei¢io do enxerto pelo sistema imune do hospedeiro (FERNANDEZ-
PEREZ; AHEARNE, 2020). Estudos demonstram que a remogdo parcial de células de um
tecido ou 6rgdo a ser transplantado pode levar a ligagdo de imunoglobulinas e proteinas aos
componentes celulares, o que resulta na ativacdo de macrofagos e linfocitos B (Nagata;
Hanayama; Kawane, 2010).

Os protocolos de descelularizacdo atualmente descritos se iniciam com a lise da membrana
celular através de métodos fisicos ou solugdes i0nicas seguida pela separacdo de componentes
celulares da MEC através de tratamentos enzimaticos. Em um outro protocolo proposto, a lise
da membrana celular com consequente solubilizacdo e remocao de componentes celulares
citoplasmaticos ocorre através do uso de solugdes detergentes acopladas a agitagdo mecanica
para aumentar a eficacia do processo (GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006).

Os métodos de descelularizacdo podem ser quimicos e fisicos. Na descelularizacdo quimica
utiliza-se surfactantes (detergentes quimicos), como citado anteriormente, acidos, bases e
agentes quelantes. Ja a descelularizagdo fisica inclui ciclos de congelamento e
descongelamento, solucdes hipertonicas e hipotOnicas, alta pressdo hidrostatica, pressao
hidrostatica ultra alta e dioxido de carbono supercritico. Associada a um método de
descelularizagcdo, a agitagdo mecanica utilizada simultaneamente ao uso de uma solugdo
descelularizante auxilia na lise celular e remogdo dos detritos celulares (FERNANDEZ-
PEREZ; AHEARNE, 2020; GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006; MENDIBIL et al.,
2020). No entanto, independentemente do método utilizado, este deve ser capaz de promover a
adequada remocao das células, porém mantendo as propriedades estruturais do tecido

(GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006).



31

A descelularizacio através do uso de tratamentos acidos e alcalinos tendem a remover os
componentes citoplasmaticos das células, além dos acidos nucleicos. Ja4 os detergentes ndo
10nicos possuem leve agao sobre o tecido, interrompendo as interagdes lipidio-lipidio e lipidio-
proteina da MEC, porém deixam as intera¢des proteina-proteina intactas, de modo que as
proteinas nio percam sua conformacio funcional (FERNANDEZ-PEREZ; AHEARNE, 2020).

Os principais métodos de descelularizagao estao resumidos na Tabela 1.

2.10 M¢étodos Quimicos de Descelularizagao

2.10.1 Detergentes

Detergentes ou tensoativos atuam na lise das células rompendo suas membranas celulares.
Podem ser 16nicos, ndo id6nicos e zwitterionicos:

e Dodecil Sulfato de Sodio (SDS): detergente id6nico muito utilizado devido & eficaz
descelularizacdo com uma taxa de remog¢do de estruturas celulares e material genético.
Estudos demonstram sua utiliza¢ao em concentragdes variando de 0,1% a 2% com bons
resultados na preservacao da resisténcia mecanica e remog¢ao de estruturas celulares
(BAYYOUD et al., 2012);

e Desoxicolato de Sédio (DS): detergente idnico menos eficaz na descelularizacio
quando comparado ao SDS, pois destroi a histoarquitetura do tecido, neste caso as fibras
de colageno da membrana de Bowman(Du et al., 2011);

e Triton X-100: estudos relatam que esse detergente ¢ menos eficaz na remocdo de
estruturas celulares quando comparados a detergentes i6nicos, no entanto, ¢ menos
prejudicial. As concentracdes mais comumente utilizadas sao 0,01%, 0,05% e 0,1%
(Yam et al., 2016);

e 3-[(3-Colamidopropil) dimetil amoénio] -1-propano sulfato (CHAPS): detergente
zwitteridnico descrito por pesquisadores como ineficiente para a descelularizacdo da

cornea por nao remover significativamente as estruturas celulares (Du et al., 2011).

2.10.2 Acidos e bases

e Acidos: De acordo com a literatura os mais utilizados sdo o acido férmico, acético € o

citrico. Todos s@o acidos organicos e entre eles o que apresentou melhores resultados
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foi o0 4cido formico por preservar a MEC. Os demais 4cidos testados ndo obtiveram bons
resultados na remocgao das células (Ponce Marquez et al., 2009);

Bases: pesquisadores testaram o Hidréxido de Amonio (NHsOH) para a
descelularizacdo da cornea, porém, sempre associado a uma solugdo detergente

(FERNANDEZ-PEREZ; AHEARNE, 2020).

2.10.3 Agente Quelante

Para descelularizacdo com um agente quelante tem-se utilizado o 4cido etilenodiamino

tetracético (EDTA), que se liga a ions metalicos interrompendo a adesdo da MEC, a associado

a outro método de descelularizacdo pois quando usado sozinho ¢ ineficaz (CRAPO; GILBERT;

BADYLAK, 2011).

2.11 Mg¢étodos Fisicos de Descelularizagao

Ciclos de congelamento e descongelamento: Por meio do uso de temperaturas capazes
de congelar (-80°C) e descongelar (37°) ocorre o processo de descelularizagdo que se da
por meio da lisedas células sem, no entanto, comprometer a estrutura da MEC. Como
desvantagem, pesquisadores afirmam que esse método ndo ¢ eficaz na remocao de
células e conteudo genético sem ser associado a outros métodos, como por exemplo,
uso de detergentes (CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011);

Solugdo hipertonica de Cloreto de Soédio (NaCl): Solugdes capazes de lisar células e
enxaguar os retos celulares, porém nao o suficiente para o uso da cornea em transplante.
Geralmente sdo associadas a nucleases para aumentar sua efetividade (CRAPO;
GILBERT; BADYLAK, 2011);

Dioxido de Carbono Supercritico: Esta técnica se dd pelo rompimento das células com
a alta pressdo exercida pelo fluido, para entdo serem removidas do tecido por meio da
rapida despressurizacdo. Sua limitagdo encontra-se no complexo sistema de reator
necessario para o diéxido de carbono supercritico (HUANG et al., 2017);

Pressdo hidrostatica alta e ultra alta: relatos na literatura afirmam que essas técnicas
realizam uma descelularizagdo eficiente com mudangas minimas na MEC. Em
contrapartida, o equipamento para realizacdo da descelularizagcdo possui alto custo

(Garcia-Gareta et al., 2020; Lynch; Ahearne, 2013).
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2.12 Me¢étodos Bioldgicos de Descelularizagao

Os métodos de descelularizagdao biologica incluem enzimas ou soro. As enzimas ajudam a
remover nucleotideos apos a lise celular, mas, em estudos realizados, elas ndo se mostraram
capazes de remover restos celulares ao serem utilizadas sozinhas. Dentre as enzimas testadas
pode-se citar as nucleases (DNAse e RNAse), fosfolipase A2 ¢ a tripsina. (PROCHAZKOVA
et al., 2024)

2.13 Sérum

Neste método tem sido testado o uso de soro, principalmente o bovino € o humano. O soro
bovino resultou em descelularizacdo eficiente sem comprometer as fibras de coldgeno ou a
transparéncia da cornea. O soro humano associado com a eletroforese para descelularizagao
mostrou-se eficiente para a obtengdo de um tecido corneano descelularizado que mostrou
semelhancas opticas, biomecanicas e ultraestruturais com as das corneas humanas. Porém,
estudos “in vivo” com este tecido resultou na perda do transplante. (PROCHAZKOVA et al.,
2024).

Os principais métodos de descelularizagao estao citados na Tabela 1, abaixo.

Tabela 1: Resumo dos principais métodos de descelularizacao

Método  Nome Vantagens/ Importancia Eficiéncia
desvantagens: em futuras
pesquisas
Quimico Surfactantes Muito eficiente na Alto +H+++
(SDS) remocgao de estruturas

celulares e material
genético, mas pode
induzir reacao
imunoldgica se ndo for
completamente lavado.
Pode alterar a estrutura
da ECM e reduzir a
transparéncia em
concentragdes mais
altas.
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Surfactantes
(SD)

Meétodo eficaz de Médio
descelularizagdo, porém

menos eficiente que o

SDS e geralmente

utilizado com outros

métodos. Pode causar

menor disrupgao nas

fibrilas de colageno.

e

Surfactantes
(Triton X-100)

Nem todos os estudos Médio/alto
indicam

descelularizagao

suficiente; sua eficacia

aumenta em combinacao

com outros métodos.

Menos eficaz que

detergentes i0nicos, mas

menos disruptivo para a

MEC.

-/t

Surfactantes
(CHAPS)

Ineficaz sozinho para Baixo/médio

descelularizagao da
cornea, mas eficaz em
combinacdo com outros
métodos. Pode destruir a
histoarquitetura do
tecido em longos tempos
de incubacio.

++/++++

Acidos

Estudos indicam Baixo/médio

insuficiéncia na
descelularizagao
corneana, com pequenas
alteracdes na ECM.

—

Bases

Apenas hidroxido de Baixo
amonio foi

documentado para
descelularizagao

corneana, necessitando

de combinagdao com

outro método eficaz.

++

EDTA

Remocdo incompleta de  Médio
células quando usados
isoladamente, mas

eficiente em

combinac¢do com outros

métodos, como SDS e

tripsina.

+++

Fisico

Ciclos de
congelamento e
descongelamento

Bom efeito de Médio
descelularizagao, mas

requer combinagdo com

outras técnicas para

remocao completa de

A+
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células, podendo
perturbar a estrutura da
ECM. Possui melhores
propriedades opticas do
que detergentes
quimicos.

Solugdes
hipertonicas e
hipotonicas
(principalmente
NaCl)

Eficiente quando Médio
combinado com outros

métodos, causando

minima perturbagdo na

ECM e com boas

propriedades opticas,

porém menos eficaz que

detergentes quimicos.

+++/++++

Alta ou ultra alta
pressao
hidrostatica
(HHP, UHHP)

Meétodo eficiente com Médio
alteracdes minimas na

ECM, mas requer

equipamento caro para

aplicacao solitaria.

e

ScCO2

Descelularizacao eficaz, Médio/alto
reduz o tempo de

processamento ¢ pode

causar alteracdes na

ECM. Usado para

esterilizagdao simultanea

e ¢ mais econdmico que

o HHP, mas exige um

sistema complexo de

reator scCO?2.

o+

Biolégico Enzimas

Frequentemente usado Alto
para remocao de

material genético, porém
precisa ser combinado

com outros métodos e

pode reduzir a

transparéncia do tecido
corneano.

o+

Sérum

Método eficiente, Alto
mantendo a

ultraestrutura do tecido e

boas propriedades

oOpticas sem necessidade

de outros métodos
complementares.

A

Fonte: Reproduzido e Adaptado de PROCHAZKOVA et al., (2024)
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2.14 Principais Técnicas Utilizadas Para Avaliar A Descelularizagdo E A Adesao Do Tecido

No Hospedeiro

Apos o processo de descelularizagdao e/ou implante do tecido no hospedeiro deve-se avaliar o
sucesso da descelularizagdo (se esta foi satisfatdria ou ndo), determinado, assim, qual melhor
método para a descelularizagdo, se ndo houve rejeigdo imunolodgica ao tecido implantado, se
houve boa adesdo deste ao local do implante e se ha sinais de repovoamento celular do tecido
corneano implantado. Para essa analise algumas técnicas sao utilizadas apos a descelularizagao

e/ou implante.

2.14.1 Analise Histologica

A histologia consiste no estudo das células e tecidos, realizado por meio de técnicas de
coloracdo de cortes de tecido para posterior avaliagdo em microscopio. A coloragdo histologica
envolve uma série de procedimentos técnicos aplicados a pigmentagdo do tecido utilizando
corantes especificos. Tais corantes facilitam a andlise microscOpica € proporcionam uma
melhor visualizagdo das células, fibras de colageno e constituicdo geral do tecido analisado
(ALTURKISTANI; TASHKANDI; MOHAMMEDSALEH, 2015).

A coloracdo Hematoxilina e Eosina (H&E) ¢ a técnica histoquimica mais amplamente
empregada em laboratorios clinicos e de pesquisa (ORTIZ-HIDALGO; PINA-OVIEDO, 2019).
Utilizada ha mais de um século, a H&E permite diferenciar as estruturas dos componentes
citoplasmaticos e nucleares de células e tecidos, sendo que, a hematoxilina cora
predominantemente as estruturas nucleares, enquanto a eosina marca as estruturas
citoplasmaticas (CHAN, 2014). A coloragao H&E proporciona uma vasta gama de informagdes
o que explica seu uso em diversas areas (CHAN, 2014; ORTIZ-HIDALGO; PINA-OVIEDO,
2019).

Inicialmente os cortes sdo submetidos a coloragdo com hematoxilina e posteriormente com
eosina (Abrahamsohn; Freitas, 2017; Anderson; Rolls, 2011). Enquanto a solugdo de
hematoxilina cora em um tom de azul-arroxeado os componentes celulares, a eosina cora em

rosa as fibras de colageno (ABRAHAMSOHN; FREITAS, 2017).
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2.14.2 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) tem sido amplamente utilizada para caracterizar
a morfologia, a estrutura cristalina e a composi¢ao dos elementos constituintes de tecidos
(TANG; YANG, 2017). Através de imagens de seccdes finas de tecidos previamente corados,
onde um feixe de elétrons passa através da amostra de forma que ele seja absorvido e espalhado,

produzindo contraste e a imagem (WINEY et al., 2014).

2.14.3 Tomografia de Coeréncia Optica Anterior (AS-OCT)

A Tomografia de Coeréncia Otica do Segmento Anterior (AS-OCT) é uma tecnologia de
imagem Optica ndo invasiva e de alta resolucdo, que se baseia na interferéncia entre o sinal
proveniente de um objeto em estudo e um sinal de referéncia local. A AS-OCT permite a
obtencdo, em tempo real, de imagens transversais dindmicas, ou seja, imagens bidimensionais
no espago com coordenadas laterais e axiais, de alta e ultra alta resolucdo (PODOLEANU,
2012).

Inicialmente, a OCT, foi desenvolvida para obter imagens do seguimento posterior, no entanto,
esta tecnologia também se mostrou promissora na obtencdo de imagens sistematicas da
superficie ocular e do seguimento anterior, da frente para trds: filme lacrimal, conjuntiva,
camadas individuais da cornea, esclera, angulo e estruturas lenticulares (VENKATESWARAN
etal., 2018a).

Atualmente, devido aos avangos nas imagens do segmento anterior, o diagnostico do CK tem
sido mais precoce o que permite caracterizar, melhor, as alteracdes anteriores e posteriores da
cornea que podem ocorrer ao longo da progressao da doenca (GOKUL; VELLARA; PATEL,
2018).
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2.14.4 Topografia da Cornea

A topografia da cornea trata-se de uma técnica de imagem sem contato que mapeia a forma e
as caracteristicas da superficie da cornea. Topografos da cornea, como um disco de Placido,
analisam o padrdo dos raios de luz refletidos na cornea e na interface filme lacrimal e
reconstroem a forma da cornea (FAN et al., 2018a). O disco placido consiste em um alvo
circular de anéis concéntricos alternados de luz e escuridao e uma abertura central para observar
os reflexos corneanos dessas faixas claras e escuras sobre a cornea. O exame dos anéis refletidos
fornece informacgdes sobre o formato da céornea (COURVILLE; SMOLEK; KLYCE, 2004;
FAN et al., 2018a).

2.15 Cross-Linking Da Cornea E Radiacao-UV

O termo Cross-linking (CLX) ¢ utilizado para descrever a formagdo de pontes quimicas por
meio de reacdes entre proteinas ou outras moléculas. Essas ligacdes cruzadas podem ser
formadas a partir de reagdes quimicas iniciadas por calor, pressao ou radiacdo e como resultado
tem-se a alteragdo nas propriedades fisicas do material reticulado. Reagdes enzimaticas € nao
enzimaticas de CLX ocorrem em diversas partes do organismo durante o envelhecimento
natural do corpo humano (RAISKUP; SPOERL, 2013). Uma das observacdes que desencadeou
no uso do CLX no tratamento de doengas corneanas foi que pacientes portadores de Diabetes
mellitus costumam ndo apresentar progressao de ectasias corneanas devido a ocorréncia natural
de CLX nao enzimdtico (SADY; KHOSROF; NAGARAJ, 1995). Seguindo este principio, o
CLX corneano utilizando riboflavina e irradiagdo ultravioleta (UVA) passou a representar uma
alternativa para o tratamento de doencas que acometem a cérnea (RAISKUP; SPOERL, 2013)
O CLX corneano constitui a reticulagdo do colageno corneano através da aplica¢do na cornea
de solucao de Riboflavina e UVA. Essa técnica, desenvolvida por Spoerl et al. E Wollensak e
colaboradores (WOLLENSAK; SPOERL; SEILER, 2003), tem como principio a fotoativagao
da riboflavina para induzir a reticulagdo das ligagcdes covalentes das fibras de colageno do
estroma corneano (BRADFORD et al., 2023).

No CK ocorre redugdo da rigidez da cornea o que sugere que hd uma interrup¢ao do CLX nas
estruturas terciarias € quaternarias das fibras de colageno, sendo assim, pode-se inferir que a
diminui¢do do CLX corneano seja um dos causadores do CK (ANDREASSEN; HJORTH
SIMONSEN; OXLUND, 1980).
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A foto-oxidagdo, do tecido implantado, com riboflavina ¢ UVA ¢ uma opgdo para o
enrijecimento da cornea devido ao seu efeito localizado e a necessidade de um curto periodo de
terapia. Ademais, a riboflavina, também conhecida como Vitamina B2, ndo ¢ toxica ao
organismo, possui boa biodisponibilidade, sendo muito utilizada em intervengdes terapéuticas.
Durante o processo fotoquimico de CLX, ocorre a geracao de radicais livres através da interagdo
UVA com a riboflavina. A riboflavina atua neste processo como uma molécula responsavel
pela transferéncia de energia. Quando a riboflavina absorve energia da radiagdo UVA, ela ¢
excitada para um estado de alta energia, denominado singlete excitado, o que pode ser visto na
figura 6. Nesse estado, ocorre uma troca energética e a riboflavina transiciona para um estado
tripletado. Essa excitagdo da origem a duas possiveis reagdes fotoquimicas conhecidas como
tipo I e tipo II. Na reacao do tipo II, o oxigénio molecular é necessario para originar um oxigénio
singlete (forma fisicamente excitada da molécula de oxigénio). Embora o numero de elétrons
ndo se altere, a dire¢do do giro dos elétrons sofre uma mudanga. Por meio da interagdo com o
oxigenio tripletado, o oxigénio singlete altamente reativo ¢ gerado, formando espécies reativas
de oxigénio (ROS) que interagem com os grupos carbonila presentes no coldgeno, promovendo
assim a sua modificagdo estrutural. Entretanto, caso o oxigénio disponivel seja consumido
durante a exposicao a UVA, ocorre o predominio de reacdes do tipo I. No CLX, ambos os tipos
de reacdes podem ocorrer simultaneamente, contribuindo para o fortalecimento da estrutura

corneana e a estabilizacdo do CK (HUANG; CHOE; MIN, 2004; RAISKUP; SPOERL, 2013).
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Figura 6: Provaveis mecanismos da excitacdo da riboflavina pela UVA.
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Imagem representativa da excitagdo da riboflavina apds aplicacdo da radiagdo UVA. Fonte:
Adaptado de Raiskup F et al. (2013)

No processo fotoquimico citado acima, locais ativos reagem entre si, seja de forma
intermolecular ou intramolecular, resultado na formacdo de ligacdes covalentes entre
aminoacidos especificos, como histidina, hidroxiprolina, hidroxilisina, tirosina e treonina. Sao
essas reacdes que promovem a formacdo de ligagdes cruzadas ou CLX
(BALASUBRAMANIAN; KANWAR, 2002; KATO; UCHIDA; KAWAKISHI, 1994;
MARCOVICH et al., 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1

Objetivo Geral

Avaliar a eficacia do transplante heterdlogo de lenticulos porcinos descelularizados para o

estroma corneano de coelhos, seguida pela aplicagdo topica de solucdo de Riboflavina e

radiacao UV.

3.2

3.2.1

1.

<\

3.2.2

Objetivos Especificos

Parte I: Descelulariza¢ao Dos Estromas Porcinos

Avaliar a remogao dos componentes celulares dos estromas porcinos submetidos a
descelularizacdo com as solugdes SDS 0.1%; SDS 1%; NaCl 1.5M e Triton-X 1%,
através de:

Transparéncia dos estromas porcinos apds o processo de descelularizacao;

Eficacia das solugdes descelularizantes na remogao de componentes celulares;
Disposicao e conservacao das fibras de colageno dos estromas porcinos, através da
MET, nos grupos descelularizados em comparagdo com o grupo controle;

Concluir sobre a melhor solugdo descelularizante a ser utilizada na descelularizacao de

lenticulos para transplante heterélogo.

Parte II: Transplante Xenogénico De Lenticulos Porcinos Descelularizados

Realizar o transplante de lenticulos porcinos descelularizados para o estroma corneano
de coelhos;

Avaliar a eficacia do tratamento com Riboflavina-UV apos o transplante heterélogo de
lenticulos porcinos;

Comparar “in vivo” os grupos somente lenticulo e grupo tratado lenticulo-riboflavina-
UV com o grupo controle;

Avaliar, por meio da MET, a disposicao das fibras coldgeno no tecido corneano dos

grupos somente lenticulo e no grupo tratado lenticulo-riboflavina-UV.
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4 INTRODUCAO

Nesta primeira parte do trabalho, foi realizada a caracterizagdo de um protocolo de
descelularizacdo de EC visando a aplicagdo, posterior, em lenticulos porcinos para transplantes
heter6logos, uma vez que ndo existe um protocolo padronizado e descrito na literatura para
descelularizacdo de cdrneas xenogénicas que resulte na remocdo de células e antigenos e

preservagao da MEC. Para essa caracterizagao foram utilizados os seguintes métodos.

5 METODOS

5.1.1 Descelularizag¢do de Estromas Porcinos

Olhos suinos frescos foram obtidos de um abatedouro local (Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brasil). A partir desses olhos foram extraidos os estromas em parceria com o Centro de Satude
Ocular de Belo Horizonte.

Seguindo o protocolo experimental aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG (Sob niimero de protocolo 206/2022), os
estromas foram fotografados e em seguida divididos em 4 grupos (n=20/grupo) de acordo com
a solugdo descelularizante: SDS 0,1% p/v; SDS 1% p/v; NaCl 1.5M e Triton-X. Ademais, um
quinto grupo, denominado controle foi incluido.

O protocolo de descelularizacao consistiu em incubar os EC (Figura 7) nas respectivas solucdes
descelularizantes por 24 horas (h) em temperatura ambiente e sob agitagdo constante, conforme
descrito em vasta literatura cientifica previamente consultada. Decorridas as 24 h, os EC foram
lavados com Solugdo Tampao Fosfato (PBS), 0.15M, pH=7,2 (PBS) por 90 minutos (min), a
4°C sob agitacao constante, para retirar o excesso de solugdo descelularizante. A cada ciclo de
lavagem (30 min), o PBS foi substituido. Por fim, os EC foram mantidos por 72 h em solucdo
PBS, a 4°C e sob agitacdo constante. O PBS foi substituido a cada 24 horas. O grupo controle

passou pelo mesmo protocolo, porém sempre em solugao PBS.
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Figura 7: Imagem ilustrativa do Estroma Corneano pds descelularizacao.

Estroma corneano

* pos descelularizacio

Imagem representativa do estroma corneando decorrido o processo de descelularizacao.

Fonte: Da autora

5.1.2 Avaliagdo Da Transparéncia Dos Estromas Descelularizados

Para avaliar a transparéncia macroscopica e a transmitancia da luz, os EC, apos a
descelularizacdo, foram fotografados. Em sequéncia, eles foram desidratados utilizando
glicerol 100% v/v (Sigma Aldrich St. Louis, MO. USA) por 1 h. Apds a desidratagdo, os
estromas foram novamente fotografados e registrados sobre uma letra preta “A”. Esse processo

também foi realizado com os EC do grupo controle (n=5).

5.1.3 Analise Histologica Dos Estromas Descelularizados

Para avaliar a auséncia de componentes celulares dos EC descelularizados foram realizadas

analises histoldgicas através da coloragdo com H&E.
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Para o processamento da analise histologica, os EC foram cuidadosamente seccionados com
uma lamina de bisturi ¢ fixados em solu¢ao de Davidson (solu¢ao contendo alcool etilico 95%
(v/v) / formaldeido / &cido acético glacial / agua destilada) por 24hs. Apo6s este periodo, foram
transferidos para uma solu¢do de alcool 70% v/v, onde permaneceram por mais 24 hs, e entdo
foram desidratados em concentragdes decrescentes de etanol (70-100%) por 48 hs em cada
banho. Em sequéncia, foram submetidos a uma clarificagdo em xilol por 24hs. Posteriormente,
o material foi incluido em parafina para obtencao de blocos.

Para montagem das laminas, realizou-se cortes com espessura maxima de 5 micrometros (pum)
aos blocos de parafina com auxilio de um micrétomo. Os cortes foram adicionados a lamina e
submetidos ao método de coloragdo com H&E. Esses procedimentos foram realizados pela

empresa CelulaVet ® (n=5).

5.1.4 Microscopia Eletronica De Transmissdao (MET)

Para avaliar a disposi¢do e integridade das fibras de colageno utilizou-se a Microscopia
Eletronica de Transmissao (MET). Para isso as amostras dos estromas descelularizados foram
fixadas por imersao, por 2 h, em temperatura ambiente, em Karnovsky Modificado (2.5% de
glutaraldeido e 1% de formaldeido em PBS, pH 7,2). Em seguida foram mantidos em tampao
cacodilato de sédio 0.1M, Ph 7,2 (Sigma Aldrich, St Louis, MA) por 12 hs. Sequencialmente,
utilizou-se acetato de uranila (acetato de uranila a 2% em d4gua deionizada) para contra
coloracdo seguida de desidratacdo com concentragdes aumentadas de etanol (70%, 80%, 90%
e 100%), imerso por 15 min em cada concentragdo. As amostras foram incluidas em resina
Epon 812 (Sigma Aldrich, St Louis, MA) e cortes ultrafinos com espessura de 70 nanometros
(nm) foram obtidos através de um ultra microtomo (Leica Microsystems) e colocados sobre
uma tela de cobre de 200 malhas. Os cortes foram contracorados com solucao de citrato de
chumbo de Reynold por 10 min e examinados com microscopio eletronico de transmissdao

(Tecnai G2-12-SpiritBiotwin FEI Company) localizado no Centro de Microscopia da UFMG.
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6 RESULTADOS

Com a analise das diferentes solu¢des descelularizantes utilizadas na descelularizagao dos EC
visou-se determinar qual delas teria melhor desempenho na remocdo completa ou quase
completa dos ceratocitos e, ainda, manteria a integridade da MEC. A solugao descelularizante

com melhor desempenho seria utilizada na segunda parte deste estudo.

6.1.1 Avaliacdo Da Transparéncia E Estrutura Microscopica

As fotografias dos EC pds descelularizagdo revelaram que todos os grupos descelularizados
mantiveram a estrutura macroscopica e estavam opacos apds o tratamento com as diferentes
solugdes descelularizantes (Figura 8A). Essa caracteristica também foi observada no grupo
controle ndo tratado.

Em contrapartida, todos os grupos tiveram aumento da transparéncia apos a desidratagdo com
glicerol 100 % v/v, sendo possivel observar a transmitancia da luz através da fotografia sobre

a letra A (Figura 8A).

6.1.2 Analise Histologica E Microscopia Eletronica De Transmissao (Met)

As imagens de H&E mostraram que quase todas as células foram eliminadas nos estromas das
corneas tratados com SDS 0,1%, SDS 1% e Triton-X 1% (Figura 8 B), no entanto, no grupo
tratado com NaCl, foi possivel visualizar muitos ceratocitos

A Figura 8 C contém as imagens obtidas através da MET. Quando comparados, os grupos
descelularizados e o grupo controle, observamos que os grupos descelularizados apresentam
espagamentos entre as fibras de coldgeno. Ja com relacdo a organizagado das fibras de colageno,
o grupo descelularizado com solucdo detergente SDS manteve as fibras de coldgeno mais
uniformes e organizadas comparadas ao grupo controle e aos grupos tratados com NaCl e

Triton-X.
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Figura 8: Avaliacdo macroscopica, histologica e por microscopia de transmissao de Estromas
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Legenda: Estromas Porcinos Descelularizados. A: Imagem representativa de cada grupo apos
desidratacao com glicerol (estroma sobre a letra “A”) seguido de imagens de EC logo apds a
descelularizacdo para avaliagdo macroscopica € de transmitdncia da luz. B: Imagens

representativas da histologia com coloragdo por H&E nos grupos controle, SDS 0,1%; 1%;
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Triton-X e NaCl 1,5M (Barra: 500 um) C: Imagens de Microscopia Eletronica de Transmissao

de todos os grupos. Escalas: 500 nm. Fonte: Da autora.

7 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo indicam que os EC porcinos descelularizados com a solugao
detergente SDS, nas concentragdes de 0,1% e 1%, apresentaram desempenho superior em
comparagdo com as solucdes de Triton-X 1% e NaCl 1,5M. As matrizes estromais geradas pela
descelularizagdo com SDS mantiveram a estrutura da MEC e demonstraram uma remog¢ao mais
eficaz dos componentes celulares, o que ¢ crucial para reduzir o risco de reagcdes imunogénicas
caso esses estromas sejam utilizados em transplantes.

O desenvolvimento de corneas artificiais por meio de métodos de descelularizacdo para
transplantes xenogénicos deve atender a requisitos semelhantes aos das corneas humanas
nativas, como biocompatibilidade, aceitacdo imunolédgica, integridade mecanica e transparéncia
optica (NISHIDA et al., 2004; OH et al., 2009).

Corneas descelularizadas devem possuir um microambiente especifico para que as células
estromais e epiteliais do hospedeiro possam migrar e repovoar o enxerto descelularizado
(Gonzalez-Andrades et al., 2015) As cérneas porcinas descelularizadas sdo promissoras para a
substitui¢do das coérneas humanas em transplantes visto que possuem refracao, propriedades e
tamanho semelhantes com a cérnea humana (Oh et al., 2009) . Entretanto, até 0 momento, nao
ha nenhum protocolo documentado que tenha atingido 100% de descelularizagdo e tenha sido
capaz de manter a integridade da MEC (Isidan et al., 2021).

Apesar de ter demonstrado eficacia na descelularizacdo dos EC, o SDS ¢ relatado na literatura
como um detergente capaz de causar efeitos indesejaveis como o edema da MEC, ruptura das
fibras de colageno e reducdo da transparéncia do tecido (ISIDAN et al., 2021).

Nesta primeira parte do estudo visamos testar métodos de descelulariza¢do que sdo relatados
na literatura como mais eficazes na remog¢ao de componentes celulares. A solugdo detergente
SDS foi a que apresentou os melhores resultados. Sendo assim, a solucdo escolhida para a
descelularizagdo para o teste “in vivo” do transplante de tecido corneano heter6logo foi a SDS

1%.
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8 INTRODUCAO

Diversos pesquisadores no mundo tém se dedicado a propor e testar técnicas capazes de
estabilizar as ectasias que acometem a cornea com o intuito de evitar e reduzir o nimero de
transplantes deste tecido uma vez que este possui uma alta demanda e uma baixa
disponibilidade (ALMODIN et al., 2009). No Brasil, diversos sdo os entraves para o transplante
homologo de cérneas, dentre eles pode-se citar a recusa familiar, a falta de informagao e a falta
de informagdes detalhadas e compreensiveis para todos sobre a lista de espera por transplantes,
além da retirada deste tecido, em tempo habil, pela Central de Transplantes, para ser
transplantado (IPEA, 2023).

O transplante de cérneas € uma das principais op¢des de tratamento para doengas que acometem
a cornea. O CK ¢ uma ectasia corneana em que a cornea adquire o formato de cone ¢ em estado
avancado, o transplante de cornea € a inica op¢ao para os pacientes com estagio avancado desta
doenca (SANTODOMINGO-RUBIDO et al., 2022).

Diante da alta demanda por corneas e baixa disponibilidade, ndo somente deste tecido, mas de
diversos 0rgaos, o transplante xenogénico ou heterdlogo tem se tornado uma alternativa viavel
(EKSER; LI; COOPER, 2017; SINGH et al., 2022).

No caso de transplante xenogénico de corneas, os protocolos ja estudados propdem que seja
realizada a descelularizacdo previa do tecido para remocao de material genético e células que
poderiam culminar na rejeicdo do tecido pelo hospedeiro devido a reagdes imunogénicas
(Cascalho; Platt, 2008).

Associado ao transplante xenogénico de tecido corneano proveniente de olhos suinos, a técnica
de Cross-linking utilizando riboflavina e luz UV tem sido utilizada por alguns pesquisadores
(RANDLEMAN; KHANDELWAL; HAFEZI, 2015; WOLLENSAK; SPOERL; SEILER,
2003).

Fundamentado nos dados acima referidos ¢ nos resultados obtidos com as diferentes solucoes
descelularizantes na primeira parte dos métodos descritos nessa dissertagcdo, a segunda parte
disserta sobre o transplante xenogénico de lenticulos porcinos seguido do tratamento com

riboflavina e UV através de testes de implante do lenticulo in vivo .
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9 METODOS

9.1 Preparo Dos Lenticulos Corneanos Porcinos

Estromas corneanos foram obtidos a partir de olhos suinos frescos provenientes de um
abatedouro local. Para obtengdo do estroma, o Centro de Saude Ocular, utilizou um laser
Femtossegundo (Ziemer FEMTO LDV Z6, Ziemer Ophthalmic Systems, Sui¢a). A partir desse
estroma obteve-se os lenticulos com aproximadamente 6.5 mm de didmetro ¢ 106 pm de
espessura. Apos a obten¢do dos lenticulos, armazenou-se os tecidos em BSS, a -10°C, por 30
minutos.

Decorridos os 30 minutos, para posterior implante dos lenticulos porcinos, esses foram
descelularizados com solucdo SDS a 1% (p/v) seguindo o mesmo protocolo utilizado para
descelularizar os EC com essa solu¢do. A solugdo detergente SDS a 1% foi a que apresentou os
melhores resultados com a descelularizagdo dos EC, o que justifica a escolha desta para
descelularizar os lenticulos. Apo6s a descelularizagdo os tecidos foram transferidos para solucao

salina balanceada (BSS) e armazenados sob refrigeragao.

9.2 Implantacao dos Lenticulos por Ceratoplastia Interlamelar

9.2.1 Animais

Coelhas brancas da Nova Zelandia, fémeas, com 6 semanas de idade e aproximadamente 2 kg
de peso, n=12, foram obtidas da Fazenda Experimental da UFMG. Os animais foram alojados
em condi¢des padrao de acordo com as diretrizes da Associagdo para Pesquisa Oftalmica e
Visual (ARVO) e o protocolo do estudo que foi aprovado pelo Comité de Etica em Animais

Experimentais da UFMG (Protocolo n° 206/2022).
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9.2.2 Transplante Dos Lenticulos Por Ceratoplastia Interlamelar

Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos experimentais € um grupo controle
(n=4/cada grupos). Para realizar a inser¢ao do lenticulo e para todos os demais exames
realizados com coelhos, esses foram primeiramente anestesiados com inje¢ao intramuscular de
5 mg/Kg de cloridrato de xilazina e 30 mg/Kg de cloridrato de cetamina. Como anestesia local
do globo ocular, aplicou-se uma gota de cloreto de prometacaina a 0.5%.

Para o implante do lenticulo descelularizado foi realizado o procedimento descrito a seguir
(Figura 9): Primeiramente realizou-se um retalho estromal com um microceratomo no olho
esquerdo de cada animal. Para evitar a perfuracao do globo ocular, a lamina do microceratomo
foi ajustada para realizar uma incisdo controlada de 100 um de espessura, 7.5 mm de
comprimento ¢ 18 mm de didmetro para permitir a insercdo precisa do lenticulo. O
comprimento da incisdo se refere a extensao linear desta ao longo do eixo horizontal da cérnea
e o diametro indica o tamanho total do retalho estromal semicircular. As bordas foram
cuidadosamente separadas para formar a bolsa estromal através de uma incisao de 4 mm.
Apos a criag@o da bolsa estromal, o lenticulo foi cuidadosamente inserido. No pos-operatorio,
os olhos foram tratados com pomada de trobamicina® e dexametasona® trés vezes ao dia

durante uma semana.
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Figura 9: Imagem do procedimento de ceratoplastia para implante de lenticulo.

Legenda: Letra A: Incisdo cirrgica (indicada pela area tracejada); B: confeccdo do retalho
estromal; C: bolsa estromal (destacada pela area tracejada; D-E: inser¢ao da lenticula (marcada

por um asterisco) na bolsa estromal; F: cornea com a lenticula no lugar. Fonte: Autora

9.2.3  Grupos experimentais

O primeiro grupo experimental foi denominado como grupo lenticulo-riboflavina-UV.
Imediatamente ap0s a cirurgia, instilou-se o olho com solugdo de Riboflavina a 1% (MERK®)
a cada 5 minutos (min) com auxilio de uma pipeta, graduada com ponteiras previamente
esterilizadas, por 30 minutos até completa saturacdo do estroma corneano, o que pode ser
verificado visualmente com a coloracdo completa de cor laranja de todo o globo ocular.

O protocolo utilizado para aplicagdo da cross-linking corneano para tratamento do Ceratocone
foi o aprovado pelo Ministério da Satide do Brasil e sera anexado a este estudo (SAUDE, 2017).
Para producao da solu¢do de Riboflavina isoténica a 0,1%, pesou-se o pd da Riboflavina e foi
feita uma solugcdo de Riboflavina a 1% (MERK®), para isso a solubilizamos em &gua
purificada, previamente esterilizada. Para completa dissolugdo utilizamos um agitador

mecanico, sempre mantendo a solugdo protegida da luz, visto que se trata de um insumo
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fotossensivel. Apds completa dissolugdo armazenamos em frasco de vidro ambar, envolto em
papel aluminio, e entdo fizemos a instilagdo nos olhos com enxerto.

Para radiagao UV, foi utilizada uma lanterna com emissao de radiacio UV A, previamente
testado pelo Departamento de Fisica da UFMG, quanto ao comprimento de onda emitido e
poténcia.

Imediatamente apds a saturagdo, foi aplicada radiagdo UV com 365nm por 30 minutos com a
lanterna, precisamente colocada, a 5 cm da cérnea. Decorrido o periodo de aplicagdo da
Riboflavina e UV, o os olhos destes animais foram enxaguados com solucdo salina estéril e
entdo foi aplicado o colirio anti-inflamatério e antibidtico por uma semana para evitar futuras
complicacdes decorrentes do processo cirurgico.

Para evitar a troca de animais entre os grupos, estes foram identificados no lado interno da
orelha (Figura 10) com niimeros de 1 a 12, sendo os animais 1 a 4 pertencentes ao Grupo
lenticulo-riboflavina-UV; 5 a 8 animais do grupo somente lenticulo € 9 a 12, animais do grupo
controle. Ademais eles também foram separados em gaiolas, previamente identificadas,
higienizadas diariamente, em salas com controle cronologico para claro/escuro (12/12hs), e
temperatura controlada, conforme recomendagio do CEUA-UFMG (Comissao de Etica no Uso

de Animais da UFMQ), a 4gua e racao foram mantidas “ad libitum”.
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Figura 10: Marcacdo Dos Grupos
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Legenda: Parte interna da orelha do animal 7 demonstrando a marcagao dos Grupos. O animal

7 pertencia ao grupo Somente Lenticulo. Fonte: Da Autora

O segundo grupo experimental que continha somente o lenticulo, os animais foram submetidos
ao mesmo procedimento cirargico em que foi implantado o lenticulo via confecg¢ao prévia de
retalho estromal, porém apods a cirurgia este grupo recebeu o tratamento convencional
constituido por aplicagdo de colirio antibidtico e anti-inflamatdrio para evitar intercorréncias

futuras decorrentes do procedimento cirurgico.

9.2.4 Avaliagdo Clinica

Todos os animais foram observados clinicamente duas vezes ao dia, durante as 4 primeiras

semanas, para avaliar o local da incisdo do lenticulo, presenca ou auséncia de secregdo e dor.
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Ademais os animais também eram observados quanto a alimentacao, ingestao regular de agua,
comportamento e pelagem integra.

Para avaliar a opacidade do lenticulo transplantado, os olhos dos animais foram fotografados
diariamente com o uso de uma camera do Iphone® 14 Pro, ¢ em condi¢des padronizadas com
auxilio da lampada de fenda, aos 5, 30 e 60 dias ap6s o implante. As imagens foram capturadas
por dois observadores independentes através de um Biomicroscopio (Apramed HS5, Sao
Carlos, Brasil) equipado com uma camera digital Canon EOS Rebel T5 (Canon, Inc., Toquio,

Japdo) para aquisicdo de imagens.

9.2.5 Tomografia De Coeréncia Optica Do Segmente Anterior (AS-OCT)

Por meio de colaboracdo entre a Fundag¢do Ezequiel Dias de Minas Gerais (FUNED) e a
Faculdade de Farmacia da UFMG, realizou-se o exame de Tomografia de coeréncia optica do
segmento anterior (AS-OCT), apds 60 dias de Ceratoplastia Interlamelar para avaliar a
aderéncia do lenticulo e a espessura da cornea transplantada. Para isso, os animais foram
transportados em condi¢des adequadas para a FUNED e as imagens foram realizadas por meio
do dispositivo Spectralis HRA® + OCT (Heidleberg Engineering, Alemanha) equipado com
um moddulo de segmento anterior (MAS). Imagens de alta resolugdo da cornea e da area do
lenticulo foram capturados em modo volumétrico vertical através de uma lente de 30°. Utilizou-
se a func¢do automatica em tempo real do dispositivo além da poténcia infravermelha total e
uma profundidade de varredura de 16,6 mm. A espessura da cornea foi medida da camada do
epitélio ao endotélio em intervalos de 900 um a esquerda e a direita do centro da cérnea. Os

resultados sdo apresentados como espessura média = DP (n=4).

9.2.6 Topografia da Cérnea

Através da topografia da cornea buscou-se avaliar a curvatura da cornea. Para isso no 60° dia
p6s implante do lenticulo os animais foram avaliados usando o método Placido com 25 anéis
conicos por meio do Sistema de Modelagem Topografica (TMS-4N, Tomey Corporation) que
permite adquirir imagens topograficas das corneas com leve opacidade, embora seu design
primario seja otimizado para corneas claras. A curvatura da coérnea foi medida como o valor
médio de K na ceratometria simulada e o indice de irregularidade da superficie (IRF). Os
valores foram comparados antes e 60 dias apoOs a ceratoplastia em ambos os grupos avaliados

neste estudo.
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9.2.7 Histologia e Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Apos a topografia da cornea de todos os animais, estes foram eutanasiados com overdose
intravenosa de tiopental sodico (90 mg/Kg). Os olhos foram enucleados (Figura 11) e
preparados para analise histoldgica com a colora¢ao por H&E de um fragmento contendo a area
do lenticulo, conforme descrito em 4.1.1, associado a cornea do hospedeiro. Parte deste material

também foi enviado para analise por MET, conforme descrito previamente.

Figura 11: Imagem De Um Globo Ocular Enucleado No 60° Dia P6s Implante Do Lenticulo

Legenda: A delimitacdo indica a regido que contém tecido do hospedeiro associado ao lenticulo

implantado. Fonte: Da Autora
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9.2.8 Analise Estatistica

Para analise estatistica, os dados sdo apresentados como média + desvio padrao (DP). O
GraphPad Prism® (versao 8.4.2) foi utilizado para criacao de graficos e analises estatisticas. A
significancia estatistica foi definida como p menor que 0,05. As comparagdes entre os dois

grupos foram feitas por meio do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.

10 RESULTADOS

10.1 Avaliagao Clinica

O procedimento cirirgico para inser¢dao do lenticulo transcorreu sem intercorréncias. No pos-
operatorio imediato, todos os animais apresentaram secre¢do mucosa nos olhos, sendo que as
palpebras inferiores e superiores apresentaram sinais de irritagdo no tecido, uma condigdo
comum que ocorre neste tipo de cirurgia, devido ao uso Blefarostato Oftalmico. Esse quadro
clinico foi resolvido em poucos dias devido a assepsia diaria com solugdo salina estéril e
aplicacdo de pomada de trobamicina.

Nao houve extrusdo da lenticulo, por nenhum animal, durante os 2 meses de experimento.

Na terceira semana pos implante dois animais desenvolveram neovascularizacdo corneal que
com o decorrer dos dias e assepsia com solu¢do salina estéril em temperatura ambiente, trés
vezes ao dia, teve regressdo do quadro sem prejudicar o enxerto.

Através da lampada de fenda, observamos que cinco dias apds o implante, o lenticulo estava
opaco em ambos 0s grupos, com exce¢ao do grupo controle.

A Figura 12 mostra os resultados do acompanhamento dos olhos com o implante, destacando o
lenticulo e a transparéncia da cornea. Por meio da tecnologia da 1ampada de fenda, observamos
que no quinto dia poés-operatorio, o lenticulo apareceu opaco nos grupos com enxerto, sendo
que no grupo Lenticulo-Riboflavina-UV, a opacidade estava mais pronunciada. No entanto,

essa opacidade ndo interferiu na visibilidade da iris.
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Figura 12: Exame de Lampada de Fenda

Controle

Legenda: Imagem obtidas com lampada de fenda dos grupos controle, Somente Lenticulo e
Lenticula-Riboflavina-UV, realizadas entre 5 e 60 dias apds a ceratoplastia para implante de

lenticulo. As setas indicam a posic¢ao da lenticula em cada imagem. Fonte: Da autora.

Ap6s trinta dias decorridos do implante do lenticulo, o grupo Somente-Lenticulo ainda
apresentava opacidade moderada quando avaliada através da luz direta, comparado ao grupo
controle e Lenticulo-Riboflavina-UV, que ja apresentavam opacidade reduzida. No 60° dia pos
ceratoplastia, o lenticulo do grupo Somente-Lenticulo permanecia mais opaca em comparagao
ao grupo Lenticulo-Riboflavina-UV.

A partir desses dados, avaliamos que os resultados favoraveis de uma suposta adesdo do
lenticulo ao tecido do hospedeiro, realizamos imagens por OCT e analise histologica com a

coloragao H&E e MET, que sera discutido nos topicos seguintes.
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10.1.1 Tomografia De Coeréncia Optica Do Segmento Anterior (AS-OCT)

Para avaliar a eficacia do transplante heterdlogo de lenticulo porcino seguido da aplicacao de
riboflavina-UV, foi empregada a AS-OCT, realizada no 60° dia p6s implante do lenticulo.
Especificamente através dessa tecnologia, avaliamos a eficacia do transplante heterélogo do
lenticulo porcino ao tecido corneano do hospedeiro a partir da aderéncia do tecido e medimos
a espessura da cornea.

Imagens da AS-OCT demonstraram que o lenticulo estava aderido ao estroma da cornea do
hospedeiro, em ambos os grupos avaliadas neste experimento. No entanto, no grupo Lenticulo-
Riboflavina-UV, em que os animais foram tratados com riboflavina seguido de exposi¢do a
radiagdo UV, o lenticulo apresentou uma adesdo mais eficaz, caracterizada por uma superficie
lisa e sem sinais de edema (Figura 13). J4 o grupo Somente-Lenticulo apresentou uma area de
edema e uma superficie irregular no olho com o implante, o que indica que o lenticulo nao
estava totalmente incorporado ao tecido do hospedeiro. Na figura 13, é possivel observar os
espagos vazios, o que vai de apoio ao que foi relatado anteriormente. Ademais, ¢ importante
ressaltar que, nenhum dos grupos apresentou sinais de células inflamatorias nas imagens

avaliadas.
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Figura 13:Imagens AS-OCT
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Legenda: Imagens representativas de tomografia de coeréncia Optica do segmento anterior (AS-
OCT) de corneas de coelhos, 60 dias apds a ceratoplastia para implante de lenticulo. Painéis A-
C mostram cortes transversais do segmento anterior dos olhos dos coelhos nos diferentes grupos
avaliados, com as setas vermelhas indicando a lenticula implantada. No painel D, as imagens
AS-OCT evidenciam a lenticula (asterisco amarelo) incorporada ao estroma corneano nos
grupos somente lenticulo e lenticulo-riboflavina-UV. No grupo somente lenticulo, regides de
edema e espacos vazios sdo destacadas por circulos pontilhados brancos. As setas brancas
indicam o aumento progressivo do tamanho das imagens AS-OCT. O painel G apresenta as
camadas da cérnea com a identificacdo das regides utilizadas para medir a espessura corneana
(linhas vermelhas). Finalmente, no painel H, estdo as medidas da espessura corneana dos grupos
avaliados, tanto no centro quanto em intervalos de 900 pm a esquerda e a direita do centro,

apresentadas como média & desvio padrao (n=4). Fonte: Da Autora

Foi observado, que nos grupos somente-lenticulo e lenticulo-riboflavina-UV, houve um
aumento na espessura central da cornea de aproximadamente 52% e 35%, respectivamente.
Esse aumento ja era esperado devido a implantagdo de um tecido xenogénico no EC do
hospedeiro. No grupo controle, a espessura central da cornea foi superior, mas ndo apresentou

variacoes significativas entre os lados direito e esquerdo no intervalo medido. Em contrapartida,
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ambos 0s grupos apresentaram maior espessura da cornea no lado esquerdo em relacdo ao lado
direito, o que supomos que pode ter ocorrido devido a localiza¢do do lenticulo, uma vez que
este tecido nao foi implantado, precisamente, no centro da cornea do hospedeiro, o que pode
ser observado na (Figura 9), onde ¢ possivel observar a técnica de implante e o posicionamento
posterior do lenticulo.

No grupo Somente-Lenticulo, o lado direito demonstrou aumento da espessura da cornea,
provavelmente devido ao edema visivel nas imagens de OCT. Tal condi¢ao ndo foi observada
nos demais grupos.

Em nosso estudo, a espessura central da cornea dos animais do grupo controle foi de 385,0 +
4,0. J4 o lado esquerdo e direito mediram 366,0 = 7,0 um e 368,3 + 6,0 um, respectivamente.
O grupo lenticulo-riboflavina-UV, a espessura do olho contralateral direito, que ndo possuia
lenticulo, foi de 381,0 + 7,62 um. Esses dados sugerem que, ao 60° dia apos a cirurgia, o
procedimento de transplante xenogénico seguido da administragdo de riboflavina e radiagdo
UV, nao resulta em edema corneal.

Logo, diante de todos os dados apresentados, o uso de riboflavina com radiacdo UV apos a
ceratoplastia pode ser uma estratégia viavel para promover a integragdo e o repovoamento

celular de lenticulos descelularizados heter6logos transplantados.

10.1.2 Topografia Da Corneas Pos Transplante Heter6logo

A andlise topografica ¢ uma técnica ndo invasiva para avaliar qualitativa e quantitativamente a
superficie da cornea. Em nosso estudo, empregamos o Método de Placido® para analisar a
superficie anterior da cornea apds o implante do lenticulo, via ceratoplastia, comparado ao
grupo controle. A topografia dos grupos Somente-Lenticulo e Lenticulo-Riboflavina-UV
(n=4/grupo) foi medida no 60° dia pos transplante heterdlogo e comparada ao grupo controle.
Ademais, também avaliamos se o uso da riboflavina com radiagdo UV teria alguma influéncia
no desenvolvimento do CK pds transplante, visto que o tratamento proposto deveria resultar
em um tecido com fibras de coldgeno mais organizadas e consequentemente ao nao

desenvolvimento do CK.
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Figura 14: Topografia da Cornea
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Legenda: Ilustracao topografica da superficie anterior da cérnea de coelhos dos grupos controle;
grupo somente lenticulo e grupo lenticulo-riboflavina-UV, avaliados apos 60 dias do implante

do lenticulo. Fonte: Da Autora

A Figura 14 ilustra a topografia da superficie anterior da cornea dos animais dos grupos
controle, somente lenticulo e grupo lenticulo-riboflavina-UV, todos avaliados no mesmo dia
sob as mesmas condi¢des ambientais. A tabela 2 apresenta os resultados para os pardmetros
avaliados, incluindo a curvatura da cdrnea, representado pelo Valor K e o indice de

irregularidade superficial (ISR) derivados da andlise topografica.

As imagens topograficas revelaram que o grupo tratado, ou seja, o grupo lenticulo-riboflavina-
UV apresentou maior nimero de areas com topografia normal quando comparado ao grupo
apenas lenticulo. Esse resultado sugere que a radiacdo UV sobre a riboflavina foi capaz favorece
o cross-linking corneano, resultando em fibras de colageno mais organizadas.

Apo6s 60 dias de pos-operatorio, foram observadas diferencas significativas na curvatura da
cornea entre os trés grupos (Tabela 2:

Parametros avaliados nas medi¢oes de topografia corneana). Esse achado era esperado pois,
conforme foi apresentado nas imagens AS-OCT, o implante do lenticulo promove um aumento
da espessura e do volume da cornea, sendo que a curvatura da cornea no grupo apenas lenticulo

foi maior do que no grupo tratado com riboflavina e UV.
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Tabela 2:

Parametros avaliados nas medi¢des de topografia corneana

Controle Somente Lenticulo Riboflavina-Lenticulo-UV
K(@D) 41,41+1,62 48,32 +1,37* 44,61 £ 1,39*#
SRI 2,11 £0,06 2,21+0,19 2,30+ 0,25

Legenda:
K = valor de ceratometria simulada que indica a curvatura da cornea; SRI = Indice de
Irregularidade da Superficie.
Os valores sdao representados como média = DP, n=4. *Significativamente diferente do
controle;

#Significativamente diferente do Apenas Lenticulo, p<0,05

O SRI, ao medir a irregularidade da superficie da cornea, ndo demonstrou irregularidades
capazes de provocar disturbios da cérneas pos transplante e que poderiam afetar a qualidade
visual dos animais. Em nosso estudo, ndo observamos mudanga significativa entre os grupos

demonstrando a eficacia do procedimento e a auséncia de complicacdes cirurgicas.

10.1.3 Analise Histologica

A Figura 15 apresenta as fotomicrografias histologicas da cornea dos animais dos grupos
controle, somente-lenticulo e lenticulo-riboflavina-UV. Observa-se que, apos 60 dias de
ceratoplastia, o lenticulo se integrou ao tecido estromal dos coelhos, com fibras de colageno
organizadas. Nos dois grupos submetidos a cirurgia, nota-se a presenca de queratocitos e a
auséncia de células inflamatorias, o que indica que o procedimento foi seguro e ndo houve
rejeicdo do transplante xenografico. No grupo controle, o tecido permanece intacto, com

queratocitos bem-organizados e fibrilas de colageno.
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Figura 15: Imagens Histologicas Com Coloragdo Por H&E.
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Legenda: Imagens histologicas da cornea, dos grupos avaliados neste estudo, em diferentes
ampliagdes. As segdes foram coradas com hematoxilina e eosina. Nos grupos Somente
Lenticulo e Lenticulo-Riboflavina-UV, observa-se o lenticulo integrado no estroma corneano
apods 60 dias de ceratoplastia. CS = estroma corneano; L = lenticulo.

Fonte: Da Autora
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10.1.4 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

A andlise realizada por meio de microscopia eletronica de transmissao evidenciou uma adesao
superior do lenticulo implantado no grupo tratado com Riboflavina-UV, quando comparado ao
grupo Somente-Lenticulo. Além disso, observou-se que o arranjo ultra estrutural das fibrilas de
colageno apresentava uma organizacdo mais regular e ordenada no grupo tratado com
Riboflavina-UV, em comparacdo com o grupo somente-lenticulo(Figura /6 ). Tal melhoria
pode ser atribuida ao processo de cross-linking promovido pela riboflavina e pela exposicao a
luz UV, que facilita a reorganizagao das fibrilas de colageno, contribuindo potencialmente para
o aumento da resisténcia da cérnea e para a restauracdo de sua estabilidade mecanica.
Adicionalmente, foi notada uma maior presenca de queratdcitos neste grupo, indicando o

repovoamento do tecido descelularizado pelas células do hospedeiro.
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Figura 16: Imagens de Microscopia eletronica De Transmissao.

Controle

Legenda: Imagens de Microscopia Eletronica de Transmissao da coérnea dos grupos avaliados
em diferentes ampliagdes. A - Grupo controle (somente cirurgia, sem implantacao de lenticulo);
B - Grupo somente lenticulo: presenga de espagos vazios (asterisco) entre o lenticulo
implantado e as fibras de colageno, demonstrando que o lenticulo ndo estava bem aderido ao
hospedeiro; C - Grupo lenticulo-riboflavina-UV: A auséncia de espacos vazios entre o lenticulo
implantado e as fibras de coldgeno mostra que o lenticulo estava mais aderido ao hospedeiro.
Também ¢ possivel observar que as fibras de coldgeno estdo mais organizadas neste grupo.
Setas vermelhas demonstram a presenca de queratdcitos, setas pretas indicam detritos celulares

Fonte: Da autora.
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11 DISCUSSAO

O lenticulo implantado foi confeccionado com o sistema de laser Femtossegundo que
possibilita uma maior precisdo no corte lamelar desse tecido refrativo, tendo este comprimento,
diametro e espessura ideais para o implante de acordo com o globo ocular do receptor
(ALMODIN et al., 2018; RIAU et al., 2020). Em nosso estudo foi demonstrado que o lenticulo
obtido a partir do estroma de cdrneas porcinas tinha dimensdes adequadas para o implante nos
olhos dos coelhos, o que comprova a eficiéncia e importancia do Femtossegundo para nosso
estudo.

Apos a descelularizagdo e os resultados obtidos com os estromas porcinos, optamos pela
utilizagdo do SDS a 1% visto que na descelularizagdao dos EC esta concentragdo foi capaz de
remover as células e o material genético deste tecido e ainda manter a estrutura da MEC.
estrutura responsavel pela sustentagdo do tecido e que daria o suporte necessario para o
repovoamento com as células do hospedeiro dos lenticulos implantados. Yam, GF et al. (2016)
relatou em seu estudo sobre a importincia do espago celular vazio encontrado dentro do
estroma, pos descelularizacdo com SDS, e que o EC exibia arquitetura das fibras de colageno
alinhadas semelhante ao estroma nativo (YAM et al., 2016b).

O SDS (Dodecil sulfato de sodio) apresenta um grupo ionico responsavel pela interacdo nas
ligacdes proteina-proteina, o que facilita a solubilizacdo tanto da membrana celular quanto da
membrana nuclear (DU et al., 2011b).

Em contrapartida, no ano de 2011, Gonzales-Andrades et al., relatou em seu estudo que o SDS,
em uma concentragdo menor comparada a utilizada para descelularizar os lenticulos em nosso
estudo, resultou em alto nivel de desorganizagao das fibras coldgenas e comprometimento da
MEC. Essas duas citacdes demonstram o qudo importante € o estudo e teste, “in vitro” e “in
vivo”, de uma mesma solu¢do descelularizadora por diferentes pesquisadores.

Apo6s o implante dos lenticulos nos dois grupos deste estudo, havia o receio da rejei¢do do
tecido pelo sistema imune do hospedeiro visto que se tratava de um transplante heterdlogo e na
literatura revisada, havia relatos de rejeicdo de enxerto de corneas devido a respostas imunes
complexas do hospedeiro que envolviam o reconhecimento de antigenos de
histocompatibilidade estranhos do enxerto ndo reconhecidos pelo sistema imunologico do
hospedeiro (PANDA et al., 2007).

Nossos resultados, demonstraram que o implante heterélogo de lenticulos foi realizado com

sucesso € nao provocou uma resposta imune, a longo prazo, do hospedeiro. O lenticulo



69

permaneceu aderido e promoveu o aumento de espessura do estroma da cdrnea, principalmente
no grupo riboflavina-lenticulo-UV. Estes resultados sdo semelhantes a estudos que aplicaram
técnicas semelhantes em enxertos xenogénicos (ALIO DEL BARRIO et al., 2015).

Para verificar se havia células inflamatorias ou uma possivel rejeicao do enxerto realizamos o
acompanhamento diario da evolucao dos olhos dos animais, registradas por meio de fotografias
e pela lampada de fenda ao 5°, 30° e 60° dia pds transplante. Visualmente ndo identificamos
quaisquer sinais de rejeicdo do implante advindo de comportamento animal diferenciado. Todos
os animais se adaptaram ao responsavel pelos cuidados didrios e se mostravam extremamente
doceis e faceis de lidar, seja por manipulag@o para imagens ou higienizagdo do ambiente. Sendo
assim, nossos resultados demonstraram que o implante heterélogo de lenticulos foi bem-
sucedido em ambos os grupos.

Resultados diferentes foram encontrados nos dois grupos testados quanto ao AS-OCT,
topografia de cornea, histologia e MET. O grupo riboflavina-lenticulo-UV teve melhores
resultados quando comparados ao grupo somente lenticulo, nossos achados por meio da AS-
OCT, topografia de Cornea, H&E e MET corroboraram com os resultados encontrados em
outros estudos descritos na literatura. O cross-linking da cornea por meio Riboflavina e
incidéncia de luz UV confere maior resisténcia ao tecido e corneas reticuladas podem apresentar
diametro das fibras de colageno relativamente maiores do que um tecido nao tratado por
riboflavina-UV (MEEK; HAYES, 2013).

Com relagdo aos resultados encontrados, nos dois grupos através da AS-OCT, eles também se
mostraram semelhantes aos ja relatados na literatura e até mesmo em exames de seres humanos
portadores de CK. Nestes pacientes, 0 AS-OCT calcula a espessura da camada de Bowman e
através da espessura média da cornea inferior e superior, preveem a evolucao ou até mesmo o
diagnostico desta ectasia (VENKATESWARAN et al., 2018b). Em nosso estudo, nenhum dos
grupos apresentou um possivel afinamento da cornea ou formacao de cone durante o tempo de
estudo, o que pode ser um indicio de que o transplante heter6logo ndo ¢ um predisponente ao
desenvolvimento do CK. Venkasteswaran e colaboradores (2018) afirma que o AS-OCT veio
para preencher uma lacuna deixada pela lampada de fenda ao realizar imagens da cornea
superior e inferior, além de realizar a medida entre o centro e a periferia.

Nosso grupo ao realizar as imagens AS-OCT, MET e H&E buscava comprovar a aderéncia do
tecido heterologo ao tecido estromal do hospedeiro. E conforme foi evidenciado nos resultados
acima descritos, o lenticulo estava aderido ao tecido estromal do hospedeiro. Sendo que o grupo
lenticulo-riboflavina-UV obteve melhores resultados quanto a adesdo do tecido que o grupo

somente lenticulo.
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Os resultados histologicos do nosso estudo ndo demonstraram sinais de inflamag¢do como
presenca de neutrofilos ou perda de endotélio proximo a lesdo cirtirgica ou até mesmo no tecido
implantado. O lenticulo implantado nos dois grupos de estudo se mostrava perfeitamente
aderido ao tecido hospedeiro.

Nossos resultados foram diferentes de alguns estudos em que foi realizado o cross-linking da
cornea com riboflavina e UV, onde houve desde dano apoptotico de ceratdcitos ao longo do

estroma até dano endotelial, visualizados em imagens histologicas conforme pode ser visto e
comparado ao estudo realizado por Wollensak G. et al (2009).

Com relacdo ao exame topografico da cérnea, nosso grupo utilizou um topografo humano
adaptado para exames em coelhos, no entanto, os olhos destes animais sdo lateralizados o que
dificultou, de uma certa forma, a realizagao do exame, mas nao comprometeu os resultados. As
imagens geradas através dos anéis de Placido do Topografico, confirmaram o que ja
esperavamos como resultado do estudo: o cross-linking corneano nao causaria Ceratocone nos
animais que receberam Riboflavina e inducdo através de UV. Ademais, as imagens quando
comparadas com o grupo somente lenticulo mostram que o uso da riboflavina e UV pode ter
contribuido para a formagdo de imagens que se aproximam mais do grupo controle, ou seja,
imagens normais enquanto as geradas pelo grupo somente lenticulo estavam mais préximas ao
desenvolvimento de dioptrias.

Diversos estudos mostram que o exame de Topografia ¢ essencial para o diagnostico e
acompanhamento da evolugdo de doencgas como o CK (FAN et al., 2018b).

Com relagdo a opacidade apresentada nas imagens por Lampada de Fenda, nossos resultados
estdo de acordo com os ja apresentados na literatura cientifica. Essa opacidade, principalmente
por volta do 30° dia, ocorre devido ao aumento de espacamento entre as fibras de colageno e
alteracdes parciais na MEC (PANTIC et al., 2023). No entanto, como ja mencionado em nossos
resultados, o grupo Somente Lenticulo, no 30° dia p6s implante, apresentava um lenticulo mais
opaco comparado ao grupo controle e grupo Lenticulo-Riboflavina-UV. Logo inferimos que, a
o cross-linking foi um fator essencial na organizacdo das fibras de coldgeno e reducao da

opacidade do lenticulo no grupo tratado.
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12 CONCLUSAO

O experimento desenvolvido por nosso grupo de pesquisa demonstrou que o xenotransplante
de lenticulos porcinos descelularizados resultou em aumento da espessura no estroma, sem que
fosse observada rejei¢ao tecidual em nenhum dos animais hospedeiros em todos os métodos de
avaliagdo. Isso sugere que a imunoatividade do lenticulo ¢ negligencidvel. Além disso, a
aplicacdo topica de solucdo de riboflavina combinada com radiagdo UV promoveu de forma
eficaz o cross-linking das fibras de colageno apds a ceratoplastia, resultando em um tecido mais
organizado e bem integrado. Logo, a abordagem de usar implantacdo xenografica de lenticulo
seguida pela aplicagdo de riboflavina e radiacdo UV parece ser uma alternativa promissora para
o tratamento de doengas corneanas como o ceratocone. No entanto, sdo necessarios mais
estudos de longo prazo para validar a técnica e confirmar os beneficios da riboflavina e da

irradiacdo UV na reticulagdo do tecido xenogénico transplantado.
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Anexo 1: Certificado de aprovacio do protocolo do estudo in vivo pela comissiao de ética

no uso de animais da UFMG (n° 206/2022)

CERTIFICADD

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que o projeto intitulado "Avaliagio da seguranga e eficiéncia in vivo da implantagio intraestromal de
lenticulas estromais descelularizadas em olhos de coslhos *, protocolo do CEUA: 206/2022 sob a responsabilidade
de Armando da Silva Cunha Junior que envolve a produgio, manutengio efou ulilizagio de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Veriebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de
scordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreio n® 6.880 de 15 de julho de 2008, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovado
pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em

reunido de 26/09/2022.

Vigéncia da Autorizagio 26/09/2022 a 25/09/2027
Finalidade Pesquisa
*Especieflinhagem Coelho [ Nova Zelandia
N® de animais i ]

Pesolldade Zkg / 2({meses)

Sexo feminino

Origem Fazenda Experimental UFMG
*Espécieflinhagem Coelho [ Nova Zeldndia

N® de animais i ]

Pesolldade Zkg / 2({meses)

Sexo femining

Origem Fazenda Experimental UFMG
*Especieflinhagem Suino / Landrace

N® de animais i ]

Pesalldade 80kg / T{meses)

Sexo masculino

Origem Abatedouro Frigo Rick Frigerifico

Dados dos animais agrupados (uso do bioterio)

*Especieflinhagem Coelho [ Nova Zelandia

N? de animais 12

Idade 2H{meses)

Sexo femining

Ornigem Fazenda Experimental UFMG
*Especieflinhagem Suino / Landrace

N® de animais ]

Idade T(meses)

Sexo masculino

Origem

Abatedouro Frigo Rick Frigerifico

1i2
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20002022, Yalldado: SHIOW022 & 25005027

Balo Horteonts, 310172025,
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hiipa:ffaplicativos. ufmg. brfeclichs_caua
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Avenida AmAnia Carios, 8527 — Campus Pampulha
Unidads Adminksrathn | —2* Ander, Saln 2006
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Anexo 2: Portaria N° 486, de 06 de marcgo de 2017: Estabelece protocolo de uso da radiagdo

para cross-linking corneano no tratamento do ceratocone.

Ministério da Saide
Secretaria de Atencio 4 Sande

PORTARIA N2 486, DE 06 DE MARCO DE 2017

Estabelece Protocolo de Uso da radiacdo
|para cross-linking corneano no

tratamento do ceratocone.

O SECRETARIO DE ATENGAD A SAUDE, no uso de suas atribuighes,

Considerando o Relatdric de Recomendagdo n® 225 — Setembrof2016, da Comissio

Macional de Incorporacio de Tecnologias no SUS (CONITEC);

Considerando a Portaria n2 30/SCTIE/MS, de20 de setembro de 2016, que torna pablica
a decisdo de incorporar o cross-linking comeanc para o tratamento do ceratocone no ambito
do Sistema Unico de Saide; e

Considerando a avaliagdo técnica do Departamento de Gestdo da Incorporagio de
Tecnologias em Saide (DGITS/SCTIEfMS), de Departamento de Economia da Saude,
Investimentes e Desenvolvimento - DESID/SE/MS, do Departamento do Complexo Industrial e
Inovagdo em Saude (DECIIS/SCTIE/MS), do Departamento de Regulagdo, Avaliagdo e Controle
de Sistemas (DRAC/SAS/MS) e do Departamento de Atencao Especializada e Temdtica
(DAET/SAS/MS), resolve:

Art. 12 Fica aprovado, na forma do Anexo, disponivel no sitio: www_saude.gov_br/sas, o

Protocolo de Uso da radiagao para cress-linking corneanono tratamento do ceratocone.

Paragrafo unico. O Protocolo de Uso de que trata este artigo, que contém o conceito
geral do ceratocone, sinais e sintomas, critérios de diagnostico, tratamento, temica utilizada,
indicagdo e contra indicagio e mecanismos de regulacdo, controle e avaliagio, & de carater
nacional e deve ser utilizado pelas Secretarias de Sadde dos Estados, Distrito Federal e
Municipios na regulagde do acesso assistendal, autorizagde, registro e ressarcimento dos

procedimentos cormespondentes.



Ministério da Satde
Secretaria de Atencio i Sande
Art. 2205 gestores estaduais, distrital e municipais do SUS, conforme a sua competéncia
& pactuagdes, deverdo estruturar a rede assistencial, definir os servigos referendiais e
estabelecer os fluxos para o atendimento dos individuos com a doengaem todas as etapas

descritas no Anexo desta Portaria.

Art. 3%Fica incluido na Tabelz de Procedimentos, Medicamentos, Orteses/Préteses e
Materiais Especiais do SUS o procedimento 04.0505040-2- Radiagdo para cross-linking

comeano, conforme a seguir

Procedimento: 04.05.05.040-2 - RADIACAD PARA CROSS-LINEING CORNEANC
Drescrigdo: Consiste na técnica utilizada para o fortaledmento do tecido

comeano. E realizada pela aplicacio de radiagSo ultravioleta 3
superficie comeana, previaments tratada com colirio, com ou sem
remeq 3o do epitélic comeane, com o objetivo de reduzir ou mesmo
paralisar a progressao do afinamento comeano que ocorme nes
casos de ceratocone. Excludente com o procedimento 04.05.05.014-
3-implante  intraestromal. Inclui o coolific necessdric  ao

procedimento.
Instrumento de registro: 02- BPA (individualizado)
03- AlH | procedimento principal)
Complexidade: MC - Média Complexidade
Modalidade de 01- Ambulatorial
Atendimento: 02- Hospitalar
03- Hospital -Dia
Tipo de Finandiamento: 06 - Média e Alta Complexidade [MAC)
Media de permanéncia 1
Quantidade maxima 1
Pontos 150
Sexo Ambaos
Idade minima 15 anos
Idade maxima 45 anos
Valor Ambulatorial Total: RS 292,72
Valor Hospitalar (SH): RS 291,08

Valor do Servigo profissional | RS 81,64
{sP)

Valor Hospitalar Total: RS 372,72
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Ministério da Satde
Secretaria de Atencio i Sande

CBO: 225265
ClD: H12.6 - Ceratoconsa
Leito: 01 -Cirurgico
09 - Leito dia/cinkrgicos
Servigo [ Classificagao: 131- Servigp de Oftalmologia 033 = Tratemento cnirgico do

aparelho da visdo

Atributo complementar:

Inclui valor de anestesia

Remases

164 - Cirurgia do aparelho da visdo

Art. 42 O procedimento 04.05.05.040-2- RADIAGAD PARA CROSS-LINKING CORMEANO a

ser incluido na Tabela de Procedimentos, Medicamentos, Orteses/Proteses & Materiais

Especiais do 5US & excludents com o procedimento 04.05.05.014-3-implante intraestromal.

Art. 52 Os recursos orgamentdrios necessarios 3 implementagdo do procedimento

04.05.05.040-2 RADIACAD PARA CROSS-LINKING CORNEAND, inciuido por esta Portaria,

correrdo por conta do orgamento do Ministério da Salde, onerando o Programa de Trabalho

10302.12 20 8585 Atencio a Saude da Populagio para Procedimentos de Média e Ala

Complexidade.

Art 62 Esta Portaria entra em vigor na data de sua publicagao, com efeitos operacionais

nos sistemas de informagoes do SUS para a competénda seguinte a da sua publicagao.

FRANCISCO DE ASSIS FIGUEIREDO
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ANEXO

PROTOCOLO DE USO DA RADIAQED PARA CROS5-LINKING CORNEAND
NO TRATAMENTO DO CERATOCOME

INTRODUCAD

0 ceratocone consiste em doenga degenerativa do olho que ocasiona deformidade da
cormea, levando ao sau afinamento, abaulamento & enfraguecimento. Causa piora da acuidade
visual, com impacto na qualidade de vida do paciente, além de outros sintomas de menor
gravidade, tais como irritagdo ocular, halos luminosos & fotossensibilidade. A literatura relata
gque a incidéncia do ceratocone & baika. Um estudo de acompanhamento populacional, ao
longo de 4& anos, identificou uma incidéncia de 2 casos por 100.000 habitantes/ano e
prevaléncia média de 54,5 casos por 100.000 habitantes|1). Outros recentes relatam incidéncia
de aproximadamente um caso a cada 2.000 pessoas(2).

Frequentemente, manifesta-se de forma bilateral, porém de forma assimétrica. A faa
etdria prevalente dos pacientes € a puberdade, porém o quadro pode eveoluir principalmente
durante a segunda e terceira décadas de vida, excepcionalmente até a quinta década. A
progressac do ceratocone varia entre pacientes e também no mesmo individuo ae longo do
tempo, tendo evolugao mais agressiva em pacientes jovens(3-5).

Inexiste alteragdo na incidéncia de ceratocone conforme género e raga, porém tem
sido assocdade a doengas oculares prévias, tais como Ceratoconjuntivite alérgica,
retinitepigmentosa & amaurcse congénita de Leber. Supbe-se também associagdo com
doengas sistémicas e do tecido conjuntive. Fatores predisponentes induem historia de atopia,
especialmente alergia ecular, uso de lentes de contato rigidas e fricgao ocular vigorosa. Em

torno de 13% dos casos tém historia familiar da doenga(S).
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DIAGNOSTICO

Sintomas:

Comprometimento unilateral da visao devido 3 miopia progressiva e astigmatismo;
ocasionalmente, a apresentacao inidal & com hidropsia aguda.

Sinais:

- Oftalmoscopia direta a uma distancia de meio metro jewila reflon em “gpdia de
Slec”.

- Retinosmpis revals refioo Trregular “sm tamura®,

- Biomicroscopia com ldmpada de fenda revela estrias estromais, verticais, finas e
profundas (linhas de Vogt) que desaparecem ao s exercer press3o no globo ocular.

- Depasitos epiteliais de ferro, visualizados com filtro azul de cobaldo, cincundando a
base do cone.

- Progressiva protrusdo comeana na forma de cone, com afinamento estromal maximo
emseu apice.

- Abaulamento da palpebra inferior na mirada para baixo (Sinal de Munson).

- Hidropsia aguda € causada pela ruptura da membrana de Descemat, permitindo o
influxo de humor aquoso para o estroma comeano. Promove uma sdbita redugdo da acuidade
visual associado a desconforto, fotofobia, dor e lacrimejamento.

- Ceratometria: Leituras com aumento progressive da curvatura comeana.

- Topografia Corneana-Astigmatismogque varia de simétrico para assimétrico infero-
temporalmente (Parte abaixo da comea (infero) temporalmente [gue estid ao lado do osso
temporal) opeste do osso nasal).

Os métodos mais frequentemente utilizados para avaliar a progressio do ceratocone

- Acuidade visual - frequentemente analisada pela melhor acuidade wvisual corrigida
{BCVA) e acuidade visual ndo corrigida (UDVA), medida por um logaritmo do angulo minimo de
resolucdo (LogMAR) cu por linhas do teste de Snellen.

- Ceratometria: medida da curvatura da comea am dioptrias ou milimetros.

- Topografia da cormmea - medida da curvatura da comea por trés andlises da

ceratometria - maxima (Kmax), média (Kmed) e minima (Kmin) - em dioptria (D).
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- Paguimietria - medida da espessura da cdrnea em micra (km).

Os instrumentos utilizados para essas medidas s30: ceratdmetro, topografo,
paguimetro e tomografo de cornea.

Ha varios sistemas de classificagdo da evelugde do ceratocone. A mais aceita consiste
em alteragoes, areavaliagio do paciente no MAXiMo &M WM ano, Com:

- Aumento do astipmatismo corneal central de 1.000 ou mais;

- Aumente da ceratometria maxima (Kmax) de 1 00D ou mais;

- Aumente na refragao subjetiva de 1. 00DC ou mais(6-9).

A estabilizagde do ceratocone é medida pela manutengde ou regressao dos valores de
ceratometria (Kmax, Kmed) em, pelo menos, um ano. Pode haver melhora nas medidas de

acuidade, entretanto esta ndo & o objetive do tratamento.

INDICACAD

O principal objetive do use docross-linkinge conter a progressae do ceratocone. Logo,
o melhor candidato ap tratamento € o individuo com sinais dlaros de progressao da deenga.
Atualmente, n3o existem citérios definitivos para a progressac do ceratocone, porém os
parimetros a serem considerados 530 a mudanga do erro refrativo, piora da acuidade visual,
bem como progress3o nos valores encontrados nas topografias e tomografias da cormea.

Estudos mostram gque o cross-linking foi mais eficaz na faixa etdria pedidtrica (10 anos)
& naqueles com menos de 26 anos de idade em comparag@o com aqueles com mais idade.
Idade acima de 35 anos e acuidade visual com comegdo pré-operatoria melhor que 20/25
foram identificados como fatores de risco para complicagdo (perda de duas ou mais linhas de
Snellen).

Menhum estudo encontrado cita mais de uma aplicacio por paciente.

CONTRA INDICACAD

- Espessura comeana menor que 400 micrdmetros para uso do protocolo cldssico;
- Infecgdo herpética prévia;

- Infecgdo concomitante;

- Cicatriz corneana grave ou opacificagaocomeana;

- Doenga de superficie ocular grave; ou
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- Doenga auto-imune.

TECNICAS

O cross-linking consiste em procedimento terapéutico minimamente invasive que visaa
bloguear a evolugio do ceratocone, por meie do aumente da forga biomecanica, levando ao
enrijedmento do teddo da comea. Este fenomeno ecorre pela criagio adicional de ligagoes
guimicas no estroma comeal, por meio de fotopolimerizagdo altamente localizada que
minimiza a exposigao de estruturas adjacentes do olho. Esta metodelogia foi desenvolvida em
meados dos anos 1990, por pesquisadores da Universidade de Dresden, Alemanha, com base
no ohservado em processo fisioldgico de cross-linking no tecido conectivo em pacientes com
diabate mélito & angina. Ma cdrnea, com o avango da idade do individuo, as fibras de coldgeno
desenvolvem naturalmente guantidade superior de ligagBes covalentes, o gue explica a
estabilizagdo do ceratocone em paciente com maior idade(9,10). A téonica dlassica do cross-
linking pode ser realizada com ou sem remogdo do epitélic corneal (cerca de 7mm de
didmetro), mediante anestesia topica. Utiliza solugio de riboflavina (vitamina B2) isotonica a
0,1%, com administragao topica, a cada dnoo minutos, ao longo de meia hora, para saturar o
estroma corneal. A riboflavina age como um fotossensibilizador que aumenta a absorgio da
luz ultravioleta A pela cdrnea. A radiacio ultravioleta A & aplicada com 365nm, por 30 minutos,
a 5 cm da comea. Apds a irradiagdo, o olho é enxaguado com solucdo fisioldgica, aplicado
colirio antibidtico e anti-inflamatdrio e colocada lente de contatoprotetora. Estes colirios, além
de lubrificante ocular & analgésicos, s80 mantidos no pdsoperatdric por 1 semana. Meste

periodo o paciente pode apresentar dor, lacrimej o & embaga o visual. Hé também

descrigdo na literatura de variagbes da técnica classica, em geral, por meio de equipamentos

que possibilitam a redugdo do tempo do procedimento(6).

COMPLICACOES
O risco per-operatéric & de complicagBes pds-operatdrias € menor que 1%, e, dos
casos publicados, a infecgdo pds-operatdria foi resolvida com tratamento clinico, sendo que

nenhum paciente perdeu a visdo irreversivelmente{11).
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REGULACAD, CONTROLE E AVALIACAD PELO GESTOR.

Deentes com indicagdo de radiagdo para cross-linking corneanc no tratamento de
ceratorone devem ser atendidos em servigps especializados em oftalmologia, conforme
definido na Portaria N2 288/SAS/MS, de 19 de maio de 2008, e com porte tecnologico
suficiente para avaliar e realizar o procedimento e o acompanhamento dos individuos
tratados, para o adequado atendimento e obtengao des resultados terapéuticos esperados.

A regulagdo do acesso & um componente essencial da gestao para a organizacao da
rede assistencial e garantia do atendimento dos doentes, e muito fadilita as agbes de controle
& avaliagdo. Estas incluem, entre outras: a manutengao atualizada do Cadastro Nacional dos
Estabelecimentos de Saude [CNES); a autorizagio prévia dos procedimentos; o monitoramento
da produgdo dos procedimentos (por exemplo, frequéncia apresentada versus autorizada,
valores apresentados versus autorizados versus ressarcidos), entre outras. Agbes de auditoria
devemn verificar in loco, por exemplo, a observancia deste Protocole; regulagio do acesso
assistendal; qualidade da autorizagao; a conformidade da indicagio, do procedimento e do
acompanhamento; compatibilidade do procedimento codificado com o diagnostico; a
compatibilidade da cobranga com os servigos executados; a abrangéncia & a integralidade
assistendais; e o grau de satisfacdo dos doentes.

Constam da Tabela de Procedimentos, Medicamentos, f)rts, Proteses & Materiais
Especiais do SUS os seguintes procedimentosespecificos para o tratamento do CEratocons,
excludentes entre si:

04.05.05.014-3-IMPLANTE INTRAESTROMAL &

04.05.05.040-2 - RADM[;J-\D PARA CROS5-LINKING CORNEANO.

Ressaltase que o procedimento 04.05.05040-2 - Radiagdo para cross-

linkingcomeanoinclui o colirioc necessdric ao procedi o & que o transplante de cornea

continua sendo o tratamento convencional dos casos graves, que & indicado em cerca de 10%
a 20% dos casos de ceratocone.

Relativamente ao transplante de comea, constam da Tabela de Procedimentos,
Med'}mmenm,(f‘rbﬁaJ Proteses e Materiais Especiais do SUS os seguintes procedimentos:

05.05.01.005-7 - TRANSPLANTE DE [:ljRNEA,

05.05.01.010-0 - TRANSPLANTE DE CORNEA (EM CIRURGIAS COMBINADAS),
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05.05.01.011-9 - TRANSPLANTE DE CORNEA (EM REOI'ERAQ(.]ES} e

05.06.01.001-5 - ACOMPANHAMENTO DE PACIENTE POS-TRANSPLANTE DE CORNEA.

Cada servipo deve oletar rotineiramente seus dados e computar os resultados,
detectando possiveis nichos suspeitos de resultados piores para analise detalhada de suas
causas, pois os dados negativos podem apenas sugerir um pior resultade assodado, por

exemplo, a um perfil assistencial a pacientes mais graves.

TERMO DE ESCLARECIMENTO E RESPONSABILIDADE

E obrigatdria a informag3o a0 paciente, ou a seu responsavel legal, dos potenciais riscos,
beneficios & evemtos adversos relacionados a radiag3o para cross-finkingcorneanc no
tratamento do ceratocone, o que poderd ser formalizado por meio da assinatura de Termo de

Esclarecimento e Responsabilidade.
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ARTICLE INFO ABESTRACT
The: coorees ks the prisary refrecting srface of the eye, raquising precs 0 ensure optimal vison Any
disortion bn is shape may result in o gnificant visual impalrment. Coomead ertisias, such as kenatocosss (KC), s
chasactesized by gradual thisning and procresion of the thinsed ares, due 0o blomecharieal weakening of the
dssue, lealing o aaigmatian and vison loss KC affects app 1 in 2000 Endivid 'ynbilly.'ll‘hl.le
coreal trarsplancation b the main orestment, lmicsd donor bilbry and il b
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uqmmﬂr iration. This soady ' d thae efficary of heterobogius mansplantaton of
devellularized poavine kenticales inty the sormeal soroma of rabbits, followed by dboflavin spplication end UV
nﬂ.lmm.ne-h d i dl stromal thickmess and o signs of tssue refoction, indicaring minimal
doity of the hentoulen The ovas-lnking rechedque successfelly bmproved tssue crganiration, sug-
mmw I b raee] ity and UV light, & & promésng aloer-
marive for treacing cormesl extasiss ke KC. Purther mscasch s pecessary oo confinm the long-term efficacy and

[

safiery of this method in hewan sehjecrs.

1. Introduction

The cornea is the initial barrier of the eye to the environment, pro-
tecting its internal tissues from traums, microorganisms, chemicals,

radiation, among others [1]. It i an mvascalar tissue charncterined by a
curved shape and transparency [2). hmnmeduflh:
Sict 1 the enitheli B N x

m:mmmmmmmnm
sible for the framework structure of the comea, representing
approximatehy 0% of its total thickness. It is composed of & netwaork of
collagen fibers within an extracellular matrix and keratocytes [4]. The
transparency of the comea is due to the precise arganization of thess

collagen fibers that interact with pr gly in the extr
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E-manil sy armando@ulimg.br (A Siva-Cunba).
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matrix [2,55]. Comeal stroma rigidity also i very important to main-
tain corneal shape and curvature [5].

The cormea is the major refracting surface of the sye and to ensure
optimal light refraction,, it must maintain o precise curvature z] Ay

&eﬁmﬂd.ﬂ.&uhhhﬂﬂﬂtﬂlﬂlmﬁmﬂgnﬁfﬂuﬂm&.lﬂﬁb
e and suke t decrense in visaal acuity [6,7].
I{:r-x:mnn (EL) is the most common cormeal ectasia, affecting around
1 out of every 2000 people in the world. It & a non-inflammatory con-
dition characterized by thinning and steepening of the conea, which
gradually tnkss on the shape of a cone s the disease progresses In
advanced stages, keratnconus can reslt in complete vision boss [6].
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