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Resumo

As células do endotélio da cornea apresentam a importante funcdo de bomba e barreira, mantendo assim a cérnea
transparente. Portanto, o propdsito deste estudo foi investigar o meio de cultura de tecidos RPMI como forma de
preservagdo de corneas de camundongos mantidas sob refrigeracdo. Imediatamente apdés a retirada do meio de
preservagdo, as cdrneas foram processadas para microscopia de luz e eletrdnica de varredura para analise da integridade e
forma da célula endotelial. As cdrneas tornaram-se invidveis a partir do dia 4 de conservacéo, apresentando alteracdes
morfoldgicas, sinais de morte celular e espessura estromal aumentada, indicando edema importante. Conclui-se que o
meio RPMI ndo é viavel para conservagdo de cérneas com a finalidade de ceratoplastia penetrante, embora se acredite
que, por se manter estéril, a cérnea podera ser utilizada para enxertos lamelares.
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Abstract

An important function of corneal endothelial cells is to provide barrier and pump to maintain tissue transparency.
Therefore the purpose of this study was to investigate the RPMI tissue culture medium for mouse cornea preservation
kept under refrigeration. In order to evaluate endothelium cells integrity and shape, corneas were processed, immediately
after removal from medium, for light and scanning electron microscopy. Corneas became unavailable as of day 4 of
storage, exhibiting morphological alterations, with cellular death characteristics and increased stromal thickness,
indicating severe edema. It was concluded that RPMI medium is not viable to preserve corneas for penetrating
keratoplasty, nevertheless, we believe that it may be used as a preservation medium for corneal lamellar grafts because it
is maintained sterile.

Key words: corneal endothelial, corneal preservation, culture medium.

Introducéo aderentes e bombas especializadas que
impedem o edema estromal. Como a célula

A principal funcdo do endotélio da endotelial tem uma reduzida capacidade de
cornea € oferecer uma barreira para que a proliferacdo, qualquer enfermidade ou trauma
cérnea mantenha a sua transparéncia. Estas que a danifique induzira um

funcbes sdo atingidas gracas as juncoOes
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alongamento compensatorio das células
remanescentes, podendo inclusive estar
associado a disfuncgdo celular (LANG, 1976).

A hipotermia e os meios de cultura
de tecidos séo atualmente as duas abordagens
principais para conservacdo de corneas. A
conservacdo por hipotermia consiste em
manter as corneas em temperatura entre 2 e -
6° C em meios disponiveis comercialmente e
comumente usados, tais como Optisol GS®.
Esse meio contém, além dos nutrientes,
substancias osmoticamente ativas como
dextrana e sulfato de condroitina, garantindo
a manutencdo da espessura e transparéncia da
cérnea, por meio de uma reducdo do
metabolismo tecidual e preservacdo da
condi¢do fisiologica original por longos
periodos. A preservacdo em meio Optisol
GS® permite o armazenamento  por
aproximadamente 14 a 16 dias, embora
ocorra degeneracdo endotelial. Na realidade,
o tempo médio de estocagem para transplante
é de quatro dias (LINDSTROM et al., 1992;
WILHELMUS et al., 1995).

Meios de cultura de tecidos sdo usados
para preservacdo de cdrnea principalmente na
Europa. Esta abordagem consiste em manter
0 tecido em um meio de cultura
suplementado com soro fetal bovino,
antibioticos e antimicéticos em uma
temperatura de 31 a 37°C. O propésito destes
meios € o de manter o metabolismo e a
viabilidade o mais semelhante possivel as
condigOes fisioldgicas. Nestas condigdes a
cornea podera ser preservada por até 35 dias;
porém, o método é tecnicamente mais dificil,
requerendo cuidados com controle de
contaminacdo e necessidade de um tempo
antes do transplante para desidratacdo
corneana, para o0 restabelecimento da
condicdo original. (HE et al., 2011)
Ceratoplastias penetrantes representam as
cirurgias de transplante mais empregadas
mundialmente na oftalmologia humana. Os
custos dos meios de  conservagdo
industrializados ainda sdo  elevados,
principalmente em nossa regido
(NOGUEIRA e VASCONCELOS, 2000), e
na medicina veterinaria. Com isso, ressalta-se
a necessidade de novos estudos com meios de
preservacdo de baixo custo e eficientes, para

que as terapias com transplantes ou enxertos
se tornem viaveis e rotineiras na oftalmologia
veterinaria. O propoésito deste estudo foi
investigar o meio de cultura de tecidos RPMI
como forma de preservacdo de coOrneas de
camundongos mantidas sob refrigeracdo e
avaliadas por microscopia Optica e
microscopia eletronica de varredura.

Material e Métodos

Foram utilizados 10 camundongos
albinos (SWISS) machos com 45 dias de
idade, provenientes do Laborat6rio Nacional
Agropecuério (LANAGRO) do Ministério da
Agricultura em Recife-PE, Brasil. Os animais
foram mantidos em nossa instituicdo
(Procurar ser impessoal e ndo utilizar a
primeira pessoa. Seria melhor substituir esse
local pelo nome da instituicdo.) em gaiolas
plésticas, tendo 0 ambiente com temperatura
e umidade controladas e sob regime de
iluminacéo ciclica (12 h escuro, 12 h claro),
com intensidade de luz < 100 LUX, até a
execucdo deste trabalho. Todos os
experimentos animais foram conduzidos de
acordo com o Comité de Etica para o Uso de
Animais da Universidade Federal Rural de
Pernambuco e com o Estatuto para o Uso de
Animais em Pesquisa Oftalmica e Visdo da
ARVO.

Os animais foram divididos em dois
grupos, um com coOrneas a serem mantidas
em meio RPMI (n=5) e outro, servindo como
controle (n=5), com cérneas preservadas em
meio comercial padrdo Optisol GS®. Para
cada animal foi estabelecido que apenas a
cornea esquerda seria utilizada no protocolo
experimental, ficando as corneas direitas
como padrdo e controle de integridade
estrutural para ambos os grupos. Os
camundongos foram profundamente
anestesiados com Cloridrato de Cetamina
(100mg/Kg - Vetenarcol®) e Cloridrato de
Xilazina (20mg/Kg - Rompun®), e
submetidos a eutanasia pelo aprofundamento
anestésico com Pentobarbital sédico. Todos
os farmacos foram aplicados por via
intraperitoneal.

Apo6s a eutanasia, foi procedido um
exame oftdlmico post mortem com o auxilio
de um oftalmoscépio direto (Heine®),
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para avaliacdo do segmento anterior do bulbo
e superficie ocular. Animais com qualquer
sinal de afeccdes oculares ou sistémicas
foram descartados do estudo. Ap6s 0 exame
oftadlmico, foi instilada uma gota de colirio
contendo metilcelulose a 2% em cada olho
para evitar o ressecamento da cérnea. Os
olhos foram removidos por meio de
enucleacdo transconjuntival. O anel corneo-
escleral foi dissecado de maneira asséptica,
incidindo a esclera aproximadamente a 1-2
mm do limbo, utilizando 1&mina de bisturi n®
15, e lavado com solucdo de ringer lactato
estéril para remover qualquer peguena
particula originada do corpo ciliar e da iris.
Cinco corneas foram armazenadas em tubos
falcon transparentes de 14 mL, contendo o
meio RPMI (Sigma-Aldrich), mantidos a
4+1°C para andlise nos dias 4 e 7 de
conservacao. Para verificagdo de
contaminagdo bacteriana, foram colhidas
amostras com 0 uso de swabs nos mesmos
intervalos de tempo ja definidos para as
anélises.

Imediatamente apos a retirada do meio
de preservagdo, as corneas foram fixadas em
paraformaldeido a 4% em Tampdo Fosfato
0,1M (pH 7,4) por 72 horas, desidratadas em
concentracdes  crescentes alcodlicas e
embebidas em Paraplast (Paraplast Plus,
Sigma-Aldrich). Foram feitos cortes de Sum
de espessura para processamento histolégico,
corados com Hematoxilina e Eosina para
observacdo em microscopio de luz (Olympus
BX-41®) e captura de imagem com camera
fotografica (Canon  Powershot  A470)
acoplada a lente ocular do aparelho. Foram
feitos ajustes de cor, brilho e contrastes nas
imagens obtidas e posterior andlise
morfométrica com 0 programa
computacional Image J® (National Institutes
of Health, Bethesda, MD).

Para analise da integridade e forma da
célula endotelial, foram utilizadas trés
coérneas, sendo uma de cada grupo de
conservagédo, selecionadas aleatoriamente, e
outra (cérnea direita, controle) obtida
imediatamente ap6s a eutanasia. Todas foram
separadamente fixadas em glutaraldeido a

2,5% em tampdo fosfato e encaminhadas ao
Laborat6rio do Aggeu Magalhaes onde foram
metalizadas e  fotodocumentadas em
microscopio eletronico de varredura.

Os critérios adotados para avaliagdo
histoldgica das cérneas incluiram a presenca
de necrose, vacuolizagcbes e nlcleos em
picnose no epitélio e endotélio, espessura
total da cdrnea, assim como as alteragcdes
estruturais das fibras estromais. As imagens
ultraestruturais foram avaliadas quanto a
forma e integridade das células endotelias.

Resultados e Discussao

O avanco de técnicas cirdrgicas,
medicamentos, instrumentais e meios de
conservagdo contribuiu com o alto grau de
sucesso dos transplantes de cérnea (PELS,
1997). Para realizagdo dos transplantes, no
entanto, necessita-se de um grande ndmero
de coOrneas a serem avaliadas. Por isso, sdo
realizados estudos visando & melhoria da
preservacdo das corneas. Segundo Pels
(1997) e Andrew et al. (1999), um meio de
conservagéo ideal, tanto para animais como
para 0 homem, ainda precisa ser formulado.

O Optisol-GS® é o0 meio de
conservagdo mais utilizado em varios paises,
incluindo o Brasil (WING CHU, 2000;
PEREIRA et al, 2002; JENG, 2006).
Entretanto, devido ao custo elevado deste
produto e a necessidade de importagdo do
mesmo, foi avaliado neste estudo os efeitos
do meio de cultura de tecidos RPMI (Sigma-
Aldrich), comercialmente disponivel no
Brasil, de baixo custo e ja consagrado como
meio de cultivo para células. Outra vantagem
do RPMI é conter, em sua formulacao,
antibioticos, como penicilina e
estreptomicina, e antimicdticos, como
anfotericina B.

A endoftalmite é uma séria
complicacdo da ceratoplastia penetrante
(HASSAN e  WILHELMUS,  2005;
ZANETTI et al., 2005; WILHELMUS e
HASSAN, 2007). A infeccdo pode ser
causada pela contaminagdo pré-operatoria da
cérnea doadora, condicBGes inadequadas de
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assepsia durante a cirurgia e fatores ligados
(EVERTS et al.,, 2001; REHANY et al.,
2004). Apesar da transmissdo esporadica de
bactérias e fungos aos receptores de cornea,
tem-se demonstrado que 0s micro-
organismos causadores de endoftalmite
geralmente derivam das corneas doadoras
(WING CHU, 2000; EVERTS et al., 2001;
ZANETTI et al., 2005; WILHELMUS e
HASSAN, 2007), repercutindo de maneira
negativa e grave na visdo do receptor (WING
CHU, 2000). Os cocos gram-positivos sdo 0s
contaminantes mais identificados nos tecidos
corneanos utilizados para transplante e sdo
responsaveis pelos casos de endoftalmite pos-
operatoria (KAPUR et al., 2006).

aos pacientes que recebem as corneas

Em todas as amostras deste estudo,
apenas uma apresentou contaminagdo por
Staphylococcus sp. Por se tratar de um agente
comumente encontrado em pele, acredita-se
gue ocorreu uma falha durante o processo de
coleta desta amostra e/ou no seu envio ao
laboratério.

Os resultados mostram que a coloracéo
empregada neste estudo, a HE, foi
satisfatoria, permitindo a identificacdo de
todas as estruturas relevantes da morfologia
da cérnea (Fig. 1). Nos dados apresentados
por Prinsen et al (2011), os autores ressaltam
a importancia de uma adequada coloragéo,
destacando a HE e o PAS como as melhores.

Figura 1. Fotomicrografia da cdrnea controle de camundongo em corte
transversal corada em H.E. Identificar as camadas corneanas.

Em ambos os grupos de cdrneas preservadas,
no quarto dia, o epitélio corneano manteve-se
aderido ao estroma anterior. Porém, o grupo
preservado em RPMI apresentou extensas
alteracBes intra e extracelulares, como
degeneracdo hidrdpica, edema e picnose
nuclear. Isto leva a crer que a auséncia de
agentes hiperosmaticos como o dextran e o
sulfato de condroitina A, importantes na
adesdo celular, tenha provocado tais

alteragfes (GORDON et al., 1984). Quando
comparado aos resultados do meio comercial
Optisol GS, apenas a camada mais superficial
do epitélio, formada por células escamosas,
apresentava-se irregular e com perdas de
células (Fig. 2). Estudos tém demonstrado
gue a baixa temperatura produz ais como
consequéncia da deplecdo do ATP, causando
dissociacdo das jungdes intercelulares
mudancas funcionais nos tecidos,
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principalmente nos complexos juncionais
como consequéncia da deplecdo do ATP,
causando dissociacdo das junces (MANDEL
et al., 1993; KOMURO, 1999).

Nos ultimos anos, os estudos mostraram que
a parte mais anterior da cdrnea pode ser
utilizada para enxertos lamelares nas
corregdes de ulceracdes e a perda da camada
mais externa do epitélio, as células

escamosas, ndo altera os resultados (CHEN,
2010). No sétimo dia, as corneas preservadas
apresentaram mudangas estruturais, como um
aumento em sua espessura total (Fig. 2A),
desorganizagdo do  coldgeno, rupturas
celulares e destruicdo de epitélio e endotélio.
No grupo do Optisol GS®(Fig. 2B), como
esperado, a cornea ainda mantém sua forma.

A B

-

Figura 2. Fotomicrografia da cérnea de camundongo em corte transversal corada em H.E. mantidas
em conservante por sete dias, em RPMI (A) e Optisol GS® (B). Em A, observa-se uma
desorganizagdo estrutural e completa alteracdo da forma padrdo corneana, 0 que nao

ocorre em B.

As  mudancas  estruturais e
possivelmente funcionais encontradas nas
corneas sdo resultantes da perda de
integridade da bomba endotelial. Rauen et al.
(2006) demonstraram que o endotélio é muito
sensivel a baixas temperaturas e que, em
meios liquidos a 4°C, pode ocorrer a
formacgdo de radicais livres (dependentes de
ferro), induzindo assim a apoptose celular.
Meisler et al. (2004) demonstraram que ha
formacdo de Oxido nitrico em meios de
preservacdo de corneas, onde este também
atua como radicais livres, prejudicando a
integridade celular. Estes podem ser os
fatores que tornaram as corneas inviaveis
ap0s preservacao no meio testado,

provavelmente devido ao meio ndo
apresentar concentragbes satisfatorias de
substancias antioxidantes. Este sera o Gltimo
paragrafo do item “resultados e discussao”.

Os resultados mostraram que, aos
quatro dias nas corneas mantidas em RPMI, a
camada endotelial apresentava perdas de
células e deformacdo do estroma subjacente
(Fig.3). A microscopia eletronica pode
revelar ndo s6 a perda das células, mas
também a mudanca de sua forma
(pleomorfismo), alongamento
(polimegatismo), aumento da porosidade em
suas paredes e destruicdo de grande parte de
suas vilosidades ou projecBes polipodais
(Fig. 4eb5).
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Figura 3. Cdrnea de camundongo em corte
transversal, corada em H.E. Apds
quatro dias em RPMI, evidenciando
a perda das células endoteliais.

Figura 4. Eletromicrografia de varredura do endotélio corneano de camundongo

(cornea mantida por quatro dias em meio RPMI). Evidenciam-se
células de padrdo irregular quanto ao tamanho e projec6es na regido
de juncdo. Identificar com setas.
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Figura 5. Eletromicrografia de varredura do endotélio corneano de camundongo
(cornea mantida por quatro dias em meio RPMI). Evidenciam-se
sinais de destruicdo celular como aumento de sua porosidade, e
alongamento de suas projecdes polipodais.

Conclusotes

Embora as corneas mantidas em RPMI
tenham apresentado uma quase que completa
descelularizagdo, tornando-as inadequadas
para o transplante total ou ceratoplastia
penetrante, estudos recentes tém demonstrado
matriz extracelular tm o poder de ativar a
diferenciagdo e migracdo de células tronco
residentes no limbo, promovendo a
regeneracdo da lesdo (HASHIMOTO et al.,
2010). Por que estd com essa referéncia? A
conclusdo ndo deve ter referéncia, pois €
justamente a finalizacdo do estudo. A
conclusdo deve ser dos autores do trabalho

em questdo, deve conter a conclusdo atingida
apos a realizagéo e a finalizagdo do estudo.

que coOrneas descelularizadas tém bons
resultados, uma vez que ndao ha ativacdo
imunogénica do receptor. Além disso,
segundo especulacdo dos autores, 0s enxertos
corneanos intralamelares feitos com apenas
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