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PREFACIO

Ao observar as cirurgias refrativas e os esforgos dos cirurgides
oftalmologistas para obterem os melhores resultados aos seus pacientes, compreendi
a importancia do tema, sobretudo, pelo grande aumento do numero de cirurgias
refrativas; além das caracteristicas peculiares da cérnea por ser avascular , a extrema
exposicao a agressores externos e o envelhecimento durante a vida, fatores esses
que resultam em alteragdes morfofuncionais, por conseguinte implicam muito na
qualidade de vida dos pacientes e nos resultados cirurgicos.

A curiosidade de desvendar essa estrutura tdo peculiar e tdo importante a
visdo, levou-me a procurar a equipe de pesquisa em Morfologia e Imunologia aplicada
coordenada pela Profa. Selma A. S. Kiickelhaus na Area de Morfologia da Faculdade
de Medicina da Universidade de Brasilia, desenvolvendo um projeto de grande
relevancia cientifica e, aliar a isso, meus conhecimentos técnicos.

Acredito que o avango de novas tecnologias pode permitir intervengdes e
propostas terapéuticas, assim como propagar os conhecimentos aqui gerados pode

contribuir no futuro para maior seguranga nas cirurgias refrativas.



RESUMO

Introdugao: A cornea € uma estrutura complexa responsavel por quase trés quartos do
poder 6ptico o que torna a cérnea a principal lente do olho humano, além de conferir uma
barreira de protegdo a agentes externos, permite a transmissao e a refragdo da luz. Tem
sido reportado que o processo normal de envelhecimento pode afetar a integridade da
cornea. Assim, esse estudo teve como objetivo comparar e descrever a arquitetura e as
alteragdes estruturais, vasculares e imunitarias da coérnea decorrentes do envelhecimento
para auxiliar condutas terapéuticas em beneficio da qualidade visual dos individuos.
Materiais e Métodos: Trata-se de um estudo transversal descritivo e comparativo da
arquitetura estrutural de cérneas humanas normais (n = 15) sem histérico de doencgas
oculares, descartadas pelo Banco de Olhos. As cérneas foram coletadas em solugao de
preservacao, fixadas com paraformaldeido a 10%, lavadas e seccionadas. Um quadrante
de cada espécimes (n=15) foram re-fixados (glutaraldeido a 2% e paraformaldeido a 2%,
lavados, pos-fixados (tetréxido de 6smio a 1%), desidratados em solugbes de acetona
(30% a 100%), secos até o ponto critico com CO, e metalizados com ouro. As imagens
das faces anterior, perfil e posterior foram obtidas por microscopia eletrénica de varredura
(JSM- 7000F, JEOL, Tokyo, Japan). Trés quadrantes de cada espécime (n=9) foram
fixados, desidratados em alcool, diafanizados em xilol, embebidos e emblocados em
parafina, seccionados em cortes frontais e sequenciados (6 um), apés corados com
hematoxilina e eosina , Tricromio de Gomori, Gomori para reticulina e Weigert.
Resultados: O perfil dos doadores mostrou predominio sexo masculino (80%), sorologias
negativas em cerca de 73,3% e doengas cardiovasculares sendo a causa mortis mais
prevalente. Os resultados mostraram em relacéo a idade: 1) a espessura total da cérnea
na cérnea central (CC) € menor que na cornea periférica (CP) para G1 (<40anos) (Teste t,
p=0,049), ndo houve diferenca para G2 (= 40 anos). 2) Camada de Bowman, membrana
de Descemet e endotélio mostraram maior espessura CP para G1 (p<0,01); para G2 foi
mais espessa na CP apenas na Camada de Bowman (Test t, p=0,049). 3) A espessura do
endotélio na CP foi menor no G2 do que no G1 (Test t, p=0,015). 4) O percentual de
desepitelizagdo, assim como o total de lamelas desagregadas n&o apresentaram
diferencas significativas entre os grupo ou/e regides. 5) O numero de lesdes endoteliais
foi maior no G2 em comparagdo ao G1 (Test t, p<0,05). 7) O numero de leucdcitos
segmentados foi maior no G1 em relagdo ao G2 (Test t, p=0,023). 8) Fenestragdes
pericorneais margeadas por fibras colagenas e por fibras elasticas internamente foram
identificadas em maior quantia na regido posterior da cérnea préximo ao angulo
iridocorneano aonde se integram com a rede trabecular, Discussdo e Conclusao: O
presente estudo mostrou alteragdes estruturais nos constituintes da cérnea com o
envelhecimento. Essas alteragcbes podem refletir na perda da transparéncia da cornea
observada nos idosos, sobretudo pela diminuicdo funcional do seu endotélio.
Diferentemente de outros estudos, os cortes frontais e sequenciados permitiram avaliar as
fibras elasticas no perimetro corneano que sdo de suma importancia para num futuro
proximo identificar a interrelagdo cérnea — limbo — malha trabecular e provaveis avangos
nas areas do glaucoma e no estudo da cornea humana e assim contribuir para melhorar
as condutas terapéuticas em beneficio da qualidade visual dos individuos ao longo do
processo de envelhecimento.

Palavras chave: Cdérnea humana; Envelhecimento; Estrutura corneal; Cdérnea

central; Cérnea periférica; Fibras elasticas.
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ABSTRACT

Introduction: The cornea is a complex structure responsible for nearly three-quarters of
optical power making the cornea the main refracting lens in the human eye, as well as
providing a protective barrier for external agents it allows the transmission and refraction of
light. It has been reported that the normal aging process can affect the integrity of the cornea.
Thus, this study aimed at comparing and describing the architecture and structural, vascular
and immune changes of the cornea resulting from aging to assist therapeutic behaviors in
benefit of the visual quality of the individuals. Materials and Methods: This is a cross-
sectional descriptive and comparative study of the structural architecture of normal human
corneas (n = 15), with no history of ocular diseases, discarded by Eye Bank. The corneas
were collected in preservation solution, fixed with 10% paraformaldehyde, washed and
sectioned. One quadrant of each specimen were then re-fixed (2% glutaraldehyde and 2%
paraformaldehyde), washed, post-fixed (1% osmium tetroxide), dehydrated in acetone
solutions (30% to 100%), dried to critical point with CO2 and metalized with gold. Images of
the anterior, transversal and posterior faces were obtained by scanning electron microscopy
(JSM-7000F, JEOL, Tokyo, Japan). Three quadrants of each specimen (n = 9) were fixed,
dehydrated in alcohol, diaphanized in xylol, embedded and blocked in paraffin, sectioned in
frontal cuts and sequenced (6 pm) after staining with hematoxylin and eosin, Gomori
trichrome, Gomori for reticulin and Weigert. Results: The profile of the donors showed a
predominance of masculine sex (80%), negative serologies in 73.3% and cardiovascular
diseases being the most prevalent cause. The results showed: 1) total cornea thickness in the
central cornea (CC) is smaller than in the peripheral cornea (CP) for G1 (<40 years) (Testt, p
= 0.049), there was no difference for G2 (= 40 years). 2) Bowman's layer, Descemet's
membrane and endothelium showed higher CP thickness for G1 (p <0.01); for G2 was thicker
in CP only in the Bowman's Layer (Test t, p = 0.049). 3) The endothelium thickness at CP was
lower in G2 than in G1 (Test t, p = 0.015). 4) The percentage of de-epithelialization, as well as
the total of disaggregated lamellae did not present significant differences between the groups
or / and regions. 5) The number of endothelial lesions was higher in G2 than in G1 (Test t, p
<0.05). 7) The number of segmented leukocytes was higher in G1 than in G2 (Test t, p =
0.023). 8) Pericorneal fissures marred by collagen fibers and elastic fibers internally were
identified in greater amount in the posterior region of the cornea near the irido-corneal angle
where they integrate with the trabecular meshwork. Discussion and Conclusion: The
present study showed structural alterations in the constituents of the cornea with aging. These
changes may reflect the loss of corneal transparency observed in the elderly, mainly due to
the functional decrease of their endothelium. Differently from other studies, the frontal and
sequenced cuts allowed to evaluate the elastic fibers in the corneal perimeter which are of
great importance in the near future to identify the cornea - limbal - trabecular meshwork
interlocking and probable advances in the areas of glaucoma and in the study of the human
cornea and thus contribute to improve the therapeutic behaviors in benefit of the visual quality
of the individuals throughout the process aging.

* Key words: Human cornea; Aging; Corneal structure; Central cornea; Peripheral cornea;
Elastic fibers.
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1. INTRODUCAO



A cornea é responsavel por quase trés quartos do poder Optico (43,25 D), o
que torna a cérnea a principal lente do olho humano e, além de conferir uma barreira
de protegao a agentes externos, permite a transmisséo e a refragao da luz (IR=1,376)
(Kanski 2012; Rodrigues 2011).

Algumas patologias que acometem a cornea podem alterar a sua forma
normal. O ceratocone e a distrofia corneal endotelial de Fuchs s&o doencgas
multifatoriais da cdrnea, nas quais a patogénese ndo é totalmente compreendida.
Contudo, niveis aumentados de marcadores de stress oxidativo detectados nestas
perturbagdes indicam que o stress oxidativo pode desempenhar um papel importante
no seu desenvolvimento e progresséo. Sabe-se que pela sua localizagédo e fungao, a
cérnea € regularmente exposta a luz solar e oxigénio atmosférico, principalmente
dioxina, sendo, portanto, susceptiveis ao estresse oxidativo. O acumulo de radicais
livres nas células da cérnea pode afetar a transducgao do sinal, a proliferagdo e pode
promover a morte celular, quando falham os mecanismos antioxidantes, enzimaticos
e n&o-enzimaticos (Wojcik et al. 2013).

O Ceratocone que acomete 1 por 2000 na populagdo geral, € uma ectasia
corneana progressiva que ocorre durante a adolescéncia e progride até a quarta
década de vida, quando se estabiliza (Rabinowitz & Keratoconus, 1998; De Bonis et
al. 2011). A diminuicdo das defesas antioxidantes nas corneas com ceratocone e o
aumento dos niveis de radicais livre podem levar a degradagdo da matriz extracelular
do estroma e a modificagdo de compostos celulares, tornando-os mais suscetiveis a
degradacgao e resultar em estroma mais fino (Arnal et al. 2011).

Na Distrofia de Fuchs, que afeta cerca de 4% da populagdo com mais de 40
anos de idade, reporta-se maior dano oxidativo no DNA associado a gutta corneana
(proeminéncias irregulares da membrana de Descemet, resultado da produc&o
anormal de colageno pelas células endoteliais)(CBO 2013b), indicando uma
associacao entre o dano macromolecular desencadeado pelo estresse oxidativo e a
apoptose das células endoteliais (Jurkunas et al. 2010). Tem sido reportado que o
processo normal de envelhecimento pode afetar a integridade da cérnea pela
diminuicdo do numero de células endoteliais e pelo aumento na espessura da
membrana de Descemet. Também, a espessura do estroma central corneano diminui,
sobretudo, nos homens (Galgauskas et al. 2014) indicando que os idosos apresentam
cérneas delgadas, além disso, as microestruturas do limbo também se tornam mais

suaves com a idade (Notara et al. 2013).



1.1. DESENVOLVIMENTO E MORFOLOGIA DA CORNEA

A cérnea se origina de dois tecidos a partir da quinta semana do
desenvolvimento, o ectoderma que da origem ao epitélio e a crista neural que
desenvolve o endotélio da cornea e mesénquima que forma o tecido conjuntivo
relacionado (Rodrigues 2011). O inicio do desenvolvimento corneal ocorre quando a
vesicula cristaliniana se separa do ectoderma e induz a camada basal de células
epiteliais a secretar fibrilas de colageno e glicosaminoglicanos que ocupam o espago
entre o cristalino e o epitélio corneano, constituindo assim o estroma primario. A partir
desse momento, trés ondas de migragdo de células mesenquimais originarias da
crista neural ocupam o espaco entre o estroma primario. A primeira onda que ocorre
até a sexta semana forma o endotélio corneano. A segunda onda que se direciona
para o calice optico assume a regido entre o endotélio e o cristalino para formar uma
matriz frouxa fibrilar que dara origem ao estroma da iris e a membrana pupilar; a
matriz frouxa restante desaparece, dando lugar para novas células migratorias. A
terceira onda migratoria durante a sétima semana ocupa a regido entre o epitélio
anterior primitivo e o endotélio para dar origem aos fibroblastos corneanos
(ceratocitos ativados originarios de células basais do epitélio anterior) (Figura 1)
(Ambrésio & Crema 2014; Fukuda et al. 2017).
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Por volta do quarto més, o endotélio secreta a membrana de Descemet e
entre o quarto e quinto més observa-se a formagdo da membrana de Bowman
(Gomes et al. 2002; Rodrigues 2011), ambas a partir dos seus respectivos epitélios.
No sexto més se forma a rede trabecular postero-lateral e o canal de Schlemm e no
oitavo més o seio venoso da esclera se conecta com esse canal; o desaparecimento
das células entre a rede trabecular e o estroma iriano é a responsavel pela formagao
do angulo iridocorneano da cémara anterior, que durante o primeiro ano de vida

adquire a sua configuragdo normal.



No limite da cérnea encontra-se o limbo e a esclera. A por¢ao anterior da
esclera se desenvolve a partir do mesénquima da crista neural, enquanto que a
porcao posterior se forma do mesoderma (Rodrigues 2011). Apesar de néao
totalmente esclarecido, sabe-se que os fatores de transcricdo como Foxc1, Foxc2,
Lmx1b, Pax6, Pitx2, RARb, RARg, RXRa, Six3, and Smad2 estdo envolvidos na
migragéo das células da crista neural (Bennett et al. 1999; Lee & Kay 2012; Zavala et
al. 2013). O fator transcricional Pax6 € requerido no desenvolvimento de todas as
camadas da cérnea (Collinson et al. 2003) e que moléculas como FGF2, TGFb1,
TGFb2, e Bmp7 estdo envolvidas na regulagdo da expressao do Pax6 (Grocott 2011).
Tem sido proposto também que os membros da subfamilia TGF-b iniciam um
mecanismo de suporte para regular a fungao e a transcricdo do Pax6 e que a TGFb1
e TGFb2 também modulam a expressao do colageno, bem como a proliferagéo e a
morfologia celular no endotélio; tanto o Pax6, quanto o Lmx1b e o Pitx2 s&o
importantes na manutengcdo da integridade endotelial (Lang 2004; Hassell & Birk
2010; Whikehart 2010; Grocott et al. 2011; Zavala et al. 2013).

(@)

Figura 2. Resumo do
desenvolvimento dependente
de TGFB da cérnea. Em a,
células derivadas da crista
neural e em b, a sinalizagéo
de TGFB na cérnea
necessaria para a expressao
o dos fatores de transcrigdo
| \ e .
TGFp (Adaptado a partir de lttner et
al. 2005).
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A cornea € um tecido avascular pertencente a tunica fibrosa do olho
localizada na regido anterior do globo ocular, transparente, esférica, convexa
(Ambrosio & Crema 2014) com o raio de curvatura anterior em torno de 7,7 mm e o
posterior de 6,5 mm para o meridiano vertical. Em condi¢bes normais, a cérnea se
assemelha a um menisco eliptico com diametro de 11 mm verticalmente e 12 mm
horizontalmente; sua espessura aumenta do centro (~ 540 pm) para a periferia
atingindo ~ 700 ym no limite com o limbo (CBO 2013a). Anteriormente, ela é
delimitada por um epitélio estratificado que se apoia sobre a membrana de Bowman e
posteriormente, sua delimitagdo € feita pelo epitélio pavimentoso simples, conhecido
como o endotélio corneano; este se apoia numa membrana basal espessa
(membrana de Descemet). Funcionalmente, a camada de Bowman e a Descemet

respondem por 20% da rigidez de flexdo da coérnea (Shih et al. 2017; Ma et al. 2018).
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Epitélio anterior

O epitélio anterior da cérnea possui espessura de 50 ym e representa 10 a
12% da espessura total da cérnea. E constituido por cinco ou seis camadas celulares
no centro da cornea, e oito a dez camadas na periferia (Rodrigues 2011), sendo de 2
a 4 camadas de células superficiais escamosas nao queratinizadas, de 2 a 3
camadas de células aladas e uma camada de células colunares basais aderidas a
membrana basal (Kanski 1994; Ambrésio & Crema 2014; Sridhar 2018).
Superficialmente, as células apresentam um diametro de 40 ym a 60 ym e de 2 ym a
6 um de espessura, armazenam granulos de glicogénio e abrigam o glicocalix
composto de mucinas transmembrana (MUC1, MUC 16), além disso, essas células
sao cobertas por microvilos e microplacas, interconectados com ondulagdes com
cerca de 0,5 uym de espessura e de 1 a 3 um de altura, sendo componente essencial
nas trocas metabdlicas, na posicdo e estabilidade do filme lacrimal (Ambrosio &
Crema 2014). As células maduras presentes nas camadas mais superficiais do
epitélio corneano anterior expressam citoqueratina 3 (CK3) e citoqueratina 12 (CK12),
que sdo consideradas marcadores especificos de células epiteliais corneanas
terminalmente diferenciadas (Shiraishi et al. 1998; Tanifuji-Terai et al. 2006; Martins
2017). As células aladas intermediarias sao parcialmente diferenciadas e s&o ricas
em filamentos intracelulares de queratina (Ambrésio & Crema 2014). As células
basais ou germinativas tém densidade celular de 6000 células/mm?, sdo arranjadas
em uma fileira unica com formato cuboide-colunar, medindo cerca de 20 pym de
espessura por 10 pm didmetro e sao particularmente ricas em tonofibrilas e
filamentos de actina. Essas tonofibrilas s&o responsaveis pela manutencdo da
arquitetura celular, enquanto os filamentos de actina tem papel relevante na migragao
celular durante o processo de reparacgéao celular (Ambrésio & Crema 2014; Alkatan &
Alzahem 2018). Na periferia do epitélio corneano encontram-se as células de
Langerhans que sdo capazes também de migrar para o centro da cornea em caso de

les&o tecidual (Ambroésio & Crema 2014).



As células epiteliais corneais possuem dois mecanismos principais para a
adesdo célula-célula e célula-matriz extracelular, sendo o primeiro relacionado a
moléculas de ades&o (N-CAM e caderinas - calcio independente e as integrinas) e o
segundo representado por desmossomas célula-célula e hemidesmossomas célula-
membrana basal/camada de Bowman/estroma (Gomes & Alves 2011; Tanifuji-Terai et
al. 2006).

A cérnea é ricamente inervada por ramos do nervo trigémeo que formam o
plexo intraepitelial com aparentemente efeito trofico no epitélio; estima-se cerca de
7000 nociceptores/mm? no epitélio corneano humano (Ambrésio & Crema 2014).
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Camada de Bowman

A camada de Bowman ndo é de fato membrana basal verdadeira, uma vez
que as dlicoproteinas sdo ausentes como mostra a histoquimica com o acido
periodico de Schiff (PAS) (Alkatan & Alzahem 2018). Essa camada é resistente,
densa e acelular com espessura de 7 a 12 ym e constituida pela condensacao de
proteoglicanos e colageno tipo | e V. Ela se localiza entre o epitélio e o estroma, mas
em contraste com o estroma a razdo do colageno tipo V para o tipo | € maior, além
disso, diferentemente do estroma, as lamelas sdo menores e mais desorganizadas
(Gomes & Alves 2011; Alkatan & Alzahem 2018).

As fibrilas de colageno que constituem a membrana de Bowman séo
delgadas e uniformes, com periodicidade entre 240 a 270 A ( angstrém) de diametro,
interligadas ao acaso e circundadas por substancia fundamental amorfa; a medida em
que se aprofundam, estas fibrilas vao se organizando em lamelas semelhantes as
estromais até se fundirem com as mesmas (Gomes & Pires 2002). Essa disposigao
das fibras tem a fungéo estrutural, a resisténcia ao trauma (protegendo o estroma e
nervos associados), e a protecdo contra a radiagao ultravioleta (Guimaraes et al.
1987; Victer 2018), além de dificultar a exposi¢cdo dos fibroblastos a citocinas (Ex.



TGF) secretadas pelas células epiteliais, como observado em cirurgias como LASIK
(Laser in situ keratomileusis), na qual a camada de Bowman é transeccionada mas
nao retirada; nesses casos a complicagdo de haze (opacificagdo corneana) em
cornea central € extremamente rara (American Academy of Ophthalmology - AAO
2012).

Estroma

O estroma corneano mede cerca de 500 um no centro da cérnea, sendo mais
espesso na periferia, isso corresponde a 90% da espessura corneal (Alkatan &
Alzahem 2018). Essa camada €& composta por fibroblastos, fibras nervosas, uma
matriz extracelular densa e uma matriz amorfa (Rodrigues 2011; Gomes & Alves
2011). A quantidade relativa das fibras colagenas e sua organizagao estédo fortemente
relacionadas a propriedades biomecanicas, incluindo a resisténcia, a forma e a
transparéncia (Bourne 1997; Boote 2003; Schlbtzer-Schrehardt & Kruse 2016; Ma et
al. 2018).

O estroma contém aproximadamente 78% de agua (Maurice 1970; Zavala et
al. 2013), sendo a porgao posterior tipicamente mais umida que a anterior. Isto ocorre
por causa da proximidade dessa regido com o humor aquoso presente na camara
anterior do olho, bem como pela maior distancia da superficie epitelial anterior; sabe-
se que falhas da camada endotelial acarretam edema da cornea pelo excesso de
agua no estromal (Alkatan & Alzahem 2018).

As fibras colagenas (colageno do tipo |) sdo responsaveis por mais de 70%
da massa seca da cornea (Rodrigues 2011), mas também s&o encontrados os
colagenos V, VI, VII, Xl e XIV (AAO 2012). O arranjo regular das fibrilas de colageno
tipo | (50%-55% do colageno do estroma) € um fator importante para a transparéncia
da cérnea. Ao todo, o estroma € composto por cerca de 200 a 250 lamelas de fibrilas
paralelas que se estendem de uma regido limbica a outra, sendo superpostas de tal
maneira que elas se dispédem num angulo de 90° entre si, excetuando-se as lamelas
mais anteriores que se fundem com a camada de Bowman (Gomes & Pires 2002),
entrelagcam-se com fibras profundas do estroma e novamente se inserem na Camada
de Bowman para formar estruturas em forma de mola (Geroski et al. 1985;.Schlotzer-
Schrehardt & Kruse 2016); essa arquitetura da parte mais anterior (100-120 ym) do
estroma previne mudangas na morfologia da regidao estromal mesmo apdés edema
extremo, com isso a curvatura suave no lado anterior ndo é afetada em condi¢des de

hidratagdo excessiva.



A ultraestrutura organizacional das lamelas parece variar com a profundidade
estromal (anteroposterior), mas também em relacdo a regido periférica e central da
cornea. A densidade das lamelas de colageno é maior no estroma anterior, no
entanto, a sua largura, homogeneidade e regularidade aumentam gradualmente com
a profundidade do estroma (Kamma-Lorger et al. 2010; Winkler et al. 2011; Bueno et
al. 2011; Morishige et al. 2014; Schldtzer-Schrehardt & Kruse 2016). As fibrilas de
colageno na regido pré-pupilar parecem estar mais compactadas que na cornea
periférica; a alta densidade de empacotamento de fibrilas de colageno parece ser
necessaria para manter a forga da cérnea e, portanto, a curvatura em uma regiao de
espessura reduzida da cornea, pois contém a tensdo na cérnea pré-pupilar (Kanski
1994; Ma et al. 2018).

O estroma corneano pode ser comparado a um cristal liquido que possibilita
a passagem da luz de uma lamela para a outra, em que a orientagdo das moléculas
de colageno sofre uma rotagdo no sentido horario — esta disposi¢céo € semelhante a
organizagdo de moléculas no estado colestérico (no qual a dire¢cdo segue uma
estrutura helicoidal) dos cristais liquidos (Gomes & Pires 2002; Bechtold 2005). A
distancia entre as fibras de colageno é extremamente uniforme e constante (~41,4
nm), sendo o diametro/fibra variando de 22 e 32 nm (Gomes & Alves 2011) e cada
fibrila de colageno apresenta cerca de 300-400 moléculas de helicoidais triplas com
lacunas entre os terminais N e C de moléculas consecutivas (Meek & Leonard 1993;
Holmes & Kadler 2005; Meek & Knupp 2015; Park et al. 2015).

Depois do colageno, os proteoglicanos (PG) sdao o segundo componente
mais abundante da cérnea, constituindo aproximadamente 10% do peso seco da
matriz amorfa da cérnea. Esses s&o proteinas glicolisadas com glicosaminoglicanos
de cadeia covalente ligados a proteina central (AAO 2012), sdo na verdade
polieletrolitos, cuja disposicdo externa de suas cargas negativas autorepentes
possibilitam a expansédo de seu volume molecular, ocupando assim uma area muito
maior que permite maior adsorgdo de agua nos espagos estromais (Gomes & Pires
2002). Os glicosaminoglicanos estdo presentes entre as fibras colagenas, sendo
predominantemente o sulfato de queratana, o sulfato de condroitina (proporgao 3:1) e
em menor proporgao o sulfato de dermatana; o hialuronan esta presente na cornea
em criangas (Meek & Holmes 1983; Kanski 1994; Ambrosio & Crema 2014; Gomes &
Alves 2011).

Os PG do tipo queratan sulfato s&o responsaveis pela alta organizagao

estrutural das fibrilas de colageno e encontram-se em maior concentragao no estroma



anterior; a medida em que se aproxima do limbo aparecem teores mais altos de
condroitin sulfato coincidindo com o decréscimo na organizagao lamelar e redugéo na
transparéncia até a fusdo completa com as lamelas da esclera (Gomes & Pires 2002;
Quantock et al. 2010). Na parte posterior do estroma prevalece o queratan sulfato,
que € mais hidrofilico, enquanto na parte anterior encontra-se mais o dermatan
sulfato, que é menos hidrofilico (Kanski 1994). Esse ultimo, determina o espago
interfibrilar e confere a propriedade de ades&do lamelar do colageno corneal. A
reducao do sulfato de condroitina enfraquece a cérnea e facilita o desenvolvimento de
ectasias corneanas (Borcherding et al. 1975; Quantock et al. 2010; Schlotzer-
Schrehardt & Kruse 2016); quando a interagc&o entre os proteoglicanos e as fibras de

colagenos € alterada a capacidade da cornea em manter-se transparente é
profundamente afetada (AAO 2012).

Figura 5. Esquema ilustrativo da
interacdo entre as fibrilas de
colageno e os proteoglicanos.
(Adaptado a partir de Guimaraes,
1987 e Gomes & Pires 2002).

Um aspecto do estroma que é fundamental na biomecanica da cérnea é a
presenca das fibras do sistema elastico. Estudos antigos relataram a presenca de
fibras elasticas no estroma posterior perto da membrana de Descemet e em menor
quantidade dentro do estroma central (Praus & Goldman 1971; Kanski 1994). Quase
um século apds mostrou-se que estas fibras corriam aproximadamente paralelas as
lamelas de colageno no anel circumcorneal que é uma estrutura profunda do limbo
que supostamente ajuda a manter a mudanga na curvatura entre a cornea e a esclera
(M’ilroy 1906; Newton & Meek 1998; Abahussin et al. 2009). Assim, durante o pulso
intraocular, a cornea sofre deformacao periférica em fungédo do componente elastico,
enquanto que a regido central opticamente importante mantém sua forma (White et al.
2017).

O estudo de Lewis et al. (2016) mostrou a presenca de fibras elasticas

originarias do limbo posterior e outras de origem da esclera adjacente que parecem
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continuar na cérnea como fibras elauninicas (menor concentragdo de elastina) e
como fibras oxitalanicas (microfibrilas e auséncia de elastina), exceto no estroma
mais anterior; aparentemente as fibras elasticas sdo mais abundantes nos 200 ym
posteriores e estdo concentradas proximas (~8 ym) da rede trabecular que se projeta
cerca de 250 ym na coérnea periférica entre a membrana de Descemet e o estroma
posterior (Boote et al. 2009; Lewis et al 2016) (Figura 6).

Jungdo corneoescleral

Coérnea
Jungao Camada de
limboescleral Bowman

Conjuntiva
Membrana de
Descemet
— Fibras elasticas no limbo
Canal de Schlemm ) y e na periferia da cérnea
Espordo Escleral S
P - / ; e Iris - Fibras elauninicas (baixo
{v " : teor de elastina)
A : Microfibrilas (fibrilina e
AT E e auséncia de elastina
Limite do limbo pela patologia === Limbo

- Limite do limbo pela histologia

Figura 6. Organizacdo esquematica de fibras elasticas na regido limbal. Observar a esquerda a malha
trabecular (verde), a regido limbica elastica com folhas de fibras elasticas concentradas (amarelo) e a
membrana de Descemet (azul) (Adaptado a partir de Lewis, 2016). Observar também a direita o
esquema das fibras do sistema elastico, sendo as fibras elasticas pseudocircunferencialmente
predominantes no limbo que se espalham em diregcdo a cornea como fibras elauninicas e mais
internamente como fibras oxitalanicas (Adaptado a partir White et al. 2017).

O estroma é produzido, mantido e reabsorvido por atuacédo dos fibroblastos
que como dito, tem origem no epitélio anterior. Essas células ocupam apenas 2 a 3%
do volume total do estroma corneano e sdo abundantes na regido anterior; ao todo ha
cerca de 2,4 milhdes de fibroblastos espalhados no estroma (Rodrigues 2011; Gomes
& Alves 2011; Alkatan & Alzahem 2018; Sridhar 2018). Esses fibroblastos possuem
forma fusiforme, nucleo largo, citoplasma pouco extenso com ribossomos livres,
reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi proeminentes e funcionalmente
também s&o contrateis (Ambrosio & Crema 2014; Gomes & Alves 2011). A
degradagdo dos componentes da matriz extracelular durante o desenvolvimento
normal, mas também nos processos patoldégicos ocorre via metaloproteinases

(MMPs) que sdo uma familia de enzimas dependentes do zinco (Zn).
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Camada de Dua

Em 2013, Dua et al. sugeriram a redefinicdo da estrutura morfolégica da
cérnea ao propor a existéncia de uma sexta camada, chamada de Dua (Dua’s Layer),
que é uma estrutura acelular bem definida e localizada na parte posterior da cornea
(entre o estroma e a membrana de Descemet), medindo 10,15 + 3,6 ym e composta
de 5 a 8 lamelas de feixes de fibras de colageno tipo 1 dispostas em direcdes
transversais, longitudinais e obliquas (Dua & Said 2016; Dua et al. 2013; Ma et al.
2018). Para possibilitar a visualizacdo desta nova camada, foi utilizada a técnica de
Big Bubble (BB) que consiste em injecdo de ar no estroma para estimular a
separagao entre as camadas citadas. Desde entdo, outros estudos atuam na
caracterizagdo morfolégica desta nova camada. Funcionalmente, foi sugerido que
essa camada teria um papel na hidropisia corneana aguda e evidéncias clinicas,
observadas durante o Transplante Lamelar Anterior Profundo (DALK) sinalizaram a
formagdo dessa nova camada (Agarwal et al. 2014; Yahia et al. 2015; Kogluk et al.
2016; Victer 2018).

Membrana de Descemet

A membrana de Descemet secretada pelo endotélio € homogénea, altamente
refratil, flexivel e elastica. Essa membrana basal € a mais espessa do corpo humano,
variando entre 8 a 12 ym de espessura, sendo maior no envelhecimento (Delmonte &
Kim 2011; Victer 2018). Essa membrana € composta por varios tipos de colageno (1V,
VIII, XVIIl), laminina, fibronectina e outros componentes ndo-colagenosos; sugere-se
que o colageno VIl seja em parte responsavel pela montagem correta da membrana
de Descemet para estabilidade da cornea (Puk et al. 2009; Zavala et al. 2013).

As fibras colagenas estromais ndo s&o continuas com as da membrana de
Descemet, mas aderem-se firmemente a superficie anterior dessa membrana e
refletem qualquer alteracdo na forma do estroma (Fitch et al. 1990; Gomes & Pires
2002). Considerando que o diametro da cornea dificilmente muda, o edema corneano
€ compensado por grandes ondulagdes na membrana de Descemet na sua face
posterior; isto parece estar relacionado com a organizagao das lamelas de colageno,
pela presenga de diferentes tipos de proteoglicanos, além da caracteristica elastica
dessa membrana (Sridhar 2018).

Endotélio

O endotélio € composto por uma camada Unica de células dispostas em
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forma de mosaico poligonal que cobre a superficie posterior da membrana de
Descemet e espessura de 5 ym (20 ym de didmetro ao nascimento); a densidade
celular é de aproximadamente 3500 a 4000 céls/mm? ao nascimento (Rodrigues
2011; Ambrosio & Crema 2014; Gomes & Alves 2011). Embora n&o apresentem
desmossomos, as células endoteliais se interdigitam e possuem zénulas de ocluséo e
jungdes comunicantes (z6nula ocludens, macula ocluden, macula aderens e gap
junctions) que conferem uma barreira que dificulta a infiltragdo da substancia prépria
pelo humor aquoso (Klyce & Beuerman 1998; Rodrigues 2011). As células endoteliais
contém numerosas mitocdndrias, reticulo endoplasmatico bem desenvolvido e o
complexo de Golgi, indicando que sdo metabolicamente ativas e secretoras (Zavala et
al. 2013). Na regido em contato com o humor aquoso observam-se microvilosidades
medindo 0.5 um de altura e microcilios que tendem a desaparecer na presenga de
les&o endotelial (Guimaraes et al. 1987).

Limbo

O limbo é a regiédo de transigédo entre a esclera e a cornea. A grosso modo a
diferenga mais marcante entre os epitélios conjuntival e limbico € a auséncia de
células caliciformes no limbo e entre esse e a cornea € marcante a auséncia de
suprimento vascular corneano. Também, foi descrito a existéncia de corddes de
células epiteliais que se estendem da periferia do limbo em direcdo ao estroma
subjacente, estes cordbes denominados criptas epiteliais limbicas expressam
anticitoqueratina 14, assim como as células superficiais do limbo (Gomes & Alves
2011).

A largura da superficie do limbo € de 2 mm no meridiano vertical e de 1,5 mm
no horizontal. Seu limite corneal anterior € a camada de Bowman, o posterior € a
borda da camada de Descemet e seu limite escleral € uma linha vertical imaginaria
que passa pelo apice do esporéo escleral como mostrado na figura 6 (Gomes & Alves
2011; AAO 2012; Alkatan & Alzahem 2018).

1.2 METABOLISMO E NUTRIGCAO

Os nutrientes para a cornea provém do filme lacrimal, dos vasos sanguineos
limbicos e do humor aquoso. O epitélio recebe oxigénio diretamente do meio externo.
As células epiteliais regulam o pH intracelular pela retirada de lactato e ions H e
cotransporte de lactato-H"; a acidificacdo do pH intracelular interfere no metabolismo
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e proliferacao celular acarretando erosdes epiteliais e diminuicdo da espessura
corneal (Gomes & Alves 2011).

A propriedade mais importante da cornea € a sua transparéncia, que é
dependente do estado de hidratacdo, metabolismo e nutricdo de seus componentes,
o endotélio possui fungcdo primordial. O excesso de liquido estromal € removido por
intermédio de um sistema de bombas ibnicas localizadas na membrana plasmatica
lateral das células endoteliais. Um dos sistemas de bomba tem seu controle baseado
no equilibrio ibnico entre Na+/K+ pela enzima adenosina-trifosfatase (ATPase)
(Gomes & Alves 2011). Essa bomba metabdlica estabelece um contrafluxo ativo de
soédio para fora da célula endotelial. Nesse mesmo local, ocorre a troca entre sédio e
hidrogénio e a difusdo de diéxido de carbono para o citoplasma das células aonde se
liga a agua para formar ions de bicarbonato, que é catalizado pela enzima anidrase
carbdbnica; os ions bicarbonatos difundidos para o humor aquoso (Gomes & Alves
2011).

1.3 INERVAGAO DA CORNEA

A inervagcdo da cornea € uma das mais densas do nosso organismo,
sobretudo na regido periférica e sua sensibilidade é até 100 vezes maior que a da
conjuntiva (Rodrigues 2011; Meek & Knupp 2015). A rede de fibras sensoriais deriva
da divisdo oftalmica do nervo trigémeo, principalmente pelos nervos ciliares longos.
Os feixes nervosos entram na periferia da cornea de forma radial e caminham
centralmente para abaixo do ter¢co anterior do estroma; a 1 mm distante do limbo,
novas ramificagcbes nervosas se projetam em diregdo ascendente para o epitélio
corneano, formando plexos subepitelial e sub-basal do epitélio corneano. A

substancia propria posterior € a lamina limitante posterior ndo sdo inervadas.

1.4 REPARAGAO TECIDUAL NA CORNEA

Similar ao que ocorre na epiderme, as células epiteliais da cornea estdo em
constante processo de renovagdo pelo potencial mitogénico das células tronco
presentes na regido limbica (Rodrigues 2011). Sabe-se que o fator de transcricdo
deltaN-p63 expresso por essas células, tem papel essencial no desenvolvimento e
proliferacdo das células epiteliais (Pellegrini et al. 2001; Martins 2017). A hipotese
mais aceita para explicar o mecanismo de regeneragdo epitelial € a proposta por
Thoft e Friend (1983) e conhecida como XYZ (Figura 7), em que as células epiteliais
superficiais sdo constantemente liberadas no filme lacrimal (Z), sendo substituidas
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por células que se movem anteriormente a partir da camada basal do epitélio anterior
(X), que, por sua vez, sao repostas por células basais do limbo que se movimentam
centripetamente (Y). Estima-se que o epitélio corneano seja totalmente renovado a
cada 7 dias, ao passo que o “turn-over” estromal em corneas sadias é mais lento e de
baixa intensidade com intervalos de 6 a 12 meses (Guimaraes et al. 1987).

A membrana basal além de atuar como rota de migragao, também regula os
processos de proliferacédo e diferenciagao celular (Arpitha et al. 2005), mas também,
os neurbnios do ganglio trigémeo liberam fatores que estimulam as células epiteliais
da cérnea a crescer, proliferar e diferenciar, e estas em contrapartida, liberam fatores
de crescimento neuronal e o fator neutrdfico derivado das células gliais que
estimulam o crescimento e a sobrevivéncia dos neurdnios (Rodrigues 2011). Ao
contrario do epitélio anterior, a camada de Bowman e a membrana de Descemet
(Alkatan & Alzahem 2018; Gomes & Alves 2011) ndo se regeneram, assim como O
endotélio, cujas células permanecem na fase G1 do ciclo celular (Bourne 2003; Patel
& Bourne 2009; lgarashi et al. 2016; Victer 2018)

Hipétese X. Y. Z Regeneracao do epitélio corneal

X = Proliferagao de células basais Figura 7. Esquema da teoria do X, Y e Z para o
ki processo de regeneracdo epitelial da cornea,
proposta por Thoft & Friend (1983) (Adaptado a
partir de Gomes & Alves 2011).

ento centri das células

X+Y=1

Como dito, um do fatores relacionados a qualidade da visdo ¢é a
transparéncia da cornea. Esta caracteristica, depende diretamente do grau de
hidratacdo do estroma corneano, que por sua depende do bom funcionamento do
epitélio posterior. Sabe-se que funcionalmente, o endotélio da cornea atua no
bombeamento ativo e controlado de agua e nutrientes do humor aquoso para a matriz
da cornea permitindo a nutricdo das células epiteliais e estromais, mas também a
hidratagdo adequada. No entanto, na auséncia ou na presenga de defeitos estruturais
desse endotélio, podem ser observados edema, opacidade e até mesmo a cegueira
com implicagbes na transparéncia da cérnea (Ruberti & Klyce 2002). Este mecanismo
de desidratacdo faz parte de um sofisticado sistema de transporte da cdérnea que
inclui ambas as camadas limitadoras (Ruberti & Klyce 2002). A manutencdo da
transparéncia corneana faz parte de um sofisticado sistema de transporte da cérnea
que inclui ambos os tecidos epiteliais, implicando que o estroma seja mantida em um
estado de desidratag&o relativo (Ruberti & Klyce 2002; CBO 2013c).
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Tao importante quanto o conhecimento dos componentes da cérnea, é
desvendar a arquitetura formada por esses e suas mudancas conforme o
envelhecimento e na presenga ou nado de afecgbes, uma vez que, alteracdes
estruturais respondem pela redugdo na qualidade da visdo observada nos idosos. E
comum na pratica clinica encontrar individuos jovens com patologias que refletem
alteragdes estruturais semelhantes as encontradas nos idosos. Logo, para
compreender como as patologias resultam de alteragbes estruturais nos
componentes da cérnea, é fundamental o desenvolvimento de estudos morfologicos e
morfofuncionais aplicados a elucidagdo da biomecanica do estroma corneano em
todos os planos e profundidades e a descri¢do estrutural do sitema de fibras elasticas
e das lamelas de colageno, bem como na identificagdo dos canais de drenagem
envolvidos na reversdo de edemas funcionais e no equilibrio da pressao dos fluidos e
a descrigao do angulo central da cornea normal em diferentes idades. Considera-se
que esses aspectos sdo fundamentais para subsidiar o desenvolvimento de novas
técnicas cirurgicas aplicadas ao tratamento das afec¢gbes que acometem a cérnea.

Considerando que sao poucos os estudos morfolégicos aplicados a cérnea,
que o estroma da cérnea fornece a maioria das principais fungdes do tecido
corneano, que este € extremamente organizado estrutural e ultraestruturalmente
(Ruberti & Zieske 2008), cujos mecanismos de fluidos influencia os métodos de
afericdo da pressao intraocular, o conhecimento detalhado da arquitetura estromal
corneana podera conduzir futuros avangcos na compreensdo dos mecanismos que
controlam a forma, a transparéncia e funcdo da cérnea. Também, a descoberta de
mecanismos patogénicos relacionados ao envelhecimento e dos disturbios ectaticos
que afetam a refragdo, podem ajudar na obtengdo de maior seguranga nas cirurgias

refrativas.



2. OBJETIVO
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2.1. Objetivo Geral

Descrever e comparar a arquitetura estrutural de cérneas humanas no

envelhecimento.

2.2. Objetivos especificos

* Identificar o perfil epidemiologico ( idade, sexo, doengas sistémicas e/ou oculares
associadas e causas de morte).

* Descrever a arquitetura dos tecidos que compdem a cérnea, do epitélio anterior ao

endotélio da cornea;
* I|dentificar e descrever as fibras elasticas;
* Avaliar a vascularizagéo e quantificar as células do sistema imunitario;

* Descrever a morfologia do perimetro corneano.



3. MATERIAL E METODOS



3.1. Delineamento experimental

Obtengao de corneas humanas

conforme descarte do BODF

Grupo I: <40 anos
(n=5)

Grupo II: 240 anos
(n=10)
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Trés Quadrantes Cornea para Microscopia Optica (n=9): Cortes integrais antero-posterior + 270 © perimetro

Impregnacdo e emblocamento | | Diafanizacao Desidratacao Fixacao
(Parafina 60 °C) (Xilol) (Alcool 70 a 99%) (Paraformaldeido 10%)
Microtomia Coloragéo Digitalizagdo das imagens
(6 um) (HE, tricromio de Gomori, Reticulina, Weigert) (microscopia Optica — Zeiss)

Obtenc¢do de dados morfologicos e morfométricos

Identificacdo de vascularizagdo
Coloragao HE

Avaliagdo de Fibras Reticulares

Coloracéo para reticulina

Avaliag@o de Fibras Elasticas

Weigert coloragdo magenta

Um Quadrante inferior Cérnea para Microscopia Eletronica de Varredura (n=15): Cortes + 90 ° perimetro

Solugdo Tampao

Fixacdo over night
(Paraformaldeido10%)

Agua destilada Tetroxido de Osmio 1%
(60 minutos)
Desidratacdo Secagem a
(Acetona 30 a 99%) Ponto Critico CO,

Banho de Ouro

(30 minutos)

Digitalizagdo das imagens

(Microscopio eletronico)

Obtencgdo de dados morfologicos e morfométricos

Quantificacdo de Espessura

Face transversal , 3 linhas
equidistantes perpendiculares a
Bowman (200x a 300x)

Avaliagao de Desepitelizagdo
Desepitelizagdo %: Face anterior de 9 x
4800 pm? (500x)

Lesoes endotelial: Face posterior de 3 x

500 um’ (2700x)

Avaliagado de Integridade Estromal
Face transversal, area 5 x 5000 umz,

equidistantes (200x a 300x)

Tabulagdo dos dados e analise

estatistica dos resultados

Figura 8. Organograma do estudo.
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3.2. Tipo de estudo e critérios éticos
Trata-se de um estudo transversal, descritivo e comparativo da arquitetura

estrutural de corneas humanas normais.

As normas éticas para a experimentacao cientifica em seres humanos,
estabelecidas pela declaragdo de Helsinque (WHO 1976; World Medical Association
Recommendation 2000) e pela resolugao 196/96 do Ministério da Saude (1996) foram
plenamente obedecidas durante o desenvolvimento desse estudo, havendo isengéo
ou influéncia de conflitos de interesse, ficando assegurado o sigilo da identidade dos
individuos participantes do estudo.

Ressalta-se que os termos de doacdo a serem assinados pelos
responsaveis pelos doadores de érgéos, em caso de oObito, contempla a ciéncia para
a cessdo de amostras bioldgicas para fins cientificos, eximindo-se, nesses casos, da
assinatura do termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), em conformidade
com a legislagao vigente (Anexo 1).

A obtencdo dos olhos doados ocorreu somente apos a aprovagdo do
projeto de pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia, em 06/09/2017 (CAAE n° 68498117.6.0000.5558).

3.3. Individuos

Para o estudo foram utilizadas corneas (n=15) conforme descarte do
Banco de olhos, de individuos entre 26 a 65 anos de idade, considerando cada
cornea um individuo separadamente. Para posterior comparacdo em relacdo ao
envelhecimento os individuos foram alocados em grupos de acordo com faixa etaria
e modificagdes clinicas pertinentes a idade: Grupo I= com idade menor a 40 anos

(n=5); e Grupo lI= com idade igual ou maior de 40 anos (n=10).

3.4. Critérios de Inclusao e exclusao
Durante o estudo foram incluidos amostras de cérneas normais, mas eram
excluidas corneas com histérico de neoplasia corneana e trauma ao tecido que

impediam o estudo morfolégico do mesmo.
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3.5. Obtencao das amostras e local do estudo

As corneas normais foram obtidas de olhos doados encaminhados ao
Banco de Olhos do Distrito Federal, situado no Hospital de Base do Distrito Federal
para a remocao e transplante da cérnea, mas que depois de analisados e verificada a
inviabilidade de transplantagao cirargica foram descartados. De acordo com protocolo
de doagao de 6rgaos, a enucleacao foi feita por um profissional da equipe do Banco
de olhos do DF, e as amostras mantidas em solugdo Eusol® ou NaCl 0,9% a 4 °C.
(Figura 3).

O estudo foi realizado no Laboratério de Técnicas Histolgicas da Area de
Morfologia da Faculdade de Medicina, com a colaboragéo do Centro de Microscopia
Eletrénica do Instituto de Biologia, ambos pertencentes a Universidade de Brasilia.

Figura 9. Fotografia ilustrativa do meio de
preservacao das cérneas.

3.6. Procedimentos Experimentais

3.6.1. Coleta de dados do prontuario

Para o estudo dos fatores individuais em estudos de correlagao foram
coletados os dados do prontuario dos individuos recebidos no Banco de Olhos
relativos aos exames laboratoriais pré-operatorios, sorolégicos e bioquimicos, idade,

sexo, doencas sistémicas e/ou oculares associadas e causas de morte.
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3.6.2. Processamento das amostras

As amostras de cornea coletadas em solucdo de preservagao
encaminhadas ao Laboratorio de Técnicas Histoldgicas, foi seccionado um quadrante
de cada amostra para a Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e o restante da
amostra processadas conforme protocolo padrdo para as analises histolégicas por
microscopia 6ptica (MO), sendo estes destinados para as secg¢des histologicas nos
planos frontal, e o quadrante destinado a MEV em secg¢des histolégicas transversais,
do epitélio anterior ao endotélio da cornea (Figura 10).

Superior

Nasal -~ N Temporal

z Inferior s \Q
/ N

Microscopia eletrénica de
Microscopia optica varredura: vista superior,
inferior e perfil

Figura 10. Esquema demonstrativo da obtengdo de amostras para a coleta dos dados morfolégicos.
Um quadrante de 25% da coérneas foi destinado a microscopia eletrénica de varredura (MEV) e o
restante (75%) foi destinado para a microscopia 6ptica (MO) em sec¢des no plano frontal.

Os espécimes destinados a microscopia optica foram fixados com 10% de
paraformaldeido, desidratados em alcool por 1 h (70%, 80%, 90% e 3x 100%),
diafanizados em xilol por 30 minutos (2 banhos), embebidos em parafina a 60 graus
Celsius por 1 h (3 banhos) e emblocados em parafina para a microtomia em sec¢des
histologicas de 6 ym de espessura. Os cortes foram numerados sequencialmente
(1a,1b,1c,1d; 2a,2b,2c, 2d; 3a,3b,3c,3d; etc.) para as distintas coloragdes (Figura 11).

Figura 11. Procedimentos de transporte e
controle das amostras. Depois de obtidas no
Banco de Olhos de Brasilia as amostras eram
transportadas em caixa de isopor (A),
codificadas individualmente no Lab. Técnicas
Histolégicas — MOR/FM (B), processadas e
emblocadas em parafina (C) e secionadas (6
pgm) em micrétomo para as coloragdes (D).
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Para a descricdo dos tecidos foi utilizada a coloracdo padrao pela

Hematoxilina & Eosina (cortes 1a, 2a, 3a, etc.), para a descrigdo da matriz
extracelular foi empregado o método de Tricrdbmio de Gomori (cortes 1b, 2b, 3b, etc.),
para as fibras reticulares foi utilizado a coloragdo Gomori para reticulina (cortes 1c,
2c, 3c, etc.) e para as fibras elasticas foram identificadas pelo método histoquimico
segundo Weigert (cortes 1d, 2d, 3d, etc.). Depois de coradas, as sec¢des histologicas
foram protegidas com laminulas de vidro e resina sintética (Enthelan®, Sigma-Aldrich)
e posteriormente digitalizadas no sistema de fotodocumentagdo de microscopia 6ptica
(Zeiss, Alemanha) com objetiva de 20 e posteriormente ampliadas (200x) para a
coleta dos dados histologicos e histopatoldgicos (qualitativas, semiquantitativas e
morfometria), avaliadas sempre por um unico observador.
Para a microscopia eletronica de varredura, um quadrante perpendicular ao maior
eixo de cada amostra de cornea foi seccionado e fixado com 10% de paraformaldeido
overnight, em seguida lavadas 3 vezes com solugdo tampdo de fosfato ph 7.,4.
Depois, cada quadrante foi seccionado transversalmente em 3 arcos de tamanho
similar para avaliagdo das faces anterior, posterior e perfil ( Figura 12).

Figura 12. Cornea humana apds
processamento para microscopia
eletrbnica da varredura. Vista de
perfil (A), face anterior (B) e face
posterior (C).

Os espécimes histolégicos foram tratados por 1 hora em solugdo aquosa
de tetroxido de 6smio 1%, lavadas com agua destilada e desidratada com solugao
crescente de concentragédo de acetona (30%, 50%, 70% e 90%, sendo 15 min/etapa),
acetona 100% duas vezes por 10 minutos. Apos desidratagdo, secagem ao ponto
critico. As amostras foram condicionadas em bases metalicas identificadas, conforme
posicado de avaliagéo, para posterior impregnagdao em banho de ouro por 30 minutos.
As imagens foram obtidas no microscépio eletrénico de varredura do Instituto de
Biologia (JEOL, modelo JSM- 7001F,USA) usando aumento para face perfil de 200x
para cornea periférica (até 3mm distante do limbo) e 300x para cérnea central, 500x
para face anterior e 2700x para face posterior.
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3.7. Obtencao dos dados morfométricos

3.7.1. Avaliacao da espessura das camadas corneanas e integridade estromal
Para quantificar a espessura das camadas corneanas foi tomada a média de

trés medidas equidistantes e perpendiculares a camada de Bowman nas imagens de

perfil de cada amostra obtida por MEV, conforme demonstrado na figura 13,

utilizando-se o programa de manipulagéo de imagem GIMP 2.8; os resultados foram

expressos em milimetros.

i

Figura 13. Medida da Espessura total da cérnea em
milimetros. Linha laranja adjacente a camada de
Bowman. Linhas em lilds estdo equidistantes e
perpendiculares a camada de Bowman. Corte
transversal de cornea periférica. Aumento 200x.

A 000 A .4 mimenros, 2953 0.4 22,

3.7.2. Avaliacao da integridade estromal

Para avaliar a integridade estromal foram quantificadas o total de fraturas
lamelares encontradas em 5 campos equidistantes de 5000 um? nas imagens de perfil
de cada amostra obtida por MEV (Programa de manipulagdo de imagem GIMP 2.8);

os resultados foram expressos em milimetros (Figura 14).

Figura 14. Avaliacdo da Integridade estromal.
Presenca de fraturas lamelares em area definida de
5000 pm? (retangulo amarelo). Corte transversal de

100pm JEOL

15.0kv SEI __ SEM WD 15 cornea periférica. Aumento 200x.

3.7.3. Avaliacao de alteragoes epiteliais

As alteragbes dos epitélios anterior e posterior foram avaliadas nas
imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura numa area de 9 x 4800 um?
(face anterior) e 3 x 500 ym? (face posterior). Para o epitélio anterior foi considerado o
percentual de justaposicédo, aderéncia e desagregagao celular, enquanto que para o
epitélio posterior foram quantificados o total de lesdes endoteliais.
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3.7.4. Identificagao de vascularizagao

A presenga ou auséncia de vascularizagdo da cornea foi identificada por
microscopia especular (Konan Cell Ckeck EB10 microscépio e Konan Corneal
Endothelial Analytics software, Irvine, USA) no banco de olhos, conforme
procedimento padrdo. Posteriormente, foi feita avaliagdo qualitativa nas imagens de
microscopia Optica obtidas das secgdes histologicas de 6 pm coradas com

Hematoxilina & Eosina.

3.7.5. Avaliacao das fibras da matriz extracelular

As fibras elasticas foram identificadas pelo método histoquimico segundo
Weigert, que cora as fibras elasticas de azul escuro a roxo, nucleos de azul a preto;
colageno de roseo a vermelho e outros elementos de amarelo. Para identificar as
fibras reticulares utilizou-se o método histoquimico de Gomori para reticulina, no qual

essas fibras se coram de negro (Figura 15).

Figura 15. Identificacdo de fibras da matrix extracelular. Fibras eldsticas de cor magenta
identificadas pelo método histoquimico segundo Weigert a esquerda (limitante elastica interna
— artéria) e fibras reticulares em negro identificadas pelo método histoquimico de Gomori para
reticulina a direita.

3.8. Analise Estatistica

A normalidade e a variabilidade das variaveis foram analisadas pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov e Bartlett, respectivamente. Para a comparagdo entre dois
grupos com distribuicdo paramétrica foi usado o teste t ou Mann-Whitney para dados
com distribuicdo n&do paramétrica. Diferengcas de p < 0,05 foram consideradas
significantes. Os resultados qualitativos foram analisados pelo teste de Qui-quadrado
para dados com distribuicdo normal ou Fisher para distribuigdo ndo normal. As
analises foram feitas empregando-se o programa Prism® 7 Software Package
(Graphpad USA, 2016).



4, RESULTADOS
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Para descrever e comparar a arquitetura estrutural de corneas humanas
normais no processo de envelhecimento foram avaliados diferentes parametros
morfolégicos em secgbes histologicas de 15 corneas humanas de doadores

cadaveres.

4.1. PERFIL DOS INDIVIDUOS

Os doadores apresentavam idade do obito entre 26 a 65 anos (49 + 11,8 ),
predominantemente do sexo masculino (80%). Os individuos foram agrupados em
duas faixas etarias, sendo o grupo 1 <40 anos (n = 5; 35 + 5,4 anos) e o grupo 2 = 40
anos (n = 10; 57 £ 5,8 anos). As sorologias para HIV, hepatite B e hepatite C foram
negativas na maioria das amostras (73,3%). As mortes ocorreram por causas
cardiovasculares em 7 individuos e traumatismos em 3 deles. Outras causas como
cirrose, enforcamento e choque elétrico também foram identificadas; em 2 individuos a

causa de morte era desconhecida (Tabela 1).

Tabela 1. Perfil epidemiolégico dos individuos dos grupos | e Il, segundo prontuario cedido

pelo Banco de Olhos do Distrito Federal.

Grupos de Individuos Sexo | Idade | Sorologias Causa Mortis Justificativa de
estudo descarte
MRO F 26 - Traumatismo cranio-encefalico Corpo estranho
| ASJ M 36 - Parada cardiorrespiratéria Pés conservagéo
(<40 JES M 37 - Infarto Agudo do Miocardio Pés conservagéo
anos) LAFJ M 39 - Politraumatismo Pds conservagédo
LAFJ M 39 - Politraumatismo Pds conservagéo
MAL M 45 - Cardiopatia Pos conservagéo
JPG M 53 - Desconhecida Causa mortis
JPG M 53 - Desconhecida Causa mortis
VLRS F 54 - Acidente vascular cerebral Pds conservagéo
(2“40 ABB M 56 - Choque elétrico Pos conservagao
anos) DSC M 60 Anti-HBc Insuficiéncia cardiaca congestiva Sorologia
DSC M 60 Anti-HBc Insuficiéncia cardiaca congestiva Sorologia
CLPC M 61 - Infarto Agudo do Miocardio Pés conservagéo
RLV F 62 Anti-HBsAg Cirrose hepatica Sorologia
AHM M 65 Anti-HBc Enforcamento Sorologia

4.2. ESPESSURA DAS CAMADAS DA CORNEA

Para avaliar as camadas da cérnea dos individuos das duas faixas etarias
foi medida a espessura total e de todas as camadas (epitélio anterior, camada de
Bowman, estroma, camada de Descemet e endotélio) em trés regides equidistantes e
posteriormente os dados foram comparados para determinar possiveis diferencas



entre as regides central e periférica de um mesmo grupo, também diferengas entre os
grupos (G1 x G2).

A. Espessura total e das camadas da cérnea

Os resultados mostraram que a médiatDP da espessura total da coérnea na
regido periférica dos individuos com idades inferiores a 40 anos é maior (272,2+76,2
pm) do que na regido central (166,4+67,4) (Teste t; p = 0,039), enquanto que no grupo
Il (= 40 anos) ndo houve diferenga entre as duas regides (Periférica = 203,8+44,2 ym,;
Central = 194,14£80,4 uym) (Teste t; p > 0,05). Quando comparado os grupos G1 x G2 a
regido periférica apresentou maior espessura no grupo | (272,2+76,2 ym) do que o
grupo Il (203,8+44,2 pym) (Teste t, p = 0,045), mas ndo para a regido central G1 =
166,4167,4; G2 = 194,14+80,4) (Teste t, p > 0,05).

—~ 5001
5 . Teste t; p = 0,039 . > 40 anos
S 4004 ' _
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Figura 16. Espessura total das cérneas dos individuos dos grupos G1 (< 40 anos) e G2 (= 40
anos). Os resultados indicam que a espessura corneana na sua regido central para o grupo
G1 é menor do que na regiao periférica (p < 0,05), mas n&o para o grupo G2 (Mann-Whitney, p
> 0,05). A regiao periférica apresentou maior espessura no grupo | do que o grupo Il (Teste t, p
= 0,045), mas nao para a regido central (p > 0,05). Estdo mostradas as médias e desvio
padréo.

Considerando as diferentes camadas que compdéem a cdrnea, os resultados
mostraram que no grupo de individuos com idades inferiores a 40 anos (G1), as
regides centrais das camadas de Bowman (mediana = 4 ym), Descemet (médiazDP =
1,7£1,6 ym) e endotélio (mediana = 0,9 pym) eram menos espessas do que as
respectivas regides periféricas (Bowman / mediana = 6 ym; Descemet / médiatDP =
4,8+0,9 ym) e endotélio (mediana = 3,5 ym) (p < 0,01) (Figura 11 BDE).
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Para os individuos do grupo 2 (= 40 anos) a camada de Bowman foi mais
espessa na regiao periférica (6,5+1,8 um) do que na regido central (5,2+0,9 ym) (Teste
t, p = 0,049) (Figura 11 D); a espessura do endotélio ndo diferiu entre as regides
periférica (1,3+1,3 ym) e central (1,4+0.9 um) (Teste t, p > 0,05).

Quando comparado os dois grupos, os resultados mostraram que apenas na
regido periférica do endotélio a espessura foi menor no grupo 2 (1,3+1,3 ym) do que
no grupo 1 (3,4+1,5 um) (Teste t, p = 0,015) (Figura 17 E).
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Figura 17. Espessura das camadas da cérnea dos individuos dos grupos G1 (< 40 anos) e G2
(= 40 anos), sendo o epitélio anterior (A), camada de Bowman (B), estroma (C), camada de
Descemet (D) e endotélio (E). Os resultados indicam que a espessura central € menor que na
periferia para o grupo G1 para a camada de Bowman, Descemet e endotélio e para o grupo 2
apenas para a camada de Bowman (p < 0,05). O grupo 2 apresentou menor espessura do
endotélio na regiao periférica quando comparado ao grupo 1 (p < 0,05). Estdo mostradas as
medianas, quartis, valores maximos € minimos.
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4.3. ARQUITETURA E QUALIDADE DAS CAMADAS DA CORNEA

Para identificar a arquitetura das corneas dos individuos das duas faixas
etarias foram avaliados os parédmetros qualitativos das células epiteliais (integridade,
aderéncia e justaposigdo) e da matriz extracelular (localizagéo das fibras colagenas,

elasticas e reticulares, bem como a integridade lamelar).

A. Epitélio anterior

A qualidade do epitélio anterior foi avaliada uma area equivalente a 9x4800
um? nas regides periférica ou central das corneas. Assim, de uma forma geral o
epitélio anterior quando estava preservado era composto por 5 camadas celulares e do
tipo estratificado escamoso (figura 12 AB, corte sagital), sendo as células basais
cilindricas/cubicas altas apoiadas sobre a membrana de Bowman (¢), as da regiao
intermediaria do tipo poligonais e as da superficie sdao pavimentosas contendo
inimeros microvilos (Figura 18 CD).

Figura 18. Fotomicrografias (A,B) e Eletromicrografias de varredura (C,D) da cérnea de
individuos adultos. Observar o epitélio anterior em cortes sagitais com as camadas de células
epiteliais basais, intermediarias e superficiais (A,B) e frontais evidenciando os nucleos
esféricos da camada intermediaria (C) e as microvilosidades das células superficiais
pavimentosas (D). Coloragdo HE (A) e Tricrémio de Gomori (B).



A avaliagao feita por um unico observador evidenciou, nas corneas de ambas
as faixas etarias, falhas na justaposigao celular (adesao célula-célula) e da aderéncia a
camada de Bowman (adesdo célula-matriz extracelular) que culminou com a
desagregacao epitelial. Assim, no grupo 1 (< 40 anos) a desepitelizagao na periferia da
cérnea foi 1,7% e na central de 17,4%, enquanto que no grupo 2 (= 40 anos) essa
perda foi de 3,4% e de 49,2% para as regioes, periférica e central respectivamente.
Em que pese a diferenga nos percentuais observadas, sobretudo para a regiao central
da cornea, os resultados analisados pelos testes Mann-Witney e teste t ndo indicaram
diferengas entre os grupos para as regides periférica e central, respectivamente (p >
0,05) (Figura 19 e 20).
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Figura 19. Percentual de perda do epitélio anterior nas regides periférica e central das corneas
dos individuos dos grupos G1 (< 40 anos) e G2 (= 40 anos). Os resultados mostraram que o0s
grupos nao diferem entre si, tampouco as regides, periférica x central, para um mesmo grupo
(p > 0,05). Estdo mostradas as medianas, quartis, valores maximos e minimos.

Figura 20. Eletromicrografias de varredura da cérnea evidenciando o epitélio anterior integro
(A\), perda parcial (C e D) e perda total do epitélio (B). Observar as células epiteliais
intermediarias desagregadas e as pavimentosas em descamagao em E e em F observar as
células basais cilindricas parcialmente justapostas.
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B. Camada de Bowman

A analise qualitativa das imagens por microscopia 6ptica (A, B) ou por MEV
(C, D, E) nas corneas dos dois grupos mostrou que a camada de Bowman apresenta
grande densidade e compactacgao das fibras de forma muito regular, organizada e com
pouca matriz amorfa entre as fibras. No conjunto, estas caracteristicas tornam a
morfologia dessa camada bastante contrastada com a disposicdo menos densa
observada no estroma (Figura 21). A camada de Bowman encontra-se aderida ao
estroma pelo estrato reticular da membrana basal, que por sua vez, esta aderido a
lamina basal do epitélio anterior, conforme evidenciado na figura 21 A, B e E. A alta
densidade da camada de Bowman foi observada inclusive nas regides de

desepitelizacdo ou desagregacao lamelar estromal (Figura 21 D, E).

Figura 21. Fotomicrografias (A,B) e eletromicrografias por MEV (C,D,E) de cdérneas humanas
evidenciando a camada de Bowman §p e estruturas adjacentes. Observar a alta densidade e disposicéo
bastante regular e lamelas muito compactadas que contrastam com as lamelas estromais (@).
Observar também o corte tangencial do epitélio anterior (branco) com as fibras reticulares da membrana
basal inserindo-se na camada de Bowman (&% ). Coloragao Tricrémio de Gomori (A) e histoquimica para
reticulina (B).



C. Estroma

Para as analises da qualidade do estroma avaliou-se a morfologia nas
seccgdes histologicas por microscopia Optica, bem como quantificou-se o total de
fraturas/desagregacéo lamelar em 5 campos equidistantes de 5000 pm? nas imagens
obtidas por MEV de cada cérnea.

Os resultados mostraram que o estroma das corneas de ambos os grupos
apresentaram de forma geral lamelas colagenas dispostas regularmente em paralelo
com as camadas de Bowman e com a membrana de Descemet (Figura 22 A), mas
também foram observadas regides em que as lamelas estavam desagregadas,
irregulares e estiradas, permitindo maior exposi¢cdo da matriz amorfa como observado
na figura 22 B.

O total de lamelas desagregadas foi de 7,2+5,8 na regido central e de 5,4+3,8
na periferia das cérneas do grupo | e de 7,2+4,4 ou 6,3%£3,9 para as regides central e
periférica, respectivamente para o grupo Il; ndo houve diferencas entre as regides para
as corneas do mesmo grupo, nem entre os grupos (teste t, p > 0,05).
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Figura 22. Eletromicrografias de varredura de cérneas humanas evidenciando estroma e
estruturas adjacentes. Em A, observa-se o estroma integro e alinhamento regular e em B, o
estroma apresenta regides com lamelas desagregadas, sem alinhamento e exibindo cavidades
(seta).

D. Camada pré-Descemet e Membrana Descemet

Durante o processamento foram observadas clivagens espontaneas entre a
membrana de Descemet e o0 estroma das corneas denotando nas corneas dos dois
grupos uma fragilidade estrutural natural correspondente a “camada de Dua” (regido
de clivagem em procedimentos cirurgicos). Posteriormente, nas imagens obtidas por
MEV as membranas de Descemet assumiram uma concavidade voltada para o

estroma, conforme mostrado na figura 23.
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15.0kV SETI -

Figura 23. Eletromicrografias de varredura da cérnea evidenciando as suas camadas (A) e a
clivagem esponténea entre membrana de Descemet e o estroma (B).

E. Endotélio

O endotélio foi avaliado de forma qualitativa e semiquantitativa para
quantificar lesdes endoteliais em trés areas de 500 pm?.

Os resultados mostraram maior numero de lesdes endoteliais em ambas as
regides das cérneas do grupo Il (periférica = 3,4+2,3; central = 6,1£3,5) do que o grupo
| (periférica = 0,9+1,2; central = 2,0£2,5) (Teste t, p < 0,05) (Figura 24). Nao houve
diferengas entre as regides, central e periférica, num mesmo grupo (Teste t, p>0,05). A
avaliacdo qualitativa do endotélio evidenciou o epitélio pavimentoso simples
constituido por células justapostas de limites bem definidos, hexagonais e com poros
medindo de 8 a 10 um de didmetro (Figura 25 A,B). Também, nas cérneas dos dois
grupos de faixa etaria foram identificadas lesdes nas células endoteliais (C,D) e até
regides com rompimento parcial (E) ou total do endotélio (F) que deixou exposto o

estroma posterior.
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Figura 24. Total de les6es no endotélio (3 x 500 pmz) dos individuos dos grupos G1 (< 40 anos) e G2

(=40 anos). Os resultados indicam que o numero de lesdes endoteliais para o grupo G2 € maior do que

para o grupo G1 (Test t, p =0,04), para ambas regies periférica e central.
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Figura 25. Eletromicrografias de varredura da regiao posterior de diferentes cérneas mostrando em A e
B o endotélio pavimentoso simples com células achatadas (seta azul), justapostas e poros

intercelulares. Observar areas com lesdes (circulo branco) em C e D e perda parcial (E) ou total (F).



F. Vascularizagao e células migratoérias

As analises seccionais (anteroposterior) mostraram em uma cérnea de cada
grupo a presencga de capilares intraestromais, como demonstrado na figura 26. Quanto
aos leucécitos foi observado na regiao estromal em todas as corneas analisadas, que
depois de quantificados mostrou maior niumero de leucdcitos segmentados (neutrofilos
e eosindfilos) nas cérneas do grupo | (13,5+6,8 céls/10 mm?) do que o grupo I
(3,4+3,1 céls/10 mm?) (Teste t, p = 0,023). Nao foi identificada diferencas no total de
leucécitos mononucleares entre o grupo | (2,1+2,7 céls/10 mm?) e o grupo Il (0,6+0,9
céls/10 mm?) (Teste t, p > 0,05) (Figura 27).

Neutrofilo

Eosinofilo

Fibroblasto i

10 um

Macrofago

Figura 26. Fotomicrografias da regido estromal de cérneas obtidas dos grupos | e Il exibindo
em A1 e A2 capilares intraestromais (seta). Em B1 tem-se uma secgéo frontal e tangencial a
cérnea exibindo o epitélio anterior (esquerda) e o estroma com inumeros fibroblastos e alguns
leucdcitos que s&o vistos em detalhes em B2 (segmentados) e B3 (mononucleares). Coloragao
Hematoxilina & Eosina.
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Figura 27. Total de leucécitos intraestromais (10 mmz) nas corneas dos individuos dos grupos | e Il. Os
resultados mostraram maior nimero de segmentados (neutréfilos/eosindfilos) no grupo | do que no
grupo Il (Teste t, p =0,023), os resultados dos mononucleares mostraram que os grupos nao diferem
entre si (p > 0,05). Estdo mostradas as medias e desvio padréo.

4.4. CARACTERIZAGAO DAS FIBRAS ELASTICAS E DO PERIMETRO
CORNEANO

O estudo seccional anteroposterior da cérnea por microscopia oOptica e de
varredura mostrou em todos os espécimes dos grupos G1 (< 40 anos) e G2 (= 40
anos) que o seu perimetro delimitado € margeado por uma faixa de fenestragdes
pericorneanas que avangam para o limbo e esclera e se relacionam com a rede capilar

vorticosa (Figura 28 A,B,C).

Figura 28.
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As analises feitas por um unico observador mostraram que as dimensdes
das fenestragdes pericorneais aumentam para a regiao posterior da cornea proximo ao
angulo iridocorneano aonde se integram com a rede trabecular responsavel pela
drenagem do humor aquoso a partir da cadmara anterior do olho para o canal de
Schlemm (Figura 29).

[ ] 100pm JEOL — (O JEOL
15.0kV SEI SEM WD . 15.0kV SEI SEM WD 15.0mm

Angulo iridocornean

Figura 29. Eletromicrografias de uma cérnea (secgdo transversal) exibindo em A as
fenestragdes pericorneais (seta), o limbo e a esclera, em B a rede trabecular, em C o angulo
iridocorneano e em D, tem-se o canal de Schlemm.

As histoquimicas para as fibras elasticas e para as fibras colagenas
mostraram que as fenestragdes pericorneais sdo margeadas por fibras colagenas e
por grandes fibras elasticas enoveladas internamente (Figura 30 A,B). No interior da
coérnea foram observadas as fibras do sistema elastico chamadas elauninicas que sao

mais delicadas e possuem menor concentracdo de elastina (Figura 30 C).
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Figura 30. Fotomicrografias de trés secgdes histolégicas de cornea exibindo as fibras elasticas
espessas (A, coloragdo de Weigert) e as colagenas (B, coloragcdo HE) em torno das
fenestragdes. Em C (Weigert), observa-se esparsa coloragdo magenta no estroma corneano
que equivale as fibras elauninicas (esquerda da imagem) e a maior concentragdo das fibras
elasticas nas proximidades das fenestragdes (direita).

Também, observou-se que a concentragao das fibras elasticas aumenta para a regiao
da esclera (Figura 31 B,C e 32) e para a regiado posterior em torno da rede trabecular
posterior (D,E).

Epitélio
anterior

®

Figura 31. Fotomicrografias de uma secgao histolégica em vista panoramica (aumento 10 x)
em A e quatro secgdes histolégicas de cdrneas exibindo as fenestragcbes em detalhe (B), as
fibras elasticas espessas na regido anterior e tangencial ao epitélio anterior (C), a regido da
rede trabecular posterior e adjacente a iris do olho (D) e a regido trabecular margeada por
espessas fibras elasticas (E). Coloragdo de Weigert.



Figura 32. Organizacdo esquematica de fibras elasticas na regido limbal. A. Observar a a
malha trabecular, a regido limbica elastica com folhas de fibras elasticas concentradas em
todo perimetro corneano (lilas). B. Vista frontal de cdrnea. fibras elasticas em regido: 1-
superficial; 2- intermediaria; 3- posterior
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4.5. SUMARIO DOS RESULTADOS

Para facilitar a visualizagcdo dos dados, a tabela 2 sintetizam os resultados
das regides (periférica e central) do grupo | (<40 anos) em comparagao ao grupo Il (2

40 anos).

Tabela 2. Parametros avaliados entre os grupos

Parametros Avaliados i Gl (<40 ano’s) ,G" (240 anf)s)
Cérnea Cérnea Cérnea Cérnea
Periférica Central Periférica  Central
Total 275481 166181 211 176
Epitélio anterior 1115 73 1314 8+3
Espessura | Camada de Bowman 6 410 7 5+0
(km) Estroma 254+39 153130 237440 177123
Membrana de Descemet 541 2+1 341 3+1
Endotélio 341 110 10 1+0
Perda do epitélio anterior (18 x 2400 pm?) 1,7 17 3 49
Fendas lamelares (5 x 5000 pm?) 5+2 743 61 741
Total Lesdes endoteliais (3 x 500 um?) 1+1 21 31 6+1
Leucdcitos segmentados (10 mm?) 1447 3+3
Leucécitos mononucleares (10 mm?) 243 121

Tabela 3. Dados descritivos das camadas e fibras elasticas

Regido da cérnea

Caracteristicas morfolégicas

Epitélio anterior

Cinco camadas de células basais/cilindricas, intermediarias/poligonais e
superficiais pavimentosas e com microvilosidades

Camada de Alta densidade, fibras organizadas e muito compactadas, pouca
Bowman substancia interlamelar, aderida ao epitélio e ao estroma
Estroma Lamelas colagenas dispostas regularmente em paralelo, regides com

lamelas desagregadas/fendas expondo a matriz amorfa

Membrana de
Descemet

Apresentaram clivagens entre a membrana de Descemet e o estroma,
camada de Dua

Endotélio

Epitélio pavimentoso simples, células justapostas, limites bem definidos,
hexagonais e com poros medindo de 8 a 10 ym de diametro.

Fibras elasticas

maior
rede trabecular/angulo

Grandes fibras margeando as fenestragbes pericorneais,
densidade na face posterior associada a
iridocorneano, fibras elauninicas estromais.




5. DISCUSSAO
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A coérnea é uma estrutura fundamental na visdo cuja fisiologia e estrutura
ainda n&o s&o totalmente conhecidas. O melhor entendimento das nuances desse
tecido é fundamental para a maior compreenséao das diversas patologias relacionadas
a ele, bem como as alteragcdes decorrentes do seu envelhecimento.

Os resultados do presente estudo por imagens obtidas pela microscopia
eletrénica de varredura e microscopia optica tém um valor bioldgico significativo, pois
sugerem uma correlacdo entre a arquitetura corneana, o declinio da taxa de re-
epitelizagcdo, a apoptose celular e as alteragbes morfolégicas no processo de
envelhecimento da cornea.

Em relagédo ao perfil dos individuos, foram obtidas corneas de 26 a 65 anos,
embora nado exista limite de idade para doagéo de cérnea (Garcia 2006), o Ministério
da Saude determina que o limite minimo e maximo de idade do doador fica a critério
do responsavel técnico do Banco de Tecidos Oculares (Ministério da Saude 2008); no
BODF, o limite € de 65 anos, com proje¢cdo para aumentar esse limite até 70 anos,
mediante avaliacdo entre a qualidade endotelial e funcional da cérnea doada e o
tempo de espera na fila de transplante; quanto maior a idade maior a chance de
encontrar danos endoteliais conforme informacao pessoal do centro de pesquisa do
BODF, embora a idade avangada do doador ndo impeg¢a o uso de uma cérnea para
enxertia (Pantaledo 2009), a expectativa de vida de uma célula endotelial
transplantada é, até o momento desconhecida (Faragher 1997), por esses motivos
esse estudo ndo obteve individuos com idades maiores de 65 anos. A idade média
dos individuos foi de 49 + 11,8 anos, sendo o grupo | <40 anos (n = 5; 35 £ 5,4 anos)
e o grupo |l =240 anos (n = 10; 57 £ 5,8 anos), em concordancia com a literatura (Adan
et al. 2008; Sano et al. 2010; Silva et al 2016), entretanto, provavelmente uma faixa
etaria mais ampla evidenciaria melhor as alteragées do envelhecimento.

Entre as causas mortis, as doengas cardiovasculares foram as mais
frequentes causas de Obito dos doadores, seguidas por causas externas (trauma),
dados semelhantes foram encontrados por outros autores (Adan et al 2008, Sano et al
2010). Alguns autores referem a causa mortis como um fator que influencia no
metabolismo e na integridade endotelial da cornea (Sano et al. 2010), em oposicéo,
Hirai et al 2009, cita estudos que ressaltam ndo haver perda de qualidade das
cérneas doadas nos casos de causas externas, essas divergéncias podem ser
justificadas pelos diferentes mecanismos de patologicos.

Entre os doadores de cérnea ha um predominio do sexo masculino,
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condizente com dados de outros bancos de olhos (Silva et al. 2014), possivelmente
porque 0s homens morrem mais jovens que as mulheres devido a trauma e doengas
cardiovasculares (Adan 2008). Alguns estudos consideram as corneas de mulheres
mais finas que dos homens (Galgauskas et al. 2014). Nao ha uma resposta clara
sobre por que as mulheres tém cérneas mais finas que os homens. E possivel que as
alteracbes hormonais nas mulheres possam explicar essa diferengca, no entanto,
devido a pequena propor¢do de mulheres entre os individuos (3 mulheres:12
homens), nesse estudo ndo foi possivel analisar diferengas estruturais entre os sexos.

Das justificativas de descartes, quatro das quinze corneas foram descartadas
devido a sorologia positiva para Hepatite B. Atualmente, a legislagao brasileira ndo
permite o uso de tecidos para transplante, cujo doador apresente sorologia positiva
para hepatite B, hepatite C ou HIV (Ministério da Saude, 2008). O estudo realizado na
Santa Casa de Sao Paulo indica que a hepatite C é causa de olho seco, resultante da
diminuicdo da producdo de lagrima, como consequéncia as células epiteliais vivas
sofrem sem a protecdo oferecida pelo filme lacrimal (Gomes & Marques 2011), no
entanto, mais estudos s&o necessarios para associar os tipos de hepatites com
alteragdes morfologicas da cornea.

A média da espessura total encontrada no estudo tanto na regido central
quanto na periférica se mostrou menor que 540 pym para regido central e 700 um para
periferia como referido pela literatura (CBO 2013a), importante ressaltar nesse estudo
que as medidas foram aferidas em tecido seco, desidratado sob ponto critico diferente
do referido na literatura sendo mais espessa em virtude da hidratagcdo do tecido in
vivo; no entanto, o procedimento de desidratagdo foi o0 mesmo entre os individuos
possibilitando a comparagao entre os grupos e regides.

Embora nenhum limite claro possa ser identificado entre a cérnea central e
periférica, essas duas regides sao anatdmica e fisiologicamente diferentes em
espessura, ceratometria, fontes nutricionais, composicao bioquimica e suscetibilidade
a doencga (Zheng et al. 2016), por esses motivos nesse estudo foram analisadas
separadamente cada regido, a cérnea periférica foi considerada como a area tecidual
entre o limbo e cerca 3 mm periférico da cornea.

A configuracdo anatomica da cdrnea, descrita na literatura (Gomes & Alves
2011), de ser mais espessa na periferia foi encontrado no grupo | (<40 anos), porém
ndo foi significativo no grupo Il (240 anos), o que pode sugerir uma redugé&o na

reposicao celular periférica como consequéncia do envelhecimento das células
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troncos do limbo. Conforme estudos prévios, as microestruturas do limbo se tornam
mais suaves com a idade o que sugere uma correlagédo entre a arquitetura limbica e o
declinio da taxa de re-epitelizagdo em pacientes idosos (Notara et al. 2013).

Estudos recentes confirmaram uma relagc&o entre a espessura total central da
cérnea e a idade, isto €, a cornea humana central se torna mais fina com a idade
(Rufer et al. 2007; Lekskul et al. 2005; Galgauskas 2009). No entanto, nesse estudo e
em outros estudos (Niederer 2007; Prasad 2011; Kamiya 2009), ndo foi encontrada a
mesma dependéncia na espessura total. Essas divergéncias corroboram com a
necessidade de mais estudos para elucidar as modificagbes da cornea no
envelhecimento.

Ao analisar as diferentes camadas que compdem a cérnea, os resultados
mostraram que no grupo de individuos com idades inferiores a 40 anos (Gl), as
regides periféricas das camadas de Bowman, Descemet e endotélio eram mais
espessas do que as respectivas regides centrais, esses dados sobressaltam as
diferencas entre as regides (Zheng 2016). Estudos mostram que essa diferenca de
espessura entre a regido central e periférica pode aumentar dependendo do
quadrante periférico avaliado, como exemplo o epitélio € mais espesso na regiao
periférica inferior do que na regido periférica superior, ambos s&o mais espessos que
a regiao central (Reinstein 2008), por esse motivo foi priorizada a seccédo do
quadrante inferior da cérnea. Provavelmente em virtude do espago promovido pela
desagregacao lamelar (incluso na medida da espessura estromal) e a desepitelizagéao
(que altera a espessura do epitélio anterior), essa diferenga entre as regides periférica
e central no grupo com idade inferior a 40 anos (Gl) ndo foram significativas no
estroma nem no epitélio anterior.

Em particular, a camada de Bowman apresentou a regido periférica mais
espessa do que a regido central independente da idade. No entanto, nesse estudo
houve um aumento da espessura da camada de Bowman da regido central com a
idade, o que diverge dos dados referentes ao declinio da camada de Bowman de 0,06
Mm em sua espessura a cada ano de vida, e a perda em média de 1/3 da espessura
entre os 20 a 80 anos de idade descrito em outros estudos (Delmonte & Kim, 2011;
Jacob e Naveen, 2016; Schlbtzer-Schrehardt e Kruse, 2016; Alzahrani et al., 2017).
Essas divergéncias demonstram a necessidades de maiores estudos em relagéo a
camada de Bowman, principalmente apos estudos mostrarem que transplante da

camada de Bowman isolado reduziu e estabilizou a ectasia da cornea em olhos com
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ceratocone progressivo e avangado (Van DijK 2015). Segundo Brautaset et al (2013),
o ceratocone € um disturbio de afinamento da pan-cérnea baseado no aspecto de
afinamento da cdérnea na regido ectatica periférica e central, uma hipotese levantada
no presente estudo € que a regido central da camada de Bowman mais espessa com
a idade poderia dar maior resisténcia e justificar uma menor prevaléncia de
ceratocone em relagcdo a idade, mas atualmente permanece desconhecido se a
camada de Bowman contribui para a patogénese do ceratocone.

Além dos parametros quantitativos da espessura, o presente estudo analisou
o percentual de desepitelizacdo em comparacado a idade. A desepitilizacdo pode
caracterizar alteragdes da barreira epitelial. Embora pese a diferenca nos percentuais,
sobretudo para a regido central que mostrou maior porcentagem de desepitelizagédo
no atual estudo, os resultados ndo indicaram diferengas entre os grupos para as
regides periférica e central. Provavelmente devido ao reduzido numero de individuos
nao foi possivel aferir diferengas significativas entre as regides, mas estudos
demonstram uma capacidade reduzida das células da cornea de regular as moléculas
de adesdo com o envelhecimento (Hobden 1995); além de um aumento na
permeabilidade epitelial com a idade o que pode representar um colapso da funcao de
barreira epitelial (Chang 1993). No entanto, o numero e a distribuicdo de
hemidesmossomas ao longo da lamina basal ndo parecem mudar com a idade
(Trinkaus-Randall 1993).

Segundo Klintworth (1977) quando o tecido da coérnea é processado para
exame microscopico, as lamelas do estroma geralmente se separam artificialmente,
entretanto a unido entre as lamelas é estabelecida pelos aminoglicanos; alguns
autores consideram os aminoglicanos a “cola” da cornea, responsavel por fornecer
plasticidade e suporte estrutural necessario para o sucesso da funcdo corneana.
Dessa forma, o presente estudo considerou a desagregacao lamelar um método
indireto para avaliar a qualidade dessa “cola”. Nesse estudo os resultados n&o
apresentaram diferengas entre os grupos, embora no estudo de Pacella et al. 2015
relata diferenga dos tipos de aminoglicanos com a idade, foi demostrado que os
aminoglicanos: condroitina, dermatan, ceratan e sulfato de heparan, foram maiores
nos individuos mais velhos do que nos mais jovens; ao mesmo tempo, a contagem de
acido hialurdnico foi significativamente maior nos individuos mais jovens do que nos

idosos.
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Em contrapartida, no atual estudo foi relatado somente uma tendéncia de
desagregacao lamelar maior na regidao central em comparacéo a periférica do grupo Il
(240 anos), uma hipotese é que essa tendéncia se deve a menor quantidade e/ou
qualidade de aminoglicanos na regiao central do que na periférica. Porém, maiores
estudos sdo necessarios para esclarecer as particularidades e o mapeamento dos
aminoglicanos em cada regiéo.

Em estados patoldgicos, o estroma corneano é invadido por células que
normalmente ndo existem nele. Leucdcitos polimorfonucleares, linfécitos e monadcitos
infiltram a coérnea como parte da reagao inflamatéria. Os leucécitos entram nas
corneas antes dos capilares, a este respeito, é de interesse que os extratos de
leucocitos promovam a multiplicagdo celular de fibroblastos. Como apontado por
Carrel em 1922, os leucdcitos e extratos de leucdcitos contém substancias capazes
de estimular a proliferacdo. A quantidade de vascularizagdo também € diretamente
proporcional ao infiltrado leucocitario (Klintworth 1977; Gan 2001). Em algumas
amostras foram identificadas vascularizacdo apenas a microscopia optica, em razao
da microscopia oOptica ter maior poder de ampliagdo em comparagcdo a microscopia
especular. Os resultados nao mostraram diferenca na proporcado de corneas
vascularizadas com a idade. Quanto aos leucdcitos foi observado maior numero de
leucdcitos segmentados nas cérneas do grupo | do que o grupo Il, o que corrobora a
capacidade fagocitaria reduzida de polimorfonucledcitos reativos em resposta a
infeccdo com o envelhecimento (Hazlett et al. 1990).

De todas as mudancas, a mais importante e clinicamente relevante na
cornea com a idade é a bem documentada perda de células endoteliais da cornea
(Rodrigues 2011; Gipson 2013). Estima-se uma perda de células endoteliais gradual
em aproximadamente 0,3% a 2,4% por ano (Victer 2018; Arici 2014; Elbaz et al. 2016;
Mohammad Salih 2016). No estudo, o endotélio mostrou susceptivel a lesées com a
idade, apresentando maior quantidade de lesdes no endotélio dos individuos do grupo
II, tanto na periferia e quanto na regido central. Nesse estudo a espessura na regiao
periférica do endotélio também mostrou ser mais fina no grupo Il (>=40 anos). A
reducdo do numero de células endoteliais e aumento da variabilidade no tamanho e
forma das células que acompanham o normal processo de envelhecimento pode
afetar adversamente a fungdo endotelial (Li 2017) embora essa fungdo reduzida
também possa ser o resultado de um declinio no metabolismo de alta energia com a

idade (Lass 1995). Os mecanismos bioldgicos por tras dessa perda gradual de células
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endoteliais ainda precisam ser elucidados, mas podem envolver mudangas hormonais
ou influéncias ambientais, como irradiagao ultravioleta e toxicidade quimica (Faragher
et al. 1997). Em particular, a degradacdo de enzimas no segmento anterior que
normalmente metabolizam e desintoxicam o peroxido de hidrogénio e outros radicais
livres pode levar a danos progressivos na camada endotelial (Green 1995). Como
consequéncia do envelhecimento, a fungdo endotelial da bomba se deteriora, a
cicatrizagdo da ferida diminui e os resultados da cirurgia refrativa tornam-se pobres
(Galgauskas 2014; Dutt et al. 1994).

Nas imagens de microscopia eletronica foram observadas clivagens entre a
membrana de Descemet e o estroma, como uma fragilidade de forma natural durante
0 processamento das amostras, o que corrobora com Dua et al. (2013).

Diferentemente de outros estudos ja mencionados na literatura que
geralmente realizam cortes transversais, o presente estudo utilizou cortes frontais e
sequenciais de anterior a posterior, incluindo regido periférica e margem esclerolimbar
em 180 graus para descrever a arquitetura dos tecidos que compdem a cornea, do
epitélio anterior ao endotélio da cornea; a morfologia do perimetro corneano, além de
identificar e descrever as fibras elasticas. Por meio desse método, pode identificar
fenestragdes intracorneanas enoveladas internamente por fibras elasticas, localizadas
na circunferéncia periférica avaliada em 180 graus da cornea proxima ao limbo, que
penetram na cérnea desde a regido endotelial em contato com regido de angulo
trabecular e com humor aquoso da camara anterior até camada estromal anterior
presente em todas as amostras independente da idade.

Em recente publicagao (Lewis et al. 2016), fibras elasticas foram identificadas
em uma cornea embrionaria de 13 semanas em quatro lamelas muito finas do
estroma posterior, formando uma regido de 8 ym de espessura anterior ao endotélio.
Sua presenga neste estagio inicial do desenvolvimento, antes da formacédo da
membrana de Descemet, indica que essas fibras ndo sao o resultado de alteracdes
degenerativas relacionadas a idade, mas presumivelmente cumprem alguma fungéo
basica no estroma presumivel. A organizacgao estrutural do sistema de fibras elasticas
posteriores tem implicagdes clinicas importantes para a cirurgia de transplante de
cornea. O recuo elastico associado tem o potencial de afetar diretamente a cdrnea
periférica, o limbo e as vigas e suas células associadas na malha trabecular, levando
a distor¢do do angulo, ao fechamento dos canais de fluxo trabecular e, a longo prazo,

até mesmo a glaucoma, que tem sido reconhecido como um possivel resultado de
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ceratoplastia penetrante (Al-Mahmood et al. 2012). Uma vez que, ao contrario do
colageno e dos proteoglicanos, as fibras elasticas nao podem ser substituidas como
parte do turnover da matriz, seria esperado que a ceratoplastia penetrante alterasse
permanentemente as propriedades mecanicas da cérnea. Esse mecanismo, portanto,
precisar ser considerado em conjunto a aqueles atualmente aceitos como sendo
causas potenciais de glaucoma induzido cirurgicamente (Dada et al. 2008).

Além de identificar as fibras elasticas da regiao posterior, o presente
trabalho também identificou fibras elastica em toda a espessura da cornea. A
localizagéo periférica dessas fibras elasticas e sua caracteristica hidrofébica podem
sugerir uma rede de drenagem intraestromal, como uma “via expressa” (edema pos
glaucoma com rapida recuperagao da cornea), para limbo e malha trabecular. Além
disso, o edema corneano ocorre mais frequentemente na regido central do que na
regiao periférica (Stickel & Bonanno 2002). Ha muito tempo ja é relatado, apesar da
auséncia de canais linfaticos na cérnea normal, as substancias injetadas na cornea
podem se difundir para o limbo corneoescleral e drenar para os linfonodos regionais
por meio de vasos linfaticos que normalmente estdo presentes na conjuntiva
(Klintworth 1977; Smolin & Hall 1973) e na esclera conforme figura 28C. Isto pode ser
demonstrado pela injegdo intracorneal unilateral de proteina estranha. Apds esse
procedimento, as células produtoras de anticorpos podem ser encontradas nos
linfonodos de drenagem homolaterais. O fato de o plexo vascular limbico contribuir
significativamente para o fluido nutricional corneano normal &€ amplamente aceito
(Klintworth 1977; Ethier 2004), ainda que pouca atengdo tenha sido dedicada ao
aumento da permeabilidade vascular limbica na génese do edema corneano.
Langham (1953), demonstrou um aumento da permeabilidade dos vasos capilares
limbicos ao corante vital da pontamina, azul soluvel em agua, no edema corneano
induzido por aloxana (um tipo de edema também associado a lesdes endoteliais da

cérnea).



6. CONCLUSAO
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Os resultados obtidos nesse estudo permitem as seguintes conclusdes:

1. Perfil dos individuos
*Que a idade média dos individuos foi de 49 + 11,8 anos e apresentavam limite

maximo de 65 anos por determinac¢ao técnica do BODF.

2. Espessura das camadas no envelhecimento

* Que a espessura total da CC< CP para o G1 (<40 a), sem diferenga para G2(=40a);

*Que a Camada de Bowman, a membrana de Descemet e endotélio mostraram
CC<CP parao G1 (<40 a);

* Que houve reducgao da espessura CP do endotélio e M. Descemet com a idade.

* Que houve aumento da espessura CC da camada de Bowman com a idade.

3. Arquitetura e qualidade

* Que houve tendéncia a perda da justaposi¢ao do epitélio com a idade, CC>CP;

* Que o numero de lesdes endoteliais G2>G1;

* Que o numero de leucocitos segmentados G1 (<40 a) > G2;

*Que a clivagem encontrada entre a membrana de Descemet e o estroma

corroboram com a hipoétese de Dua;

4. FIBRAS ELASTICAS

*Que as fibras elasticas estdo presentes no perimetro antero-posterior da cérnea
envolvendo as fenestracdes e irradiando se para o centro da cornea;

* Que na regido intermediaria da cornea predominam fibras elauninicas;

* Que as fenestragdes delimitam o perimetro externo da cérnea.

Em conjunto, os resultados mostraram que o envelhecimento causa
alteracdes estruturais nas camadas da cornea e que o predominio das fibras elasticas
em torno das fenestragcdes antero-posteriores, que por sua vez, estdo em contato
com faixa n&o vascularizada pré-limbica, possivelmente constitui uma via de
drenagem periférica no sentido do angulo irido-corneano.

Considerando o limite de idade do grupo Il foi de 65 anos, sugere novas
investigacbes com individuos idosos para elucidar as alteragbes estruturais
identificadas e outras nao identificadas nesse estudo.



7. LIMITAGOES E PERSPECTIVAS
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O estudo realizado apresentou como limitacbes a impossibilidade de
avaliar as caracteristicas da deterioracdo das células da cérnea poés-morte do doador,
uma vez que no contexto do transplante, poucos estudos avaliaram as caracteristicas

da deterioragao das células da cornea poés-morte do doador (Dogaroiu et al., 2014).

Outra limitacdo importante refere-se a padronizagdo dos &angulos das
imagens da microscopia optica e da microscopia eletrénica de varredura, que podem
gerar viés de afericdo. Além dessas, considera-se uma limitagdo importante a
auséncia de imunomarcacao para descrever células e fibras que poderia demonstrar
mais detalhes da arquitetura.

Dentre as perspectivas pretende-se descrever as alteragdes do processo
natural de envelhecimento no tecido corneano. Considerando os resultados obtidos
para o conhecimento da arquitetura da cdérnea e as mudangas no processo do
envelhecimento que refletem nos prognosticos das cirurgias refrativas e
entendimentos das patologias corneanas, sera de grande valia as alteragcdes das
diferentes camadas da cornea decorrentes do envelhecimento.

Os resultados obtidos nesse estudo das fibras elasticas sdo de suma
importancia para num futuro proximo identificar a interrelagdo cornea — limbo — malha
trabecular e provaveis avangos nas areas do glaucoma, transplante de cornea,
cirurgias refrativas e na compreensdao de algumas patologias corneanas que

acarretam edema corneano.
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GOVERNO DO DISTRITO FEDERAL
SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE
- BANCO DE OLHOS DO DISTRITO FEDERAL

e

DECLARACAO PARA EXTRACAO DE OLHOS

Declaro, como responsavel pelo corpo de

que, estou ciente do falecimento do (a) mesmo (a), estando de acordo com a retirada dos globos
oculares paratransplante, objetivos terapéuticos e fins cientificos conforme legislagao vigente.

- Os pacientes serdo selecionados para transplante de cornea, obedecendo a lista de espera e
critérios legais e éticos adotados pela Central de Notificagdo, Captag@o e Distribuigdo de drgdos do
Distrito Federal em pacientes da lista de espera a serem selecionados por critérios legais e éticos adotados
pela Central de Notificagdo, Captagdo e Doagdo de Orgios do Distrito Federal.

- A utilizag@o para fins cientificos somente sera permitida depois de esgotadas as possibilidades
de utiliza¢do para transplante.

- Podera ocorrer hematoma ou sangramento nas palpebras do doador, apesar de todos os cuidado
adotados para evita-lo.

- Néo sera informado a familia do doador o(s) nomes(s) do(s) receptor(es).
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Assinatura
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Parentesco H CPF H RG
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GOVERNO DO DISTRITO FEDERAL
SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE
COORDENADORIA DE CAPTAGAO DE ORGAOS E TECIDOS HUMANOS

CCOTH

Coordenadoria de Captagdo
de Orgdos e Tecidos Humanos

TERMO DE AUTORIZAGAO PARA DOAGAO DE ORGAOS E TECIDOS

Por este documento, eu

RG n’ residente a rua: n’__ Bairro
CEP , na cidade de
na qualidade de (grau parentesco) (se doador menor de 18 anos) e eu
RG n® residente a rua:
n° Bairro CEP , na cidade
de na qualidade de (grau parentesco) , estou

ciente do falecimento do Sr(a)

RG n°

no dia

/[

, internado no Hospital

, conforme documentagdo do seu prontudrio médico, baseado na
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equipe da Central de Notificagdo e Captagdo de orgdos e Tecidos do Distrito Federal a
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Enfatizo que esta autorizagdo é motivada apenas por razoes humanitarias, sem expectativas de

receber nenhuma forma de compensagdo.
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