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RESUMO

Objetivos: Avaliaraeficaciado Dextran40a 10% em promover transparén-
ciacorneana em olhos de porco, bem como indicar o melhor método [soro
fisioldgicoa 0,9% (SF a0,9%), Dextran 40 a 10% ou mistura de ambos em
partes iguais] de conservacdo para manutencdo desta transparéncia.
Métodos: Vinte olhos de porco, preparados com injecao de Dextran na
camara anterior e embebidos na mesma solucdo por 20 minutos. Quatro
grupos de olhos, cada um com 5 olhos, conservados nas seguintes
solugdes: Grupo 1 (SF a 0,9%), Grupo 2 (SF a0,9% + Dextran 40 a 10%),
Grupo 3 (Dextran40a 10%), Grupo 4 (camara umida— grupo controle). Os
olhos foram observados apos 12, 24, 36, 48, 56 e 72 horas e classificados
quanto a transparéncia da coérnea. Resultados: O tratamento da cornea com
Dextran40a 10% preservouatransparéncia corneanaem 100% dos olhos.
A solugdo de SF a 0,9% e Dextran em partes iguais obteve maior tempo na
manutengdo da transparéncia, com 60% dos olhos vidveis as 72 horas.
Conclusio: Dextran 40 a 10% ¢ eficaz para promover a transparéncia
corneana em olhos de porcopost mortem. A misturade SF a0,9% e Dextran
em partes iguais pode ser utilizada para manter viaveis os olhos de porco
preparados por um periodo de até 72 horas.

Descritores: Cérnea; Opacidade da cérnea; Dextranos; Preservagao de 6rgaos; Animal;
Suinos

INTRODUCAO

O olho post mortem passa por uma série de transformacgdes. Neste
estado a bomba endotelial entra em faléncia e entdo o equilibrio de fluidos e
ions com o humor aquoso fica comprometido resultando na hidratacdo da
cérnea em excesso o que contribuird para sua opacificagao®. A fim de se
aproveitar o olho para a cirurgia experimental € necessario uma boa visuali-
zagdo do contetido ocular. Assim temos duas alternativas: ou o utilizamos
logo apoés sua retirada, ou o submetemos a técnicas de preparo da cornea
para conservar sua transparéncia por mais tempo. No entanto, nem sempre
¢ possivel conseguir olhos frescos assim como utiliza-los imediatamente.
Desta forma, faz-se necessario uma técnica para prepara-los conserva-los a
fim de manté-los vidveis o madximo de tempo possivel. Na literatura encon-
tramos diferentes técnicas para o preparo utilizando diversos produtos e
submetendo a cornea a diferentes tratamentos. E o caso da solugdo de
Swinger-Kornmehl®, Plasmasteril®. No entanto ndo encontramos propos-
tas para conservacdo e manutencdo destes olhos. Este trabalho traz um
método para preparacdo de olhos de porco utilizando Dextran 40 a 10%, no
sentido de avaliar sua eficdcia em promover a transparéncia corneana,
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assim como comparamos diferentes meios de conservacao
destes olhos ja preparados a fim de que possamos utilizé-los
por um tempo mais prolongado.

METODOS

Utilizaram-se 20 olhos de porco post mortem obtidos em
um mesmo frigorifico, retirados imediatamente apds o abate,
ocorrido no dia de inicio do experimento. Os olhos estavam
envolvidos por tecido periorbitario. Apos aproximadamente
2h da retirada dos olhos iniciou-se a preparagdo dos mesmos.
O tecido que os envolvia foi retirado ao maximo sem trauma-
tizar o globo ocular restando apenas a conjuntiva.

A preparacdo da superficie corneana procedeu-se da se-
guinte maneira:

1. Retirada do maximo de epitélio e da membrana de Bowman.
Utilizagdo de 1amina de bisturi n’ 15 (Becton & Dickson®)
para desepiteliza¢do da cornea sob visualizagdo microsco-
pica (aumento de 10x).

2. Repouso por 15 minutos em recipiente contendo Dextran a
10% (dextran com peso molecular de 40.000) misturado em
partes iguais com Soro Glicosado a 5% deixando a superfi-
cie corneana virada para baixo em contato direto com a
substéancia.

3. Paracentese da cAmara anterior com agulha de calibre 25 X
6 mm (Becton & Dickson®) permitindo a saida de humor
aquoso para a inje¢do de Dextran a 10% na cdmara anterior
com a mesma agulha. Em média foi injetado 0.5ml.

Os 20 olhos preparados foram aleatoriamente separados
em grupos de 5 e armazenados em recipientes de plastico.
Estes foram preenchidos com diferentes solugdes formando 4
grupos:

* Grupo 1: Soro Fisioldgico (SF) a 0,9%

*  Grupo 2:20ml de SFa0,9% +20ml de Dextran 40 a 10%

* Grupo 3: Dextran40a 10%

* Grupo 4: fundo coberto com gaze imida (cdmara umida) -
Grupo controle
O volume de solucdo colocada nos recipientes foi de 40 ml,

o bastante para cobrir um tergo dos olhos, ou seja, ndo permitin-
do que o liquido alcancasse o equador, pois assim eles ficariam
apoiados lateralmente e ndo com a cérnea voltada para o liqui-
do. Os olhos foram dispostos em contato e circundados com
gaze para garantir que permaneceriam com a cornea em contato
com o liquido. Reportando ao grupo 4 a camara timida consistiu
de gaze embebida em SF a 0,9%. Todos os recipientes foram
hermeticamente fechados e refrigerados a 6°C.

Os olhos foram observados apds 12, 24, 36, 48, 56 e 72
horas de conservacdo e avaliados quanto a transparéncia da
cornea pela biomicroscopia (Lampada de fenda Nipo Shipon) a
luminosidade na intensidade maxima com aumento de 10 vezes
e por apenas um pesquisador. A transparéncia foi assim clas-
sificada:

» Transparente: visualizacdo clara da iris e cristalino incluin-
do as linhas suturais deste(".

* Moderadamente transparente: visualizagao dificultada da
iris e cristalino, com pouco detalhamento.
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* Pouco transparente: visualizacdo de estruturas de cdmara
anterior sem defini¢ao de detalhes (aspecto esbranquicado).
* Nao transparente: a cornea totalmente opaca, impossibilidade
de visualiza¢do de quaisquer estruturas de cdmara anterior.
Foram designadas notas com a finalidade de melhor quan-
tificar o grau de transparéncia corneana dos diversos grupos
facilitando a andlise e interpretacdo dos dados da seguinte
forma: nota 15 para cérnea transparente, 10 para moderada-
mente transparente, 5 para pouco transparente ¢ 0 para ndo
transparente.
Foi desenvolvido um banco de dados utilizando o softwa-
re EPIINFO 6.04 CDC Atlanta.

RESULTADOS

Quatro grupos foram estudados num total de 20 olhos. O
tratamento da cérnea com Dextran 40 a 10% promoveu a trans-
paréncia corneana em 100% dos olhos (Fig. | e 2). A solucdo
de SF a 0,9% e dextran em partes iguais (grupo 2) obteve 2
olhos (40%) totalmente transparentes as 36 h, e 3 olhos ainda
vidveis para cirurgia (notas 10 e 15) as 72 h. No grupo de
Dextran puro (grupo 3) as 48 h ndo havia olhos tuteis para
cirurgia. No grupo com SF a 0,9% (grupo 1) ndo havia olhos
comnota 15 ao fim de 24 h. O grupo 3 ndo tinha mais olhos com
nota 15 em 12 h, e as 48 h seus olhos ja ndo eram mais viaveis.
Os olhos em camara timidos (grupo controle, n. 4) tiveram um
comportamento semelhante ao grupo 2 porém apés 24 h ndo
havia mais olhos com transparéncia nota 15 e as 72 h havia
apenas 2 olhos com transparéncia util para cirurgia (notas 10 e
15) (Graficos 1 e2).

DISCUSSAO

Os olhos de porco, escolhidos pela facilidade de obtengao,
possuiam tecido orbitario o que promoveu uma prote¢ado maior

Figura 1 - Antes da preparacgao
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Grafico 1 - Numero de olhos que mantiveram transparéncia nota 15
ao longo do tempo

ao globo ocular, evitando perfuracdo ou abrasio na superficie
corneana na sua retirada. A desepitelizacdo sob microscopia
garantiu uma limpeza mais completa do epitélio. Swinger
desepitelizou a cornea e a embebeu por 20 minutos em solucao
SK( Swinger-Kornmehl). Esta ¢ uma solucdo de dextran a 30%
em solu¢do salina normal com 0,05% de metilparaben e 0,005%
propylparaben. A solucdo Plasmasterild , que contém amido
hidroxietilico 60g, foi avaliada em outro estudo para desidrata-
¢do corneana com resultados satisfatorios®. Sendo assim,
antes da conservagao, os olhos foram embebidos por 20 minu-
tos no Dextran. Swinger et al, em 1995 e, posteriormente, Auf-
farth et al, em 1996, injetaram a solucdo SK na camara anterior
para preservar a transparéncia corneana®®. A finalidade da
colocacdo de solugdes hipertonicas na camara anterior ¢&
manté-la hiperosmotica em relagdo a cornea reduzindo a sua
hidratacdo que naturalmente ocorreria por se tratar de olhos
post mortem™. Utilizou-se o Dextran 40 a 10%, 500ml, para o
preparo dos olhos, pois a solu¢do SK ndo foi encontrada.
Com os métodos utilizados, ndo forma encontrados dados
sobre a conservacao de olhos preparados para cirurgia experi-
mental. Na literatura encontramos que a solugao SK ¢ titil para
olhos humanos até o 4'dia post mortem™. Outros estudos
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Grafico 2 - Nimero de olhos que mantiveram transparéncia viavel para
cirurgia (nota 15 e 10) ao longo do tempo

afirmam que o ideal ¢ manipular olhos de porco até 24h post
mortem devido a turvacdo corneana que se inicia a partir deste
periodo®. No entanto ndo discutem como conservar estes
olhos.

A substancia conservante deveria permitir menos trocas
possiveis com a cérnea evitando uma hiperidratagao ou desi-
dratagdo excessiva, onde ambas situacdes reduziriam a trans-
paréncia corneana. Assim foram testados SF a 0,9%, Dextran
40 a 10% e a mistura de ambos em partes iguais, além de um
grupo controle.

Considerou-se que apenas os graus transparente ¢ mode-
radamente transparente permitem uma boa visibilidade para
realizacdo de cirurgia experimental.

A respeito dos métodos de conservacdo, o mais eficiente
foi a mistura em partes iguais de Dextran 40 a 10% e SF 2 0,9%.
Esta propiciou um maior niimero de olhos com notas 15 e 10 de
transparéncia por um tempo mais prolongado (Graficos 1 e 2).
A solucdo com piores resultados foi a de Dextran puro onde,
ao fim de 24 horas, alguns olhos ja estavam invidveis para
cirurgia experimental e, apds 48 horas, todos os olhos tiveram
nota 5 de transparéncia da cornea. O grupo controle obteve
resultados semelhantes ao da solucdo SF a 0,9% e Dextran 40
a 10%. A conservacdo com SF a 0,9% mostrou resultados
intermediarios entre as solugdes anteriores.

A diferenca de transparéncia foi atribuida as variacdes de
concentragdo de dextran nas solugdes criadas. Adicionando SF
a0,9% a esta solugdo, reduzimos seu poder osmotico levando a
uma menor desidratag¢do da cornea o que lentifica o processo de
perda de transparéncia post mortem. A utilizagdo do SF a 0,9%
isoladamente produz efeito contrario, hidratacdo do estroma
corneano que, se continuo, como no processo de conservacao,
leva a hiperidratagdo prejudicando a transparéncia.

Alguns estudos avaliaram o efeito do dextran no endotélio
corneano ao ser adicionado em meio de conservacdo para
cornea®?. Apds 1 semana nesta solugdo contendo Dextran é
possivel observar multiplas necroses endoteliais em metade
das cérneas conservadas. Microscopicamente identifica-se
granulos e vacuolos intracitoplasmaticos, depodsitos na su-
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perficie endotelial e alargamento dos espagos intercelulares,
além de polimorfismo diminui¢ao da contagem endotelial.

No entanto ndo sdo apenas as alteracdes endoteliais as
responsaveis pela perda de transparéncia e apesar da toxicida-
de endotelial varios autores estudaram os beneficios do Dex-
tran na cornea. A redugdo na composicdo de proteoglicans
(PGs) estromais ja foi anteriormente demonstrada nos casos
de edema corneano, cicatrizagio e doencas. E sabido que
também ocorre perda dos PGs durante a preservagao das cor-
neas, no entanto ¢ menor quando se adiciona Dextran na
solugdo de preservacao®. Este grupo observou que todas as
corneas estavam hidratadas acima do normal porém o grupo
com dextran apresentava-se em menor intensidade, tornando-
as de melhor qualidade.

Barrett et al utilizou agentes osmoticos na tentativa de
restaurar a espessura de corneas “doadoras” de porco a seu
estado in vivo®. Notou que a conservagéo destas corneas em
solucdo de preservacao McCarey-Kaufman (MK, contém dex-
tran e sulfato de condroitina) resultava em aumento da espes-
sura corneana em torno de 50%. Seu estudo provou que o
dextran a 15% sozinho ou a 10% associado a sulfato de con-
droitina reduziu a espessura corneana ao seu estado in vivo.
Outro estudo conduzido por Lass et al também avaliou a
eficdcia e seguranga do Dextran quando adicionado a solucao
de preservagdo corneana'?. A adigdo do dextran resultou em
significativa reducdo da espessura corneana no intra-opera-
torio sem efeitos adversos na sintese de DNA in vitro e na
sobrevida endotelial in vivo.

Duffey et al realizaram um interessante estudo no qual
demonstraram que o Dextran foi eficaz em desidratar a cornea
quando injetado na camara anterior permitindo que a cérnea
permanecesse por até 1 hora com uma espessura de 500 a 600
microns, o que permitia dindmica corneana consistente para
cirurgia refrativa experimentalV.

CONCLUSAO

O uso do Dextran 40 a 10% foi util para promover a imediata
transparéncia corneana através da sua inje¢do na camara ante-
rior e exposi¢do da superficie desepitelizada a esta substancia.
No entanto utiliza-lo puro para a conservagdo nao constitui uma
boa opcao. A conservagdo do olho em solugdo de partes iguais
de SF a 0,9% e Dextran 40 a 10% (Grupo 2) foi superior aos
demais meios, sendo uma medida eficaz nos casos em que os
olhos nao forem utilizados em 24 horas uma vez que esta mistura
permite que haja olhos vidveis para cirurgia experimental em até
72 horas. Isto poupa a equipe do trabalho de coleta permitindo
um melhor aproveitamento do material ja obtido.
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ABSTRACT

Purposes: To evaluate Dextran 40 10% efficacy to maintain
pig eye corneal transparency in order to indicate the best
method (0.9% physiological saline, Dextran 40 10% and the
mixture of both at equal parts) of conservation to maintain the
transparency. Methods: Twenty pig eyes, all of them prepared
with Dextran injection in the anterior chamber and soaked in
this solution for 20 minutes. Four groups, each group with five
eyes and kept at 6°C in the following solutions: Group 1 (0.9%
physiological saline), Group 2 (Dextran 40 10% + 0.9% physio-
logical saline at equal parts), Group 3 (Dextran 40 10%), Group
4 (humid chamber - control group). The eyes were observed
after 12, 24, 48, 56, 72 hours and then classified according to
their transparency. Results: Corneal transparency occurred in
100% of the eyes with Dextran solution. 0.9% physiological
saline and Dextran at equal parts achieved a longer period of
transparency. Conclusions: Dextran 40 10% is an efficient
solution to promote corneal transparency in post mortem pig
eyes. The mixture of equal parts 0.9% physiological saline and
Dextran can be used to keep feasible the prepared eyes for a
period as long as 72 hours.

Keywords: Cornea; Corneal opacity; Dextrans; Organ preser-
vation; Animal; Swine
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