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“O sofrimento € passageiro. Desistir é para sempre.”
Autor desconhecido



Preservacao de corneas de felinos domésticos (Felis catus — Linnaeus, 1758) em

conservante utilizando a 4gua de coco como meio nutritivo

RESUMO

As células do endotélio corneal apresentam a importante funcdo de bomba osmdtica e barreira,
mantendo assim a cdrnea transparente. A perda destas células, seja por qualquer motivo, tornam a
cérnea opaca, influenciando negativamente na capacidade visual do individuo. Por este fato, a
conservacdo de corneas para fins de transplante tem evoluido bastante ao longo dos anos. Devido
as caracteristicas fisico-quimicas desejaveis e ao baixo custo da dgua de coco, 0 objetivo deste
trabalho foi investigar a possibilidade do uso da &gua de coco como meio nutritivo em
conservantes de cérnea. Um total de 9 gatos, sem nenhuma patologia corneal em curso, foram
eutanasiados. Uma cornea de cada par foi avaliada imediatamente, sendo a outra avaliada apos a
preservagdo no meio com agua de coco nos dias 3, 7 e 14. As cérneas foram processadas para
microscopia Optica. As coOrneas tornaram-se inviaveis a partir do dia 3 de conservacdo,
apresentando alteracdes morfologicas, sinais de morte celular e espessura estromal aumentada,
indicando edema importante. Concluiu-se que a 4gua de coco ndo serviu como meio nutritivo
para conservantes de corneas de felinos domesticos, porém as corneas, devido a auséncia de
contaminacdo do meio, podem ser utilizadas em transplantes tectdnicos e ceratoplastias

lamelares.

Palavras-chave: endotélio corneal, &gua de coco, gato, preservacao de cornea



Domestic felines (Felis catus — Linnaeus, 1758) corneal preservation in

preservative using coconut water as nutritious medium

ABSTRACT

Corneal endotelium cells present the important function of osmotic pump and barrier, thus
keeping it transparent. The loss of these cells, either by any reason, becomes the cornea cloudy,
influencing negativety in the visual capacity of the individual. For this fact, the conservation of
corneas for transplant ends has evolved sufficiently to the long one of the years. Had to the
characteristics desirable physicist-chemistries and the low cost of the coconut water, the aim of
this work was to investigate the possibility of the use of the coconut water as nutritious medium
in corneal preservation medium. A total of 9 cats, without no corneal pathology in course, had
been sacrified. One cornea of each pair was evaluated immediately, being the other evaluated
after preservation on the medium with coconut on days 3, 7 and 14. The corneas had been
processed for optic microscopy. The corneas had become impracticable since day 3 of
conservation, having presented morphologic alterations, signals of cellular death and estromal
thickness increased, indicating important edema. We conclude that the coconut water did not
serve as nutritious medium for corneal storage medium of domestic felines, however the corneas,
due to absence of contamination of the medium, can be used in tectonic transplants and lamellar

keratoplasty.

Key Words: corneal endothelium, coconut water, cat, corneal preservation
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INTRODUCAO

A cérnea é uma estrutura curvada e transparente que, junto com a esclera, compde a tunica
fibrosa do olho. Além de transparente, a cornea possui uma importante funcéo refrativa, enquanto
mantém uma barreira fisica, dura e impermeével entre o olho e 0 meio ambiente (WHITLEY &
GILGER, 1998). O endotélio corneal ¢ composto de uma camada Unica de células de formato
hexagonal. Essa camada celular € relativamente permeavel, permitindo a passagem de &gua e ate
mesmo moléculas, como glicose e outros nutrientes (ARNDT et al., 2001). Disturbios na fungédo
endotelial permitem que a agua penetre 0 estroma e rompa o arranjo paralelo das fibras
colagenas, resultando em opacificacdo corneal (SLATTER & HAKANSON, 1998; WHITLEY &
GILGER, 1998; ARNDT et al., 2001).

O olho post mortem passa por uma série de transformacOes. Neste estado, a bomba
endotelial entra em faléncia e o equilibrio de fluidos e ions com o humor aquoso fica
comprometido, resultando na hidratagdo da cOrnea, em excesso, 0 que contribuird para sua
opacificacdo (ALVIM et al., 2003). O objetivo da conservacdo de clOrneas € preservar a
integridade endotelial para fins de transplantes. A conservacdo da cérnea, a longo prazo, ndo &
um procedimento pratico ou economicamente vidvel na rotina veterindria. O melhor tecido
doador e aquele de animais jovens, devido & probabilidade de se obter células endoteliais
saudaveis, porém o tempo entre a morte, a enucleacdo e o uso dos tecidos deve ser 0 mais curto
possivel (imediatamente apos a morte ou dentro de seis horas) para minimizar qualquer dano no
tecido doador (GILGER & WHITLEY, 1998). Este fato torna a ceratoplastia penetrante, muitas
vezes, um procedimento de *“emergéncia”, impedindo a realizacdo de exames prévios (Ex.:
microscopia especular e sorologia) que garantam a viabilidade das células endoteliais, e da
cdrnea como um todo (ALVIM et al., 2003).

A maioria dos estudos experimentais sobre a preservacao do tecido corneal para transplante
tem usado coelhos, gatos, e outros animais. Ha varios estudos sobre conservacdo e transplante de
corneas a fresco em espécies animais, mas poucos utilizando corneas conservadas para realizar
transplantes em seguida (ARNDT et al., 2001). Muitos sdo os meios de preservacdo da cornea
doadora (Ex.: Optisol® GS, solucdo de Swinger-Kornmehl, Plasmasteril). Meios de preservacéo
com tempo médio de duracdo sdo eficazes e atendem as necessidades existentes. Estes meios sao
de simples manuseio e conservam as cérneas pelo tempo necessario para um bom planejamento

cirurgico, triagem soroldgica nos doadores, transporte do enxerto e mobilizacdo do receptor. No



entanto, os custos dos meios de conservacao industrializados ainda séo elevados, principalmente
em nossa regido (NOGUEIRA & VASCONCELOS, 2000) e na medicina veterinaria.

Devido as caracteristicas fisico-quimicas e ao baixo custo da agua de coco, o objetivo deste
trabalho foi investigar a possibilidade do uso da &gua de coco como meio nutritivo em

conservantes de cornea.



REVISAO DE LITERATURA

Doencas da cornea podem progredir ameagando a integridade do bulbo ocular e da viséo
em humanos e animais de companhia. Apesar de alguns casos mais sérios possam responder a
terapia medica, varios pacientes requerem intervencdo cirdrgica. Ha varios procedimentos
cirrgicos usando enxertos para preservar a integridade da cornea, manter a visao, ou salvar o
globo com propdsitos cosméticos (ANDREW et al., 1999; BUSSIERES et al., 2004). O
transplante de cdrnea (ceratoplastia penetrante) é a forma mais comum e mais prdspera entre 0s
transplantes de tecidos sélidos (GABRIC et al., 1999), tornando-se a Unica forma de tratamento
para doengas corneais que ensejam a cegueira (THIEL et al., 2003; GEORGE & LARKIN,
2004). Para os pacientes com cdrneas avasculares, e mesmo para agqueles ndo imunossuprimidos,
0 grau de sucesso € em torno dos 95% (GABRIC et al., 1999; THIEL et al., 2003). Muitas
afeccBes corneais requerem transplante de cdrnea entre as espécies, incluindo opacificacdo
corneal ap6s cirurgia de catarata, traumas ou queimaduras corneais, ceratocone, degeneracao e
distrofia endotelial, abcesso estromal, ceratite superficial cronica, e carcinoma de células
escamosas (ANDREW et al., 1999; ANDREW et al., 2002; CHAVES et al., 2002; GEORGE &
LARKIN, 2004).

O endotélio corneal utiliza uma bomba fisiologica ativa para remover e transportar fluido
para camara anterior, e regula a hidratacdo da matriz colagena do estroma, a qual fornece
resisténcia mecénica (WHITLEY & GILGER, 1998; SLATTER & HAKANSON, 1998;
ANDREW et al., 1999). As células endoteliais tendem a ficar maiores, mais diminuem em
numero com a idade. No céo e no gato jovens, o nimero de células endoteliais € de 2.500 a 4.500
por mm?. Semelhante ao gato e primatas ndo-humanos, o cdo tem uma habilidade limitada para a
regeneracdo do endotélio corneal (BAHN et al., 1982; HUANG et al., 1989; BOURNE et al.,
1994; ARNDT et al., 2001; ARMITAGE et al., 2003; GELATT, 2003). Ao contrario do epitélio
corneal, que tem um notavel poder de regeneracdo, o endotélio de uma cornea madura tem um
baixissimo poder de mitose, respondendo aos traumas primariamente com hipertrofia e migragdo
celular. O aumento celular aparece como resultado da perda de células, que é compensada com
hipertrofia celular. Distdrbios na funcdo endotelial permitem que a 4gua penetre 0 estroma e
rompa o arranjo paralelo das fibras colagenas, resultando em opacificacdo corneal (BAHN et al.,
1982; WHITLEY & GILGER, 1998; SLATTER & HAKANSON, 1998; KOH & WASCHEK,
2000; ARNDT et al., 2001; HUDDE et al., 2002).



O objetivo da preservacdo de corneas € preservar a integridade endotelial para fins de
transplantes (GILGER & WHITLEY, 1998; ARNDT et al., 2001). A preservacdo da clrnea, a
longo prazo, ndo é um procedimento pratico ou economicamente vidvel na rotina veterinaria. O
melhor tecido doador é aquele de animais jovens, devido & probabilidade de se obter células
endoteliais saudaveis, porem o tempo entre a morte, a enucleagdo e o uso dos tecidos deve ser o
mais curto possivel (imediatamente apds a morte ou dentro de seis horas) para minimizar
qualquer dano no tecido doador (GILGER & WHITLEY, 1998). Este fato torna a ceratoplastia
penetrante, muitas vezes, um procedimento de emergéncia, impedindo a realizacdo de exames
prévios (EX.. microscopia especular e sorologia) que garantam a viabilidade das células
endoteliais, e da crnea como um todo (ALBON et al., 2000; MOLLER-PEDERSEN et al., 2001,
ALVIM et al., 2003).

H& diversos estudos sobre preservacdo e transplante de corneas a fresco em espécies
animais, mas poucos utilizando coOrneas conservadas para realizar transplantes em seguida
(ARNDT et al., 2001). A preservacdo de tecido corneal requer meio especifico para maximizar a
integridade da cornea doadora. Grande melhoria tem sido notada nos Gltimos dez anos no campo

dos meios de preservacdo de cornea (SIMON et al., 2004).

Historico da preservacao de corneas

A restauracdo da visdo através da troca de uma cornea opaca por um tecido transparente foi
descrito ha mais de 200 anos atrds na Franca por Pellier de Quengsy. Experimentos realizados
com animais constataram a necessidade do uso de um material homdlogo para obtengdo de um
enxerto transparente (EHLERS, 2002). Antes do advento da preservacdo de cdrneas para fins de
transplante, as cirurgias eram realizadas utilizando-se corneas de olhos enucleados de doadores
vivos. Em 1935, Filatov relatou o armazenamento bem sucedido de bulbos oculares inteiros em
frascos de vidro dentro de uma caixa de gelo em 4°C por 20-56 h (EHLERS, 2002; JENG, 2006).
Este era basicamente o principio da camara Umida, técnica esta utilizada ha trés décadas para o
armazenamento de corneas até 48h (ANDREW et al., 1999; JENG, 2006). Esta técnica nao
necessitava de equipamentos, porém o tempo de armazenamento era tdo curto que 0s enxertos
tinham de ser utilizados praticamente de imediato, significando que o paciente deveria

permanecer no hospital até a chegada da cornea (EHLERS, 2002).



Stocker, Levenson e Georgiade, em 1963, armazenaram cérneas em soro de coelho a 4°C
por duas e trés semanas, obtendo corneas com endotélio saudavel (McCAREY & KAUFMAN,
1974). Assim surgiram 0S meios a base de organoculturas, permitindo a preservacao de corneas
por periodos longos, a temperaturas de 31 a 37°C (EHLERS, 2002; JENG, 2006). Em 1965,
Capella, Kaufman, e Robbins introduziram uma técnica para a preservacao de corneas a longo
prazo através da criopreservacdo, onde os transplantes poderiam ocorrer com sucesso mesmo
apos 422 dias de armazenamento em nitrogénio liquido (McCAREY & KAUFMAN, 1974,
EHLERS, 2002).

Em 1974 foi desenvolvido e introduzido o meio de conservacdo McCarey-Kaufman (MK)
(McCAREY & KAUFMAN, 1974; PELS, 1997; ANDREW et al., 1999; NOGUEIRA &
VASCONCELOS, 2000; WING CHU, 2000; YAMASAKI & INOUE, 2001; TRINDADE, 2004;
JENG, 2006), permitindo o armazenamento de tecido doador por 3 a 4 dias a 4°C (McCAREY &
KAUFMAN, 1974; JENG, 2006), onde o transplante de cornea deixou de ser considerado um
procedimento de emergéncia (JENG, 2006). Esta formulacdo foi modificada em 1978, o que
permitiu 0 armazenamento por mais de 4 dias (ANDREW et al., 1999).

Apesar deste novo passo, 0s bancos de corneas ainda exigiam melhor eficiéncia no sistema
de distribuicdo das cérneas em relacdo ao tempo entre o Obito do doador a cirurgia. Desta
maneira as técnicas de preservacdo de cornea que permitissem um tempo de armazenamento
maior foram desenvolvidas (WING CHU, 2000). Em 1985 foi elaborado o meio K-Sol, que
introduziu os glicosaminoglicanos aos meios de conservagdo, permitindo o armazenamento de
corneas por tempo intermedidrio (mais de duas semanas a 4°C) (KAUFMAN et al., 1985;
WILSON & BOURNE, 1989; PELS, 1997; ANDREW et al., 1999; WING CHU, 2000; JENG,
2006). Um meio similar (Dexsol) surgiu no final dos anos 80 (ANDREW et al., 1999; JENG,
2006). Esses meios praticamente substituiram o meio MK (PELS, 1997).

Com o objetivo de aperfeicoar a preservacdo de corneas foi introduzido no inicio dos anos
90 o Optisol, um hibrido do K-Sol e Dexsol, que com novos ingredientes ajudaram na
sobrevivéncia do endotélio durante o armazenamento a 4°C. Com a adi¢do da streptomicina ao
Optisol criou-se 0 Optisol-GS em 1998, tornando-se este 0 meio mais utilizado na atualidade
(ANDREW et al., 1999; ARNDT et al., 2001; JENG, 2006).



Meétodos de preservacao de corneas
Meios liquidos a 4°C

Meios de preservacdo com tempo médio de duracgdo séo eficazes e atendem as necessidades
existentes. Estes meios sdo de simples manuseio (NOGUEIRA & VASCONCELOS, 2000;
RIECK et al., 2003b; JENG, 2006) e conservam as corneas pelo tempo necessario (6 a 14 dias)
para um bom planejamento cirurgico, triagem sorologica nos doadores, transporte do enxerto e
mobilizacdo do receptor. A conservacdo em meios liquidos a 4°C permite a sobrevivéncia celular
mantendo uma atividade metabolica minima (NOGUEIRA & VASCONCELOS, 2000; RIECK et
al., 2003b), devido a reducdo na demanda de oxigénio e de outros metabdlitos, além de conservar
energia (YAMASAKI & INOUE, 2001).

Vérios foram o0s meios criados para preservacdo de corneas a 4°C como: o McCarey-
Kaufman (MK) (PELS, 1997; ANDREW et al., 1999; NOGUEIRA & VASCONCELQOS, 2000;
TRINDADE, 2004; YAMASAKI & INOUE, 2001), que consistiu de meio de cultura 199 (TCM-
199), dextran, bicarbonato, e antibidticos. No MK-modificado a solugdo tampéo de bicarbonato
foi substituida pela solucdo tampdo com 25mM Hepes, além do acréscimo de vermelho fenol
como indicador de pH (ANDREW et al., 1999). O meio K-Sol consiste de sulfato de condroitina
2,5%, TCM-199, de solucdo tampdo 25mM Hepes, e sulfato de gentamicina (PELS, 1997;
ANDREW et al., 1999), e o Dexsol, de sulfato de condroitina 1,35% e dextran 1% (ANDREW et
al., 1999). O Optisol-GS contém sulfato de condroitina 2,5% e dextran 1%, gentamicina
(100ug/ml) e streptomicina (200ug/ml), além de misturar meio de cultura TCM 199 com meio
essencial minimo (MEM). Este ainda apresenta uma mistura de solu¢fes tampé&o (bicarbonato e
Hepes), varias vitaminas e aminoacidos, vermelho fenol, antioxidantes e precursores da
adenosina trifosfato (ARNDT et al., 2001).

O Optisol-GS e considerado atualmente o padrdo ouro entre 0s meios de conservacéo de
cdrnea, sendo atualmente utilizado pelos Estados Unidos e varios outros paises (ANDREW et al.,
1999; WING CHU, 2000; JENG, 2006), como no Brasil, onde ¢ utilizado por 64% dos bancos de
olhos (PEREIRA et al., 2002). Varios estudos o utilizaram com a finalidade de testa-lo em
cdrneas de varias espécies animais (ARNDT et al., 2001), avaliar alteragdes que possivelmente
levam a perda na qualidade e quantidade de células endoteliais ap6s preservacdo (KOMURO et

al., 1999), estudar a ativacdo e apoptose de células da cornea, avaliar a producdo de peptideos



intestinais vasoativos pelas células endoteliais e a eficacia da suplementacdo de enzimas para o
combate a radicais livres (KOH & WASCHEK, 2000).

Organoculturas

A adicdo de soro fetal ou de recém-nascido (bovino) a meios de cultura de cdrnea
(organoculturas) e um procedimento de rotina na maioria dos bancos de cornea na Europa, onde 0
tecido é mantido em temperaturas entre 31 e 37°C (PELS, 1997; GAIN et al.; MOLLER-
PEDERSEN et al., 2001; RIECK et al., 2003a; THURET et al., 2004; JENG, 2006), permitindo
armazenar as corneas por ate 48 dias. Esta técnica apresenta a vantagem de preparar melhor do
tecido doador, assim como a realizagcdo de exames que possam diagnosticar infec¢es antes do
transplante (GAIN et al., 2001; MOLLER-PEDERSEN et al., 2001; JENG, 2006). Entretanto,
devido a variacdo qualitativa destes soros (até entre os de grupo semelhante), a eficicia destes
meios ndo esta definida (MOLLER-PEDERSEN et al., 2001; JENG, 2006). Este fato conduz
variacOes severas na preservacdo de cdrneas em relacdo a viabilidade endotelial. A teoria de que
o soro homélogo, em relacdo ao heter6logo, apresenta uma menor chance de induzir alteracbes
no enxerto ainda é estudada (GAIN et al., 2001; MOLLER-PEDERSEN et al., 2001; RIECK et
al., 2003a).

Alguns autores (GAIN et al., 2001; MOLLER-PEDERSEN et al., 2001; RIECK et al.,
2003a) ainda relatam o risco de contaminagdo por microorganismos patdégenos provenientes da
cornea doadora, e de transmisséo da encefalopatia espongiforme bovina (“doenca da vaca-louca™)
(JENG, 2006). As substituicdes do soro por substincias quimicas de menor risco véem sendo
pesquisadas pelos bancos de olhos que trabalham com meios de cultura para preservacdo de
coérnea (PELS, 1997).

Criopreservacao

A criopreservagédo tem provado ser um método eficaz em manter a viabilidade e fungdo de
varios tipos de tecido para transplante. Apesar de muitos tipos celulares em suspensdo permitirem
a criopreservacdo com alta taxa de recuperacéo da viabilidade e funcédo, tem se demonstrado que
isto ndo é verdade para maioria dos tecidos, e que células em monocamadas sdo mais susceptiveis
a agressao decorrente desta técnica (EBERTZ & McGANN, 2004).



A preservacdo por periodos longos (criopreservacdo), além de alto custo, é mais
complicada (NOGUEIRA & VASCONCELOS, 2000; YAMASAKI & IOUE, 2001) e com
resultados inferiores aos demais. Torna-se, na maioria das vezes, desnecessaria pela constante
procura por doadores (NOGUEIRA & VASCONCELOS, 2000). Johnstone et al. (1992)
afirmaram que o endotélio parece resistir aos processos de congelamento e descongelamento.
Estes autores, junto a outros (YAMASAKI & IOUE, 2001), citam ainda que seja possivel
armazenar corneas a temperaturas de -196°C, apesar de alguns artigos (HALBERSTADT et al.,
2003; EBERTZ & McGANN, 2004) citarem que o tempo de congelamento ideal ainda precisa
ser ajustado. Yamasaki e Inoué (2001) sugerem que 6rgdos devem ser conservados as mais baixas
temperaturas possiveis, porém sem congelamento.

Em estudo realizado por Ebertz e McGann (2004), concluiu-se que a criopreservacdo de
cérneas humanas ndo é uma técnica simples e a utilizacdo de crioprotetores, que contribuem com

0 sucesso do procedimento, quando ndo toxicos ao endotélio celular, ndo é eficaz.

Prevencdo de contaminagdo do meio de preservagao

A endoftalmite € uma séria complicacdo da ceratoplastia penetrante (HASSAN &
WILHELMUS, 2005; ZANETTI et al., 2005; WILHELMUS & HASSAN, 2007). A infeccdo
pode ser causada pela contaminacdo pré-operatoria da cornea doadora, condi¢bes inadequadas de
assepsia durante a cirurgia e fatores ligados aos pacientes que recebem as corneas (EVERTS et
al., 2001; REHANY et al., 2004). Apesar da transmissdo esporadica de bactérias e fungos aos
receptores de cornea, se tem demonstrado que 0s microorganismos causadores de endoftalmite
geralmente derivam das corneas doadoras (WING CHU, 2000; EVERTS et al., 2001; ZANETTI
et al., 2005; WILHELMUS & HASSAN, 2007), repercutindo de maneira negativa e grave na
visdo do receptor (WING CHU, 2000).

A ocorréncia de crescimento bacteriano durante a preservacdo de cOrneas permite o
descarte daquelas contaminadas. Entretanto, a presenca de contaminagdo nem sempre é indicada
por turbidez ou aparéncia amarelada do meio, sendo os procedimentos que evitam a
contaminacdo um fator critico da preservacdo de corneas (ZANETTI et al., 2005). Alguns
cirurgides realizam analise bacteriana da cornea doadora, porém em alguns casos observa-se a

ocorréncia de infeccdo pos-cirdrgica mesmo com o resultado negativo destas analises



(WILHELMUS & HASSAN, 2007). Os cocos gram-positivos tém sido 0s microorganismos mais
comuns identificados (REHANY et al., 2004; KAPUR et al., 2006; RITTERBAND et al., 2006).

Nos ultimos anos, o Optisol-GS, contendo gentamicina e streptomicina, tem sido 0 meio
mais utilizado (JENG; KAPUR et al., 2006), devido o seu amplo espectro de acdo contra
bactérias causadoras de endoftalmite. Entretanto, em estudo realizado por Kapur et al. (2006), os
antibidticos contidos no Optisol-GS apresentaram baixo poder bactericida quando armazenados
aos 4°C em comparacdo a temperatura ambiente (TA). Jeng (2006) sugeriu a necessidade de
manter a cornea e 0 meio em TA pelo menos 1 hora antes do armazenamento, e trés horas antes
do transplante, a fim de tornar mais eficaz os antibidticos contidos nos meios.

InfeccBes fungicas pos-operatdrias podem gerar conseqiiéncias devastadoras para o olho
afetado. Casos de infeccdo por Candida albicans ap0s transplante penetrante de cornea foram
relatados e a maior parte deles esta relacionada a contaminacao do botdo doador (GODQY et al.,
2004; HASSAN & WILHELMUS, 2005). Apds a introducdo do Optisol GS, a probabilidade de
ocorréncia de endoftalmites bacterianas reduziu bastante em comparacdo aquelas causadas por
fungos, onde o risco de endoftalmite flngica triplica quando as corneas sao preservadas por mais
de quatro dias (HASSAN & WILHELMUS, 2005). Estudos questionam a eficacia destes meios
de conservacdo de cdrnea normalmente utilizados e sugerem a adicdo de antifungicos a sua

composicdo para a profilaxia de tal complicacdo (GODQY et al., 2004).

Novos meios de preservacado de corneas e perspectivas futuras

Desde a introducdo do Optisol GS nos Estados Unidos, poucas inovagdes na preservacao de
corneas (meios liquidos a 4°C) tém sido realizadas (JENG, 2006). Segundo Chen et al. (1999),
apesar de varios meios apresentarem solugdes com alta concentragio de K*, e agentes como
dextran, sulfato de condroitina entre outros, necessarios para preservacdo do tecido, estes ainda
ndo sdo os melhores meios para preservacao de corneas. Chen et al. (1999) ainda afirmam que
apesar do Optisol manter a cornea com espessura adequada por mais de 14 dias, a degeneragéo do
endotélio se inicia nos dias trés a cinco de preservacdo, e que a diminuicdo na densidade celular
continua apos o transplante.

O Chen medium mostrou-se como uma novidade interessante dentre os meios de
preservacdo de cdrnea. Este meio apresenta TC 199 enriquecido com 3-hidroxibutirato. Este meio

¢ considerado eficaz devido a sua habilidade em manter a atividade metabélica durante a



preservacdo, a capacidade de gerar altos niveis de ATP, enquanto diminui a formacéo e acimulo
de lactato, e de manter a espessura tecidual adequada sem a adi¢do de agentes osméticos (CHEN
et al., 1999; JENG, 2006). Apesar dos argumentos de Chen et al. (1999), em estudo realizado por
Nelson et al. (2000) ndo foi observado diferenca na densidade celular durante a preservacdo em
Chen medium e Optisol-GS.

O Eurosol se trata de uma organocultura, livre de soro (SFM), a 31°C. Quando comparado
a organoculturas convencionais, suplementadas com 2% de soro bovino, ndo foram observadas
diferencas significantes (WING CHU, 2000; JENG, 2006). Mgller-Pedersen et al. (2001)
avaliaram a capacidade de diferentes meios de cultura em preservar cdrneas de humanos durante
trés semanas a temperaturas de 31°C. Este estudo revelou que, dos meios em questdo, o
Endothelial SFM foi o meio onde houve menor perda de células endoteliais (14%). Rieck et al.
(2003a) investigaram a acdo protetora do fator de crescimento fibroblastico tipo 2 (FGF-2) em
células endoteliais, de porcos e humanos, durante a preservacao destas corneas em organoculturas
SFM. Neste trabalho, concluiu-se que o FGF-2 reduz eficientemente os danos ao endotélio
corneano humano durante a preservacdo em organocultura SFM, onde estes autores ainda citam
que o efeito é verdadeiramente protetor, porque nenhuma atividade proliferativa e taxa diminuida
de apoptose foram determinadas. Resultados similares foram encontrados por Rieck et al.
(2003b), utilizando o FGF-2 em meio liquido (Optisol-GS) a 4°C. Estes artigos revelam a
tendéncia, dos bancos de olhos europeus, em substituir o soro fetal bovino por organoculturas
SFM, evitando assim a transmisséo de doencas como a encefalopatia espongiforme (PELS, 1997,
WING CHU, 2000; MOLLER-PEDERSEN, 2001; RIECK et al., 2003a; JENG, 2006).

Em 2002, um estudo demonstrou que o oxido nitrico (NO) é produzido por cérneas
humanas em meios de preservacdo. Este fato foi confirmado devido a presenca de niveis de
nitrato/nitrito no Optisol-GS, onde as corneas foram armazenadas (JENG et al., 2002). Meisler et
al. (2004) determinaram o indice de nitrato/nitrito em meios de preservacdo apés a inibicdo da
enzima Oxido nitrico sintetase, adicionando-se Ng-monometil-L-arginina (LMMA) em Optisol
GS. Estes autores afirmaram que o aumento progressivo no acimulo de nitrato/nitrito nos meios
de preservacao de corneas pode ser interrompido pela adi¢cdo de um inibidor da enzima 6xido
nitrico sintetase. Estes ainda concordam que dado as propriedades téxicas do radical livre 6xido
nitrico, as corneas conservadas para fins de transplante podem beneficiar-se de tal inibidor,

adicionando-se este aos meios de preservagéo.



Segundo Jeng (2006) o acimulo de agua na cérnea (edema) secundario ao tempo de
preservacdo, com posterior desidratacdo da coOrnea antes do transplante, tem sido uma
desvantagem em relacdo ao uso das organoculturas, pois estes eventos levam ao aumento na
perda das células endoteliais. A partir do principio que o dextran (substancia mais usada para
prevencdo do edema) possa ser toxico para cornea, recentemente testou-se o0 HES 130 (hidroxietil
amino). Este se trata de um col6ide sintético que tem demonstrado bons resultados como inibidor

do edema durante o armazenamento de corneas em organoculturas.
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Preservacao de corneas de felinos domésticos (Felis catus — Linnaeus, 1758) em

conservante utilizando a 4gua de coco como meio nutritivo
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Endereco para comunicagao: Resumo
. , As células do endotélio corneal apresentam a importante funcéo de bomba e barreira
Fabricio B. Sa osmatica, mantendo assim a cornea transparente. A perda destas células, seja por
Fone: +55 81 33206349 qualquer motivo, torna a cérnea opaca, influenciando negativamente na capacidade
Eax: 455 81 33206391 visual do i,ndividuo. Por este fato, a conservagé_o dg corneas para fins,dfe trans,plgnte
. tem evoluido bastante ao longo dos anos. Devido as caracteristicas fisico-quimicas
e-mail: crleucas@yahoo.com  desejaveis e ao baixo custo da agua de coco, o objetivo deste trabalho foi investigar
a possibilidade do uso da &gua de coco como meio nutritivo em conservantes de
cérnea. Um total de nove gatos, sem nenhuma patologia corneal em curso, foi
submetido a eutandsia. Uma das cérneas de cada animal foi avaliada imediatamente,
sendo a outra avaliada ap6s a preservacdo no meio com agua de coco nos dias 3, 7 e
14. As corneas foram processadas para microscopia optica, revelando-se inviaveis a
partir do 3° dia de conservacdo, apresentando alteragdes morfoldgicas, sinais de
morte celular e espessura estromal aumentada, indicando edema importante.
Concluiu-se que a agua de coco ndo serviu como meio nutritivo para conservantes
de cérneas de felinos domésticos, porém as coOrneas, devido a auséncia de
contaminagdo do meio, podem ser utilizadas em transplantes tectdnicos e
ceratoplastias lamelares.

Palavras-chave: endotélio corneal, 4gua de coco, gato, preservacao

INTRODUCAO

A primeira ceratoplastia penetrante de sucesso realizada no homem aconteceu por volta de
1906 por Zirm. O tecido foi obtido do olho de um doador vivo que necessitou de enucleacéo.
Muito tem mudado desde ent&o," pois o transplante a fresco tornava a ceratoplastia penetrante um
procedimento de emergéncia, impedindo a realizacdo de exames prévios (ex.. microscopia
especular e sorologia) que garantissem a viabilidade das células endoteliais, e da cérnea.>** O
avanco de técnicas cirargicas, medicamentos, instrumentais e meios de conservacgdo contribuiu

com o alto grau de sucesso dos transplantes de cérnea.’ Para realizagdo dos transplantes, no



entanto, se faz necessario um grande nimero de cdrneas a serem avaliadas. Por isso, estudos
visando a melhoria da preservacéo de corneas sdo realizados até os dias atuais.> Segundo Pels' e
Andrew et al.%, um meio de conservagdo ideal tanto para cées e gatos como para seres humanos
ainda precisa ser formulado.

Grande avango tem sido notado nos ultimos dez anos no campo dos meios de preservagao
de cornea,” porém, desde 1994, poucas novidades tém surgido em relacdo aos meios de
conservacdo.® A preservacdo de tecido corneal requer meio especifico para maximizar a
integridade do botdo doador, sendo o fator mais importante para o sucesso dos transplantes.”®
Atualmente as cérneas podem ser preservadas tanto em organoculturas a 34°C, método preferido
dos bancos de olhos da Europa; ou conservacdo hipotérmica a 4°C, método este utilizado nos
Estados Unidos da América e em varios outros paises. A criopreservacao tem um baixo indice de
sucesso, além de demandar pessoal treinado e custo operacional elevado.®®

Dos meio utilizados para conservacdo hipotérmica da cdrnea, o Optisol-GS é considerado
atualmente o padréao ouro, devido sua capacidade de manter viaveis as células entoteliais para fins

de transplante, sendo atualmente utilizado pelos Estados Unidos e varios outros paises,*®*°

como
no Brasil, onde é utilizado por 64% dos bancos de olhos.** Este contém sulfato de condroitina 2,
5% e dextran 1%, gentamicina (100 pg/ml) e streptomicina (200 pg/ml), além de misturar meio
de cultura TCM 199 com meio essencial minimo (MEM). Ainda apresenta uma mistura de
solugdes tampédo (bicarbonato e Hepes), varias vitaminas e aminoacidos, vermelho fenol,
antioxidantes e precursores da adenosina trifosfato (ATP).*

O endotélio corneal € uma monocamada simples de células hexagonais, localizada na
superficie posterior da cornea. Devido a grande quantidade de mitocéndrias, o endotélio corneal
apresenta elevada atividade metabdlica, neutralizando o edema corneal pela remocéo de liquido
em excesso do estroma através da atividade da Na'/K*-ATPase e da bicarbonato-dependente
Mg®*-ATPase. Estas “bombas i6nicas” ficam situadas principalmente na lateral da membrana
plasmatica. O endotélio também forma uma barreira entre 0 humor aquoso e o estroma corneal
atraves de juncgdes intercelulares. Desta maneira, através das funcdes de barreira e de bomba, as
células endoteliais mantém a transparéncia corneal.®***

Semelhante ao cdo e primatas ndo-humanos, o gato tem uma habilidade limitada para a
regeneracdo do endotélio corneal.’®*® Ao contrario do epitélio corneal, que tem um notéavel poder

de regeneracdo, o endotélio de uma cornea madura tem baixissimo poder de mitose, e responde a



traumas primariamente com hipertrofia e migragéo celular. O aumento celular aparece como
resultado da perda de células, que é compensada com hipertrofia celular. Distdrbios na fungéo
endotelial permitem que a agua penetre o0 estroma e rompa o arranjo paralelo das fibras
colagenas, resultando em opacificagdo corneal 232024

A agua de coco é um isoténico natural existente na cavidade da semente do coco, rica em
nutrientes e de grande importancia na germinacdo da semente e na sobrevivéncia da plantula.
Comeca a se formar mais ou menos um més e meio apos a polinizagdo da flor feminina, e alcanga
seu volume méaximo em torno de seis meses de idade. E exatamente nesse periodo que o fruto
deve ser colhido para consumo in natura, ou para consumo agroindustrial, pois além da maior
quantidade de &gua, ela € muito saborosa, rica em nutrientes e livre de gordura, o que a coloca em
local de destaque para a saide humana. A composi¢do quimica média, no periodo 6timo de
colheita do fruto, é a seguinte: pH: 4,8; calorias: 18,1; glicose: 4,49/100ml; proteinas: 0,37mg;
fésforo: 6,2mg/100ml; potassio: 175mg/100ml; célcio: 17,5mg/100ml; magnésio: 8,5mg/100ml;
sodio: 10,5mg/100ml; ferro: 0,06mg/100ml; vitamina C: 57mg/100g.2%

A 4gua de coco é utilizada em larga escala em areas geogréaficas onde esta plantacdo ocupa
vasta extensdo, ndo sé para o consumo diério, mas, também, como solu¢do de hidratacéo oral,
pois seu uso rotineiro faz parte dos habitos alimentares de populaces dessas areas.”>*° Ela é
capaz de manter a longevidade de células, culturas de tecidos, meios de cultura para virus e
bactérias, e para obtencdo de vacinas contra febre aftosa, raiva e leishmaniose.”®
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Campbell-Falck et al.”” publicaram um relato de caso onde a 4gua de coco foi utilizada com
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sucesso como fluido de hidratacdo intravenosa. Apds este artigo, Pummer et al.”" analisaram a

influéncia da 4gua de coco na homeostase sanguinea, e ndo observaram diferengas em

comparacdo com a solucdo salina fisiolégica. Costa et al.*

investigou a eficiéncia da agua de
coco na preservacdo de foliculos pre-antrais de cabras, obtendo bons resultados, principalmente
quando da preservacdo deste em altas temperaturas. Silva et al.® obtiveram crescimento de
foliculos primordiais ap6s cultura in vitro em meio contendo 4gua de coco. Cardoso et al.*
utilizaram a agua de coco para diluicdo de sémen canino, obtendo resultados semelhantes aos
diluidores ja utilizados. Devido a estes resultados positivos, somado ao fato deste liquido ter um
baixo custo e qualidades quimicas desejaveis, 0 objetivo deste estudo é verificar a eficacia da

agua de coco quando utilizada como meio nutritivo na composicdo de conservantes de corneas.



MATERIAL E METODOS

Dezoito corneas de 9 gatos sem raca definida, com sexo e idade variados foram utilizadas
neste estudo. Os animais eram provenientes do Centro de Vigilancia Ambiental (CVA) da cidade
do Recife, Pernambuco, Brasil, sendo os mesmos utilizados de acordo com as normas da ARVO
para utilizacdo de animais em pesquisa. Os gatos eram considerados sadios a partir de exame
fisico, onde observou-se estado nutricional e hidrico, coloracdo de mucosas, temperatura retal e
ausculta cardio-respiratoria. Os mesmos eram considerados livres de afeccdes oculares através de
exame oftdlmico realizado imediatamente post mortem, em ambiente escuro. Para tal exame
foram utilizados lente de magnificacdo (OptiVISIOR® Donegan Optical Company Inc., Lenexa,
KS, U.S.A)) e lanterna clinica (Penlight Welch Allyn 76600, Skaneateles Falls, NY, U.S.A)),
para inspecdo dos anexos oculares; oftalmoscopio direto (oftalmoscopio direto Welch Allyn
11720, Skaneateles Falls, NY, U.S.A.), para examinar o segmento anterior; e oftalmoscopio
binocular indireto (oftalmoscopio indireto HEINE SIGMA 150K, Kitchener, Ontario, Canada)
para fundoscopia. Animais com qualquer sinal de afeccdes oculares ou sistémicas foram
descartados do estudo.

Colirio contendo metilcelulose 2% foi instilado imediatamente apds o exame oftalmico
para prevenir ressecamento da cornea. A enucleagdo transconjuntival bilateral foi realizada
dentro de 40 minutos apds o 6bito, sendo os pares de bulbos oculares colocados em sacos
plasticos contendo solucéo de ringer lactato, e acondicionados em caixa isotérmica com gelo até
o local da dissecacdo do anel cérneo-escleral. Os bulbos oculares foram colocados por 3 minutos
em solucdo de polivinilpovidona 3%, e depois lavados com solucdo de ringer lactato estéril. O
anél corneo-escleral foi dissecado de maneira asseptica, incidindo a esclera aproximadamente a
1-2 mm do limbo, utilizando l&mina de bisturi n® 15. Esta inciséo se estendeu ao redor de todo o
limbo. Uma pungo-incisdo foi realizada no corpo ciliar com lamina de bisturi n°® 11, e a exciséo
final foi realizada com tesouras de cornea Castroviejo direita e esquerda. Todo este procedimento
foi realizado dentro de 4 horas ap0s o 6bito dos animais. O tecido corneo-escleral foi lavado com
solucdo de ringer lactato estéril para remover qualquer pequena particula originada, por exemplo,
da iris.

Para preparacdo do meio de preservacgédo, foram selecionados dois cocos, da variedade anédo
verde, com idade entre 6 — 8 meses, coletados aleatoriamente na sede da Empresa Pernambucana

de Pesquisa Agropecuaria (IPA), da cidade do Recife, Pernambuco, Brasil. Em um dos frutos foi



realizada analise fisico-quimica (Tabela 1) atraves de espectrofotometria (espectrofotdmetro
Ultravioleta Digital Microprocessado, Q798U, QUIMIS, Brasil). Do outro fruto (mesmo cacho),
foi extraido aproximadamente 250ml de agua, onde esta foi filtrada em membrana de milipore
(25microns). Em camara de fluxo laminar, a dgua de coco foi adicionada em meio contendo
sulfato de condroitina e dextran, HEPES (acido N-2-hidroxietilpiperazina-N"-2 etanesulfonico) e

gentamicina.

Tabela 1. Composicéo da &gua de coco analisada por espectrofotometria.

Parametros Express&o eI
(OF:1 o[ P Ca e 29,27 mg/100ml
Magnésio ......ccccvevereieeienian MO oo 7,87 mg/100ml
SOAIO ..o Na oo 1,22 mg/100ml
POtASSIO ....ovvveieie e, K o 260,9 mg/100ml
Enxofre (Sulfato) ................... SOL e Nd
Carbonato .........coceeevviieieeee CO3 e Ausente
Bicarbonato ..........coceeeviveveenne HCO3 o, 76,25 mg/100ml
Cloro (Cloreto) .......ccccevveveneen Cl o 62,1 mg/100ml
FeIro oo Fe oo, 0,037 mg/100ml
Manganés .........ccoceveveieeeennn. MN 0,092 mg/100ml
Molibdénio ........cccceevveirienee MO oo 0,0056 mg/100ml
CODre .o CU it Ausente
ZINCO oo ZN e 0,036 mg/100ml
Chumbo ..o, PD o Ausente
GliCOSE...eiiiviiiieiciiee e, CsH1206.....cooiiiiiiee, 3,049/100m|
indice pH ..ovcveeeeeeeeeeee 0] O 4,6

nd: ndo determinado

Os anéis corneo-esclerais dos olhos esquerdos foram colocados em tubos falcon
transparentes de 20ml, contendo o meio com agua de coco (Tabela 2), e mantidos a 4+1°C para
anélise nos dias 3, 7 e 14 de conservacdo. Os anéis corneo-esclerais dos olhos direitos foram
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utilizados como grupo controle, e fixados (dia 0) em solucdo de McDowell,”™ para microscopia

Optica.



Tabela 2. Componentes do meio de conservagdo de cornea com agua de coco.

Meio base agua de coco
Buffer HEPES
Gentamicina (mg/ml) 100
Sulfato de condroitina (%) 1,25
Dextran (%) 0,5

pH 6,5
Osmolaridade (mOsm/L) 305

HEPES: acido N-2-hidroxietilpiperazina-N"-2 etanesulfénico

Para verificagdo de contaminacdo bacteriana, foi coletado 3ml do meio, de tubos falcon
escolhidos aleatoriamente, nos dias 3, 7 e 14 para andlise de bactérias aerdbicas e anaerdbicas.
Para minimizar os riscos de contaminacdo do meio, o pH foi mensurado nos dias 0 e 14 de
conservacgdo (medidor pH HI 9024, HANNA Instruments, EUA). A espessura do estroma corneal
foi medida através do software Imagelab 2000®, ap6s captura da imagem microscépica utilizando
camara digital (KODAK C300, Recife, Pernambuco, Brasil), a fim de quantificar o edema.

Imediatamente apds remoc¢do do meio de preservacdo, os anéis corneo-esclerais foram
imersos em solucdo fixadora. Os resultados da microscopia Optica de cada cornea dos olhos
esquerdos foram comparados com os resultados das corneas dos olhos direitos. Para avaliacdo
atraves da microscopia oOptica, os fragmentos de cornea foram fixados em solugéo de McDowell,
desidratados em concentracfes crescentes de etanol, incluidos em historresina, cortado a 2
micrometros (5 cortes para cada cornea), e corados com azul de toluidina (At) 0,1% e fucsina
basica (Fb) 0,3%.%® As laminas com cortes histoldgicos foram examinados em objetiva de 40x,
onde foram contados os nucleos das celulas endoteliais para analise quantitativa. O namero de
nucleos dentro de cinco cortes diferentes (campos 40x) foi contado, e a média por campo 40x
calculada.®’ Para analise qualitativa, foi observada a integridade de todas as camadas corneais,
assim como das respectivas células e espessura estromal, em objetivas de 20, 40 e 100x, e

avaliacdo macroscopica da transparéncia corneal.



Para andlise estatistica foi realizado o teste t-Pareado, onde um valor de P < 0,05 foi

considerado significativo.

RESULTADQOS
Dia 0:

As coOrneas apresentaram todas as camadas evidentes de um epitélio pavimentoso
estratificado, com 5 a 6 camadas celulares bem definidas e orientadas perpendicularmente a
espessura corneal (figura 1). Considerando as diferencas relativas entre as camadas do epitélio,
todas as células apresentaram uniformidade de tamanho e morfologia nuclear e nucléolos. . O
estroma continha numero abundante de ceratdcitos, com ndcleos alongados e matriz extracelular
(colageno) regular. O endotelio se apresentou preservado como uma camada Unica, aderido a
membrana de Descemet, com nucleos de formato achatados e proximos uns aos outros (figura 2).
A espessura média do estroma foi de 587um (figura 8). A densidade média, realizada atraves da

contagem dos nucleos endoteliais foi de 3.123céls/mm? (figura 9).




Figura 1. Fotomicrografia da cornea felina em corte transversal do dia 0. Nota-se
epitélio (Ep) e estroma (Es) corneal. FbXAt. 20X.

—
-

Figura 2. Fotomicrografia da cdrnea felina em corte transversal do dia 0. Nota-se
endotélio (En) e estroma (Es) corneal. FoXAt. 100X.

Dia 3:

As camadas superficial e intermediaria do epitélio apresentaram irregularidades
importantes quanto a forma e tamanho do nucleo, e citoplasma. As células basais mantiveram o
formato colunar, porém seus nicleos apresentaram aspectos cariorréxicos, e alguns picnoticos.
Em todas as camadas epiteliais varias células apresentaram tumefacdo celular (degeneracédo
hidrépica ou vacuolar) (figura 3). O estroma apresentou nucleos dos ceratécitos de formato
alongado e regular, porém com sinais de degeneracdo vacuolar, aumento da eosinofilia
citoplasmaética e irregularidade moderada da matriz extracelular (figura 4). O endotélio
apresentou alguns nucleos picnéticos, outros de formato achatado, e algumas areas com perda
celular e exposicdo da membrana de Descemet. Também se evidenciou degeneragdo vacuolar
(figura 5). Observou-se um aumento de 31,62% (904,11um) na espessura média estromal (figura
8), em relacio as cérneas do dia 0, uma diminuicio de 63,53% (1.139céls/mm?) na densidade das

celulas endoteliais (figura 9), e transparéncia das corneas ap0s preservacao.



Figura 3. Fotomicrografia da cornea felina em corte transversal do dia 3. Nota-se
alteragdes epiteliais: cariorrexe (seta menor) e hidropsia (seta maior). FbXALt.
100X em contraste de Fase 3.

Figura 4. Fotomicrografia da cornea felina em corte transversal do dia 3. Nota-se

alteragBes estromais: aumento da eosinofilia nos ceratdcitos (seta), irregularidade da
matriz extracelular (seta trasejada). FoXAt. 100X .



Figura 5. Fotomicrografia da cornea felina em corte transversal do dia 3. Nota-se alteracbes na
densidade endotelial com exposi¢do da membrana de Descemet (seta) (A, FbXAt, 40X); células
endoteliais com sinais de degeneracdo: picnose (seta menor) e degeneragdo hidrdpica (seta
maior) (B, FbXAt, 100X em contraste de Fase 3).

Dia 7:

O epitelio corneal apresentou camada superficial e intermediaria em processo de
descamacdo, e presencga da camada basal com células apresentando irregularidade importante, e
evidente hidropsia (figura 6). O estroma apresentou nucleos dos ceratocitos de formato alongado
e regular, porém com sinais de degeneracdo vacuolar, e irregularidade de tecido extracelular
importantes. Observaram-se perda do endotélio em algumas areas da Descemet, apresentando
este, varios nucleos de formato irregular, grandes espacos entre eles e sinais de degeneracao
vacuolar grave. Em comparagdo as corneas do dia O observou-se um aumento de 42,17%
(1.088,23um) na espessura estromal (figura 8), uma diminuicdo de 69,32% (958céls/mm?) na

densidade das células endoteliais (figura 9), e perda parcial da transparéncia.
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Figura 6. Fotomicrografia da cornea felina em corte transversal do dia 7. Nota-se alteragdes
epiteliais com descamacdo das camadas superficial e intermedidria (seta menor), e basal com

nucleos em picnose (seta maior) e cariorrexe (seta trasejada). FbXAt.100X em contraste de Fase 3.

Dia 14:

Através da microscopia oOptica, ndo foram evidenciadas diferencas significativas na camada
epitelial em relacdo ao dia 7. O estroma apresentou maior grau de irregularidade e numero
reduzido de ceratocitos, onde constatou-se varios ceratocitos de formato arredondado e
irregularidade de matriz extracelular. Observou-se perda do endotélio em varias areas ao longo da
membrana de Descemet, com grande numero de nucleos de formato irregular e sinais de
degeneracdo vacuolar grave. A cornea como um todo se apresentou pouca corada (figura 7).
Observaram-se um aumento importante de 59,37% (1.553,05um) na espessura estromal (figura 8)
em comparagao ao grupo controle, e uma diminuicdo de 70,50% (921céls/mm?) na densidade das
células endoteliais (figura 9). Em comparacdo com o dia 7, ndo foram observadas diferencas

significativas, porém perda total da transparéncia corneal foi visibilizada.



- e~ \ Fe - « o 5 i %
v ™ ™ -~ S~ -
A A B ; —— T .
- - | " "
[ —— -~ e 5
= \N"‘
v i .-"‘\

Figura 7. Fotomicrografia da cdrnea felina em corte transversal do dia 14. Nota-se grandes areas ausentes de
endotélio, com exposicdo da membrana de Descemet (seta) (A), e degeneracdo hidrépica importante (B).
FbXAt. 100X em contraste de Fase 3.

O resultado das anélises de bactérias aerdbicas e anaerdbicas foi negativo em todos os dias
de conservacdo (dias 3, 7 e 14), e o valor inicial do pH (6,5) diminui para 5,6 no dia 14. Apo6s
anélise do endotélio corneal, observou-se, desde o dia 3 de conservagéo, importante diminuicdo
na densidade das células endoteliais em comparacdo as corneas do dia 0, inversamente
proporcional a um aumento da espessura estromal, provavelmente secundario ao edema estromal
(figura 10). Os resultados obtidos representaram uma reducédo significativa na populacdo de

celulas endoteliais, assim como um aumento significativo na espessura estromal (P < 0,05).



0 dias 3 7 14

Figura 8. Espessura estromal das corneas (Uum) apds preservagdo em conservante com agua de coco.

0 dias 3 7 14

Figura 9. Densidade de células endoteliais (céls/mm?) apés preservacdo em conservante com agua de coco.
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Figura 10. Espessura estromal (um) x densidade de células endoteliais (céls/mm?) apds preservacdo em conservante

com &gua de coco.

DISCUSSAO

Vérios autores®®*® tém utilizado coelhos para testar meios de conservacdo de corneas,
porém neste estudo optou-se pela utilizacéo de gatos domésticos, pois segundo Bahn et al., Hull
et al.,* Matsuda et al.,*® Geroski e Edelhouser*® e Doughty,*’ infelizmente a grande capacidade
de regeneracdo do endotélio corneal de coelhos transmite resultados que ndo sdo completamente
analogos aqueles expressos pela cornea dos humanos e dos caes e gatos.

Atualmente, o Optisol® GS (Bausch & Lomb Surgical, Irvine, CA, U.S.A.) é 0 meio de
conservagdo mais utilizado em vérios paises, incluindo o Brasil.®®** Entretanto, devido ao custo
elevado deste produto, e a necessidade de importacdo do mesmo, foi avaliado neste estudo o0s
efeitos de um conservante, contendo agua de coco, sobre a cornea de felinos domésticos. Optou-
se pela agua de coco como meio nutritivo do conservante em questdo, pelo fato desta ser
abundante em nossa regido, além de apresentar caracteristicas fisico-quimicas e custo satisfatorio,
corroborando com Arag&o® que afirma que esta é capaz de manter a longevidade de células,
podendo ser utilizada em culturas de tecidos.

Basicamente, toda a funcdo corneal (estrutural e refrativa) depende do perfeito
funcionamento do sistema de bombas de ions Na e K presentes no endotélio, garantindo a

deturgecéncia e consequentemente a transparéncia corneal. H& estudos experimentais que



mostraram um aumento de 200 e 500% da espessura corneal apds a retirada do epitélio e do
endotélio, respectivamente.*®

O meio testado apresentou a maioria dos componentes importantes para formulacdo de um
conservante de cornea. Foram utilizados sulfato de condroitina e dextran, com o objetivo de se
evitar o edema corneal; gentamicina, para prevenir contaminacdo; HEPES, para ajuste do pH da
solucdo; e a 4gua de coco como meio nutritivo. Apesar desses constituintes, neste estudo ndo foi
possivel manter as celulas endoteliais vidveis como demonstrado pela microscopia optica desde o
dia 3 de conservacao.

A concentragéo do sulfato de condroitina utilizada no meio testado foi de 1,25%, diferente
da utilizada no Optisol-GS, por exemplo, que é de 2,5%. Estudo comparando a funcéo corneal
apos conservacdo em Dexsol (sulfato de condroitina 1,35%) x Optisol (sulfato de condroitina
2,5%) revelou que este Gltimo possui melhor capacidade de prevenir o edema corneal durante a
conservacdo.*> A baixa concentracio da condroitina, associada também & baixa concentracéo de
dextran 40 (0,5%), pode ser um dos motivos do insucesso do meio testado, uma vez que o
dextran 40 nos meios ja descritos encontra-se a 1%.%'%%4%0 Sequndo Tachibana e Sawa,* o
dextran, dependendo da concentracdo e do tempo de conservagdo, torna-se toxico para o

1
1.

endotélio, resultando em edema corneal poés-operatdério. Halberstadt et a citam que o

armazenamento em meios contendo dextran, por mais de 4 dias, € prejudicial as corneas, devido

ao efeito toxico do mesmo. De acordo com Jones et al.,52

agentes quimicos exdgenos induzem
lesdo e morte celular por dois metodos: ligacdo direta destes agentes as organelas celulares,
lesionando-as ou interferindo na geragdo do ATP e energia necessaria a homeostase e
funcionamento normal celular; ou pela transformacéo quimica para metabolitos mais reativos que
causam lesdo permanente as membranas e morte celular. Tachibana e Sawa> referem a
formulacéo de dois meios, onde um continha sulfato de condroitina 2,5% e o outro ndo possuia
nenhuma substancia coloidal. Nenhum dos dois tinha dextran em sua composicdo. O meio com a
condroitina apresentou resultados tdo bons quanto o Optisol, ao contrario do meio sem a
condroitina.

Os Cocos gram-positivos sdo 0s contaminates mais identificados nos tecidos corneais
utilizados para transplante, sendo o Streptococcus sp. a espécie mais encontrada nos casos de
endoftalmite pds-operatéria.”®> Com a adic&o da streptomicina ao Optisol, criou-se o Optisol-GS,

apresentando este uma melhor cobertura antibidtica, assim prevenindo contra o desenvolvimento



das endoftalmites.®*? Ainda segundo Kapur et al.,*>* a atividade antimicrobiana do Optisol-GS é
reduzida em temperaturas de refrigeracdo, e aumentada em temperatura ambiente. Nossos
resultados ndo corroboram com o exposto, pois, apesar de apresentar apenas gentamicina em sua
composicdo, e 0 meio testado estd sob refrigeragédo, este ndo apresentou crescimento bacteriano
em nenhum dos dias de conservacdo. A auséncia de contaminantes neste estudo deve-se tambéem
ao uso de préticas assépticas de preparagdo do tecido doador. Dentre estas, foi utilizado
iodopovidona para imergir os bulbos oculares por trés minutos antes da coleta do anel corneo-
escleral, corroborando com Pels e Vrensen,* que afirma que esta solucdo é a mais utilizada,
devido ao seu amplo espectro incluindo bactérias gram-positivas e gram-negativas, fungos,
protozoarios e virus.

Em todos os dias de conservacdo analisados observou-se perda progressiva das camadas
superficial e intermediaria do epitélio, com sinais de degeneracdo vacuolar das células epiteliais,
indicando uma possivel falha do meio testado em manter a integridade desta camada. Apds
eutanasia, em todos os animais foi colocado metilcelulose 2% a fim de evitar o ressecamento do
epitélio, e todas as corneas foram acondicionadas em até 4 horas no meio de conservacéo,
corroborando com Thoft e Friend,>® Andrew et al.° e Van Meter et al.,*® onde estes afirmam que
as corneas devem ser conservadas dentro de 5 a 6 horas do ébito do doador para néo
comprometer a integridade epitelial. Em estudo realizado por Wagoner e Gonnah,>” um grande
numero de transplantes, onde as corneas foram preservadas em meios liquidos a 4°C por mais de
7 dias, apresentaram falhas epiteliais no primeiro dia do pés-operatério. Greenbaum et al.”®
observaram a perda de todas as células do epitelio corneal apo6s quatro dias de conservacgdo, com
excegdo da camada basal, corroborando com nosso estudo, onde também foi evidenciada apenas
a presenca da camada basal. Jeng® ainda reforca que um epitélio intacto se torna essencial para
sobrevivéncia do enxerto ap6s o transplante, pois um defeito epitelial pos-operatorio pode
demorar a cicatrizar, permitindo o surgimento de infeccdes, cicatrizes, afinamento do estroma, e
perfuragdo corneal, contribuindo desta maneira para o insucesso da cirurgia (falha do enxerto).

Ap0s preservacdo no meio com agua de coco, a densidade de células endoteliais obtida nos
dias 3, 7 e 14 foram 1.139, 958 e 921céls/mm? respectivamente. Segundo estudo realizado por
Patel et al.”® coreas apresentando densidade > 2.500 céls/mm’ foram aprovadas para
transplantes, enquanto que aquelas com densidade inferior a 2.500 céls/mm? ndo foram

transplantadas. Ao contrario do exposto, Arndt et al.”® e Ehlers® citaram que cérneas com



densidade inferior a 2.000 céls/mm? ja foram utilizadas com sucesso nos transplantes, indicando
que as corneas do dia 3 do nosso experimento poderiam ser utilizadas para transplante, uma vez
que estas ainda demonstraram transparéncia apos o periodo de conservacao. Entretanto, Thuret et
al.®! citam que os bancos de corneas geralmente ndo aprovariam estas, pois a perda das células
endoteliais ocorre desde a captagdo dos botGes doadores até anos ap0s o transplante,
apresentando estas corneas um alto risco de ndo permanecerem transparentes.

Pelo exposto, varios fatores podem ter contribuido para o meio testado com agua de coco
ndo ter mantido a integridade das células epiteliais e endoteliais. Nogueira e Vasconcelos®®
utilizaram & agua de coco como meio de cultura em conservantes de corneas em um estudo
experimental em coelhos. Estes autores sugeriram que a dgua de coco, in vitro, tem propriedades
para manter a deturgecéncia e conservacdo do epitélio e endotélio corneal. Costa et al.*?
afirmaram que os bons resultados obtidos na conservacédo de foliculos ovarianos de caprinos com
a agua de coco ocorreram provavelmente pela presenca dos nutrientes contidos nesta solucéo,
como proteinas, sais, agUcares, vitaminas, fatores de crescimento e horménio vegetais. Estes
mesmos autores, em concordancia com Komuro et al.®® e Ehlers, citam que a baixas
temperaturas, o metabolismo celular é reduzido, minimizando assim a necessidade metabdlica
das células, e tornando estas mais resistentes a baixa concentracdo de oxigénio e nutrientes
durante a preservagdo, sugerindo que os resultados possam ter sido favoraveis por este fato.

Segundo Pels® os meios liquidos hipotérmicos ndo conseguem preservar o endotélio corneal
devido a auséncia de substancias fundamentais como soro fetal bovino, encontrado nas
organoculturas. Neste estudo, a microscopia Optica sugeriu que estes tecidos ndo estdo adequados
para transplante, e que o meio testado ndo desempenhou o papel importante de preservar o
epitélio e endotélio corneal. Pelo exposto, a auséncia de ATP e de outras substancias suficientes
para manter as células viaveis pode ter contribuido com estes resultados, corroborando com Silva
et al.*®* que observaram maior grau de degeneracdo celular quando apenas agua de coco foi
utilizada para preservar foliculos ovarianos caprinos. Estes mesmos autores ainda sugerem
melhora na preservacdo celular a partir da suplementacdo da agua de coco com piruvato,
glutamina e hipoxantina. Em estudo realizado por Chen et al.,** Nelson et al.*® e Jeng,® constatou-
se que a suplementacdo com R-hidroxibutirato, um corpo cetdnico, permite manter a atividade
metabolica durante a preservacdo, gera altos niveis de ATP, enquanto diminui a formacao e

acumulo de lactato, mantendo assim a espessura tecidual e integridade celular.



Recentemente, um artigo publicado por Rauen et al.” demonstrou que o endotélio é muito
sensivel a baixas temperaturas e que, em meios liquidos a 4°C, possa ocorrer a formacdo de
radicais livres (dependentes de ferro), induzindo assim a apoptose celular. Meisler et al.®®
demonstraram que h& formacéo 6xido nitrico em meios de preservacdo de cdrneas, onde estes
também atuam como radicais livres, prejudicando a integridade celular. Estes podem ser fatores
que tornaram as corneas invidveis apos preservacdo no meio testado, provavelmente devido ao
meio ndo apresentar concentracdes satisfatorias de substancias antioxidantes, e apresentar ferro
em sua composicdo. Entretanto, neste artigo nao tivemos subsidios suficiente para quantificar e
afirmar até que ponto tais substancias seriam responsaveis pela morte celular ocorrida. Segundo
Rubowitz et al.,°” Meisler et al.®® e Rauen et al.,® a adicdo de substancias como: quelantes de
ferro, inibidores da oxido nitrico sintetase e glutationa podem ter efeitos benéficos na reducéo da
perda celular.

Em relacdo ao pH, o meio testado foi ajustado em 6,5. Tachibana e Sawa> citam que o
endotélio corneal tolera uma variacdo de pH entre 6,5 a 8,5, e que meios formulados com pH
dentro desta faixa sdo aceitaveis. Apesar da utilizacdo de HEPES, com o objetivo de manter o pH
aceitavel pela cdrnea, observou-se aos 14 dias de conservacdo uma diminuicdo importante para
5,6. Segundo Chen et al.** e Moller-Pedersen et al.,* a diminuicdo do pH pode ter ocorrido pela
glicdlise no meio, levando ao aumento na concentragéo de lactato, e tornando o meio acido. Jones

et al.>?

citam que em casos de hipdxia o funcionamento das mitocondrias fica comprometido,
reduzindo a disponibilidade de ATP, sem o qual as bombas idnicas deixam de funcionar.
Temporariamente, a via glicolitica anaerobica fornece ATP, mas a liberagéo de &cido latico e de
outros acidos organicos, e a queda no pH intracelular, reduz ainda mais a producdo do ATP.
Como desde o dia trés de conservacdo ja existiam alteragdes morfoldgicas, indicando a
inviabilidade das corneas, acredita-se que o pH ndo tenha influenciado nestes resultados,
corroborando com Chen et al.** e Moller-Pedersen et al.,* onde os mesmos sugeriram que o pH
extracelular, neste valor, ndo interfere no pH intracelular. Entretanto, o estresse metabdlico no
tecido pode aumentar.

A osmolaridade do meio com &gua de coco foi de 305mOsm/L, mais baixa que Optisol-GS
que é de 351mOsm/L. Segundo Nelson et al.® e Tachibana e Sawa, *° a capacidade do Optisol-
GS em manter a transparéncia e evitar o edema estromal ocorre devido a esta “alta”

osmolaridade. Talvez esta osmolaridade mais baixa apresentada pelo meio em teste, possa ter



influenciado no aumento do edema estromal observado, uma vez que o endotélio corneal suporta
valores de osmolaridade entre 200 - 400mOsm/L.

Os resultados obtidos com este estudo indicam que a 4gua de coco nédo serviu como meio
nutritivo para corneas de gatos domésticos, devido as alteracbes morfologicas observadas no
epitélio e endotélio corneais através da microscopia optica. O fato do meio néo ter apresentado
contaminacdo bacteriana torna possivel o uso das coOrneas em transplantes tecténicos e
ceratoplastias lamelares, onde o enxerto corneal servira como protecdo a integridade do bulbo
ocular, livrara a cornea de infeccBes, em casos de melting corneal, tendo em vista a capacidade do

mesmo em promover suporte a epitelizacao e substrato estromal.
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