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Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar a densidade endotelial e a hexagonalidade das celulas endoteliais nas diferentes
regioes da cornea de suinos utilizando a microscopia especular de contato. Foram estudados 24 bulbos oculares de 12 suinos
(Sus scrofa domesticus), machos, com seis meses de idade e da raga Large White. A microscopia especular de contato foi
realizada nas regioes central, superior, inferior, lateral e medial. A densidade endotelial media na regiao central foi de 1865
celulas/mm?, na regiao superior foi de 1877 celulas/mm?, na regiao inferior foi de 1854 celulas/mm?, na regiao lateral foi de
1847 celulas/mm?2 e na regiao medial foi de 1831 celulas/mm?. Na regiao central, a hexagonalidade foi de 53%, na regiao
superior foi de 54%, na regiao inferior foi de 54%, na regiao lateral foi de 54%, na regiao media] foi de 54%. Nao foram
observadas diferengas significativas na densidade celular e na hexagonalidade nas diferentes regioes da cornea analisadas.
Este estudo demonstrou que a densidade endotelial e a hexagonalidade da area central da coérnea representam todo o
mosaico endotelial.
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Abstract

The objective of this study was to determine the endothelial cell density (ECD) and hexagonality of the cornea in the
different regions of healthy swine corneal endothelium using specular microscopy. Twenty-four eyeballs from 12 male,
6-month-old Large White pigs (Sus scrofa domesticus) were studied. Contact specular microscopy was performed in the
central, superior, inferior, lateral and medial regions. The corneal parameters analysed in this study were ECD and
hexagonality. The ECD in the central region was 1865 cells/mm?; in the upper region, it was 1877 cells/mm?, in the lower
region, it was 1854 cells/mm?, in the lateral region, it was 1847 cells/mm?, in the medial region, it was 1831 cells/mm?.
Hexagonality in the central region, was 53%; in the upper region, it was 54%, in the lower region, it was 54%, in the lateral
region, it was 54%, in the medial region, it was 54%. There was no significant difference regarding to the evaluated
parameters in all corneal regions evaluated. No statistically significantly differences were observed in ECD and
hexagonality between the left and the right eyes. This study demonstrates that ECD and hexagonality of the central cornea
area represent the entire endothelial mosaic.
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1. Introducao

O endotélio ¢ a camada mais interna da cornea e ¢
formado por uma monocamada de células poligonais.®V
Essa camada pode ser examinada por técnicas
histologicas®® microscopia eletronica de varredura®,
microscopia confocal® e microscopia especular®. Para
avaliagdo in vivo, a microscopia especular ¢ o método
mais utilizado para analisar o endotélio corneano®. O
conhecimento dos pardmetros endoteliais pré-operatorios
do endotélio corneano pode ajudar a minimizar a
incidéncia de complicagdes pos-operatorias,
principalmente nos procedimentos cirtrgicos utilizados
para remogdo de catarata”. A microscopia especular
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também tem sido utilizada para estudar os parametros do
endotélio corneano em diferentes espécies animais. O
endotélio da coérnea foi documentado com a microscopia
especular em caes®!9, gatos!!?, ovelhas!!®, cavalos!¥,
lhamas e alpacas!?, galinhas!®, chinchilas?,
coelhos®!) ¢ cabras,®” entre outros. Os olhos de suinos
sdo empregados como modelo experimental em
oftalmologia®2!2%. Devido as semelhangas entre suinos e
humanos tem aumentado o interesse pela possibilidade de
utilizagdo de corneas suinas para transplante em
humanos®’2¥. No entanto, estudos avaliando o endotélio
corneano dessa espécie sdo escassos*3,

Devido as variagdes nos parametros endoteliais da
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cornea entre as diferentes espécies, o conhecimento dos
parametros normais de cada espécie ¢ fundamental. Além
disso, o conhecimento dos pardmetros endoteliais ¢ um
pré-requisito para o reconhecimento de alteragdes
patologicas relacionadas a essa camada da cornea. Entre
os parametros endoteliais da cornea que podem ser
quantificados estdo a densidade das células endoteliais
(DCE), o coeficiente de variagdo do tamanho da célula
(CV), a area celular (AC) e a hexagonalidade.©. O DCE ¢
o nimero de células no endotélio da cornea por mm?.
Hexagonalidade ¢ a porcentagem de células hexagonais.
Os dados coletados no presente estudo auxiliardo em
futuras avaliacdes do endotélio da coérnea suina. O
objetivo deste estudo foi determinar o DCE ¢ a
hexagonalidade em diferentes regides do endotélio da
cornea de suinos saudaveis usando microscopia especular
de contato. Também foram comparados os valores obtidos
na regido central com aqueles obtidos nas regides
periféricas da cornea.

2. Materiais e métodos

Ao todo, 24 olhos saudaveis de 12 suinos (Sus
scrofa domesticus), machos de 6 meses de idade, da raca
Large White, foram utilizados neste estudo. Os olhos
foram obtidos de um frigorifico local (Avisui Alimentos
Ltda, Santa Maria, RS, Brasil) com Inspe¢ao Federal de
acordo com os preceitos técnicos e humanitarios vigentes
na legislacdo especifica. Os animais foram abatidos por
motivos alheios a este projeto. Este projeto foi aprovado
pelo Comité de Pesquisa da Faculdade de Veterinaria da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os animais
foram abatidos por eletronarcose, seguida de sangria
imediata com morte efetiva. Antes da escalda os olhos
direito e esquerdo de cada animal foram enucleados e
examinados com biomicroscopia de lampada de fenda
(SL 15, Kowa, Japdo) e coloracdo com fluoresceina
(Fluoresceina, Ophthalmos, SP, Brasil). Os olhos que
apresentaram evidéncia de altera¢do da cornea nao foram
incluidos no experimento. Apds a enucleacdo, todos os
olhos foram armazenados em cadmara umida. A camara
umida foi revestida com uma gaze umedecida em soluc¢do
fisiologica estéril e o globo ocular mantido com a cornea
voltada para cima.

2.1 Microscopia especular

Os olhos foram avaliados em até quatro horas apds
a enucleacdo. Apds serem retirados da cdmara timida os
olhos foram colocados em um suporte ¢ examinados no
microscopio especular de contato (Figura 1).

A lente objetiva do microscopio foi posicionada
sobre as regides central, superior, inferior, lateral e medial
para o registro fotografico digital do endotélio. Os
parametros estudados incluiram DCE e porcentagem de
células hexagonais. Duas micrografias especulares de
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cada regido da cornea foram tiradas. De cada imagem, 50
células foram marcadas com um mouse pelo examinador
para analise do DCE por um programa de sofiware
acoplado (software Celmax®). O método utilizado foi a
marcagdo dos centros das células. A morfologia endotelial
foi obtida por meio de um software para analise de
imagem. O numero de lados de cada célula foi analisado
e a porcentagem de células hexagonais foi calculada.
Todas as analises foram realizadas pelo mesmo
pesquisador.

Figura 1. Posicionamento da objetiva do microscopio especular
na cornea suina.

2.2 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada por ANOVA e
teste de Tukey. Valores de P<0,05 foram considerados
significativos para todas as analises. Todos os dados
foram analisados usando um software de computador
(SPSS versao 21).

3. Resultados

Todos os olhos enucleados foram incluidos no
estudo. Em todas as imagens captadas foi possivel
analisar o endotélio da cornea. Com o microscopio
especular de contato foi possivel observar um padrdo
regular de células poligonais com bordas nitidas,
uniformes e justapostas em todas as regides estudadas
(Figura 2).

Em todos os olhos examinados com microscopia
especular, as imagens endoteliais foram obtidas
facilmente. A DCE foi de 1865 células/mm? na regido
central, 1877 células/mm? na regido superior, 1854
células/mm? na regido inferior, 1847 células/mm? na
regido lateral e 1831 células/mm? na regido mediana. Nao
houve diferenga significativa em relagdo ao DCE em
todas as regides da cornea avaliadas (P=0,307). Em todas
as regides da cornea analisadas, foram encontradas
células endoteliais com quatro, cinco, seis, sete e oito
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lados. Considerando a morfologia de todas as células
analisadas, 54% das células tinham seis lados, 21% das
células tinham cinco lados e 18% das células tinham sete
lados. Além disso, 5% das células tinham quatro lados e
2% das células tinham oito lados. Na regido central, o
percentual médio de células hexagonais foi de 53%. Na
regido superior foi de 54%, na regido inferior foi de 54%,
na regido lateral foi de 54%, na regido medial foi de 54%.
Nao houve diferenga significativa em relacdo ao DCE em
todas as regides da cornea avaliadas (P = 0,735). Nao
foram observadas diferencas em DCE e hexagonalidade
entre os olhos esquerdo e direito.

Figura 2. Imagem do endotélio corneano de um suino de 6
meses de idade obtida com microscopia especular.

4. Discussio

A microscopia especular ¢é a principal técnica para
avaliagdo do endotélio in vivo®. O conhecimento das
caracteristicas endoteliais da coérnea saudavel ¢
fundamental para a interpretacdo da microscopia
especular. A andlise dos parametros morfométricos e
morfolégicos do endotélio saudavel da cornea tem sido
realizada por microscopia especular em algumas espécies
em  animais  vivos!>!719 e em olhos
enuCleadOS(M’lo’lz’13’16’20).

Os suinos tem sido amplamente utilizados como
modelo experimental em oftalmologia devido as
semelhancas de suas coérneas com a cornea
humana®’32332®_ No entanto, estudos avaliando o
endotélio corneano  sauddvel de suinos  sdo
escassos®303L3 e yariagdes  interespécies  nas
caracteristicas do endotélio corneano impedem a
extrapolagdo dos dados obtidos de uma espécie para
outra. Devido a essa variagdo dos parametros endoteliais,
o ideal ¢é estabelecer valores de referéncia em corneas
saudaveis para cada espécie.

Varios estudos foram realizados em animais com
microscopio especular, mas apenas a regido central da
cornea foi analisada®!23%, O presente estudo relata dados
de células endoteliais de diferentes regides de corneas
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suinas saudaveis usando um microscopio especular de
contato. Este é o primeiro estudo realizado para analisar
esses dados em suinos. A utiliza¢do de olhos de suinos
destinados ao abate foi uma alternativa viavel, evitando
que animais fossem sacrificados por motivos
exclusivamente relacionados a pesquisa. No presente
estudo, a coleta ocular post mortem € o armazenamento
individual em cdmara imida por até 4 horas permitiram a
preservagdo da integridade endotelial para microscopia
especular. Essa metodologia ja foi utilizada por outros
autores € se mostrou eficaz, permitindo a analise do
endotélio corneano até 6 horas apds a morte 1%121617,

A microscopia especular pode ser utilizada
tanto para avaliagdo in vivo quanto ex vivo e ¢ um dos
métodos mais validados para avaliacao dos pardmetros do
endotélio corneano®3®. Ao contrario de outras técnicas
ex vivo com a microscopia especular, ndo ha deformagao
ou distor¢do das células endoteliais durante a fixacao ou
colora¢ao®. Os olhos examinados no microscopio
especular até 6 horas apods a enucleagdo ainda mostram
uma estrutura endotelial preservada?'3?9, Dessa forma,
todos os dados obtidos poderdo ser utilizados em estudos
futuros onde serdo examinados animais vivos.

De acordo com o contato ou ndo da objetiva com a
cornea, existem dois modelos de microscopios
especulares disponiveis para avaliagdo do
endotélio™3340, No presente estudo, foi utilizada a
microscopia especular de contato. Com o microscopio de
contato especular, foi possivel fotografar as células do
endotélio corneano de corneas suinas saudaveis. Além
disso, com um microscopio de contato especular, foi
possivel examinar o endotélio de diferentes areas da
cornea. No presente estudo, a enucleagdo foi realizada
antes de escaldar os animais para evitar danos a coérnea
devido a agua quente. Assim, foi possivel selecionar
apenas olhos com epitélio integro. Todos os olhos foram
examinados com ldmpada de fenda e corante de
fluoresceina antes do inicio do experimento. Em olhos
com epitélio danificado, ndo ¢ possivel visualizar o
endotélio da cornea com um microscopio especular. Além
disso, a microscopia especular ndo ¢ adequada para
avaliar areas com trauma endotelial devido ao edema que
dificulta a obteng¢do de imagens nessas regides®. No
presente estudo, em todos os olhos enucleados, foi
possivel analisar e fotografar o endotélio corneano, pois
apenas olhos saudaveis foram examinados.

Os parametros mais utilizados para analise
endotelial sdo a hexagonalidade, a area celular média, o
coeficiente de variagdo da area celular e a DCE®*®, No
presente estudo, foram analisadas a DCE ¢ a
hexagonalidade de diferentes regides da cornea.

Diferentes metodologias tém sido utilizadas para
realizar a andlise do endotélio corneano®®. A
determina¢do manual da DCE pelo método do centro
representa uma analise precisa empregada na microscopia
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especular®, A precisio da avaliagdo depende da
qualidade da imagem endotelial obtida pela microscopia
especular. No presente estudo, foram selecionados apenas
olhos saudaveis com cornea transparente para obtengdo
de imagens com boa qualidade. Com auxilio do software
disponivel no microscépio especular foi possivel realizar
a contagem endotelial pelo método semiautomatico. O
método de marcacdo do centro da célula foi usado para
determinar a DCE. Apods a marcacdo das células
selecionadas o soffware forneceu a densidade celular. Nao
ha uniformidade quanto ao total de células endoteliais
contadas em cada estudo realizado para obter a méxima
precisdo. Andrew et al.!> selecionaram 15 células
endoteliais num estudo utilizando a microscopia
especular para analisar o endotélio corneano de lhamas e
de alpacas. Alguns autores incluiram 30 células
endoteliais na analise®® enquanto outros incluiram 50 a
100 células endoteliais em cada cornea analisada ?. No
presente estudo, 100 células de cada regido da cdrnea
foram analisadas para avaliar a morfologia celular. Novos
estudos devem ser realizados para determinar um numero
minimo de células que devem ser contadas em cada
amostra para minimizar possiveis erros de amostragem.

Considerando todas as imagens analisadas, no
estudo aqui relatado, a DCE média foi de 1855 células/
mm?. Valores médios da DCE de 2669 células/mm? para
lhamas e 2275 células/mm? para alpacas foram
encontrados usando o microscopio especular sem
contato'. Brambati e colaboradores!® encontraram
valores semelhantes em coelhos, com DCE de 1867/mm?.
Nas chinchilas, a DCE calculada por microscopia
especular em grupos de diferentes idades ficou entre 2124
e 3423 células/mm?, sendo a maior média encontrada em
animais com idade de 2 a 4 meses!'”. Em corujas, outros
autores obtiveram valores entre 2602 e 2864 células/mm?2,
demonstrando também maior densidade celular em
animais mais jovens “Y. O efeito da idade na densidade
endotelial ja foi estudado por meio de microscopia
especular em humanos®?, cies®, coelhos™®, cavalos!'?,
lhamas/alpacas’®,  gatos"'?,  suinos®,  ovelhas!?,
chinchilas"”. e outras espécies. A DCE diminuiu com o
avanco da idade . No presente estudo, como todos os
animais eram da mesma idade, ndo foram analisados os
efeitos do envelhecimento. Tanto em humanos quanto em
animais, ha diminuigdo do DCE com o
envelhecimento®1213.2842),

No presente estudo, ndo houve diferenca
significativa na DCE entre as cinco regides estudadas.
Na2o ha consenso na literatura consultada sobre as
diferencas de DCE entre as regides centrais e periféricas
de uma cornea saudavel. Segundo Coyo et al.'¥ essa
controvérsia pode ser devida aos diferentes métodos
utilizados e as diferentes distdncias das imagens
periféricas obtidas em relagdo ao limbo. Em humanos,
alguns autores ja compararam o DCE das regides centrais
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e periféricas de cdrneas saudaveis e ndo encontraram
diferenca estatistica®*4,

Existem diferentes tipos de microscopios
especulares com sofiware integrado que permitem
analises automaticas ou semiautomaticas, € muitos
pacotes de softwares calculam automaticamente os
parametros endoteliais. No presente estudo, a morfologia
do endotélio da coérnea foi estudada usando o Adobe
photoshop. Um padrdo hexagonal regular ¢ a
configuragdo mais geométrica e termodinamicamente
estavel. Porcentagens mais baixas de hexagonalidade
indicam uma diminui¢@o do estado de satde do endotélio.
No presente estudo, observou-se que o endotélio suino ¢é
constituido por uma monocamada de células poligonais,
com predomindncia de células hexagonais em todas as
regides avaliadas. Considerando todas as imagens
analisadas, 54% das células endoteliais eram hexagonais.
Em humanos, na cérnea saudavel normal, 70%-80% das
células endoteliais da cérnea tém formato hexagonal®.
Nas diferentes espécies animais em que a morfologia
endotelial ja foi estudada em corneas saudaveis, a maioria
das células tinham seis lados!®!?. A porcentagem de
hexagonalidade encontrada depende da espécie e da idade
dos animais avaliados.

Smeringova et al.® estudaram o endotélio
corneano sadio de suinos com idade entre 5 e 6 meses e
encontraram uma porcentagem de 51% de células com
seis lados. Semelhante ao nosso estudo, Lee et al.®®,
utilizando um microscopio confocal, encontraram uma
porcentagem de células hexagonais de 54% em suinos
com idade entre 5 e 10 meses. Em humanos, espera-se que
a porcentagem de células hexagonais diminua com
avango da idade®. Entretanto, em suinos, no que diz
respeito a morfologia, ndo ha correlacdo entre a idade e a
porcentagem de células hexagonais®®. No presente
estudo, ndo houve diferenca significativa na porcentagem
de células hexagonais entre as cinco regides avaliadas. Da
mesma forma, Clerot et al.®), usando microscopia dptica
e corantes vitais, também ndo encontraram diferengas
significativas na hexagonalidade de diferentes regides de
uma cornea suina saudavel. Os resultados obtidos no
presente estudo mostram que ndo houve diferengas na
DCE e na hexagonalidade quando os olhos direito e
esquerdo foram comparados. Em coérneas saudaveis, ndo
ha diferengas nos pardmetros endoteliais quando o olho
esquerdo é comparado como o olho direito!% 1216171941

No presente estudo, foram analisados apenas olhos
de animais machos. Estudos anteriores mostraram que em
corneas saudaveis, ndo ha diferenga nos parametros
endoteliais relacionados ao género dos animais
estudados'®.

5. Conclusao

Este estudo demonstrou que a densidade das
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células endoteliais (DCE) e a hexagonalidade da area
central da cornea suina representam todo o mosaico
endotelial.
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