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CAPITULO |

ANALISE ESTRUTURAL E ULTRAESTRUTURAL DA CORNEA CANINA E
FELINA

RESUMO

A cornea, avascular e translicida, exerce fundamentalmente os papéis de protecdo e
refracio ocular, devido a sua ultraestrutura altamente especializada. E composta
histologicamente pelo epitélio, estroma, membrana de Descemet e endotélio. A manutengéo
estrutural e funcional da cornea esta diretamente ligada a funcdo refrativa, sendo a cornea
responsavel por cerca de 80% do poder refrativo dos olhos. Disfuncbes e opacidades em
qualquer meio de refracdo - cdrnea, humor aquoso, lente e o humor vitreo - interferem na
formacdo das imagens.

AfeccOes corneanas sdo frequentemente diagnosticadas em cées e gatos. Dentre tais
afeccOes estdo as ceratites ulcerativas profundas e as perfuragbes corneanas. Sao
frequentemente diagnosticados como causas mais comuns de tais lesbes em caes, as
anormalidades palpebrais e de cilios como, entropio, triquiases, distiquiases, cilios ectdpicos,
bem como, 0s traumas por arranhaduras, abrasdes, queimaduras quimicas e corpos estranhos.
Em ogatos, o sequestro corneano € elencado como uma das principais afeccdes que
potencialmente podem levar a déficit visual.

Na busca por uma alternativa eficaz para preservacao da acuidade visual de cdes, 0s
enxertos com tecido corneano tém sido estudados na oftalmologia veterindria, pois geralmente
favorecem uma melhor cicatrizacdo e, consequentemente, reducdo de opacidades pOs-
operatorias e defeitos na curvatura da cornea.

No entanto, embora a cornea seja considerada um o melhor tecido para ceratoplastias
penetrantes, discos corneanos frescos nem sempre estdo disponiveis na rotina clinica. Além
disto, verifica-se uma escassez de estudos na Medicina Veterinaria quanto a preservacdo deste
tecido e aos métodos de conservacdo que permitam seu armazenamento. Este estudo visa
analisar por técnicas de microscopia de luz, microscopia eletronica de transmissdo e varredura,
corneas caninas sadias preservadas afrio emmeio Eusol-C® a 4°C e, amostras criopreservadas,

bem como avaliar o impacto do sequestro corneano na estrutura e funcdo da cdrnea felina.

Palavras-chave: transplante, enxerto, ceratoplastia, sequestro de cdrnea, cées, gatos
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STRUCTURAL AND ULTRASTRUCTURAL ANALYSIS OF THE CANINE AND
FELINE CORNEA

ABSTRACT
The cornea, avascular and translucent, essentially plays the role of ocular protection

and refraction, due to its highly specialized ultrastructure. It is histologically composed of the
epithelium, stroma, Descemet's membrane and endothelium. The structural and functional
maintenance of the cornea is directly linked to the refractive function, with the cornea being
responsible for around 80% of the refractive power of the eyes. Dysfunctions and opacities in
any refraction medium - cornea, aqueous humor, lens and vitreous humor - interfere with
image formation.

Corneal disorders are frequently diagnosed in dogs and cats. Among such
conditions are deep ulcerative keratitis and corneal perforations. They are diagnosed as the
most common causes of such lesions in dogs, eyelid and eyelash abnormalities such as
entropion, trichiasis, distichiasis, ectopic eyelashes, aswell as scratch trauma, abrasions,
chemical burns and foreign bodies. In cats, corneal sequestration is listed as one of the main
conditions that can potentially lead to visual impairment.

In the search for an effective alternative for preserving visual acuity in dogs,
corneal tissue grafts have been studied in veterinary ophthalmology, asthey generally favor
better healing and, consequently, a reduction in post-operative opacities and corneal
curvature defects.

However, although the cornea is considered to be the best tissue for penetrating
keratoplasties, fresh corneal discs are not always available in the clinical routine. In addition,
there is a lack of studies in veterinary medicine on the preservation of this tissue and the
conservation methods that allow it to be stored. This study aims to analyze, using light
microscopy, transmission and scanning electron microscopy techniques, healthy canine
corneas preserved in cold Eusol-C® medium at 4°C and cryopreserved samples, as well as
assessing the impact of corneal sequestration on the structure and function of the feline

cornea.

Keywords: transplant, graft, keratoplasty, corneal sequestration, dogs, cats
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1. REVISAO DE LITERATURA

A cbrnea, avascular e translicida, exerce fundamentalmente os papéis de protecdo e
refracdo ocular, devido a sua ultraestrutura altamente especializada (Gipson, 1994; Samuelson,
1999). E composta histologicamente pelo epitélio, estroma, membrana de Descemet e
endotélio. Seu epitélio encontra-se em contato direto com o filme lacrimal pré-corneano
(FLPC), e é formado por camadas celulares estratificadas que recobrem uma membrana basal
composta por laminina e fibrilas de coladgeno tipo 1V, conectadas por desmossomos.

O estroma é constituido principalmente por colageno tipo | organizado em fibrilas,
dentre outros componentes da matriz extracelular, incluindo os ceratdcitos e proteoglicanos.
Em forma de trelica, seus arranjos sao regulares e formam lamelas bem espacadas, contribuindo
com a funcdo Odptica (Saika, 2002, Michelacci, 2003; Qazi et al, 2010; Winkler et al, 2011; Soh
et al, 2020, Tinasi et al, 2023). Os proteoglicanos dermatan sulfato (decorim) e o queratan
sulfato (lumican) possuem fungbes primordiais para propiciar a organizacdo e manutencdo da
estruturaestromal,agindo  diretamente no enovelamento e preservacdo do distanciamento
lamear (Michelacci, 2003; Vrana et al, 2008).

Posteriormente ao estroma e intimamente ligada ao endotélio estd a membrana de
Descemet, altamente retratil, flexivel e elastica (Johnson, 1982). O endotélio é constituido por
uma Unica camada celular, com formato poligonal, participando ativamente na manutencdo da
transparéncia corneana por fungdes de barreira, e por contribuicdo direta na deturgescéncia
(Samuelson, 1999; Fini, 2005; Nautscher et al, 2015).

A manutencdo estrutural e funcional da cornea esta diretamente ligada afuncéo refrativa,
sendo a cornea responsavel por cerca de 80% do poder refrativo dos olhos (Waring, 1984;
Waring 11, 1992; Land & Fernald, 1992). Disfungbes e opacidades em qualquer meio de
refracdo - cdrnea, humor aquoso, lente e o humor vitreo - interferem na formacéo das imagens,

gerando astigmatismos e reduzindo a acuidade visual (Pederson et al, 2019; Park et al, 2022).
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AfeccOes corneanas sdo frequentemente diagnosticadas em cées e gatos (Grahn 2019;
Sebbag & Mochel, 2020), interferindo na homeostase da superficie ocular, podendo levar a
densas areas de opacidade, chegando a perda visual em casos graves. Dentre tais afeccOes estdo
as ceratites ulcerativas profundas e as perfuragdes corneanas, sdo frequentemente
diagnosticados como causas mais comuns de tais lesdes em cées, as anormalidades palpebrais
e de cilios como, entropio, triquiases, distiquiases, cilios ectopicos, assim como, 0s traumas
por arranhaduras, abrasfes, queimaduras quimicas e corpos estranhos (Sebbag et al, 2023;
Walter et al, 2023). Em gatos, o sequestro corneano € elencado como uma das principais
afeccdes que potencialmente podem levar a déficit visual (Voitekha & Shilkin, 2021).

Na busca por uma alternativa eficaz para preservagdo da acuidade visual de cées, 0s
transplantes de cornea tém sido estudados na oftalmologia veterindria, pois geralmente
resultam em melhor cicatrizacdo e, consequentemente, reducdo de opacidades pos-operatdrias
e defeitos na curvatura da cornea (Marcon et al, 2013; Kim et al, 2019; Voitekha & Shilkin,
2021). Podem ser definidos como asubstituicdo de um tecido afetado por tecido saudavel com
0 objetivo de melhorar a acuidade visual (funcdo Optica), correcdo de alteracGes anatdmicas
(tectonico), susbtituicdo do tecido lesionado, sem resposta a tratamentos clinicos (terapéutico)
ou melhora do aspecto ocular (estético) (Marcon et al, 2013; Ledbetter & Gilger, 2013).

A cornea é considerada o melhor tecido para ceratoplastias penetrantes, porém discos
corneanos frescos nem sempre estdo disponiveis na rotina clinica. Além disto, verifica-se uma
escassez de estudos na Medicina Veterindria quanto a preservacdo deste tecido e aos métodos
de conservagdo que permitam seu armazenamento e logo, maior disponibilidade para aplicagdo
imediata, contrastando com o que se observa na Oftalmologia humana, cujos métodos de
armazenamento de corneas tém sido extensivamente estudados ha décadas (Jang et al, 2017).
Desde 1949, quando se descobriu a agédo crioprotetora do Glicerol, comumente conhecido

como glicerina, a comunidade cientifica tem grande interesse em estudos sobre sua aplicagdo
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na preservacgao de tecidos, pois atua como um crioprotetor para o armazenamento de tecidos
congelados, ligando-se fortemente a agua, evitando que as moléculas de agua se juntem a um
cristal de gelo em crescimento e prevenindo a formacdo de cristais de gelo entremeando 0s
tecidos. (Bakhach, 2009, Jinyang Li, 2012).

Contudo, buscando outras formas de conservacdo, em 1968 cientistas japoneses
desenvolveram o armazenamento corneano in situ, mantendo a cornea no bulbo ocular,
mantidos a 4°C em frascos de vidro, contendo meio de cultura liquido enriquecido com sulfato
de condroitina, precursores de ATP (adenosina trifosfato), penicilina e estreptomicina. A
efetiva preservacdo da cornea neste meio foi de até quatro dias. Embora tenha tido pouca
repercussdo fora do Japdo, este método ganhou lugar na histéria como o primeiro meio liquido
a preservar a cornea a baixa temperatura (Mizukava et al, 1968).

Em 1974, um segundo meio de armazenamento liquido a ser mantido a 4°C foi
descrito, com a capacidade de conservar a vitalidade endotelial por até 4 dias. Diferente do
método anterior, a cdrnea foi preservada fora do bulbo ocular e delimitada por uma borda
escleral, de forma simples e de baixo custo. A formulagdo original consistiu em uma mistura
de meio de cultura de tecidos, tampdo de bicarbonato, dextrano e antibioticos (Lindstrom,
1990).

Posteriormente, foi introduzido o meio K-Sol® (Cilco, Huntington, West Virginia),
cuja novidade foi a substituicdo de 5% de dextrano por 2,5% de sulfato de condroitina,
visando prolongar o periodo de preservacdo do tecido por uma semana. Entretanto, o sulfato
de condroitina, por si s6, ndo possuia suficiente forca osmética para evitar o edema corneano,
induzido pela preservacdo. Foram testadas varias combinagdes dos principais constituintes
dos meios de armazenamento, dando origem a novas formulagdes comerciais. Entre eles,
Eusol-C® e Optisol GS® (Chiron Ophthalmics, Irvine, Califérnia) que se destacam por seu

uso generalizado. O Eusol-C® (Laboratérios Al Chi. Mia, Italia) possui em sua composicéo


https://iovs.arvojournals.org/solr/searchresults.aspx?author=Jinyang+Li
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dextrana como agente osmotico, piruvato de sddio e glicose como fontes energéticas,
aminoacidos, sais minerais e vitaminas como nutrientes, gentamicina como antibiético,
Hepes e bicarbonato como tampdes e vermelho de fenol como indicador de pH (Yuksel etal,
2016). O Optisol-GS® (Bausch and Lomb, Irvine, CA, E.U.A.) é composto por sulfato de
condroitina, dextran 40, solu¢do salina balanceada, Hepes, bicarbonato de sddio, gentamicina,
sulfato de estreptomicina, aminoacidos, piruvato de sédio, L-glutamina, 2-mercaptoetanol,
agua purificada e vermelho fenol, ambos preservam as corneas por até 14 dias a 4°C (Sousa

& Barreto, 2017).

A criopreservagdo foi descrita em 1965 como um método pratico e confiavel de
preservacdo, empregando temperaturas muito baixas para preservar células e tecidos vivos,
estruturalmente intactos, e por um longo periodo de tempo. Nesta técnica realiza-se a imersdo
do botdo corneoescleral durante 10 minutos em quatro solu¢fes de 1 mL de albumina de soro
humano, com concentracfes crescentes de sulfoxido de dimetil e sacarose. O frasco contendo
a solucdo e o disco corneo escleral é refrigerado de maneira controlada para -80°C e, depois,
transferido e mantido em um tanque de nitrogénio liquido a-196°C (Jang et al, 2017).

Além das técnicas Umidas em meios de armazenamento, uma outra forma de
conservacao € a desidratacdo em granulado de silica gel, dessecante (2 - 5 mm), acondicionado
em recipientes selados e armazenados a temperatura ambiente. Estudos apontam que a
manutencdo do material por esta técnica € entre 4 meses a 2 anos, livre de contaminacédo
bacteriana ou fingica (Voitekha & Shilkin, 2021).

As aplicacdes das ceratoplastias no homem sdo direcionadas a afeccéo apresentada pelo
paciente, permitindo um melhor prognostico em relacdo ao restabelecimento da acuidade visual
(Choi et al, 2009; Silva et al., 2016). Como exemplos, pacientes com distrofia endotelial de
Fuchs em estagio avangado e ceratopatias bolhosas sdo submetidos a ceratoplastia endotelial

(Doughman et al, 1976; Hyunjoo et al, 2017; Sampaio et al, 2021). Podem se beneficiar da
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ceratoplastia lamelar anterior, aqueles com distrofia estromal ou depdsitos em estroma anterior
(Soh et al, 2020; Catala et al, 2020) resultando, principalmente, na manutencdo da funcdo
Optica da cdrnea. Em casos emergenciais, onde se busca inicialmente a restauracdo da funcédo
tectonica, enxertos de espessura total podem ser empregados (Burgos-Blasco et al, 2023).

Na Oftalmologia veterinaria, frente a elevada demanda de casos emergenciais, a
aplicacdo dos enxertos visando a manutencdo das fungdes tectonicas e terapéuticas sdo as mais
exploradas. Com isso, diferentes tecidos tém sido empregados nas ceratoplastias, a exemplo
dos enxertos autdlogos, como a transposicdo coOrneo-conjuntival e enxertos conjuntivais
(Brunelli et al, 2007; Cebrian et al, 2020), bem como as opcdes de tecidos heterdlogos ou
xenologos, como cdrnea suina (Brunette et al, 2011; Voitekha & Shilkin, 2021), materiais
bioldgicos preservados, a exemplo da membrana amniética (Barros et al, 2005; Kalpravidh et
al, 2009), capsula renal (Andrade et al, 1999), pericardio e submucosa intestinal (Galera et al,
2014; Dower et al, 2021), pele de tilapia (Cavalcanti & Pimentel, 2023), assim como
membranas sintéticas compostas por biopolimeros (Galera et al, 2014; Dulaurent et al, 2014;

Lacerda et al, 2017; Costa et al, 2019, Dower et al, 2021).

Sobre 0 uso de tecido corneano em ceratoplastias veterinarias, sdo descritas técnicas e
aplicagcbes de enxertos preservados a -20°C, conservados a frio (4°), desidratados e frescos
(Arndt etal, 2001; Lacerda etal. 2017; Costa et al, 2018). Recentemente um estudo envolve ndo
132 animais (81 felinos e 51 caninos) com perfuracdo corneana total, reportou o uso de tecido
corneano heteroldgo (cérnea suina) criopreservado a -20°C ou desidratados (Voitekha &
Shilkin, 2021), com perspectiva de bons resultados. A despeito disto, a ampla utilizacdo de
enxertos homdlogos, visando menores complicacdes, encontra algumas limitagdes na rotina
veterindria, como a pouca disponibilidade de corneas doadas, principalmente frente ao apego
dos tutores aos seus animais de estimagdo, além de condigbes comprovadas de conservagdo das

corneas. Estudos voltados a preservacdo da viabilidade deste tecido precisam ser incentivados
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para 0 avango das técnicas de ceratoplastias e a possibilidade de criacdo de bancos de cérnea

dentro da Medicina Veterinaria.

1.1 Justificativa

Os enxertos com tecido corneano em cées tém sido estudados como uma alternativa
eficaz para preservacdo da saude ocular. Porém, ndo ha estudos, em cdes, que comprovem a
viabilidade estrutural da cornea em diferentes meios de preservacdo em periodos de tempo pré-
estabelecidos. Este estudo visa analisar corneas caninas sadias preservadas a frio em meio
Eusol-C® a 4°C e, amostras criopreservadas, ambas as técnicas avaliadas por microscopia de
luz, microscopia eletrdnica de transmissdo e varredura e imuno-histoquimica, com o intuito de
avaliar com base na preservacdo do tecido, o melhor meio, temperatura e prazo de
armazenamento. Adicionalmente, avaliar o impacto do sequestro corneano na estrutura e

funcdo da cdrnea felina.

1.2 Objetivos

1. Awvaliar, através da analise estrutural de cdrnea canina preservada em diferentes
intervalos de conservacdo em meio Eusol-C® e por criopreservacdo a -20°C, -80°Ce -
196°C, a sua preservacao, bem como suas caracteristicas macro e microscopicas apos
periodos de congelamento e descongelamento.

1.1 Avaliar com o uso da imuno-histoquimica, microscopias de luz, eletrdnica de varredura
e transmissdo, a manutencdo da estrutura celular de cdrneas caninas preservadas.

2. Descrever as alteracdes e impactos na estrutura e funcbes na cornea felina acometida

pelo sequestro corneano.



10.

11.

21

2. REFERENCIAS

Andrade A, Laus J. & Figueiredo F. The use of preserved renal capsule to repair
lamellar corneal lesions in normal dogs. Veterinary Ophthalmology, 1999, 2, 79-82
Arndt C, Reese S, Kostlin R. Preservation of canine and feline corneoscleral tissue in
Optisol-GS. Veterinary Ophthalmology 2001;4(3):175-182.

Bakhach J. The cryopreservation of composite tissues: Principles and recent
advancement on cryopreservation of different type of tissues. Organogenesis, 2009,
5(3), 119-126.

Barros PS, Safatle AM, Godoy CA, et al. Amniotic membrane transplantation for the
reconstruction of the ocular surface in three cases. Veterinary Ophthalmology, 2005,
8, p.189-192.

Brunelli ATJ, Vicente FAM, Chahud F, Oria, AP, Bolzan AA, Campos CF, Doria FA,
Laus, J.L. Sclerocorneal limbal stem cell autograft transplantation in dogs. Arquivo
Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, 2007, 59, n.5, p. 1194-1204.
Brunette 1, Rosolen SG, Carrier M, Abderrahman M, Nada O, Germain L, Proulx S.
Comparison of the pig and feline models for full thickness corneal transplantation.
Veterinary Ophthalmology 2011, 14(6):365-77.

Burgos-Blasco B, Vidal-Villegas B, Collado-Vincueria 1, Soria-Garcia
AM, Cuifia-Sardifia R, Mendez-Fernandez R, Diaz-Valle D, Arifio-Gutierez M.
Clinical outcomes of long-term  corneas preserved frozen in Eusol-C used
in emergency tectonic grafts. Cell Tissue Bank. 2023, 24:351-356.

Catala P, Vermeulen W, Rademakers T, Antoon van den B, et al Transport and
Preservation Comparison of Preloaded and Prestripped-Only DMEK Grafts. Cornea
2020; 39:1407-1414

Cavalcanti MC, Pimentel ML. Uso da pele de tilapia (Oreochromis niloticus) como
enxerto para reparo corneal em cdes: Revisdo. Pubvet, 2023, 17(13): e1518.

Cebrian P, Escanilla N, Lowe RC, Dawson C, Sanchez R.F. Corneo-limbo-
conjunctival transposition to treat deep and perforating corneal ulcers in dogs: A
review of 418 eyes and corneal clarity scoring in 111 eyes. Veterinary Ophthalmology,
2020, 24, n.1, 48-58.

Choi JA, Jin, HJ, Jung S. et al. Effects of amniotic membrane suspension in human

corneal wound healing in vitro. Molecular Vision, 2009, v,15, p. 2230-2238.



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

22

Costa D, Leiva M, Sanz F. et al. A multicenter retrospective study on cryopreserved
amniotic membrane transplantation for the treatment of complicated corneal ulcers in
the dog. Veterinary Ophthalmology. 2019;1-8.

Costa D, Levia M, Naranjo C, etal. Cryopreservation (-20° C) of canine corneoscleral
tissue:  histological, microbiological, and ultrastructural study. Veterinary
Ophthalmology, 2018, 21, 556-564

Doughman DJ, Van Horn DL, Rodman W, Byrnes P, Lindstrom RL. Human corneal
endothelial layer repair during organ culture. Arch Opthalmol. 1976 ;94:1791- 1796.
Dower NMB, Ribeiro AP, Gomes LG. et al. Concentrations of tissue inhibitor of
matrix metalloproteinase-1 and hyaluronic acid in canine amniotic membranes
cryopreserved for different time points and its effects in dogs with complicated corneal
ulcers. Veterinary Ophthalmology. 2021; 00:1-11.

Dulaurent T, Azoulay T, Goulle F, et al. Use of bovine pericardium (Tutopatch) graft
for surgical repair of deep melting corneal ulcers in dogs and corneal sequestra in cats.
Veterinary Ophthalmology, 2014; 17, 2, 91-99.

Finii, ME & Stramer, BM. How the cornea heals: cornea-specific repair mechanisms
affecting surgical outcomes. Cdrnea, 2005, v.24, supll, S2-S11.

Galera PD, Ribeiro CR, Sapp HL, Coleman J, Fontes W, Brooks DE, Proteomic
analysis of equine amniotic membrane: characterization of proteins. Veterinary
Ophthalmology, 2014; 1-12.

Gipson, LK. Anatomy of the conjunctiva, cornea and limbus. In: SMOLIN, G.;
THOFT, R.A. (Eds.) The Cornea: scientific foundations and clinical practice. Boston:
Little Brown, 1994. p.3-24.

Grahn B, Peiffer R, Wilcock B. Diseases of the cornea. In: Histologic Basis of Ocular
Disease in Animals. Ed. Grahn B, Peiffer R, Wilcock B. John Wiley & Sons: Hoboken,
2019;143-180.

Hyunjoo JL & Wugaas MM. Eventual Endothelial Failure After Initial Corneal
Clearing After a Detached Endothelial Graft in Fuchs Dystrophy, Cornea.
2017;36:241-243.

Jang TH, Park Yang, JH, Kima, JY, Hong SE, Cryopreservation and its clinical
applications. Integrative Medicine Research, 2017, 12-18.

Jinyang L, Shuai S, Xin Z, Shouxiang N, Yu W, Christine AC, Wei C. Comparison of
Different Methods of Glycerol Preservation for Deep Anterior Lamellar Keratoplasty



24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34,

35.

36.

23

Eligible Corneas. Investigative Ophthalmology & Visual Science, 2012, VVol.53, 5675-
5685.

Johnson, D.H., Bourne, W.M., Campbell, R.J. The ultrastructure of Descemet's
membrane. 1. Changes with age in normal cornea. Arch. Ophthalmol., v.100, p.1942-
47,1982.

Kalpravidh M, Tuntivanich P, Vongsakul S, et al. Canine amniotic membrane
transplantation for corneal reconstruction after the excision of dermoids in dogs.
Veterinary Research Communication, 2009, 33, p.1003-1012.

Kim J, JI, Dong-Beom; Takiyama, N et al. Corneal collagen cross-linking following
superficial keratectomy as treatment for corneal endothelial cell dystrophy in dogs:
Preliminary clinical study. Veterinary Ophthalmology, 2019, 22, 4, 440447

Lacerda RP, Gimenez MTP, Laguna F, etal. Corneal grafting for the treatment of full-
thickness corneal defects in dogs: a review of 50 cases. Veterinary Ophthalmology,
2017, 20: 3, 222-231.

Land MF, Fernald RD. The evolution of eyes. Annu Rev Neurosci. 1992;15:1-29.
Ledbetter EC. & Gilger B. Diseases and surgery of the canine cornea and sclera. In:
Veterinary Ophthalmology (eds Gelatt, K.N., Gilger, B.C. & Kern, T.J.), 5th ed., 2013.
976-1049. Ames, IA: Wiley-Blackwell

Lindstrom RL. Advances in corneal preservation. Tr Am Ophthalmol Soc 1990;88:555-
648.

Marcon, IM. et al. Transplante de Cornea e Banco de Olhos. In: ELSEVIER (Ed.).
Manual de Doagéo e Transplantes. Rio de Janeiro: Elsevier, 2013, 1:6, 163- 174.
Michelacci YM. Collagens and proteoglycans of the corneal extracellular matrix. Braz.
J. Med. Biol. Res., 2003. 36, n.8, 1037-1046.

Mizukava T, Manabe R. Recent advances in keratoplasty with special reference to the
advantage of liquid preservation. Nihon Ganga Kiyo 1968; 19 (12):1310-1318.
Nautscher N, Bauer A., Stefl M, Amselgruber WM. Comparative morphological
evaluation of domestic animal cornea, Veterinary Ophthalmology. 2015, p. 1-8.
Park, S., Sebbag, L., Moore, B.A. et al. Multimodal ocular imaging of known and novel
corneal stromal disorders in dogs. BMC Vet Res. 2022, 18, 117.

Pederson SL, Cleymaet AM, Hess AM, Wotman KL, Freeman KS. Surgically induced
astigmatism in canines following sutured dorsonasal vs dorsotemporal clear corneal

incisions. Veterinary Ophthalmology. 2019;1-8



37

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

24

. Qazi Y, Wong G, Monson B, Stringham J, Ambati BK. Corneal transparency: genesis,
maintenance and dysfunction. Brain Res Bull. 2010. 15;81(2-3):198-210.

Saika S, Ohnishi Y, Ooshima A, Liu, CY, Kao, WWY. Epithelial repair: roles of
extracellular matrix. Cdrnea,2002, n.21, supl.1, p.S23-S29.

Samantha LP, Allison MC, Ann MH, Kathryn L. Wotman, KS Surgically induced
astigmatism in canines following sutured dorsonasal vs dorsotemporal clear corneal
incisions. Veterinary Ophthalmology. 2019;1-8

Sampaio TL, Rodrigues IP, Cresta MBL, Queiroz ACO, Victer TNDF, Pontes DFS,
de Araljo WN, Bao SN, Chalita MRC. Factors influencing endothelial cell density of
corneas for transplantation. Cell Tissue Bank. 2021, 22(2):263-275

Samuelson DA. Ophthalmic anatomy. In: GELATT, K.N. Veterinary ophthalmology.
3.ed. Philadelphia: Lippincott Willians & Wilkins, 1999. p.31-150.

Sebbag L, Mochel JP. An eye on the dog as the scientist's best friend for translational
research in ophthalmology: Focus on the ocular surface. Med Res Rev. 2020
Nov;40(6):2566-2604.

Sebbag L, Silva APS, Santos APB, Raposo ACS, Oria AP. An eye on the Shih Tzu
dog: Ophthalmic examination findings and ocular surface diagnostics. Veterinary
Ophthalmology. 2023; 26: 59-71.

Silva RED, et al. Perfil epidemiologico dos doadores de cornea do Estado de Goias.
Revista Brasileira de Oftalmologia, 2016. 75:4, 274-278.

Soh YQ, Kocaba V., Weiss JS, Jurkunas UV, Kinoshita, S Anthony J. Aldave and
Jodhbir S. Mehta. Corneal dystrophies. NATURE reviews 2020, 6:46.

Tinasi ALSN, Silveira CBB, Honsho CS, Laus JL, Aldrovani M. Birefringence
analysis of collagen supraorganization in cat corneas with tropical keratopathy.
Veterinary Ophthalmology. 2023; 00:1-9

Voitekha MA, Shikkin AG. A comparison between dehydrated and cryopreserved
heterologous corneal grafts for penetrating keratoplasty in dogs and cats. Veterinary
Ophthalmology. 2021; 00:1-11.

Vrana E, Builles N, Hindie M, Damour O, Aydinli A, Hasirci V. Contact guidance
enhances the quality of a tissue engineered corneal stroma. Journal of biomedical
materials research, 2008, 84(2):454-63.

Walter H, Bilotta T, Goncalves C, Busse C. A combination of modified Kuhnt—
Szymanowski and Celsus—Hotz techniques for correction of entropion and overlong

lower eyelids in dogs (40 eyes). Veterinary Ophthalmology. 2023; 00: 1-10.



50.

51.

52.

53.

25

Waring 1ll, G.O. Corneal Anatomy and Physiology as Applied to Refactive
Keratotomy. In: WARING I, G.O. Refrative keratotomy for myopia and astigmatism.
St. Louis: Mosby, 1992. p.17-35.

Waring, G.O. Corneal structure and pathophysiology. In: LEIBOWITZ, H. Corneal
disorders: clinical diagnosis and management. Philadelphia: WB Saunders, 1984. p.3-
25.

Winkler M, Chai D, Kriling S, etal. Non-linear optical macroscopic assessment of 3-
D corneal collagen organization and axial biomechanics. Invest Ophthalmol Vis Sci,
2011; 52:8818-27.

Yuksel B, Uzunel UD, Kusbeci T. Endothelial cell viability of donor corneas preserved

in Eusol-C corneal storage medium. Exp Clin Transplant. 2016;14(4):441-444.



26

CAPITULO 11

Avaliacdo estrutural e ultraestrutural de corneas caninas mantidas em EUSOL-C®, e
criopreservadas

Structural and ultrastructural evaluation of canine corneas maintained in EUSOL-C® and
cryopreserved
Running Tittle: Ultrastructure of preserved canine cornea

Rosélia L.S. Aratjo?, José R. Corréa 2 e Paula D. Galera 2

1 DVM, Msc. Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Animais, Faculdade de Agronomia e Medicina
Veterinéria, Universidade de Brasilia, Distrito Federal, Brasil.

2 Dsc., Msc. Laboratério de Microscopia e Microanalise, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Professor
Associado, Universidade de Brasilia, Distrito Federal, Brasil.

3 DWM, Dsc., Msc. Laboratdrio de Oftalmologia Comparada, Professor Associado, Universidade de

Brasilia, Brasilia, Brasil.

Adress communications to:
P.D.Galera
Tel: +55 61 98345-3330

e-mail: dra.paulagalera@gmail.com

Agradecimentos: Este estudo foi financiado em parte pela Coordenacdo de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cddigo Financeiro 001.

Conflitos de interesse: Os autores declaram ndo haver conflitos de interesse.

Declaracdo de aprovacdo ética: Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade de Brasilia, sob nimero de protocolo 23106.064222/2021-19,
seguindo as normas de experimentacdo animal da Associacdo de Pesquisa em Visdo e
Oftalmologia (ARVO)

Obs.: O Capitulo Il encontra-se formatado segundo modelo de submisséo de artigos para publicacdo do

periédico Veterinary Ophthalmology Journal



27

RESUMO

Objetivo: Avaliar as caracteristicas estruturais e ultraestruturais de cOrneas caninas
preservadas em meio Eusol-C® e criopreservadas, em diferentes temperaturas, utilizando-se
técnicas de microscopia de luz e eletronica, aliadas a estudo imuno-histoquimico.

Animais estudados: Trés cdes (Schnauzer, Shih tzu e Boxer), sem alteragdes oculares,
historico ou suspeita de patologias sistémicas com repercussdo ocular, eutanasiados devido a
complicagbes de doenca renal cronica, shunt portossistémico e cardiomiopatia,
respectivamente.

Procedimentos: Foram coletadas as duas cérneas de cada um dos cdes, em até 6 horas apos a
eutanasia dos mesmos. Os discos corneo-esclerais foram seccionados e divididos em duas
porcoes iguais. O grupo Eusol (n = 4) foi mantido em Eusol-C® (Alchimia, Ponte San Nicolo,
Italia) a 4°C (Fig 1), e o grupo Crio (n = 4, para cada temperatura de conservagdo) em
Solucdo oftalmica a 0,3% de Ofloxacina (Oflox ©, Allergan, Brasil) a-20°C, -80°C e a -
196°C. Apos o acondicionamento por periodos de 14 dias, 28 dias e 60 dias, as amostras
foram, respectivamente, submetidas a avaliagdo macroscoOpica e processadas para
microscopia de luz, imuno-histoquimica (E-caderina), microscopias eletrdnicas de
transmissdo e varredura.

Resultados: As avaliagbes macroscopicas e por microscopia de luz revelaram que as amostras
mantidas por 14 dias em Eusol-C® e criopreservadas a -80°C com menores graus de
alteracOes em relacdo as demais. Todas as amostras de G Eusol e G Crio exibiram alto grau
de degeneracdo ap0s 60 dias de preservacdo. Por imuno-histoquimica, a expressdo da E-
caderina foi positiva nas membranas epiteliais de todas as amostras. Por MEV amostras
mantidas por 14 dias em meio Eusol-C® exibiram boa preservacdo. Nos cortes de tecido
congelados observou-se espessamento dos arranjos lamelares do estroma. A anélise por MET
evidenciou a manutencdo da celularidade epitelial e estromal, bem como as caracteristicas
dos ceratdcitos nos tecidos corneanos mantidos por 14 dias.

Conclusdo: O meio Eusol e a criopreservacdo a -80 C° aos 14 dias mantiveram melhores
caracteristicas estruturais da cdrnea. No entanto, para atestar a viabilidade de sua
implantacdo, sdo necessarios estudos clinicos utilizando enxertos mantidos em tais métodos

de preservacéo.

Palavras-chave: transplante, enxerto, ceratoplastia, banco de corneas, caes
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the structural and ultrastructural characteristics of canine corneas
preserved in Eusol-C® medium and cryopreserved at different temperatures, using light and
electron microscopy techniques, combined with immunohistochemical studies.

Animals studied: Three dogs (Schnauzer, Shih tzu and Boxer), with no ocular changes, history
or suspicion of systemic pathologies with ocular repercussions, euthanized due to
complications of chronic kidney disease, portosystemic shunt and cardiomyopathy,
respectively.

Procedures: Both corneas from each dog were collected within 6 hours after their euthanasia.
The corneoscleral discs were sectioned and divided into two equal portions. The Eusol group
(n = 4) was kept in Eusol-C® (Alchimia, Ponte San Nicolo, Italy) at 4°C (Fig 1), and the Crio
group (n =4, for each storage temperature) in Solution ophthalmic 0.3% Ofloxacin (Oflox ©,
Allergan, Brazil) at -20°C, -80°C and -196°C. After conditioning for periods of 14 days, 28
days and 60 days, the samples were, respectively, subjected to macroscopic evaluation and
processed for light microscopy, immunohistochemistry (E-cadherin), transmission and
scanning electron microscopy.

Results: Macroscopic and light microscopy evaluations revealed that the samples kept for 14
days in Eusol-C® and cryopreserved at -80°C had lower degrees of changes compared to the
others. All G Eusol and G Crio samples exhibited a high degree of degeneration after 60 days
of preservation. By immunohistochemistry, E-cadherin expression was positive in the
epithelial membranes of all samples. By SEM, samples kept for 14 days in Eusol-C® medium
showed good preservation. In frozen tissue sections, thickening of the stromal lamellar
arrangements was observed. TEM analysis showed the maintenance of epithelial and stromal
cellularity, as well as the characteristics of keratocytes in corneal tissues maintained for 14
days.

Conclusion: Eusol medium and cryopreservation at -80 C° at 14 days maintained better
structural characteristics of the cornea. However, to confirm the feasibility of its implantation,

clinical studies using grafts maintained in such preservation methods are necessary.

Keywords: transplant, graft, keratoplasty, cornea bank, dogs
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1. INTRODUCAO

A visdo ocorre pela perfeita sintonia de fatores anatdmicos, fisiologicos e fisicos,
através da passagem de luz pelos meios refringentes do olho.! No entanto, doencas oculares,
sejam elas sistémicas ou focais, interferem na homeostase corneana levando ao seu
desequilibrio e comprometendo a acuidade visual. 2
As ceratites ulcerativas, ceratites pigmentares cronicas, distrofias e degeneracoes,
frequentemente sdo diagnosticadas em cdes e gatos. Ceratites ulcerativas profundas, com
exposi¢do do estroma corneano, endotélio ou membrana de Descemet, assim como as que
culminam em perfuragdo ocular, estdo entre as mais graves afecgdes na clinica oftalmica de
pequenos animais. 3
Diferentes técnicas de ceratoplastias utilizando-se enxertos autdlogos, heterdlogos ou
xendlogos tém sido utilizadas no tratamento de lesdes corneanas. **° A despeito disto, a
busca pela transparéncia e manutencdo da refracdo da cornea apds a correcdo cirdrgica tem
sido um desafio, e o emprego de tecido corneano tém merecido atencdo na oftalmologia
veterinaria. ©

O transplante de cornea pode ser definido como a substituicdo de um tecido afetado
por tecido saudavel, com o objetivo de melhorar a acuidade visual (funcdo Optica), corrigir
alteracOes anatdbmicas (tectdnico), ou substituir o tecido lesionado, sem resposta a tratamentos
clinicos (terapéutico) ou melhora do aspecto ocular (estético). 27 Amplamente utilizados na
oftalmologia humana, os discos corneanos geralmente sdo conservados a frio, visando a
reducdo ou inibicdo do metabolismo celular e preservacdo estrutural dos tecidos. ©

Na Medicina Veterinaria a caréncia de corneas disponiveis para o uso imediato tém
sido uma barreira para a realizacdo deste procedimento. Nos Ultimos anos, foram descritos
estudos sobre o uso de enxertos heterologos criopreservados aplicados em ceratoplastias

penetrantes e lamelares em cées e gatos: & porém, ndo é de conhecimentos destes autores,
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estudos comparativos que avaliem alteracBes estruturais decorrentes dos métodos de
conservacdo do tecido corneano de cédes, bem como os efeitos inerentes ao congelamento e
descongelamento de tais tecidos.®

Propdem-se por meio deste estudo, avaliar os aspectos estruturais e ultraestruturais
de explantes de corneas de cées, apds periodos distintos de preservacdo a 4°C em meio
Eusol-C®, e de amostras criopreservadas a -20° C, - 80° C e a -196° C, assim como, as

alteracOes secundarias ao congelamento e descongelamento destas amostras.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 - Animais

Foram coletados olhos de 3 cées (Tabela 1) provenientes da rotina clinica de
hospitais Vveterindrios parceiros. Os olhos foram submetidos a avaliagdo por biomicroscopia
com lampada em fenda (Slitlhmp Kowa® SL-15) e teste de coloragdo com fluoresceina.
Excluiram-se animais com afeccOes em superficie corneana, e com alteracfes sistémicas com
repercussdao ocular. Todos os pacientes foram incluidos mediante assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido pelos tutores. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de
Etica de Uso Animal (CEUA-UnB), com niimero de protocolo 23106.064222/2021-19,
atendendo as normas para experimentacdo animal da Association for Research in Vision and

Ophthalmology (ARVO).

Raca Idade Sexo Causa do 6bito Coleta pos mortem
Amostra 1 | Schnauzer | 5 anos | Macho | Doenga renal cronica | 20 min
Amostra2 | shihtzu | 1an0 | Macho | Shuntportossistémico | 30 min
Amostra 3 | Boxer | 6 anos | Fémea | Cardiomiopatia | 6 horas

Tabela 1. Dados dos cées doadores.
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2.2 - Coleta e processamento das amostras
2.2.1 Obtengdo e armazenamento das amostras

Foram coletados bulbos oculares post mortem de 3 cées, dois de cada individuo,
somando 6 bulbos, através de enucleacdo subconjuntival em um periodo de até seis horas apds
0 Obito. Posteriormente 0s discos cOrneo-esclerais foram obtidos por meio de incisbes
perilimbais em 360°, limpos e descontaminados por lavagens consecutivas em solu¢do salina
isotonica estéril e solucdo de iodo-povidona a 5% (Fig. 1). 1 As amostras foram obtidas com
a minima manipulacdo, a fim de evitar danos a superficie corneana. No caso do animal 3, cuja
coleta foi realizada 6 horas apds o ébito, o corpo foi mantido refrigerado até o momento da
coleta das corneas.

Os discos foram divididos em duas porcdes iguais, dando origem a 4 fragmentos de
tecido corneano de cada animal, somando um total de 12 amostras, separadas em dois grupos:
G (grupo) Eusol, composto por 1 fragmento de cada céo, refrigerado a 4°C em Eusol-C®
(Alchimia, Ponte San Nicolo, Italia); e o G (grupo) Crio, 3 fragmentos de cérnea de cada
animal, totalizando 9 amostras, foram criopreservadas em solucdo oftdlmica de Ofloxacina
0,3% (Oflox ©, Allergan, Brasil), 12-13em 3 diferentes temperaturas, -20°C, -80° C e -196°C
(Fig 2). > 1415 As amostras mantidas a 4°C foram acondicionadas em refrigerador (Consul,
Frost Free, modelo CRB 19AB), as congeladas a -20°C em freezer (Cénsul, Frost Free, modelo
CRB 19AB) (Costa et al, 2018), aquelas mantidas a-80°C em Ultrafreezer (UltraFreezer -80°C,
Panasonic VIP Plus, modelo MDF-U-56VC), e as mantidas a -196°C, foram armazenadas em
botijdes com nitrogénio liquido. Todas as amostras foram gradativamente congeladas, de
acordo com cada temperatura previamente estabelecida (-20° C, - 80°C e -196°C), e
posteriormente descongeladas até chegar atemperatura ambiente, para realizacdo das andlises;

ndo foram usados crioprotetores. Os periodos de armazenamento foram atribuidos aos
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respectivos intervalos de tempo (14, 28 e 60 dias). Apds cada descongelamento, as bordas de
cada fragmento foram seccionadas e descartadas (Fig. 4),1° e cada fracdo foi imediatamente
submetida a avaliacdo macroscopica, seguida do preparo para as técnicas de microscopia.

Corneas frescas (controle) seguiram o mesmo processo de descontaminagdo e processamento.

Figura 1. Fases da coleta de amostras. A Bulbo ocular, coleta pos mortem por enucleagdo

subconjuntival. B Obtencdo de disco cérneo-escleral.

Grupo Eusol
C
mm) 4C°

Grupo Crio

) oc

mm) -80C°

) . 196C°

Figura 2. Tratamento de amostras. A Representacdo esquematica de seccdo de disco corneo-
escleral. B. FracGes de discos corneo-esclerais. C. Temperaturas de preservacao.
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Figura 3. Esquema de descarte de bordas das fragdes de tecido corneo-escleral. A

Delineamento das bordas. B. Corte das bordas.

2.3 - Processamento das amostras

2.3.1 Avaliagdo macroscopica

Apds os periodos estipulados de armazenamento e posterior resfriamento e/ou
descongelamento, as amostras foram avaliadas quanto ao estado macroscopico de conservagao
pela analise de sua transparéncia e preservacdo de arquitetura estrutural.

As secgdes corneo-esclerais foram distribuidas em placas de Petri e depois posicionadas
sobre a impressdo de uma linha de fonte Arial de 11 pontos (Fig. 4). 16 A avaliacdo da
transparéncia e distensdo macroscépica do tecido foi realizada por um Unico observador com
os olhos desarmados. O grau de opacidade de cada amostra foi atribuido de acordo com a
seguinte classificacdo: O (transparente), 1 (neblina); e 2 (opacidade). Os parametros da
espessura (arquitetura tecidual) foram mensurados de 0-4, mediante a observacéo de: 0
(arquitetura preservada), 1 (distensdo estromal sutil a 6bvia), 2 (estroma irregular,

abaulado).16
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Figura 4. Avaliagdo da opacidade do tecido corneano apos 14 dias de conservagdo em meio

Eusol-C®, visualizagdo de vogal A, fonte Arial 11.

2.3.2 Microscopia

2.3.2.1 Microscopia de luz

Amostras de cornea canina foram fixadas em solu¢do de formaldeido a 10% durante
24 horas. Ato continuo, foram seccionadas e processadas rotineiramente para exame
histopatolo gico, incluidas em parafina, cortadas a Spum de espessura e coradas com
hematoxilina/eosina (HE).

As laminas de vidro foram visualizadas, avaliadas e digitalizadas com o uso do
microscépio Opticam modelo O500R FLUO (Opticam. Microscopy Technology®). Para
obtencdo da distancia do epitélio ao endotélio, foram realizadas mensuragcdes com o software

OPTHD (Opticam Microscopy Technology®). 17

2.3.2.2 — Imuno-histoquimica

Foi realizada a imunocoloracdo para E-caderina, glicoproteina de adesao intercelular
fundamental para a manutencdo da polaridade e arquitetura epitelial. 18 Paratal, os blocos de
parafina contendo as amostras de cornea foram cortados a 4um de espessura,
desparafinizados em xilol, hidratados em concentragfes decrescentes de etanol e lavados em

agua destilada. Em seguida, foram submetidos a recuperacdo antigénica pelo calor em
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solucéo de pH alto (Target Retrieval solution High pH-DM828, K800221-2 EnV FLEX+,
High pH Link, DAKO) na panela de pressdo (PascalR, Dako). Posteriormente, as laminas
foram colocadas em temperatura ambiente por 20 minutos para resfriamento e lavadas com
agua deionizada. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com a imersdo das laminas
em peroxido de hidrogénio pronto para uso (EnVisionTM FLEX PEROXIDASE-
BLOCKING REAGENT SM801, K800221-2 EnV FLEX+, High pH Link, DAKO). Apos
essa etapa 0s cortes foram lavados em solugdo tris (pH 7,4). Os sitios inespecificos foram
blogueados, com solugdo bloqueadora de reacdo inespecifica (protein block serum-free —
DAKO, X0909). A incubacdo com anticorpo primario E-caderina, clone HECD-1, foi
realizada por 18 horas a 4°C. Como sistema de amplificacdo e deteccdo utilizou-se o
EnVision FLEX/HRP, SM802 (Dako) e o cromégeno diaminobenzidina (EnVision FLEX
DAB+CHROMOGEN, DM827, DAKO). As laminas foram contra-coradas com

Hematoxilina de Harris. 1°

2.3.2.3 - Microscopia eletronica de Transmissdao (MET)

FracOes de cornea canina foram seccionadas em fragmentos de 3mm de diametro,
fixadas em paraformaldeido a 2% e glutaraldeido a 2% em tampéo cacodilato de sodio 0,1 M,
pH 7,2, por 24 h, a temperatura ambiente. Apds lavagem em 0,1 M de cacodilato de sédio
tampdo pH 7,2, as amostras foram fixadas em tetroxido de 6smio 2%, 1,6% ferricianeto de
potéssio (1: 1 v/iv) e 5 mM CaCl2 em tampdo cacodilato de sédio, pH 7,2, durante 1 h, a
temperatura ambiente, seguido de lavagem em tampdo cacodilato de sédio 0,1 M em pH
7,2. As amostras foram mantidas durante 24 h em solucdo aquosa de acetato de uranila a
0,5% a 4°C, lavadas em &gua destilada e desidratadas numa série ascendente de acetona (30,
50, 70, 90 e 100%). O material foi embebido numa mistura de (3:1 v/v) acetona/resina Spurr
(Eletron Microscopy Sciences, Co.) durante 6 h, (2: 1 v/v) acetona/resina Spurr durante a

noite, (1: 1 v/v) acetona/resina Spurr para 6 h, (1: 2 v/v) acetona/resina Spurr durante a noite
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e finalmente em resina pura durante 6 h. As amostras foram embebidas em resina Spurr por 3
dias em incubadora, a 60°C. SeccOes semi-finas de um micrometro foram cortadas em vidro
e coradas com azul de toluidina para identificacdo da regido a ser seccionada. Seccdes
uktrafinas de 70 nm foram seccionadas com faca diamantada de diamante de 45° (micr6tomo
Leica Ultracut UCT) e contrastadas com acetato de uranila aquoso a 3% e com citrato de
chumbo a 10%. As amostras foram analisadas em um MET, JEM 1011 (Electron Microscopy

Sciences, Co, Jeol). 20

2.3.2.4 - Microscopia eletronica de Varredura (MEV)

Semelhantemente ao processamento anterior os fragmentos de cdrnea foram
seccionados em filetes fixados, contrastados e desidratados numa série ascendente de acetona
(30, 50, 70, 90 e 100%). Posteriormente foi realizada a secagem a ponto critico (Critical Point
Drying - CPD 030, Balzers) em CO2 liquido e apds a secagem, as amostras foram fixadas em
stubs metalicos com fitas dupla face de carbono. Em seguida, foram metalizadas com uma
camada de ouro de 20 nm, com o uso do metalizador de alto vacuo (Leica EM SCD500).
Posteriormente, as amostras foram visualizadas usando um Microscopio Eletronico de
Varredura de emissdo de campo Jeol JSM-7000F (Jeol Ltd.).

As técnicas de microscopia eletrdnica foram realizadas no Laboratdrio de Microscopia e

Microanalise (LMM-UnB). 17

2.3.3 Andlise estatistica

Para andlise estatistica foi utilizado o software estatistico SPSS Statistics (Version 23.0.
Armonk, NY: IBM Corp). Foram aplicados os testes ndo paramétricos de Friedman, Kruskal
Wallis e o Post Hoc d Dunn-Bonferroni, com o nivel de significincia de 5%. Comparagdes

multiplas intragrupos dos valores de médios foram realizadas pelo teste de Friedman e pelo
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teste post hoc de Dunn-Bonferroni. Comparaces multiplas intergrupos dos valores em cada
momento de avaliacdo foram realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis e pelo teste post hoc de

Dunn-Bonferroni.

3. RESULTADOS

Avaliacdo macroscopica

A analise macroscdpica a olho desarmado revelou que as amostras mantidas em meio
Eusol-C® apresentaram uma melhor manutencdo da transparéncia e espessura em até 14 dias
de armazenamento (Fig. 5). Aos 28 dias foram observadas alteragdes estruturais, listadas na
tabela 2. As amostras criopreservadas e mantidas em solucdo de Ofloxacina 0,3%, mantidas a
-20° C, e -196° C exibiram maiores alteracdes estruturais quando comparadas as armazenadas
a -80°C, nos trés diferentes periodos estabelecidos. As amostras referentes aos 14 e 28 dias,
apresentaram menor grau de alteracdes. Praticamente todas as amostras de G-Eusol e G-Crio
exibiram alto grau de degeneragdo ap0s 60 dias de preservacdo (Tabelas 2 e 3).

Para identificar se existiu diferenca entre o grau de arquitetura entre 0S grupos, nas
mensuracdes das amostras aos 14, 28 e 60 dias, foi realizado o teste de Friedman (p-valor =
0.13) e o teste de Kruskal-Wallis. Para o teste de Friedman, o p-valor foi superior a 0,05 e
indicou a ndo rejeicdo da hipotese nula. Dessa forma, ndo houve evidéncias estatisticas que
apontem uma diferenca entre os grupos. Contudo, no teste Kruskal-Wallis, o p-valor foi inferior
a 0,001, onde uma comparagdo com diferenca estatisticamente significante (p-valor <0,05) foi
entre 14 dias de congelamento para 60 dias de congelamento, onde foram apresentados maiores
valores de grau de arquitetura no maior periodo de armazenamento.

Em relagcdo a avaliacdo estatistica das mensuracBes das amostras, foi realizado o teste
de Friedman (p-valor = 0.13) e o Kruskal-Wallis, onde o p-valor foi de 0,0002, apontando que

ndo ha evidéncias estatisticas que indiquem diferencas entre 0S grupos.
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Para identificar quais grupos apresentaram a diferenca, foi realizado o teste de Dunn, com
método de Bonferroni. Duas compara¢des dentro do proprio grupo se mostraram significativas,
nas amostras congeladas por 14 dias de congelamento para as mantidas por congeladas por 60
dias de congelamento, onde foram apresentadas maiores mensuracbes para 60 dias de
congelamento; e nas preservadas por 14 dias em meio Eusol para as com 60 dias no mesmo
meio, onde foram apresentadas maiores mensuracbes para 60 dias de Eusol. N&o foram

observadas diferencas estatisticas significativas em relacdo as mensuragdes da espessura.

Avaliacéo por microscopia de luz

A mensuracdo dos cortes histologicos com o auxilio do software
OPTHD (Opticam Microscopy Technology®) foi listada na Tabela 4. A espessura dos cortes
acondicionados a 4°C em Eusol por 14 dias apresentaram valores de 0,487 a 0,96 um, e
aumentaram ao longo do maior o periodo de acondicionamento variando entre 0,953 a 1,801
um nas mantidas por 28 dias e de 1,488 até acima de 2,000 um, apés os 60 dias. Na
comparacdo entre mensuracdo dos cortes criopreservados, temos valores mais proximos aos
mantidos no Eusol naquelas amostras mantidas a -80°C, com 0,529 a 0,812 pum aos 14 dias, e
0,8a1,162 pm aos 28 dias. As amostras criopreservadas por 60 dias apresentaram valores
acima de 2,000 pm, inviabilizando uma mensuracdo precisa, devido a expansdo tecidual ser

maior que o limite de mensuracdo possivel por este metodo.
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ARQUITETURA TECIDUAL
EUSOL-C® CRIO
2 | -20° -80° -196°

AMOSTRA 1

14 dias 0 1 0 1

28 dias 1 2 1 3

60 dias 2 4 3 4
AMOSTRA 2

14 dias 0 1 1 1

28 dias 1 2 1 3

60 dias 2 3 2 4
AMOSTRA 3

14 dias 1 1 1 2

28 dias 1 2 1 3

60 dias 2 3 3 4

Classificacdo: 0, Arquitetura preservada; 1, Edema estromal leve; 2, Edema estromal moderado; 3, Edema

estromal acentuado; 4, Completa perda de arquitetura tecidual.

Tabela 2. Classificacdo de alteragdes estruturais de tecido corneano por avaliacao

histolo gica.
EUSOL-C CRIO
40 -20° -80° -196°
AMOSTRA 1 | Transparéncia| Espessura | Transparéncia | Espessura | Transparéncia| Espessura | Transparéncia| Espessura
14 dias 0 0 1 1 0 0 1 1
28 dias 1 0 2 2 1 1 2 2
60 dias 1 0 2 2 2 2 2 2
AMOSTRA 2
14 dias 0 0 1 1 1 1 1 2
28 dias 2 2 2 2 1 1 2 2
60 dias 1 1 2 2 2 2 2 2
AMOSTRA 3
14 dias 1 0 1 1 0 0 1 1
28 dias 1 1 2 2 1 1 2 2
60 dias 2 2 1 2 2 2 2 2

Transparéncia: 0, Transparente; 1, Neblina (moderada perda de transparéncia); 2, Opacidade

Espessura:0, Arquitetura preservada; 1, Distensdo estromal sutil a 6bvia; 2, Estroma irregular a abaulado.

Tabela 3. Avaliagdo macroscépica de corneas preservadas em Eusol-C® e criopreservadas a -
20°C, -80°C e -196°C em curto, médio e longo prazo, expressos em nimero para cada
amostra. As amostras séo classificadas de 0 a 2 de acordo com o grau de acometimento do
tecido, sendo zero correspondente aquelas com a transparéncia preservada e 2, o grau

atribuidos as que exibiam opacidade tecidual.
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Mensuragoes de cortes histologicos

EUSOL-C® CRIO
40 -20° | -s0° | -196°

AMOSTRA 1

14 dias 0,487mm 0,963 mm 0,529 mm 0,960mm

28 dias 0,953mm 1,566 mm 0,800 mm 1,665mm

60 dias 1,488mm 1,992 mm 1,445mm 2,465mm
AMOSTRA 2

14 dias 0,567mm 1,047mm 0,607 mm 1,214mm

28 dias 0,988mm 1,574mm 0,904 mm 1,778mm

60 dias 2,305mm 1.984mm 1,465mm 2,563mm
AMOSTRA 3

14 dias 0,782mm 0,963mm 0,812 mm 1,105 mm

28 dias 1,801mm 1,566mm 1,162mm 1,767mm

60 dias 2,908mm 1,997mm 1,962mm 2,668 mm

Tabela 4. Mensuragdo em micrometros (um) de espessura dos cortes histologicos de
amostras mantidas em Eusol-C® e criopreservadas a -20°C, -80°C e -196°C em curto, médio e

longo prazo.

Figura 5. Avaliagdo macroscopica de corneas preservadas em Eusol-C® e criopreservada a -
196°C. A. Macroscopia de fragmentos de cOrnea canina, nota-se a conformacdo estromal
preservada em fragmento mantido no Eusol-C® por 14 dias (asterisco azul) contrastando com
0 abaulamento do estroma da amostra mantida a -196°C pelo mesmo periodo (ponta de seta
vermelha), respectivamente mostrados em B e C. B. Corte histolégico da mesma amostra

preservada em Eusol-C®. C. Histologia de amostra mantida a -196°C. HE 20x.
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Imuno-histoquimica
A expressao da E-caderina foi positiva nas membranas celulares epiteliais, bem como
em dep06sitos pontilhados intracitoplasmaticos, principalmente das amostras em degeneracao

celular, caracterizando sua endocitose nestas amostras (Fig. 6).

Figura 6. Andlise histoldgica de amostras de cOrnea canina imunocoradas por E-caderina.

Destacando as membranas das células epiteliais e deposicdes citoplasmaticas em amostras de
diferentes estagios de conservacdo (setas vermelhas). A. Membranas fortemente coradas,
cortes preservados em Eusol por 14 dias. B Areas de erosdo epitelial, evidente perda de
camadas de células apicais em amostra conservada por 60 dias no Eusol-C®, onde destaca-se
a aderéncia das células epiteliais, contorno celular e citoplasma exibindo coloragédo
pontilhada por E-caderina. C e D Amostras em processo de degeneracdo celular, mantendo a

coloracdo imuno-histoquimica positiva. 1HQ 20x.
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Microscopia eletronica de Varredura (MEV)

A analise por MEV das corneas preservadas permitiu a visualizagdo das alteracbes nos
diferentes periodos de acondicionamento das amostras (Fig. 7). Nas amostras mantidas por 14
dias em meio Eusol-C® foram visualizadas lamelas de colageno do estroma sem sinais de
edema (Fig. 7 A), alinhadas na maior extensdo do corte, e com algumas areas de distensdo na
porcao periférica. O endotélio se mostrou com células hexagonais uniformes (Fig. 7 B).
Amostras mantidas por 28 dias, apresentaram-se com moderado desarranjo lamelar (Fig. C-
D). Em todos os cortes de tecidos mantidos sob congelamento, observou-se diferentes graus

de espessamento dos arranjos de colageno presentes nas lamelas estromais (Fig. 7 E-F).
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Figura 7. MEV de cérnea mantida em meio Eusol-C®. A Lamelas de colageno perfeitamente
alinhadas com discreta distensédo do espaco interlamelar na periferia do tecido. B
Visualizacdo de endotélio corneano, destaca-se as células perfeitamente justapostas de
formato hexagonal (contorno branco). C. Nota-se o moderado desarranjo lamelar da amostra
vista com 28 dias de armazenamento. D Abaulamento das lamelas estromais em amostra de
tecido mantida congelada a -20°C por 14 dias, com a manutencdo das células epiteliais
(pontas de seta vermelhas) com bordos lamelares espessados e pouco definidos. E. F
Amostras mantidas a -80°C por 28 dias com perda de definicdo entre suas camadas.



Microscopia Eletronica de Transmissédo (MET)

O estudo por MET foi realizado em amostras de tecido corneano de cées saudaveis
preservados por 14 dias. Todas as amostras, conservadas em Eusol-C® e criopreservadas,
foram preparadas para a analise por MET seguindo o mesmo protocolo de processamento, no
entanto, a alteracdo tecidual das amostras com maior tempo de preservacdo ndo permitiu a
obtencdo de cortes ultrafinos adequados para visualizagdo ao microscopio de transmissao.
Nos fragmentos avaliados, o epitélio se apresentou com células justapostas (Fig.8 A.B). O
alinhamento e posicionamento dos desmossomos em intimo contato entre a camada epitelial
basal e primeira camada estromal, foi visualizado (Fig. 8 C). Cortes das fibras de colageno
mostraram arranjos segmentados em disposi¢Oes transversais e longitudinais (Fig.8. D, E, F).
Os ceratocitos visualizados se mantiveram integros e dispostos entremeando as fibras

estromais (Fig. 8 G. H. | e Fig. 9).
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Figura 8. MET de tecido corneano de cdo. A e B Multicamadas de células epiteliais integras
(Ep). C Desmossomos (pontas de seta azul). D Organizacdo de fibras colageno estromal
(setas azuis). E Ceratocito perfeitamente alongado entre fibras de coldgeno em corte
longitudinal. F. Destaca-se o arranjo entrelacado das fibras de colageno estromal, corte
transversal (estrela amarela), corte longitudinal (estrela branca). G, H, | Ceratocitos
visualizados em diferentes amostras com adequada conformacdo estrutural (pontas de seta

vermelha).
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Figura 9. MET de Ceratdcito localizado em estroma corneano de cdo. Célula alongada, com nicleo (Nc) em regido central, ocupando
aproximadamente 60% do volume celular, vesiculas dispersas pelo citoplasma (Vs)
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DISCUSSAO

O crescente avanco terapéutico na conducdo do tratamento cirargico de afeccOes
corneanas em animais domésticos demanda disponibilidade e qualidade de enxertos de
cérnea. Visando contribuir na analise de métodos de conservacdo deste tecido, estudamos
corneas caninas preservadas em meio Eusol-C a 4 C° e criopreservadas a -20 C°-80 C°e -
196 C° em diferentes periodos de tempo, curto (14 dias), médio (28 dias) e longo (60 dias).
Em nossas analises, amostras mantidas pelo periodo de 14 dias em meio Eusol-C a4 C°
apresentaram melhor manutencdo das caracteristicas teciduais, e amostras criopreservadas a -
80 C° mantiveram sua estrutura mais proxima ao tecido fresco. Em ambos os métodos se
observou a manutencdo da viabilidade epitelial, menor edema e desalinhamento interlamelar,

alem da preservacdo estrutural de ceratdcitos.

O meio Eusol é amplamente utilizado na conservacdo de corneas humanas destinadas
a transplantes em todo o mundo, 2% com estudos reportando a sua eficacia frente a

manutencdo da viabilidade da cérnea humana pelo periodo de 14 dias, a4 C°. 621

Em relagdo a criopreservacdo, as temperaturas de -20 C°, -80 C° e -196 C, foram
definidas baseando-se na possibilidade de conservacdo deste tecido em freezers domeésticos (-
20 C°), costumeiramente disponibilizados em clinicas, farmécias e laboratdrios veterinarios;
ou, em ultra freezer (-80 C°), equipamento comumente disponivel em centros laboratoriais, e
a-196 C°, pelo histérico de boa manutencdo da viabilidade de alguns tipos celulares, quando
mantidos nesta temperatura 17 e, pela possibilidade de manter a amostra em botijéo de

nitrogénio liquido, o qual pode ser faciimente transportado.

Pelas avaliagbes macro e microscopicas verificou-se que as amostras com melhor
preservacdo em relacdo a manutencdo da espessura e transparéncia foram as mantidas por 14

dias em meio Eusol; e dentre as criopreservadas, aquelas acondicionadas a -80 C°, nos trés
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periodos de tempo estipulados. Contudo, os melhores resultados foram observados nas
cérneas mantidas por 14 dias, e um varidvel grau degenerativo nas acondicionadas por 28
dias. As corneas preservadas a -20C°, tal como, a -196 °C apresentaram alteracdes teciduais
em todos os periodos, 14 dias, 28 e 60 dias, com aumentos gradativos de degeneracdo e perda

de morfologia.

As amostras mantidas por 60 dias apresentaram 0s maiores danos de preservagéo, e de
forma mais acentuada naquelas preservadas a -196 °C, onde houve evidente abaulamento do
tecido, acentuado grau de edema, opacidade e desestruturacdo, conforme reportado
anteriormente. 9 Estatisticamente, o teste de Dunn, pelo método de Bonferroni, atestou que
as maiores diferencas das mensuracdes em relacdo a distensdo estromal e consequente
desestruturacdo das cdrneas, estdo entre as amostras mantidas por 14 dias em relacdo aquelas

mantidas por 60 dias, armazenadas tanto em meio Eusol como as congeladas.

Os achados deletérios observados nas amostras mantidas a -196°C, podem ser
justificados pelo desencadeamento de estresse quimico e térmico, levando a alteracGes nas
funcOes biologicas dos tecidos. 22 Embora, nesta temperatura ocorra a interrup¢do das
reagBes metabolicas, o que teoricamente preserva os tecidos indefinidamente, as fases de
congelamento e descongelamento empregadas entre as analises podem ser destrutivas,
levando a perda de cerca de 95% de agua intracelular, e a um aumento consideravel das
concentragfes de eletrolitos nos meios intra e extracelulares. Adicionalmente, pode haver
formacgdo de cristais de gelo nos espacos intracelulares que deformam e comprimem as
células, causando sua desestruturagdo. 2223

Crioprotetores podem reduzir as reacfes decorrentes da concentracdo intracelular de
eletrolitos e também prevenir a desnaturacdo das proteinas celulares, auxiliando na
manutencdo da arquitetura celular, 2224 mas ndo sdo empregados no armazenamento das

amostras corneanas em bancos.
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A manutencdo e aderéncia epitelial pode ser observada com a evidente
imunocoloracdo das E-caderinas contornando as membranas citoplasmaticas das amostras.
Semelhante ao que ocorreu na maioria das avaliagdes, as amostras conservadas no Eusol por
14 dias apresentaram melhor delineamento da marcacdo imuno-histoquimica, ressaltando a
maior estabilidade e adeséo epitelial conferida pela formacdo de complexos caderina-catetina
e consequente ativacdo das integrinas, propiciando a adequada estabilizacdo do epitélio, 18
assim como visualizamos na figura 6. Porém, nas cdrneas com maior periodo de
armazenamento, especialmente nas mantidas criopreservadas por intervalos de 28 e 60 dias, a
densidade da coloracdo das membranas foi menor, com maior endocitose da E-caderina,
visivelmente expressa por deposicGes intracitoplasmaticas. Pode-se inferir que, quanto maior
a degeneracdo do colageno, menor a aderéncia epitelial ao estroma e, consequentemente,

menor manutencdo estrutural da cornea. 182526

O emprego da solucdo de Ofloxacina (a 0,3%) foi realizado devido a sua ampla acdo
contra bactérias gram-negativas e gram-positivas, e pela menor toxicidade epitelial, conferida
em estudos clinicos realizados com coérneas humanas. 27

Houve perda do endotélio na maioria das amostras, desde as mantidas por em menor
tempo no Eusol, como as criopreservadas. Estudos anteriores descrevem a viabilidade
endotelial por pelo menos 8 dias, 2 um periodo menor ao que as cérneas foram mantidas
neste estudo (14 dias). Isto se deve a interrupcdo subita da formacdo do humor aquoso apos o
Obito, com consequente esgotamento dos nutrientes e suprimento de oxigénio intraocular,
especialmente a temperatura ambiente, resultando em dano inicial por autélise, levando a
gradativa perda endotelial. 2128

As andlises ultraestruturais por MEV e MET permitiram a observacéo de
delineamento e adequado distanciamento entre as camadas lamelares do estroma, células

epiteliais e endoteliais nos cortes de tecido com melhor preservacdo. Por MET foram
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visualizadas as estruturas de cortes preservados por 14 dias, desde a presenca de
desmossomos as organelas celulares. Adicionalmente, foram encontrados ceratocitos viaveis,
com corpos alongados, entremeando as lamelas estromais, bem como a alta densidade de
mitocondrias em seu ndcleo, 5 2° conferindo viabilidade celular dos ceratécitos identificados.
Sabe-se que mudancas anatbmicas nestas células indicam a fase de transicdo para tornarem-se

miofibroblastos, o que indicaria uma maior possibilidade de fibrose corneana. 3031

As amostras com maior tempo de preservagdo ndo geraram cortes adequados para
visualizacdo por MET, provavelmente porque a degradacdo tecidual tenha inviabilizado a

adequada penetracdo e polimerizacdo da resina, impedindo a realizacdo do corte ultrafino. 2°

A microscopia eletrénica de varredura do estroma revelou fibrilas de colageno em
cortes transversais e longitudinais. O padrdo uniforme dos espacos lamelares arranjados
paralelamente foi preservado nas amostras mantidas em Eusol por 14 dias, contrastando com
o desarranjo das fibrilas de colageno, nas amostras armazenadas por maiores periodos, da
mesma forma como foi observado por Oh e colaboradores (2009), em investigacdo com
corneas de suinos, coelhos e humanos. Nas amostras onde houve a manutencdo do endotélio,
suas células se apresentaram hexagonais e perfeitamente alinhadas, confirmando sua

viabilidade. 29:32

Como limitacbes para o desenvolvimento deste trabalho citam-se a selecdo de caes
que estivessem dentro dos parametros exigidos para animais doadores, tendo como principal
ponto de desclassificacdo a suspeita ou diagnostico de doencas infecciosas, seguido da recusa
dos tutores em autorizar a coleta dos bulbos oculares. No conhecimento destes autores, este €
0 primeiro estudo a avaliar a conservacdo de cornea canina nos diferentes métodos e periodos

de armazenamento apresentados nesta pesquisa.
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CONCLUSAO

Amostras de cornea canina mantidas por 14 dias em meio Eusol e criopreservadas a -80 C°
foram as que mantiveram melhores caracteristicas estruturais, comparativamente aos outros
periodos de conservacdo. Sugerem-se estudos clinicos que possam atestar a viabilidade de

sua implantacdo como enxerto.
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RESUMO

Objetivo: Descrever e analisar a cornea felina afetada por sequestro utilizando microscopia
Optica, de varredura e eletrbnica de transmissdo, em compara¢do com uma cornea saudavel.
Animais estudados: Foram coletadas amostras unilaterais de cornea de quatro felinos, sendo
dois animais sem alteragdes oculares, que foram a ébito por motivos nédo relacionados a esta
pesquisa; e de dois animais com sequestro corneano.

Procedimentos: As amostras de cOrnea foram coletadas por incisdes perilimbais em olhos
enucleados, e por ceratectomia lamelar para olhos com sequestro corneano, processadas para
microscopia de luz, MEV e MET.

Resultados: Foram visibilizadas células epiteliais hexagonais, nlcleos evidentes com bordas
celulares visiveis e arquitetura de microvilosidades corneanas nas amostras saudaveis. O
espaco intralamelar do estroma apresentou valor médio de 3,507 + 1,639 pm (IC 95%:
2,634-4,380). A espessura lamelar média foi de 1,31 £ 0,41 (IC 95%: 1,13-1,49). As
imagens do sequestro da cdrnea revelaram areas de ulceracdo e opacificacdo, com epitélio
corneano irregular estendendo-se até as bordas do tecido afetado como resultado da
degradacéo do tecido adjacente.

Conclusao: O arranjo simétrico e homogéneo das estruturas corneas saudaveis contrasta com
amostras afetadas pelo sequestro corneano, onde a perda de delineamento e orientacdo das
fibras colagenas, bem como a retracdo entre as lamelas do estroma, morte celular e tecidual,

inviabiliza a refracdo da luz e, consequentemente, a perda de funcdo nas areas afetadas.

Palavras-chave: gatos, superficie ocular, necrose, microscopia eletrénica
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ABSTRACT

Objective: To describe and analyze the feline cornea affected by sequestrum using light,
scanning, and transmission electron microscopy, in comparison to a healthy cornea.

Animal studied: Unilateral cornea samples were collected from four felines, two animals
without ocular changes, which died for reasons unrelated to this research; and two animals
with corneal sequestration.

Procedures: The samples of cornea were collected and processed for light microscopy
scanning and transmission electron microscopy (SEM and TEM) and measured.

Results: Hexagonal epithelial cells, evident nuclei with visible cell borders and corneal
microvilli architecture were visible in healthy samples. The intralamellar space of the stroma
had a mean value of 3.507 + 1.639 pm (95% CI: 2.634-4.380). The mean lamellar thickness
was 1.31 + 0.41 (95% CI: 1.13-1.49). Images of the corneal sequestration revealed areas of
ulceration and opacification, with irregular corneal epithelium extending to the edges of the
affected tissue as a result of degradation of adjacent tissue.

Conclusion: The symmetrical and homogeneous arrangement of healthy corneal structures
contrasted with samples affected by corneal sequestration, where the loss of delineation and
orientation of collagen fibers, as well as retraction between the stromal lamellae, cell and
tissue death, makes light refraction unfeasible, and consequently loss of function in the

affected areas.

Keywords: cats, ocular surface, measured corneal, electron microscopy
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1. INTRODUGAO

A cdrnea possui uma conformacdo estrutural diferenciada, e fatores como sua
espessura, concentracdo e empacotamento de fibras de colageno contribuem diretamente para
isso. 1:2:3 Ela confere protecdo ocular contra traumas, € esférica, reflexiva, altamente sensivel
e atua na refracdo da luz. Composta por epitélio, estroma, membrana de Descemet e 0
endotélio, sua transparéncia permite refracdo e formacdo da imagem de forma nitida, e
fatores como avascularidade (equilibrio de fatores antiangiogénicos e angiogénicos), baixa
densidade celular, auséncia de pigmentacdo e de queratinizacdo, contribuem diretamente para
isso. 4°

No entanto, afec¢des que acometem a superficie ocular interferem na homeostase
corneana, levando a opacidade e interferindo diretamente em suas fungdes. Dentre elas,
destaca-se 0 sequestro corneano caracterizado por areas de mumificacdo, necrose epitelial e
estromal, com coloracdo que varia de acastanhada a negra, acometendo principalmente as
porcdes central ou paracentral do estroma corneano. Sua profundidade e extensdo podem
variar com o tempo de evolugdo, chegando a perfuragdes oculares em casos cronicos. Relata-
se como causas ou fatores predisponentes para a evolucdo do sequestro o entropio, alteragcdes
do filme lacrimal ®e afeccBes dos cilios, sendo estas mais relacionadas a animais
lagoftalmicos como os felinos das racas Persa e Himalaia, assim como agentes infecciosos,
dentre eles o Herpesvirus felino tipo I, Chlamydophila felis e Toxoplasma gondii. 7:8:9

O tratamento preconizado € a remocédo cirdrgica da area afetada por ceratectomia
lamelar anterior associada com tratamento clinico. Fatores como desconforto ocular, extenséo
e profundidade da lesdo devem ser levados em consideragdo na escolha do tratamento, no
emprego ou ndo de enxertos, dentre eles o pediculo conjuntival, transposicéo
corneoconjuntival, enxertos com cornea homologa fresca ou congelada ou heterdlogas, tém

sido listados como opgdes. 8910
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Com o objetivo de compreender 0s aspectos ultraestruturais do sequestro corneano e
seu impacto na arquitetura e funcdo deste tecido, objetivou-se descrever e analisar a cornea
felina afetada pelo sequestro utilizando microscopia eletrénica de luz, varredura e

transmissdo, em comparagdo com a cdrnea saudavel.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 - Animais

Foram coletadas amostras de cornea de quatro felinos (uma amostra de cada animal).
Duas cOrneas integras de dois gatos sem alteracGes oculares, sem raca definida, fémeas,
ambas de pelo curto, com 9 e 11 anos de idade, que vieram a 6bito por motivos nao
relacionados a esta pesquisa. As amostras de sequestro corneano foram obtidas por
ceratectomia lamelar de dois gatos diagnosticados com sequestro corneano, sendo machos,

adultos, um Persa e um sem raca definida. Previamente as coletas a superficie ocular foi

avaliada por biomicroscopia com lampada em fenda (Slitlamp Kowa® SL-15).

Todos os animais foram incluidos neste estudo mediante obtencdo do consentimento livre e
esclarecido de seus responsaveis. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso
Animal sob nimero de protocolo 23106.064222/2021-19 atendendo as normas para

experimentacdo animal da Associacdo de Pesquisa em Visdo e Oftalmologia (ARVO).

2.2 - Microscopia eletronica de Transmisséo (MET)

As amostras da cdrnea felina foram fixadas em paraformaldeido a 2% e glutaraldeido
a 2% em tampéo cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,2, por 24 h, a temperatura ambiente. ApOs
lavagem em 0,1 M de cacodilato de sddio tampdo pH 7,2, as amostras foram fixadas em
tetroxido de 6smio 2%, 1,6% ferricianeto de potassio (1: 1 viv) e 5 mM CaCI2 em tampéo

cacodilato de sddio, pH 7,2, durante 1 h, a temperatura ambiente, seguido de lavagem em
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tampdo cacodilato de sédio 0,1 M em pH 7,2. As amostras foram mantidas durante 24 h em
solucdo aquosa de acetato de uranila a 0,5% a 4°C, lavadas em agua destilada e desidratadas
numa série ascendente de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%). O material foi embebido numa
mistura de (3: 1 v/v) acetona/resina Spurr (Eletron Microscopy Sciences, Co.) durante 6 h, (2:
1 v/v) acetona/resina Spurr durante a noite, (1: 1 v/v) acetona/resina Spurr para 6 h, (1: 2 viv)
acetona/resina Spurr durante a noite e finalmente em resina pura durante 6 h. As amostras
foram embebidas em resina Spurr por 3 dias em incubadora, a 60°C. Seccdes semi-finas de
um micrometro foram cortadas em vidro e coradas com azul de toluidina para identificacéo
da regido a ser seccionada (Fig. 1). Secces ultrafinas de 70 nm foram seccionadas com faca
diamantada de diamante de 45° (micrétomo Leica Ultracut UCT) e contrastadas com acetato
de uranila aquoso a 3% e com citrato de chumbo a 10%. As amostras foram analisadas em

um MET, JEM 1011 (Electron Microscopy Sciences, Co, Jeol). 11

2.3 - Microscopia eletronica de Varredura (MEV)

Semelhantemente ao processamento anterior os fragmentos de tecido foram fixados,
contrastados e desidratados numa série ascendente de acetona (30, 50, 70, 90 e
100%). Posteriormente foi realizada a secagem a ponto critico (Critical Point Drying - CPD
030, Balzers) em COZ? liquido e apds a secagem, as amostras foram fixadas em stubs
metalicos com fitas dupla face de carbono. Em seguida, foram metalizados com uma camada
de ouro de 20 nm, com o uso do metalizador de alto vacuo (Leica EM SCD500). Logo ap0s
as amostras foram visualizadas usando um Microscopio Eletrénico de Varredura de emissao

de campo Jeol JSM-7000F (Jeol Ltd.). 12
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2.4 - Histologia
Fragmentos de cdrnea felina saudavel e acometidos pelo sequestro corneano, foram fixadas
em solucdo de formaldeido a 10% durante 24 horas, seccionadas e processadas

rotineiramente para exame histopatolégico. 12

2.5 Morfometria

As imagens obtidas pela microscopia Optica e por MEV foram submetidas a analise
morfométrica para mensuragdo total da cdrnea, mensuracdo do espaco entre as lamelas
estromais, e a espessura lamelar, todas as afericdes realizadas em dez campos distintos. A
analise foi realizada com o programa ImagePro Plus ® 6.0 (Media Cibernetics, Versao 6.0

para Windows).

2.6 Anélise Estatistica

Os dados de espessura total da cdrnea para microscopia éptica tradicional e MEV, espago
intralamelar e espessura lamelar foram apresentados como Média + Desvio Padrdo. Os dados
foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk com nivel de significancia de 5% e
em seguida foi realizada comparacdo de médias por meio do teste t de Student entre os
resultados de espessura lamelar através de microscopia dptica e microscopia eletronica de
varredura. Os dados foram calculados utilizando o programa Prism (GraphPad Prism®,

versdo 10.0 para Mac).

RESULTADOS
Histologia e Microscopia eletronica de Varredura (MEV).
A cdrnea felina saudavel apresentou células epiteliais hexagonais perfeitamente dispostas,

nlcleos evidentes, bordas celulares bem delimitadas e arquitetura das microvilosidades
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corneanas preservadas (Fig 1A, 1B, 1C, 1D). As lamelas estromais apresentaram-se em
formato empilhado e regular (Fig. 1E). Em sua mensuracdo, a espessura total da cdrnea na
porcdo central por microscopia Optica apresentou valor de 440.1 + 3.612 pm (CI 95%,
437.5:442.7). Por MEV, os cortes sagitais mostraram espessura total da cornea de 687.7 +
25.85 pum (C1 95%, 669.2:706.2). Na comparacdo entre a mensuragdo corneana das técnicas
de avaliacdo (microscopia Optica vs MEV) houve diferenca significativa (p < 0.0001). A
mensuracdo do espaco intralamelar estromal apresentou média de 3.507 £ 1.639 pm (CI 95%,
2.634: 4.380). A espessura lamelar média foi de 1.31 + 0.41 (Cl 95%, 1.13:1.49).

As amostras de sequestro corneano exibiram acentuada irregularidade entre os espacos
intralamelares, fibras desarranjadas, delgadas e curtas, inviabilizando sua mensuragéo.

Cerat6citos degenerados foram visualizados entremeando as porgOes necrdticas (Fig. 2).



Figura 1. Fotomicrografias SEM e TEM de estruturas da cornea felina saudavel. A Epitélio corneano por MEV, multicamadas de células
hexagonais. B Borda da célula (seta branca) do epitélio da cornea. C Nucleo evidente (Nc); D Microvilosidades presentes no epitélio da cornea
(seta azul). E Evidente organizacdo lamelar na cérnea saudavel. F Membrana de Descemet (seta vermelha) e endotélio (estrela azul). G, H
Fibras de colageno em cornea saudavel exibindo perfeito alinhamento em cortes longitudinais (ponta de seta branca) e transversais (estrelas

amarelas).
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Figura 2. Fotomicrografias de sequestro corneano felino por MEV. A Estroma posterior com
moderada compactacdo lamelar (circulo amarelo). B, C Degeneracdo e perda de estrutura
irregularidade intralamelar, adelgacamento de fibras coldgenas. D Ceratdcito degenerado

(circulo vermelho).

Microscopia eletronica de Transmissdo (MET)

As clrneas sem alteracGes permitiram a visualizagdo da disposicdo simétrica e homogénea
das lamelas estromais, com arranjo transversal exibindo a organizacdo hexagonal de fibras
(Fig 1G, 1H). Amostras de sequestro corneano ndo geraram cortes adequados para analise

por este método.
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4.DISCUSSAO

Diversas afeccdes acometem a superficie ocular, e o desenvolvimento de opacidades
corneanas frente as lesbes é dinamico, diante de processos de migragdo, mitose e
diferenciacdo celular. 13 Os sequestros corneanos séo decorrentes de alteracdes inflamatorias
cronicas que culminam em mumificacdo, geralmente iniciando pelo epitélio, estendendo-se
ao estroma anterior e por vezes, ao posterior. ’
Nas amostras do tecido corneano sadio, nossa avaliagdo por MEV evidenciou células
epiteliais com formato poligonal, microvilosidades e bordas retilineas. As lamelas estromais
encontram-se empilhadas, com fibras paralelas entrelacadas e com a presenca ocasional de
ceratocitos de corpo compacto. Quanto a morfometria, as lamelas apresentaram intervalo de
espessura lamelar entre 1.1 e 1.4 pm, apresentando valores com menor variagdo com relacéo
aos valores de referéncia para o homem, que variaram entre 0.2 e 2 pm. 1415

A espessura corneana mensurada através de microscopia Optica foi inferior aos
valores de referéncia (592 +80 pm a 598 + 35 um)’, possivelmente em virtude de
particularidades do método de coleta e do meio de processamento, ndo se descartando uma
eventual retracdo tecidual. A espessura corneana mensurada atraves da microscopia
eletronica de transmissdo apresentou valores mais préximos aos descritos anteriormente. 516

A densidade estromal ja fora previamente descrita em tecidos sadios através da
microscopia confocal com reducdo na densidade dos ceratdcitos a medida que o estroma se
aprofunda, 160 que ndo pode ser avaliado neste estudo por limitagdes relacionadas a andlise
por campos, bem como pela perda da conformacédo estrutural do tecido nos animais
acometidos pelo sequestro corneano.

As espessuras das corneas de cées, gatos e cavalos foram anteriormente mensuradas
através da tomografia de coeréncia Optica, microscopia confocal e biomicroscopia

ultrassonica (UBM), com valores que variam de 584 + 39.5 a 629.08 + 08 pm no gato 1617
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valores muito proximos aos obtidos neste estudo, o que denota a precisdo da mensuragdo da
espessura corneana por técnicas de imagem ndo invasivas in vivo. No entanto, estas técnicas
nao permitem apurada analise do delineamento estromal, como foi possivel observar por
MEV.

As imagens do sequestro corneano evidenciaram areas de ulceracdo e opacificacdo,
com epitélio corneano irregular, estendendo-se para a periferia do tecido acometido, em
decorréncia da degradacéo tecidual adjacente (Fig. 2) 81°. Nestas amostras uma grande area
focal de estroma acelular, desorganizado, com total perda de delineamento, orientacdo das
fibras e maior espacamento entre as lamelas estromais foi evidenciada. Perifericamente pode-
se observar leucécitos, fibroblastos e ceratdcitos degenerados com aspecto globoso
evidenciando a perda de sua estrutura anatomica e interferindo diretamente na estruturagao

tecidual (Fig 2.D).

A angiogénese inicial nos processos inflamatdrios como as ceratites que
desencadeiam o sequestro corneano, levam a liberacdo de fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) seguido do edema e necrose tecidual, inicialmente levam tanto a apoptose
como diferenciacdo dos ceratocitos em miofibroblastos, com propriedades contrateis e
secrecdo de matriz extracelular, 20.21

Soriano e colaboradores (2000) e Michelacci (2003), reportam a cicatrizagdo corneana
apos traumas ou ceratectomia, com a regeneracdo do tecido estromal levando a opacidades
decorrentes de ordem ultraestrutural diminuida ou totalmente irregular, bem como
observamos por MEV, onde a contracédo e total desestruturacdo das fibras colagenas foi

evidente, repercutindo em opacificagdo do tecido lesionado (Figura 2).

Sabe-se que a diferenciacdo do fibroblasto em miofibroblastos resulta em contorno
irregular do tecido acometido por inflamagGes cronicas, mudangas na composicdo e

configuracdo da matriz extracelular. 2425 Acredita-se que a transparéncia intrinseca do
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fibroblasto corneano desempenha um papel na transparéncia estromal em si. 23.26.27 Anlises
realizadas em camundongos, coelhos e humanos, sugerem que a transformacdo do ceratocito
quiescente em fibrobasto ativado reduz significativamente a expressdo de proteinas

cristalinas, além de alterar o enovelamento das proteinas. 2°

Na cdrnea saudavel a matriz extracelular presente no estroma tem em sua composicdo
proteoglicanos de sulfato de queratina que regulam o diametro e espacamento das fibrilas de
colageno em sua montagem, 232428 conforme observado nas lamelas das cérneas sadias
analisadas, diferentemente do arranjo aleatério observado no tecido necrdtico (figura 2). A
alteracdo estromal interfere diretamente no indice de refragdo, o qual varia de 1,38 — 1,373 ao
longo da dimensdo do estroma de humanos, com uma difracdo estimada em menos de 1%.
28,29 Isto porque a distancia minima entre as fibrilas de colageno em relagdo ao comprimento
de onda da luz reduz a possibilidade de dispersdo em corneas normais 24ja o aumento da
densidade do tecido corneano e morte celular nas regibes acometidas, levam a opacificacdo e

enegrecimento, resultando em perda de sua fungédo refrativa.

5. CONCLUSAO
A perda de delineamento e orientacdo das fibras de colageno, bem como retracdo entre as
lamelas estromais, morte celular e tecidual, inviabiliza a refragéo da luz, e consequentemente
perda de funcdo das areas acometidas pelo sequestro corneano, contrastando com a

disposicdo simétrica e homogénea das estruturas da cornea saudavel.

AGRADECIMENTOS: A equipe do Laboratério de Microscopia e Microanalise 1B/UnB
pela disponibilizacdo de instalagdes e equipamentos para a realizacdo desta pesquisa. Este
estudo foi parcialmente financiado pela Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo Financeiro 001.

CONFLITOS DE INTERESSE: O autor declara ndo haver conflitos de interesse.
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CONCLUSAO GERAL

As minuciosas analises macro e microscopicas das amostras de cornea canina preservadas em
diferentes intervalos de conservacdo em meio Eusol-C® e por criopreservacdo a -20° C, -80°C
e -196°C, bem como suas caracteristicas macro e microscopicas apds periodos de congelame nto
e descongelamento, revelaram que os cortes de cornea mantidos por 14 dias em meio Eusol e
criopreservados a -80 C° foram os que mantiveram melhores caracteristicas estruturais.

No estudo visando avaliar os impactos do sequestro corneano felino, constatou-se que a perda
de delineamento e orientacdo das fibras de colageno, retracdo entre as lamelas estromais, morte
celular e tecidual, inviabiliza a refracdo da luz, e consequentemente perda de funcdo das areas

acometidas por tal afeccéo.



70

REFERENCIAS

1. Gipson, I.K. Anatomy of the conjunctiva, cornea and limbus. In: SMOLIN, G.;
THOFT, R.A. (Eds.) The Cornea: scientific foundations and clinical practice.
Boston: Little Brown, 1994. p.3-24.

2. Fini, M. E.; Stramer, B. M. How the cornea heals: cornea-specific repair
mechanisms affecting surgical outcomes. Cdrnea, 2005, v.24, supll, p.S2-S11,
2005.

3. Alzahrani K, Carley F, Brahma A, Morley D, Hillarby MC. Corneal clarity
measurements in healthy volunteers across different age groups: Observational
study. Medicine (Baltimore). 2017, v. 96, n. 46, p. 1-6.

4. Featherstone HJ, Franklin VJ, Jane Sansom J. Feline corneal sequestrum: laboratory
analysis of ocular samples from 12 cats Veterinary Ophthalmology 2004; 7, 4, 229—
238.

5. Cleymaet AM, Hess AM, Freeman KS. Comparison between pentacam-hr and
optical coherence tomographycentral corneal thickness measurements in healthy
feline eyes. Veterinary Ophthalmology 2016;19.

6. Oksa-Minalto J, Maggs DJ, Akimova J, ligaza A, Sebbag L. Ocular surface
physiology and aqueous tear secretion in cats of diverse cephalic conformations.
Veterinary Ophthalmology. 2023;26:109-118

7. Cullen, CL; Wadowska, DW.; Sinah, A etal. Ultrastructural findings in feline
corneal sequestra. Veterinary Ophthalmology, 2005, v. 8, n. 5, p. 295-303.

8. Barachetti, L; Giudice C; Mortellaro CM. Amniotic membrane transplantation for
the treatment of feline corneal sequestrum: pilot study Veterinary Ophthalmology,

2010, 13, 5, 326—330.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

71

Michel J, Vigan M, Douet JY. Autologous lamellar keratoplasty for the treatment of
feline corneal sequestrum: A retrospective study of 35 eyes (2012-2020). Veterinary
Ophthalmology. 2021; 00:1-12

Voitekha MA, Shilkin AG. A comparison between dehydrated and cryopreserved
heterologous corneal grafts for penetrating keratoplasty in dogs and cats Veterinary
Ophthalmology. 2021; 00:1-11.

Aragjo RLS, Corréa JR, Galera PD. Ultrastructural morphology of goblet cells of the
conjunctiva of dogs. Veterinary Ophthalmology. 2019, 22:891-897.

Ricci CL, Aradjo RLS, Passareli JVGC. et al. Morphological and ultrastructural
study of the palpebral conjunctiva of healthy domestic cats. Veterinary
Ophthalmology. 2023, 00:1-6.

Chu PH, Yeh LK, Lin HC, Jung SM, Ma DH, Wang 1J, Wu HH, Shiu TF, Chen J.
Deletion of the FHL2 gene attenuating neovascularization after corneal

injury. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2008; 49:5314-8

Laguna F, Marta Leiva M, Costa D, Lacerda R, Gimenez TP. Corneal grafting for
the treatment of feline corneal sequestrum: a retrospective study of 18 eyes (13 cats)
Veterinary Ophthalmology 2015; 18, 4, 291-296.

Sridhar MS. Anatomy of cornea and ocular surface. Indian j Ophthalmol.
2018;66(2):190-194.

Quantock AJ, Assil KK, Schanzlin DJ. Eletron microscopic evaluation of
intrastromal corneal rings explanted from nonfunctional human eyes. J Refract
corneal surg. 1994; 10:142-148.

Tinasi ALSN, Silveira CBB, Honsho CS, Laus JL, Aldrovani M. Birefringence
analysis of collagen supraorganization in cat corneas with tropical keratopathy.

Veterinary Ophthalmology. 2023; 00:1-9


https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Ricci/Cl%C3%A1udia+L.
https://onlinelibrary.wiley.com/authored-by/Ara%C3%BAjo/Ros%C3%A9lia+L.+S.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

72

Hassell JR, Birk DE. The molecular basis of corneal transparency, Experimental
eye research, v. 91, issue 3, 2010, 326-335.

Nautscher N, Bauer A, Steffl M, Amselgruber WM. Comparative morphological
evaluation of domestic animal cornea. Veterinary Ophthalmology. 2016; 19:297-
304.

Ambati BK, Anand A, Joussen AM, Kuziel WA, Adamis AP, Ambati J. Sustained
inhibition of corneal neovascularization by genetic ablation of CCR5. Invest
Ophthalmol Vis Sci. 2003;44:590-3

Chang JH, Garg NK, Lunde E, Han KY, Jain S, Azar DT. Corneal
neovascularization: an anti-VEGF therapy review. Survey in Ophthalmology 2012;
57(5): 415- 429.

Soriano ES, Campos MS, Aguiar JA, Michelacci YM. Effect of epithelial
debridement on human cornea proteoglycans. Braz J Med Biol Res.
2001;34(3):325-331.

Michelacci, Y.M. Collagens and proteoglycans of the corneal extracellular matrix.
Braz. J. Med. Biol. Res., 2003, v.36, n.8, 1037-1046.

Qazi Y, Wong G, Monson B, Stringnam J, Ambati BK. Corneal transparency:
genesis, maintenance and dysfunction. Brain Res Bull. 2010. 15;81(2-3):198-210.
Ledbetter, E.C. Applications of in vivo confocal microscopy in the management of
infectious keratitis in veterinary ophthalmology, Veterinary Ophthalmology.
2021;00:1-12

Scott, J.E. Proteoglycan-fibrilar collagen interactions in tissues: dermatan sulphate
proteoglican as a tissue organizer. In: SCOTT, J.E, Dermatan sulphate
proteoglicans. chemistry, biology, chemical pathology. London: Portland Press,

1993. p.165-181.



27. Krachmer JH, Mannis MJ, Holland EJ, editores. Cérnea. Elsevier Mosby; Nova
lorque: 2005

28. Waring 111, G.O. Corneal Anatomy and Physiology as Applied to Refactive
Keratotomy. In: WARING I, G.O. Refrative keratotomy for myopia and
astigmatism. St. Louis: Mosby, 1992. p.17-35.

29. Jalbert 1, Stapleton F. The corneal stroma during contact lens wear. Cont Lens

Anterior Eye. 2005;28(1):3-12.

73



