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INTRODUCAO

Este trabalho relata o estudo experimental em cérneas
de coelhos e cérneas humanas da eficidcia do meio de con-
servagao de cérneas de McCarey-Kaufman modificado pro-
duzido na Divisdo de Farmdcia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Siao Paulo (meio
""MKM-HC").

MATERIAIS E METODOS
1) Verificagao da eficdcia do meio em corneas de coelhos:

Foram utilizados 10 olhos de 5 coelhos albinos adultos,
de 2 a 3 kg, imediatamente apds o sacrificio dos mesmos.
Todos os olhos foram manipulados em sala cirdrgica, com
técnica asséptica e atraumdtica. Previamente a manipulagao
cirdrgica, todos os olhos foram irrigados gota a gota com
20 ml de solugdo de gentamicina na concentragdo de 15
mg/ml em soro fisiolégico.

Foram removidos 8 botées cérneo-esclerais, deixando-
se 2 mm de esclera ao redor da cérnea. Estes botoes cérneo-
esclerais foram, imediatamente apés a retirada, colocados
individualmente em recipientes fechados contendo, cada
um, 20 ml do meio "MKM-HC"' e armazenados em geladeira
a 4°C por 96 horas. No quinto coelho foi feita enucleagao
de um dos olhos, o qual foi mantido em recipiente fechado
formando camara imida, repousando sobre gaze embebida
em solugao salina balanceada com gentamicina na concen-
tragdo de 15 mg/ml, com a cérnea voltada para a parte supe-
rior do recipiente e armazenado em geladeira a 4°C por
96 horas, servindo de controle comparativo com o método
de conservagao de cérneas no meio "MKM-HC** a 4°C por
96 horas. O outro olho deste mesmo coelho foi submetido
a retirada do botao cérneo-escleral, tendo sido o endotélio
desta cérnea submetido aestudo histolégico imediatamente
apo6s a retirada, servindo como controle histolégico de en-
dotélio normal. Apés 96 horas o olho inteiro conservado
em camara umida teve retirado o botao cérneo-escleral e
esta cérnea, juntamente com as outras 8 conservadas no
meio "MKM-HC'’ por 96 horas, foram estudadas histologi-
camente.

O estudo histolégico do endotélio corneano foi feito
utilizando-se o corante vital azul tripan a 1%, que cora o
niucleo de células invidveis* °. Este método' consiste em
colocar o botao cérneo-escleral sobre uma placa de Petri
e pingaralgumas gotas de corante até cobrir aface endotelial
da cérnea, deixando-se por 1 minuto o corante e depois
lavando-se suavemente o botio cérneo-escleral em solugiao
salina balanceada até a remogdo de todo o excesso de coran-
te. Imediatamente ap6s, a cérnea é colocada numa placa
de Petri com a face endotelial voltada para cima e estudada
histologicamente no microscépio 6ptico.

Foram feitas fotografias das dreas centrais das cérneas,
sob aumento 100 vezes do microscépio Optico e, apSs a

projecdo em tela dos diapositivos correspondentes a cada
cornea, fez-se a contagem das células endoteliais com os
nicleos corados, expressando-se o resultado em porcen-
tagem de células endoteliais com os nicleos corados em
relagio ao numero total de células do campo correspon-
dente a cada cdérnea. O resultado foi colocado na tabela
1. As células com os nucleos corados situadas em regies
de dobras do endotélio corneano e dispostas em fileiras
nao foram consideradas na contagem.

2) Verificagao da eficacia do meio em corneas humanas:

Foram utilizadas 4 cérneas humanas de caddver de 2
doadores adultos jovens (de 16 a 18 anos), tendo sido colhi-
dos os botoes cérneo-esclerais, com 2 mm de esclera ao
redor da cérnea, nas primeiras 4 horas apés o 6bito, em
sala cirdrgica, com técnica asséptica e atraumdtica. Previa-
mente & manipulagao cirdrgica, todos os olhos foram irriga-
dos gota a gota com 20 ml de solugdao de gentamicina na
concentragao de 15 mg/ml em soro fisiolégico. Imediata-
mente apds a retirada, os botées foram colocados indivi-
dualmente em recipientes fechados contendo, cada um,
20 ml de meio "MKM-HC" e logo a seguir armazenados
em geladeira a 4°C por 96 horas.

Imediatamente ap6s este periodo, as cérneas tiveram
as suas superficies endoteliais estudadas histologicamente
através do mesmo método descrito no item 1 e o resultado
colocado na tabela 1.

RESULTADOS

Os resultados sdo apresentados na tabela 1.

DISCUSSAO

O teste de coloragédo vital com azul tripan e corrente-
mente usado para se determinar a viabilidade do endotélio
corneano. A cérnea corada que apresente o teste de viabili-
dade satisfatério pode, inclusive, ser, ela prépria, utilizada
no transplante. Contudo, o mais usual entre os que empre-
gam este teste rotineiramente na pratica cirdrgica é utilizar
acérnea contralateral ndo submetida ao teste, que se admite
comportar-se-ia de maneira semelhante a da cérnea testada® 2.

A viabilidade é determinada avaliando-se a porcenta-
gem de células endoteliais nao coradas pelo azul tripan
(que cora o nucleo de células invidveis) em relagao ao nime-
ro total de células do campo central da cérnea. A visuali-
zagdo das células endoteliais ndo coradas é dificil pela sua
ténue delimitagao, exigindo exame cuidadoso, com boa fo-
calizagdo e iluminagdo do microscoépio®.

Os critérios de viabilidade do endotélio corneano va-
riam na literatura. STOCKER (1970) considera 70% a viabili-
dade minima para transplante®. CASEY & MAYER (1984) rela-

* Do Laboratério de Investigagao em Oftalmologia (n¢ 33) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

1 Médico Colaborador do HCFMUSP e Assistente do HU-USP
2 Médico Assistente

3 Professor Adjunto da USP e Titular da UNICAMP

4 Professor Titular da USP

ARQ. BRAS. OFTAL.
52(5), 1989

169



tam a nao utilizagao do disco de cérnea quando mais que
5% das células endoteliais estaio com os niicleos corados
pelo azul tripan (viabilidade maior ou igual a 95%)'. PELS
& SUCHARD (1986) admitem uma perda celular maxima de
20% (viabilidade maior ou igual a 80%) como critério de
aceitagao de uma cérnea para transplante®.

O trauma decorrente de manipulagio da cérnea pro-
voca o aparecimento de fileiras de células endoteliais com
os nicleos corados®, o que pode ocorrer também sobre
4reas de dobras corneanas® . Por isso, neste trabalho, dreas
de células endoteliais com os niicleos corados dispostas
em fileiras ou sobre dobras endoteliais ndo foram conside-
radas na contagem de células invidveis. Estes fatos foram
observados nas dreas periféricas de algumas das cérneas
estudadas.

Em cérneas removidas de maneira atraumética, poucas
células endoteliais aparecem com os nucleos corados, isola-
das ou em pequenos grupos e distribuidas de maneira uni-
forme no endotélio®.

TABELA 1
Apresenta as porcentagens de células endoteliais com os nucleos
corados por azul tripan a 1% (células invidveis), com as diferentes
técnicas de conservagdo empregadas

Porcentagem de células
endoteliais com os
nucleos corados

Cornea estudada imediatamente apds a retirada (controle

NOFMAN) Loiviiiii e 1,0%
Cornea de olho conservado inteiro em camara umida a

4°C POr96 horas ........ooevuiiiiiiiiiiiiiiiiiic s 38,0%
Corneas de coelhos conservadas no meio "MKM-HC* a

4°C por 96 horas:

Cornea 1 .. 0,0%
Cornea 2 0,0%
Cornea 3 1,0%
Coérnea 4 .. 1,0%
Coérnea s .. 5,0%
Cérnea 6 0,0%
Cérnea 7 0,5%
Coérnea 8 .. = 2,0%
Corneas humanas conservadas no meio "MKM-HC" a 4°C

por 96 horas:

COMNEA 1 iuiinsnunsvminamsvsesvessvisesn s ietesseamevsems domvs ssmasas 1,5%
Cornea 2 .. 2,0%
Cérnea 3 2,0%
Coérnea 4 .. 1,5%

Neste estudo, observou-se um percentual de células
endoteliais com os nicleos corados de 1% na cérnea fresca
de coelho utilizada como controle normal. Nas cérneas de
coelhos conservadas durante 96 horas a 4°C no meio "MKM-
HC* tivemos percentuais de células endoteliais com os nu-
cleos corados variando de 0,0% a 5,0%, com média de 1,2%.
As cérneas humanas conservadas por 96 horas a 4°C no
meio "MKM-HC" tiveram os percentuais de células endote-
liais com os nucleos corados variando de 1,5% a 2,0%, com
média de 1,75%.

Vemos, portanto, que tanto as cérneas de coelhos como
as cérneas humanas conservadas por 96 horas a 4°C no
meio de conservacao de cérneas de McCarey-Kaufman mo-
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dificado produzido na Divisdo de Farmacia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo (meio "MKM-HC") satisfizeram os critérios de viabili-
dade minima para transplante. Por outro lado, a cérnea
do olho de coelho conservado em camara imida a 4°C por
96 horas apresentou um percentual de células endoteliais
coradas de 38,0%, estando, deste modo, fora dos critérios
minimos de viabilidade para transplante.

CONCLUSAO

Ap6s o desenvolvimento de tecnologia necessdria a pro-
dugdo e consequente fabricagdo do meio de conservagao
de cérneas de McCarey-Kaufman modificado no Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo, foi feito o teste deste meio na conservagiao de
corneas de coelhos e cérneas humanas, tendo sido provada
sua eficicia na conservacao de cérneas para transplantes
por um periodo de até 96 horas.

O meio de conservagao de cérneas de McCarey-Kauf-
man modificado produzido no Hospital das Clinicas da Fa-
culdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, ests,
portanto, dentro dos padrdes estabelecidos na literatura
quanto a sua eficdcia experimental, permitindo, assim, que
se inicie seu estudo clinico na conservagao de cérneas para
serem transplantadas em pacientes.

RESUMO

Este trabalho relata o estudo experimental do meio de conser-
vagao de cérneas de McCarey-Kaufman modificado produzido no
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo (meio "MKM-HC’‘) na conservagao de cérneas de coelhos
e humanas, tendo-se demonstrado a eficdcia deste meio na conser-
vagdo destas corneas para transplantes por um periodo de até 9%
horas.

SUMMARY

The authors report an experimental study with the modified Mc-
Carey-Kaufman medium, produced at the Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, for rabbit and
human corneal preservation. It is shown to be efficient for corneal
preservation up to 96 hours.
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