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“A paciência é amarga, mas seu fruto é doce” 

 

Jean Jacques Rousseau  



RESUMO 
 
A córnea é considerada a porção refratária mais importante do olho devido sua 
curvatura e transparência. Entre as enfermidades que acometem essa estrutura se 
destacam as ulcerações corneais, que quando não são tratadas adequadamente 
podem levar a perda da visão. O tratamento das ulcerações corneais complicadas 
consiste na realização de enxertos e transplantes, procedimentos que, por 
apresentarem grandes demandas devido a seus resultados satisfatórios, encontram 
dificuldades na obtenção de doadores. A bioengenharia tem apresentado progressos 
significativos envolvendo técnicas que visam recosntituir parte ou a totalidade da 
espessura danificada da córnea com a utilização de biomateriais, como por exemplo, 
o uso de membrana amniótica descelularizada, conjuntiva descelularizada de suíno, 
mucosa oral autóloga e matriz corneal descelularizada suína. Estudos com córneas 
descelularizadas apresentaram resultados satisfatórios, efeitos estes que criaram 
novas possibilidades terapêuticas para o tratamento de lesões corneais que 
necessitem de enxertos. A descelularização de um tecido ou órgão consiste na 
remoção de células e de seus componentes sem alterar a matriz extracelular 
minimizando qualquer efeito adverso na composição e integridade da estrura 
remanescente, entre os protocolos utilizados nesse processo têm-se a utilização de 
métodos químicos, biológicos, físicos ou uma associação destes. Para verificar a 
eficiência da descelularização são realizadas várias análises, entre elas a 
histológica, a histoquímica, a extração e quantificação do material genético. 
Avaliações microbiológicas também são realizadas para verificar a eficiência da 
esterilização durante o procedimento de preparação das matrizes corneais 
descelularizadas, assim como seu armazenamento em meio conservante por um 
determinado período. As matrizes podem ser armazenadas utilizando vários meios 
conservantes como o Eusol®, Optisol®, RPMI-1640®, Glicerina, entre outros. Este 
estudo teve como objetivo avaliar a eficiência da descelularização de córneas suínas 
utilizando solução de hidróxido de sódio (0,5 M) e sua utilização em uma 
ceratoplastia lamelar em cão. As córneas foram coletadas em abatedouros da região 
metropolitana do Recife e transportadas para o Laboratório de Oftalmologia 
Experimental da Universidade Federal Rural de Pernambuco, onde foram 
esterilizadas em iodopovidona 10% (vic pharma®), descelularizadas utilizando 
solução de hidróxido de sódio (0,5 M) e conservadas em meio RPMI-1640® e glicerol 
(1:1) sob temperatura de 20 ˚C negativos. Foram realizados estudos histológicos e 
histoquímicos para verificar a presença de células residuais e organização das fibras 
colágenas no estroma, a extração e quantificão do DNA das córneas controle e 
descelularizadas, e análise microbiológica do meio de conservação. O paciente que 
recebeu o enxerto lamelar utilizando a matriz corneal suína descelularizada foi 
avaliado oftalmologicamente em diferentes periodos pós operatórios. Como 
resultado a solução de hidróxido de sódio (0,5 M) foi eficiente na descelularização da 
córnea suína, a análise microbiológica teve resultado negativo para bactérias e 
fungos, as córneas apresentaram conservação adequada em meio RPMI-1640® e 
glicerol (1:1), e a ceratoplastia lamelar em cão utilizando a matriz córneal suína 
descelularizada apresentou resultados satisfatórios. 
 
Palavras-chave: Córnea. Matrizes descelularizadas. Enxerto corneano. 
 



ABSTRACT 
 

The cornea is considered the most important refractory portion of the eye due to its 
curvature and transparency. Among the diseases that affect this structure, corneal 
ulcerations is the most common and when untreated can lead to vision loss. 
Complicated corneal ulcers require the use of grafts or even corneal transplants. 
Corneal transplants may be challenging due to high demand and difficulty in 
obtaining donors. Bioengineering techniques to reconstruct partial or total corneal 
lesions with the use of biomaterials have had significant progress. These 
biomaterials include decellularized amniotic membrane, decellularized pig 
conjunctiva, autologous oral mucosal epithelium and decellularized porcine corneas. 
Studies with decellularized corneas showed satisfactory results, shedding light into 
new therapeutic possibilities for the treatment of corneal lesions that require grafts. 
The decellularization of a tissue or organ consists in removing cells and their 
components without changing the extracellular matrix, preserving integrity of its 
structure and composition. The protocols used to obtain these extracellular matrixes 
include methods such as chemical, biological, physical or a combination of these. 
Decellularization efficiency is verified through many analyzes, including histological, 
histochemical and extraction and quantification of genetic material. Microbiological 
evaluation is also conducted to check if sterilization procedures during corneal 
preparation were efficient and if storage medium did not suffer contamination during 
a certain period of time. Many storage mediums for cellular matrixes are available 
such as Eusol®, Optisol®, RPMI 1640®, glycerine, among others. This study aimed to 
evaluate the efficiency of decellularization of pig corneas using sodium hydroxide 
solution (0.5 M) and the use of extracellular matrix for the treatment of corneal ulcer 
in a dog that underwent lamellar keratoplasty. Corneas were obtained from a local 
butcher from the metropolitan region of Recife and transported to the Experimental 
Ophthalmology Laboratory at the Federal Rural University of Pernambuco, where 
they were sterilized in 10% povidone iodine (vic pharma®), decellularized using 
sodium hydroxide solution (0.5 M) and maintained in RPMI 1640® and glycerol (1:1) 
at - 20 °C. Histological and histochemical studies were performed to verify cellular 
and collagen fiber organization in corneal stroma, DNA extraction was performed to 
verify the presence of cell residues from decellularized corneas and microbiological 
analysis of the conservation medium. Patient that received lamellar graft using 
decellularized corneal matrix had ophthalmic evaluation in different postoperative 
periods. Results demonstrated that Sodium hydroxide solution (0.5 M) was effective 
in decellularizing porcine cornea, microbiological analysis was negative for bacteria 
and fungi, corneas presented adequate preservation in RPMI 1640® and glycerol 
(1:1) medium. Lamellar keratoplasty in a dog using corneal decellularized matrix 
demonstrated satisfactory results. 
 
Keywords: Cornea. Decellularized matrices. Corneal graft.  
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1 INTRODUÇÃO  

 

A córnea é a estrutura mais anterior do olho, é transparente e faz parte da túnica 

fibrosa. Ela apresenta várias camadas sendo elas: o epitélio corneano, que é estratificado 

pavimentoso não queratinizado; o estroma, que é composto por fibras colágenas e 

queratócitos; a membrana de Descemet, que é a membrana basal do endotélio; e o 

endotélio, que é epitélio simples pavimentoso (SLATTER, 2005; TURNER, 2010; 

SANTODOMINGO; VILLA, 2011). 

Devido a sua curvatura e transparência e por possuir a capacidade de refração e 

transmissão da luz, a córnea é vista como a porção mais importante do olho (BATISTA, 

2005). Apesar da cuidadosa distribuição das suas fibras, a transparência da córnea não é 

somente um fenômeno estrutural, mas também fisiológico e depende do bombeamento 

contínuo de líquidos intersticiais, um processo realizado pelas células endoteliais que 

mantém o estroma desidratado em um nível de 78%, por meio das bombas de sódio e 

potássio, presentes nas membranas, que transportam íons e fluidos (Na+/K+) (DYCE; SACK; 

WENSING, 1997; JU et al., 2012).  

Entre as doenças que acometem a córnea estão as ceratites ulcerativas, comumente 

encontradas em pequenos animais e que estão relacionadas à perda da visão em cães e 

gatos, não só pelo alto índice de morbidade, mas também pela gravidade das lesões 

corneais (SAMPAIO; RANZANI, 2005). 

As úlceras corneanas consistem na perda de uma ou mais camadas da córnea 

(CUNHA, 2008), variando de simples defeitos ou abrasões superficiais no epitélio até 

perfurações de espessura completa, com prolapso de íris (BROOKS, 2005), podendo levar a 

perda do olho devido à endoftalmite, glaucoma, perfuração e Phthisis bulbi secundários 

(CUNHA, 2008). Segundo Turner (2010), entre as causas de ulceração corneal podem ser 

citadas as anormalidades palpebrais, ciliares ou do filme lacrimal, substâncias irritantes, 

traumas, infecções, distrofias e degenerações corneais. 

O diagnóstico da úlcera de córnea é baseado nos sinais clínicos, nos resultados 

obtidos durante o exame ocular e na avaliação da sua integridade com o uso de corantes. O 

tratamento das ceratites ulcerativas vai depender da causa e da severidade da lesão, 

podendo ser medicamentoso e/ou cirúrgico, que inclui uma série de técnicas, entre elas a 

utilização de adesivos, recobrimento de terceira pálpebra, tarsorrafia temporária, 

recobrimento conjuntival e ceratoplastias reconstrutivas (BERCHT, 2009).  



A utilização de enxertos homólogos de córnea em cães e gatos como tratamento 

cirúrgico das úlceras corneais ainda é incipiente dentro da oftalmologia veterinária. Pois, 

além de haver a escassez de doadores, há sempre a necessidade de uma grande equipe de 

técnicos que garantam a coleta, a manutenção e a realização de exames virais, 

bacteriológicos e fúngicos. Estes impasses levam a novas pesquisas com enxertos 

heterólogos descelularizados, técnica que está surgindo como um método promissor e 

inovador no tratamento das ceratites ulcerativas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

Novas descobertas permitiram o aperfeiçoamento do exame do olho e trouxeram 

grandes avanços para a oftalmologia (TRAMONTIN, 2010). Atualmente, a engenharia de 

tecidos tem oferecido novas oportunidades terapêuticas com o desenvolvimento de matrizes 

acelulares permitindo a substituição ou regeneração estrutural e funcional dos tecidos 

lesados (PERPÉTUA et al., 2010; SOUZA, 2011), se tornando uma rotina na medicina a 

utilização dessa técnica em diversas estruturas e nos mais variados tratamentos (BADYLAK, 

2006; BADYLAK, 2007; GILBERT; SELLARO; KEANE et al., 2012). 

 A vantagem de utilizar uma matriz acelular como um andaime para o crescimento 

celular ou remodelação reconstrutiva de órgãos e tecidos, é que ela apresenta os mesmos 

constituintes que a matriz extracelular nativa (BROWN et al., 2010). Postula-se que uma 

matriz íntegra com ausência completa de células seja essencial para a obtenção de 

enxertos que venham a ser adequadamente repovoados por células específicas, sem 

tendência à degeneração, sendo duráveis e com potencial regenerativo (WOLLMANN et al., 

2011).  

 Atualmente é possível encontrar uma grande variedade de produtos comerciais de 

matriz extracelular alogênico ou xenogênicos disponíveis para utilização em diversos 

tratamentos (BADYLAK, 2007; KEANE et al., 2012). As matrizes heterólogas são facilmente 

obtidas em abatedouros comerciais de animais de produção e uma rigorosa metodologia 

que garanta a remoção eficiente do material celular e nuclear, minimizando quaisquer 

efeitos adversos na composição, atividade biológica e integridade mecânica na matriz 

extracelular remanescente, permite a formação de uma reserva ou banco para diferentes 

enxertos (OSÓRIO JR et al., 2012).  

O principal evento que se deseja evitar em um processo de enxertia é o 

desencadeamento de uma resposta imunomediada desfavorável por parte do hospedeiro 

(FRANCISCO, 2012; OSÓRIO JR et al., 2012), que envolve tanto o sistema imune inato 

como o adquirido, sendo essa resposta afetada por variáveis específicas do enxerto, 

incluindo a sua aplicação clínica, a fonte da matéria prima e o processo de descelularização 

ao qual foi submetido (BADYLAK; GILBERT, 2008) 

Para diminuir as reações negativas perante o enxerto lança-se mão da 

descelularização, um procedimento que consiste na remoção dos componentes celulares 

sem alterar a matriz extracelular, minimizando quaisquer efeitos adversos na composição, 

atividade biológica e integridade mecânica na estrutura remanescente (GILBERT; 



SELLARO; BADYLAK, 2006; FRANCISCO, 2012; OSÓRIO JÚNIOR et al., 2012). Visto que, 

os efeitos causados pelas células alogênicas ou xenogênicas dentro de uma matriz biológica 

são amplamente indesejáveis, tornando necessária a sua remoção e de seus componentes 

intracelulares (KEANE et al., 2012). 

Além do procedimento de retirada das células, a preservação da matriz extracelular é 

de grande importância, pois, sabe-se que a associação de métodos podem afetar algumas 

propriedades da estrutura e que a sua integridade diminui a imunogenicidade do enxerto e 

atua na manutenção das propriedades biomecânicas (BADYLAK, 2007; FANCISCO, 2012; 

OSÓRIO JÚNIOR et al., 2012). Isso torna a avaliação de matrizes descelularizadas bastante 

complexa, e envolve não somente o seu estudo histológico, mas também sua caracterização 

biomecânica, biocompatibilidade, imunogenicidade e potencial de repovoamento celular 

(WOLLMANN et al., 2011), fazendo com que a complexidade do protocolo de 

descelularização seja, geralmente, proporcional ao grau de conservação biológica desejada 

da estrutura tratada, especialmente para partes de órgãos e órgãos inteiros (CRAPO; 

GILBERT; BADYLAK, 2011). 

Existem várias estratégias para lisar a célula e remover o material celular de um 

tecido, entre eles estão os métodos físicos, que incluem a agitação, pressão, congelamento 

e descongelamento, os métodos químicos, que utilizam ácidos e bases, detergentes iônicos 

e não iônicos, tratamentos hipotônicos e hipertônicos, álcoois e agentes quelantes, e os 

métodos biológicos, que usam enzimas e soro (GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006; 

CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011; LYNCH; AHEARNE, 2013). Nos métodos químicos e 

biológicos, é importante adequar a concentração e o tempo de exposição da solução 

descelularizante de acordo com o tipo do tecido a ser tratado (WOLLMANN et al., 2011), 

além disso, deve-se ter uma maior atenção no momento da retirada dos resíduos, pois, 

resquícios dos produtos podem permanecer no tecido descelularizado e induzir uma grave 

resposta inflamatória após sua implantação no receptor (GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 

2006; FANCISCO, 2012).  

A eficiência na remoção das células e componentes celulares de um tecido ou órgão 

depende da origem do material e da metodologia empregada na descelularização. Cada um 

dos tratamentos empregados afeta a composição bioquímica, a ultraestrutura do tecido e o 

comportamento mecânico da matriz extracelular, que por sua vez, afetam a resposta do 

hospedeiro após o enxerto (GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006). 

As técnicas de descelularização, mais comumente utilizadas, para tecidos e órgãos 

de fina espessura, tais como bexiga, intestino, pericárdio e âmnio, incluem a congelação e 

descongelação, remoção mecânica das camadas indesejáveis, tais como músculo ou 



submucosa, e exposição a detergentes ou ácidos seguidos de sucessivos enxagues. 

Tecidos mais espessos, como a derme, podem precisar de um tempo de exposição maior 

nas soluções e, consequentemente, mais enxagues. Outros órgãos e tecidos como o tecido 

adiposo, o cérebro e o pâncreas geralmente requerem a adição de lípidos solventes, como, 

por exemplo, álcoois (CAPRO; GILBERT; BADYLAK, 2011). 

Várias pesquisas foram e estão sendo desenvolvidas utilizando matrizes 

descelularizadas, como a realizada por Da Costa et al. (2004) que compararam o implante 

de homoenxertos valvares criopreservados e heteroenxertos valvares descelularizados de 

suínos na via de saída do ventrículo direito de carneiros jovens, obtendo melhor resultado 

com as válvulas de suíno descelularizada que apresentaram progressiva repopulação por 

células autógenas e mínima tendência à calcificação.  

Também em 2004, Falke et al. realizaram a substituição de segmento traqueal 

descelularizado em cães e tiveram como resultado um substituto adequado para o reparo de 

defeitos traqueais. Pimentel (2009) avaliou o implante em ovinos de homoenxerto arterial 

descelularizado e homoenxerto arterial fresco do segmento da artéria carótida comum e 

obteve melhores resultados com os segmentos da artéria carótida comum descelularizada, 

tendo um bom repovoamento celular e a manutenção da matriz extracelular. Navarro et al. 

(2010) avaliaram o comportamento biológico de homoenxertos valvares pulmonares 

descelularizados em ovinos e obtiveram excelentes substitutos valvares a médio prazo, 

sendo eles progressivamente repovoados por células, não havendo sinais de degeneração 

e/ou calcificação.  

Estudos realizados com a córnea revelaram que o principal obstáculo do sucesso da 

engenharia de tecidos tem sido a replicação da estrutura e composição bioquímica de uma 

matriz corneal (LYNCH; AHEARNE, 2013). A lógica por trás dessa aproximação é que a 

construção de um tecido que melhor recria o microambiente da córnea oferece, 

provavelmente, um bom substrato para a sobrevivência e função do tecido corneal (SHAFIQ 

et al., 2012).  

Atualmente os métodos de descelularização corneal têm sido amplamente utilizados 

por suas vantagens em preservar o natural da matriz extracelular, o que é difícil de imitar 

usando métodos sintéticos (SHAO et al., 2012). Essa técnica pode proporcionar uma matriz 

quase idêntica da córnea nativa, que pode ser repovoada por células para reconstruir o 

epitélio da córnea com o subjacente suporte do estroma (SHAFIQ et al., 2012), e também é 

uma solução potencial para a falta de doadores de córneas (HASHIMOTO et al., 2010; 

GRIFFITH; HARKIN, 2014). Diante disso, a descelularização corneal é uma técnica 



particularmente importante, pois, em muitas situações clínicas, a enfermidade corneal se 

estende além do epitélio e na maioria dos casos atinge o estroma (SHAFIQ et al., 2012). 

Estudos in vitro e in vivo foram realizados para determinar a adequação de córneas 

descelularizadas como uma matriz para restaurar a visão em casos de lesões corneais 

(LYNCH; AHEARNE, 2013). Entre os estudos realizados estão o de Perpétua et al. (2010) 

que avaliaram o implante de matrizes descelularizadas de córneas suínas em coelhos e 

obtiveram baixos resultados de rejeição e não surgimento de vasos, e o de Yoeruek et al. 

(2012) que demonstraram que matrizes descelularizadas de córneas suínas, posteriormente 

implantadas em úlceras corneais de coelhos, permaneceram transparente e sem rejeição 

imunológica. A avaliação histológica revelou que células do coelho migraram para a matriz 

descelularizada durante o período de acompanhamento. Além disso, as células cresceram 

de forma estratificada, sobre o xenotransplante indicando uma boa biocompatibilidade.  

Apesar dos resultados positivos já obtidos, no processo de descelularização tecidual 

além da retirada das células e do seu conteúdo, existe a preocupação de se preservar a 

matriz extracelular e os fatores de crescimento. E nesse ponto ainda é necessária à 

realização de mais estudos para tentar compreender melhor como os fatores de crescimento 

interagem entre si e com as células, qual é seu efeito, qual mecanismo intracelular é 

desencadeado e como eles podem ser ativados ou inativados. Seria igualmente interessante 

se aprofundar no fenômeno de migração que leva células ao ambiente de cicatrização 

(MORANDINI; SANTOS; TABA JUNIOR, 2008).  

A utilização de diversos tipos de tecidos descelularizados para substituição e 

reconstrução de órgãos é uma técnica viável e pode ser utilizada em córneas, permitindo o 

seu armazenamento em meios conservantes, que oferecem flexibilidade no deslocamento, 

no preparo dos pacientes, na marcação da data da cirurgia conforme as necessidades do 

cirurgião e do bloco cirúrgico e, maior prazo para avaliação das matrizes a serem 

enxertadas (ANDRADES et al., 2011).  

Outro ponto importante é a conservação das matrizes corneais descelularizadas para 

enxertos, que tem evoluído ao longo do tempo, apresentando diversas técnicas atualmente 

descritas na literatura (BRAGA, 2007). Os meios conservantes utilizados permitem menos 

trocas possíveis com as matrizes corneais evitando uma hiperidratação ou desidratação 

excessiva, o que causa uma redução na sua transparência (ALVIM et al., 2003).  

Entre os meios conservantes utilizados para armazenar as matrizes corneais 

descelularizadas estão o Eusol-C® e Optisol-GS®, que preservam por um período de curto a 

médio prazo (PEREIRA, 2011), e a criopreservação utilizando etilenoglicol em nitrogênio 

líquido durante 60 dias (ALVES et al., 2011). A conservação também pode ser feita com 



Glicerina a 98% (BRAGA, 2007) ou associada à solução supersaturada de açúcar a 300%, 

que apresentam bons resultados por um período de 30 dias (GONÇALVES et al., 2003), e 

solução fisiológica a 0,9% e Dextran 40 a 10% (ALVIM et al., 2003). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Geral  

Utilizar matriz corneal suína descelularizada em ceratoplastias  

 

3.2 Específicos 

 Avaliar a eficiência da descelularização das córneas de suínos utilizando 

solução de hidróxido de sódio 0,5 Molar; 

 Avaliar as matrizes corneais descelularizadas através da análise 

microbiológica, histológica e histoquímica após diferentes períodos de 

conservação; 

 Realizar a extração e quantificação do DNA antes e após a descelularização; 

 Usar a matriz corneal descelularizada em ceratoplastias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ceratoplastia lamelar em cão utilizando matriz corneal suína descelularizada com 

hidróxido de sódio 
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ABSTRACT.- Leite A.G.B., Souza E.H.L.S., Ferreira J.T.A., Albuquerque P.P.F., Spinelli T.S. & Sá F.B. 

2015. [Lamellar keratoplasty in dog using porcine corneal matrix decellularized with 

sodium hydroxide] Ceratoplastia lamelar em cão utilizando matriz corneal suína 

descelularizada com hidróxido de sódio. Pesquisa Veterinária Brasileira 00(00):00-00. 

Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, Universidade Federal Rural de Pernambuco, 

Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irmãos, Recife, PE 52171-900, Brasil. Email: 

crleucas@yahoo.com.br  

Corneal ulcer is a commonly diagnosed disease in veterinary medicine, there are several 

causes and when untreated may lead to vision loss. One alternative treatment to this condition is 

the use of corneal scaffolds. In Brazil, there are few studies using corneal decellularized 

matrices, thus, development of research in this area is necessary. The aim of this study was to 

evaluate the efficiency of decellularized porcine corneas using sodium hydroxide solution (0.5 

M); evaluate conservation of decellularized matrices in Roswell Park Memorial Institute (RPMI-

1640®) and glycerol in the ratio of 1:1 and monitor clinical progress of corneal lamellar 

keratoplasty using decellularized matrix in a dog. Corneas were obtained from a local butcher 

from the metropolitan region of Recife and transported to the Experimental Ophthalmology 

Laboratory at the Federal Rural University of Pernambuco, where they were sterilized in 10% 

povidone iodine (vic pharma®), decellularized using sodium hydroxide solution (0.5 M) and 

maintained in RPMI 1640® and glycerol (1:1) at - 20°C. Histological and histochemical studies 

were performed to verify cellular and collagen fiber organization in corneal stroma, DNA 

extraction was performed to verify the presence of cell residues from control corneas and 

decellularized corneas, and microbiological analysis of the conservation medium. Patient that 

received lamellar graft using decellularized corneal matrix had ophthalmic evaluation in 

different postoperative periods. Results demonstrated that sodium hydroxide solution (0.5 M) 

was effective in decellularizing porcine cornea, microbiological analysis was negative for 

bacteria and fungi, corneas presented adequate preservation in RPMI-1640® and glycerol (1:1) 

medium. Lamellar keratoplasty in a dog using corneal decellularized matrix demonstrated 

satisfactory results. 

 

INDEX TERMS: Cornea, Keratoplasty, Bioengineering, Descelularization. 

 

 

RESUMO.- As ulcerações corneais são enfermidades comuns na medicina veterinária, podem ser 

causadas por vários fatores e se não tratadas corretamente podem levar a perda da visão. Uma 

das formas de tratamento destas doenças é a utilização de arcabouços corneais. No Brasil são 

escassos os estudos com matrizes corneais descelularizadas e isso gera a necessidade de 

desenvolvimento de pesquisas nessa área. Com este estudo objetivou-se avaliar a eficiência da 

descelularização de córneas suínas utilizando solução de hidróxido de sódio (0,5 M), a 

conservação das matrizes descelularizadas em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI-

1640®) e glicerol na proporção de 1:1, a utilização da matriz corneal descelularizada em 



ceratoplastia lamelar em cão com acompanhamento clínico da evolução do tratamento. As 

córneas foram coletadas em abatedouros da região metropolitana do Recife e transportadas 

para o Laboratório de Oftalmologia Experimental da Universidade Federal Rural de 

Pernambuco, onde foram esterilizadas em iodopovidona 10% (vic pharma®), descelularizadas 

utilizando solução de hidróxido de sódio (0,5 M) e conservadas em meio RPMI-1640® e glicerol 

(1:1) sob temperatura de 20˚C negativos. Foram realizados estudos histológicos e histoquímicos 

para verificar a presença de celulas residuais e organização das fibras colágenas no estroma, a 

extração e quantificão do DNA das córneas controle e descelularizadas, e análise microbiológica 

do meio de conservaçao. O paciente que recebeu o enxerto lamelar utilizando a matriz corneal 

suína descelularizada foi avaliado oftalmologicamente em diferentes periodos pós operatórios. 

Como resultado a solução de hidróxido de sódio (0,5 M) foi eficiente na descelularização da 

córnea suína, a análise microbiológica teve resultado negativo para bactérias e fungos, as 

córneas apresentaram conservação adequada em meio RPMI-1640® e glicerol (1:1), e a 

ceratoplastia lamelar em cão utilizando a matriz corneal suína descelularizada apresentou 

resultados satisfatórios. 

 

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Córnea, Ceratoplastia, Bioengenharia, Descelularização.  

 

 

INTRODUÇÃO 

 

Novas oportunidades de tratamentos vêm sendo oferecidas pela engenharia de tecidos por meio 

do desenvolvimento de matrizes acelulares que permitem a substituição ou regeneração 

estrutural e funcional de tecidos lesionados, tornando-se comum a utilização de suportes 

biológicos obtidos por meio de tecidos descelularizados de animais em diversos procedimentos 

cirúrgicos reconstrutivos (Badylak & Gilbert 2008, Perpétua et al. 2010, Sousa 2011, Ju et al. 

2012, Keane et al. 2012). Acredita-se que uma matriz íntegra, com seus fatores de crescimento e 

ausência de células, seja essencial para a obtenção de enxertos que venham a ser 

adequadamente repovoados por células específicas do receptor (Wollmann et al. 2011).  

Os motivos que impulsionam a realização de diversos estudos acerca da produção de 

arcabouços descelularizados são os componentes que formam a matriz extracelular dos 

diferentess tecidos, que geralmente são semelhantes entre as espécies, o que torna as matrizes 

sem conteúdo celular bem toleradas mesmo em receptores xenogênicos (Osório Júnior et al. 

2013). 

 A descelularização é um método que tenta diminuir as chances de rejeições das matrizes 

enxertadas. A avaliação dos enxertos descelularizados é bastante complexa e envolve não 

somente a sua caracterização histológica, mas também sua caracterização biomecânica, 

biocompatibilidade, imunogenicidade e o potencial de repovoamento celular. Quanto à 

aplicabilidade clínica dos arcabouços acelulares, a fase final e decisiva do enxerto das matrizes é 

a ausência de rejeição por parte do receptor (Wollmann et al. 2011, Osório Júnior et al. 2013).  

As matrizes heterólogas são facilmente obtidas em abatedouros comerciais e uma 

rigorosa metodologia que garanta a remoção eficiente do material celular, minimizando 

quaisquer efeitos adversos na composição, atividade biológica e integridade mecânica na matriz 

extracelular remanescente permite a formação de uma reserva para diferentes enxertos. Desse 

modo, a formulação de protocolos para a descelularização de tecidos pode estabelecer uma nova 

dimensão da bioengenharia voltada para o tratamento de ulcerações corneais tendo como 



potencial a superaração do problema de escassez de enxertos corneanos (Ju et al. 2012, Yoeruek 

et al. 2012a, Yoeruek et al. 2012b, Griffith & Harkin 2014). 

Com este trabalho objetivou-se descelularizar córneas de suínos usando solução de 

hidróxido de sódio 0,5 Molar e utilizá-las em ceratoplastia lamelar em cão. 

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Foram coletadas córneas de suínos em matadouros da região metropolitana do Recife. Logo após 

o abate cada bulbo do olho foi avaliado verificando a ausência de alterações e infecções, 

garantindo a higidez das córneas. Após certificada a integridade dos olhos, as córneas foram 

coletadas pelo método de incisão in situ do disco corneal e transportadas em recipientes de 

vidro contendo Ringer-Lactato e acondicionadas em caixa isotérmica refrigerada para o 

Laboratório de Oftalmologia Experimental da Universidade Federal Rural de Pernambuco, onde 

foram esterilizadas por imersão em solução de iodopovidona 10% (vic pharma®) durante 10 

minutos (Yoeruek et al. 2012b) e lavadas três passagens em solução tampão fosfato de sódio (pH 

7,4). Em seguida a descelularização foi realizada utilizando solução de hidróxido de sódio (0,5 

Molar), na qual as córneas foram imersas por três minutos e ao serem retiradas da solução 

foram friccionadas em ambas as faces (externa e interna) utilizando bastões envolvidos em 

algodão estéreil e novamente lavadas por três vezes em solução tampão fosfato de sódio (pH 

7,4). Após a descelularização as córneas foram conservadas em meio Roswell Park Memorial 

Institute (RPMI-1640®) associado ao glicerol (1:1) sob temperatura de 20°C negativos.  

Para as avaliações histológicas e histoquímicas as córneas controle e as matrizes 

descelularizadas, foram fixadas em solução de paraformaldeído em tampão fosfato a 0,2 Molar 

com pH 7,4 por 24 horas, em seguida foram processadas pelas técnicas de rotina e impregnadas 

e incluidas em paraplast (Paraplast Plus®). Foram realizadas quatro avaliações, uma após a 

descelularização e as outras com um, dois e três meses de conservação. Nestas foram verificadas 

a presença de células, por meio de contagem em cortes histológicos corados com Hematoxilina-

Eosina, observados em microscopia de luz com aumento de 100 vezes e cortes corados com o 

4'6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma-Aldrich®) visualizados em um microscópio de 

epifluorescência AxioPlan® (Carl Zeiss, Göttingen, Germany), a organização das fibras de 

colágeno e espessura do estroma realizado em cinco pontos distintos das córneas controle e de 

cada matriz descelularizada coradas com Tricrômico de Gomori. Foram ainda realizadas as 

análises microbiológicas das matrizes descelularizadas e dos meios de conservação através da 

coleta e cultivo em ágar sangue, ágar levine e ágar sabouraud. Por último, o DNA remanescente 

das matrizes descelularizadas e das corneas controle foi extraido e quantificado. A extração do 

DNA foi realizada utilizando o Kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN®) seguindo o protocolo do 

fabricante. Resumidamente, Macerou-se 0,25 g do material adicionando 180 μl do tampão ATL e 

agitou-se no vórtex, em seguida foi adicionado 20 μl de proteinase K e incubado em banho maria 

a 56 °C em overnight. Foi adicionado200 μl do tampão AL e 200 μl de etanol absoluto agitado no 

vórtex e centrifugado à 8000 rpm durante 1’30’’. Foi adicionado mais 500 μl do tampão AW1 e 

centrifugado à 8000 rpm durante 1’30’’, acrescido com mais 250 μl de tampão AW2 e 

centrifugado à 14000 rpm durante 3’30’’, por ultimo mais 200 μl do tampão AE e centrifugado 

por 1’30’’ e armazenado no freezer até a quantificação. A quantificação foi efetivada usando o 

Qubit® 2.0 Fluorometer e o kit comercial Qubit® dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen™). Adicionou-se 

1 μl da amostra extraída em 199 μl do Qubit® working solution, a mistura foi agitada em vórtex 

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/p3683?lang=en&region=


por três segundos e em seguida esperou-se dois minutos em temperatura ambiente para realizar 

a leitura.        

As medidas da espessura do estroma das matrizes descelularizadas e das córneas controle 

foram realizadas utilizando o programa ImageJ®. Os valores médios das medidas da espessura e 

da contagem das células do estroma foram avaliados estatisticamente pelo programa Statistic® 

utilizando o teste-T e o teste de Wilcoxon, respectivamente, com grau de significância p<0,05.  

A paciente submetida à ceratoplastia foi atendida no Hospital Veterinário da Universidade 

Federal Rural de Pernambuco no setor de Oftalmologia Veterinária, era uma cadela, sem raça 

definida com oito anos de idade. A proprietária relatou que o animal já havia retirado uma massa 

de cor escura no canto lateral do olho direito e que a mesma voltou a crescer com um ano 

depois. Foi realizada oftalmoscopia direta (Oftalmoscópio HEINE MINI 2000®), indireta 

(Oftalmoscópio indireto HEINE SIGMA 150®), biomicroscopia de fenda (Portable Slit Lamp LYL-

S®), tonometria de rebote (Tonovet®) e ultrassonografia de modo B com probe de 10MHz, no 

exame oftálmico foi verificada a presença de um tumor de limbo que acometia parte da córnea e 

da esclera. A indicação do tratamento foi a ceratoplastia lamelar com a retirada cirúrgica do 

tumor e enxerto com matriz corneal suína descelularizada na região corneoescleral acometida. 

Este experimento foi aprovado pelo Comitê de Ética da UFRPE com o número de licença 

23082.021124/2014.  

A matriz corneal suína descelularizada foi utilizada para preencher a área anteriormente 

acometida pelo tumor e fixada com pontos simples isolados utilizando fio de vicryl® (8-0 

Poligalactin 910) (Fig.1). A massa tumoral coletada foi encaminhada para o exame 

histopatológico. A terapia instituída no pós-operatório durante 21 dias foi tobramicina colírio 

0,3% (Tobrex®, Alcon) a cada oito horas, diclofenaco sódico colírio (Still®, Allergan) a cada oito 

horas, dextrano 70 0,1% e hipromelose 0,3% (Lacrima Plus®, Alcon) a cada seis horas. Ao final 

deste período e com o teste negativo para a retenção da fluoresceína tópica, foi instituído o 

tratamento com neomicina 3,5 mg/ml, polimixina B 6000 UI/ml e dexametasona 0,001 g/ml 

colírio (Maxitrol ®, Alcon) a cada seis horas por mais 15 dias e depois reduziu para cada oito 

horas por mais 30 dias.  

 

 

RESULTADOS 

 

A análise histológica revelou que as córneas descelularizadas perderam o epitélio e o endotélio, 

e o estroma permaneceu com as fibras de colágeno organizadas (Fig.2 B e D). Foi verificada uma 

diminuição média de 69,2% no número de queratócitos presentes no estroma das matrizes 

descelularizadas e um edema do mesmo (média: 868,76 µm e desvio padrão: 47,35) em relação 

às córneas controle (média: 788,04 µm e desvio padrão: 38, 27) (Gráf.1), sendo verificada uma 

diferença estatística entre os valores. 

Na avaliação histoquímica com a coloração específica para núcleos (DAPI) foi verificada 

uma grande redução na quantidade dos mesmos (Fig.3 B e D), o que foi confirmado pela 

extração e quantificação do DNA que revelou uma diminuição de 71% após a descelularização 

(Gráf.2). 

Com relação à técnica de coleta e a eficiência da esterilização, dez amostras foram 

analisadas e apenas uma teve resultado positivo para Staphylococcus sp, e nenhuma apresentou 

contaminação fúngica. Na avaliação histológica foi verificada que não ocorreu nenhuma 

modificação estrutural em até três meses de armazenamento utilizando o meio conservante 

RPMI associado ao glicerol (1:1). 



Os resultados dos exames hematológicos da paciente, solicitados no pré-operatório, foram 

todos sem alterações confirmando o bom estado geral da mesma. No exame oftálmico foi 

observado um tumor de limbo de aspecto liso e arredondado apresentando ao seu redor edema 

corneal e vasos superficiais. Na ultrassonografia ocular não foi detectada nenhuma infiltração 

intraocular da massa tumoral e nem sinais de uveíte. O resultado histopatológico revelou um 

melanoma de limbo. Como tratamento complementar a paciente foi encaminhada para 

realização de quimioterapia. 

No pós-operatório a paciente foi avaliada com oito, 21, 36 e 52 dias, apresentando 

melhoras progressivas. Com oito dias após a cirurgia a matriz descelularizada enxertada 

apresentava-se edemaciada, mas bem aderida à córnea e sem sinais de rejeição pelo hospedeiro 

(Figura 4A). Com 21 dias pode-se observar intensa vascularização sobre o enxerto e a córnea 

clara adjacente (Figura 4B). Aos 36 dias de tratamento o enxerto apresentava uma transparência 

progressiva (Figura 4C) e aos 52 dias foi verificada a ausência de vasos e transparência corneal 

com discreta nébula (Figura 4D). 

 

 

DISCUSSÃO 

 

Nas últimas décadas, houve um crescimento nas pesquisas com biomateriais voltadas para a 

medicina com a finalidade de realizar reconstruções de órgãos e tecidos lesionados 

funcionalmente e estruturalmente (Sousa 2011, Francisco 2012). Apesar dos avanços já 

conquistados, a bioengenharia ainda apresenta algumas limitações. Os grandes avanços na 

produção de células progenitoras ou aplicação de células in natura ou in vitro ainda não 

permitem que os tecidos e órgãos sejam reproduzidos em sua totalidade com toda a sua 

complexidade fisiológica (Olsson et al. 2008). 

Acompanhando esse processo, a bioengenharia tem apresentado progressos significativos 

em estudos com córnea. Pesquisas envolvendo técnicas que visam recosntituir parte ou a 

totalidade da espessura danificada da córnea estão sendo realizadas oferecendo um maior 

campo de oportunidades terapêuticas (Griffith et al. 2009, Ju et al. 2012, Griffith & Harkin 2014), 

como a utilização de biomateriais em ulcerações corneais, por exemplo, membrana amniótica 

descelularizada (Moreira & Oliveira 2000, Pontes et al. 2011, Ferreira et al. 2013), conjuntiva 

descelularizada de suíno (Zhao et al. 2014), mucosa oral autóloga (Nishida et al. 2004, Ma et al. 

2009) e matriz corneal descelularizada suína (Perpétua et al. 2010, Yoeruek et al. 2012). Isso 

porque entre todos os transplantes, o corneano tem sido o mais realizado nos últimos tempos, 

sendo a demanda maior que a oferta (Chalita et al. 2000, Hos et al. 2014), por ser um 

procedimento padrão e eficiente no tratamento de certas enfermidades (Schroeter et al. 2012). 

No estudo realizado por Perpétua et al. (2010) e Yoeruek et al. (2012) foi realizado o enxerto de 

matriz corneal suína descelularizada em coelhos, diferente do nosso estudo que realizou o 

enxerto em cão. 

No processo de descelularização corneal, vários métodos para lisar as células e remover o 

material celular são discutidos. A retirada dos componentes celulares e as moléculas de 

antígenos mantendo os componentes da matriz extracelular são necessárias para gerar suportes 

capazes de produzir enxertos de tecidos funcionais adequados (Lynch & Ahearne 2013). O 

procedimento de enxertos corneais geralmente é bem sucedido, mas a rejeição por parte do 

hospedeiro pode causar sérias complicações (Chalita et al. 2000). Várias estratégias para lisar a 

célula e remover o material celular de um tecido são utilizadas, entre elas estão os métodos 

físicos, químicos e biológicos (Gilbert et al. 2006, Lynch & Ahearne 2013). De acordo com 



Saghizadeh et al. (2013) entre os métodos químicos tem-se o uso do hidróxido de sódio (NaOH), 

que tem como vantagens a sua velocidade e eficiência. Por ser um agente inorgânico é 

rapidamente neutralizado em tampão fosfato salino (PBS) produzindo apenas sal. Em sua 

pesquisa Saghizadeh et al. (2013) realizaram um estudo comparativo sobre a eficiência no 

processo de descelularização da membrana amniótica humana com soluções de EDTA e NaOH e 

concluiram que o NaOH apresentou melhores resultados, realizando a remoção das células sem 

causar lesões na estrutura das membranas. O mesmo resultado foi obtido em nosso trabalho que 

utilizou solução de NaOH (0,5 M), no qual foi possível retirar uma grande parte das células da 

córnea de suíno preservando a matriz extracelular em curto tempo e baixo custo. 

Existe uma variedade de métodos disponíveis para determinar a eficiência da remoção do 

material celular a partir de tecidos tratados (Gilbert et al. 2006). Entre eles está a coloração do 

material com DAPI, que tem como função marcar os núcleos celulares remanescentes, no caso da 

córnea são corados os núcleos das células do epitélio, do estroma e do endotélio. Segundo 

Yoeruek et al. (2012), depois da descelularização, foi verificado com essa técnica que apenas 

3,2% dos núcleos celulares estavam presentes na matriz corneal descelularizada suína, 

indicando uma grande redução no número de células. Em nossos resultados também foi 

verificado a ausência do epitélio e endotélio corneal, e uma grande redução no número de 

células estromais com o uso do DAPI. Pelo método de contagem por campo foi verificada a 

presença de 30,8% de células remanescentes no estroma das córneas tratadas, valor quase dez 

vezes mais alto que o encontrado por Yoeruek et al. (2012), o que pode ser  atribuido ao fato da 

contagem ter sido realizada em lâminas coradas com Hematoxilina-Eosina que não difere 

claramente os núcleos íntegros do restos celulares.  

Outra técnica muito utilizada é a realização da extração do DNA e sua quantificação, que 

são importantes para avaliar o processo de descelularização. No trabalho realizado por Yoeruek 

et al. (2012b), essa técnica evidenciou a eficácia do protocolo, que utilizou ácido etilenodiamino 

tetra-acético (EDTA), aprotinina, dodecil sulfato de sódio (SDS), desoxirribonuclease e 

ribonuclease, mostrando que o conteúdo do DNA das córneas suínas antes da descelularização 

estava em 75,45 ± 13,71 ng/mg e depois do procedimento ficou em 9,87 ± 2,04 ng/mg, o que 

indica uma redução de mais de 80% do material genético. O protocolo utilizado em nossos 

estudos consistiu apenas no uso da solução de hidróxido de sódio (0,5 M), conseguindo-se uma 

diminuição de 71% do material genético sem utilizar agentes citotóxicos como o SDS (Cruz et al. 

1998) e reduzir em mais de 90% nos custos. Apesar de ainda restar, em ambos os estudos, uma 

quantidade de DNA remanescente os resultados com os enxertos das matrizes descelularizadas 

foram satisfatórios o que condiz com a hipótese de Badylak & Gilbert (2008) que parece ser 

improvável que fragmentos de DNA possam causar reações de rejeição no hospedeiro. No 

entanto, segundo Keane et al. (2012), apesar dos bons resultados encontrados não se sabe se a 

quantificação do DNA é um bom indicador de uma descelularização eficiente. 

A necessidade de estudos aprofundados sobre a utilização de matrizes descelularizadas é 

evidente, visto que ainda não foi determinado um limiar para uma quantidade mínima de 

material celular remanescente causar uma reação imunogênica por parte do receptor. Sabe-se 

que os protocolos utilizados na descelularização buscam retirar o máximo de células e 

componentes celulares, uma vez que os tecidos descelularizados são na maioria de origem 

alogêncica ou xenogênica e que as técnicas de descelularização não removem 100% do material 

celular (Gilbert et al. 2006, Capro et al. 2011). Segundo Keane et al. (2012), as consequências do 

uso de uma matrix extracelular incompletamente descelularizada sobre a resposta do 

hospedeiro ainda não foram sistematicamente investigadas e uma compreensão mais completa 

dos efeitos das células remanescentes sobre a resposta do hospedeiro é necessário. 



A coleta das córneas pode ser realizada de duas formas: a enucleação total e a excisão in 

situ do disco corneal. Ambos os métodos apresentam diferentes pontos positivos e negativos 

com relação à contaminação microbiológica. A enucleação total é um método que não parece 

apresentar vantagens no que diz respeito à taxa de contaminação microbiana comparada a 

excisão in situ, que foi a técnica utilizada nesse experimento por ser considerada mais eficaz e 

segura por Schroeter et al. (2012). Com relação ao processamento e armazenamento do 

material, mesmo que estes procedimentos tenham sido realizados evitando qualquer tipo de 

contaminação, a esterilização das matrizes biológicas é necessária antes da sua implantação em 

um organismo ou utilização in vitro, para eliminar endotoxinas, vírus, bactérias e fungos que 

possam estar presentes (Capro et al. 2011). Uma solução comumente utilizada para esterelizar 

materiais biológicos é o iodopovidona (Moriya & Módena 2008) que na pesquisa realizada por 

Yoeruek et al. (2012b) foi utilizado na concentração de 10% durante 10 minutos para esterilizar 

as córneas de suíno obtendo um bom efeito. Essa mesma metodologia foi utilizada em nossos 

estudos apresentado também resultados satisfatórios o que foi comprovado por análises 

microbiológicas das matrizes descelularizadas e do meio conservante. 

O armazenamento das matrizes corneais descelularizadas pode ser realizado utilizando 

uma variedade de meios conservantes, entre eles está o Roswell Park Memorial Institute (RPMI-

1640®) que é um meio de cultivo e conservação de células e tecidos muito utilizado em 

pesquisas, além de ser um meio comercialmente disponível no Brasil possui baixo custo e 

apresenta bons resultados. Outra vantagem é que ele contém em sua composição dois 

antibióticos (penicilina e estreptomicina) e um antifúngico (anfotericina B) (Lira & Sá 2012), e 

pode ser associado a um agente crioprotetor como o glicerol que atua reduzindo o estresse físico 

e químico causado pelo congelamento e descongelamento do tecido (Lima 2011) devido a sua 

capacidade de ligação com a água, baixa dissociação no meio e atravessar facilmente a 

membrana celular (Gonzalez 2004). Estas propriedades também foram verificadas em nossos 

resultados por meio de análises histológicas e histoquímicas que comprovaram a ausência de 

alterações morfológicas nas matrizes armazenadas em meio RPMI-1640® associado ao glicerol 

(1:1) refrigerado a 20°C negativos por um período de três meses. 

Há tempos o homem vem buscando alternativas para tentar contornar os entraves dos 

tratamentos corneais que necessitem de transplantes e enxertos. Um estudo realizado por 

Chaves et al. (1996) mostrou que há mais de 15 anos o homem já buscava uma alternativa para 

substituir a córnea de um cão por uma suína, não obtendo bons resultados por usar córneas 

suínas frescas, o que causou intensa reação imunológica por parte dos receptores, apesar de 

terem recebido tratamento imunossupressor. Ao contrário desses resultados, o 

desenvolvimento de matrizes corneais heterólogas descelularizadas para enxertos lamelares 

vem tornando-se importante diante dos entraves encontrados na medicina veterinária quando 

se fala em transplantes corneais em animais. Em oposto aos transplantes que é uma prática 

pouco realizada por diversos fatores, o enxerto de matriz corneal descelularizada heteróloga 

vem ganhado espaço devido seus bons resultados, como o trabalho realizado por Yoeruek et al. 

(2012b) que enxertaram matriz corneal suína descelularizada em coelhos e observam que com 

quatro semanas de pós-operatório a transparência da córnea foi notada. O mesmo resultado foi 

verificado em nosso trabalho que utilizou a técnica de ceratoplastia lamelar com o enxerto de 

matriz corneal suína descelularizada em cão e que apresentou transparência em seis semanas de 

pós-operatório.  

Nas injúrias corneais complicadas é comum a formação de neovascularizações durante o 

processo cicatricial (Turner 2010). Assim como os resultados encontrados nesse estudo, 

Norman et al. (2008) e Townsend et al. (2008) também observaram intensa vascularização na 



segunda semana após as ceratoplastias com enxertos corneais, que foi tratada com o uso de anti-

inflamatórios esteroidais por ser este um fator comumente associado a um alto risco de rejeição 

do enxerto (Wilson & Kaufman 1990). Associado aos anti-inflamatórios também foram 

utilizados antibióticos e lacrimomiméticos em todos os tratamentos.  

Diante das limitações terapêuticas associadas a técnicas de enxertia disponíveis na 

atualidade que a descelularização tecidual torna-se uma opção promissora pela possibilidade de 

obtenção de arcabouços que visam ter funcionalidade semelhante aos enxertos autólogos, sem 

as inconveniências atreladas a estes (Osório Júnior 2013). No entanto, apesar do grande avanço 

no conhecimento da biologia celular alcançado, passos ainda devem ser dados em direção a 

melhor compreensão do que é preciso para se desenvolver um material feito pela engenharia de 

tecidos, comercialmente disponível. Quanto à viabilidade clínica, deve-se ressaltar que não 

podemos deixar de pensar no custo/benefício desses materiais, equilibrando o nosso cotidiano 

com a realidade econômica e social em que estamos inseridos como profissionais (Morandini et 

al. 2008). 

 

 

CONCLUSÃO 

 

A descelularização de córneas suínas com solução de hidróxido de sódio (0,5 M) foi 

eficiente e a ceratoplastia lamelar em cão utilizando matriz corneal suína descelularizada obteve 

resultados satisfatórios. 
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Legendas das Figuras 

 

Fig.1. Cão apresentando tumor de limbo (A), lesão corneoescleral depois de retirar o tumor (B) e 

enxerto de matriz corneal suína descelularizada (C). 

 

Fig.2. Fotomicrografias de córneas de suíno. Comparação entre as córneas controle (A e C) e as 

matrizes corneais descelularizadas (B e D) com solução de NaOH (0,5M) durante três minutos, 
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sob agitação e friccionada ao final do procedimento. A/B – coradas com Hematoxilina-Eosina e 

C/D – Tricômico de Gômori, Asterístico (Epitélio), E (Estroma) e Seta (Endotélio). 

 

Gráf.1. Medidas média da espessura (µm) do estroma das córneas controle e das matrizes 

corneais descelularizadas logo após o tratamento e armazenadas por períodos de um, dois e três 

meses em meio RPMI-1640® e glicerol (1:1). 

 

Fig.3. Fotomicrografias de córneas de suíno. Comparação entre as córneas controle (A/C) e as 

matrizes corneais descelularizadas (B/D), verificando a presença de restos celulares nas 

matrizes e diminuição na quantidade de núcleos íntegros. A/B – coradas com Hematoxilina-

Eosina e C/D – DAPI. 

 

Gráf.2. Extração e quantificação do material genético (DNA) da córnea controle e da matriz 

corneal descelularizada com solução de hidróxido de sódio (0,5 M). 

 

Fig.4. Fotomicrografias do olho de cadela submetida à ceratoplastia, observa o enxerto de matriz 

corneal suína descelularizada com oito (A), 21 (B), 36 dias (C) e 52 dias (D) pós-operatório.  
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