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RESUMO

O endotélio da cérnea realiza a funcdo importaatenanutencdo da transparéncia da mesma
e regulacdo da hidratacdo do estroma. E compostoup@ monocamada de células
poligonais, achatadas e interligadas que recobrsaperficie posterior da cérnea. Dentre as
técnicas utilizadas para avaliagdo do endotélicermelho de alizarina € uma técnioavitro

de baixo custo, de rapida e facil execugdo. Olgatse avaliar as células do endotélio da
cornea de suinos adultos em suas diferentes regifizando a coloracdo por vermelho de
alizarina e microscopia Optica. Para esse estudamf utilizados 24 bulbos oculares de 12
suinos abatidos, 120 dias de idade, da raca Laidgiée Wadultos, machos ou fémeas. As
corneas foram removidas, e o endotélio corado cemmelho de alizarina dissolvido
previamente em solucéo isotdnica (0,2 g/100 mijn qaH ajustado para 4,2 com &cido
cloridrico e avaliadas no microscépio Optico. Forfmitas fotografias das regibes central,
inferior, lateral, medial e superior do endotéle abrnea e, apds, foi realizado o estudo do
formato de 100 células. Para analise estatisticatifizado o teste de variancia (ANOVA por
medidas repetidas). A percentagem média de céhglaagonais na regido central do globo
ocular direito foi de 82,75%z+ 6,355, na regiao lite 84,83% + 4,108, na lateral 86,0%z=*
4,090, na regidao medial 83,50%z 2,447 e na regigersor 83,17%z= 4,345. No globo ocular
esquerdo, a percentagem média de células hexagoaaisgido central foi de 81,92 %
+2,539, na regiao inferior foi de 83,67% + 3,339, negido lateral de 84,00% £3,618, na
regiao medial 84,17%+ 3,010 e na regido superiogB32 = 4,064. Nao houve diferenca
estatistica significativa com relacdo a morfologjigre as diferentes regides da cornea e entre
os globos oculares direito e esquerdo. A coloragdio vermelho de alizarina e a microscopia
Optica foram eficazes para avaliacdo do formatocédagas do endotélio da cérnea de suinos.
Os valores obtidos, com relacdo ao formato daslaslda regido central da cornea,
representam todo o mosaico endotelial, podendexserpolados para as regides periféricas.

Palavras-chave : corante vital, formato celulagroscopia éptica.



ABSTRACT

The corneal endothelium perform are important fiorcin maintaing corneal transparency

and regulating stromal hydration. It consists of matayer polygonal cells, fattened and

joined, covering of the posterior surface of thenea. Among the technique used for
evaluating the endothelium, Alizarin red vital dgea in vitro technique for low coast, fast

and easy perform. This study aimed to evaluatecttizwthelial cells from adult pigs cornea
in its different regions used the coloration byzAhin red and, optical microscopy. For this

study we used 24 eye bulbs of 12 slaughtered pRf3,day of age, of Large White breed,
adults, male or female. The cornea was removedta@acndothelium stained with Alizarin

red, previously dissolved in isotonic solution @00 ml), pH adjusted to 4,2 with

hydrochloric acid, and evaluated in optical micrope. Photographs were taken of the
central regions, lateral, medial and upper corneatlothelium. After the study was performed
of 100 cells format. For statistical analysis weedshe analysis of variance (ANOVA for
repeated measures). The average percentage of tieakgells in the central region in the

right eye was 82,75%16,355, in the lower 84,83%,308, on lateral 86,0%z 4,090, in the

medial region 83,50%z= 2,447 and the upper region18%z+ 4,345. In the left eye, the

percentage of hexagonal cells in the central regi@s 81,92 % 2,539, in lower 83,67% =

3,339, in lateral 84,00% 3,618, in medial 84,17%10 and in upper region 82,83%x*

4,064. There was no statistically significant defece in the relation morphology between the
different regions of the cornea and between thbtramd left eyeballs. Staining with Alizarin

red and optical microscopy were effective for eatihg the shape of the endothelial cells of
the pig cornea. The values obtained in relationtted shape of the central cornea cells,
represent the entire endothelial mosaic and camiepolated to the peripheral regions.

Keywords: vital dye, cellular form, optical micragy.
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1 INTRODUCAO

O endotélio corneano € uma monocamada de célulagompais cuja integridade é
essencial para a transparéncia corneal (TUFT & (EPST1990; HOPPENREIJSt al,
1996). Essa funcao é realizada por meio de bomiesabwlicamente ativas no endotélio da
cornea (ABIBet al.,2012).

Nos vertebrados, em sua maioria, as ceélulas emstslio compostas por células
hexagonais, podendo ser encontradas células erst@®a oito lados (PIGATTO, 2004 a).

Devido a sua importancia para a transparéncia daeap as alteracbes endoteliais
normalmente levam a edema da cérnea muitas vemegersivel (HOPPENREIJSt al,
1996). Muitos fatores podem afetar sua morfolog@no o avanco da idade, farmacos,
inflamacg&o, aumento da pressao intraocular, proeatios cirdrgicos intraoculares, entre
outros (WARINGet al, 1982).

Além dos inumeros estudos em humanos, o endotélmhea tem sido avaliado em
algumas espécies, dentre elas, cavalos (ANDREW!, 2001), caes (PIGATT@t al, 2008),
avestruzes (PIGATT@t al, 2008), gatos (FRANZEMNt al, 2010), jacarés (PIGATT@t al.,
2004b), coelhos (PIGATT@t al, 2005a), pinglins (PIGATT@t al., 2005b) e chinchilas
(BERCHTet al, 2015).

As células de suinos ja foram avaliadas atravésidascopia eletronica de varredura,
0 que demonstrou um padrdo regular de células @uaig, com formato hexagonal
predominante e bordas de células claras. Um niml@h no centro da célula, cilios, as
aberturas de vesiculas pinociticas, microvilosidagldbarras de fronteira e dos limites das
células com a aparéncia de ziguezague devido egligitacdes também foram observadas
(ARANGO et al.,2009).

Esse padréo celular também foi observado em oespécies como 0s avestruzes,
porém, sem a presenca de cilios (PIGATEE@I.,2009). Em cées, também foram encontradas
células em sua maioria com seis lados, utilizarda-icroscopia especular (PIGAT EDal,
2008).

O vermelho de alizarina € um corante intercelulas cora a membrana de Descemet,

(IGNACIO et al, 2005), podendo aumentar a visibilidade do comtaelular (RUGGERet
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al., 2010). Das técnicas preconizadas para estudmdiniélio da cornea vitro, o vermelho

de alizarina é uma técnica rapida, de baixo cugkcieexecucdo (SPERLIN@t al.,1977).
Objetivou-se avaliar o formato das células do efldpnta cornea de suinos adultos

(Sus scrofa domesticugps regides central, inferior, lateral, medialupesior, utilizando o

corante vermelho de Alizarina e a microscopia @éptic
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Cbrnea

A coérnea faz parte da tanica fibrosa do olho jurim a esclera. A funcdo principal da
cornea € a refracdo dos raios luminosos (MURRH#I, 2012). Na maioria das espécies, a
cornea é composta histologicamente por quatro casnagitélio mais externamente, estroma,
membrana de Descemet e, a mais interna, o enddiélioélulas endoteliais sdo de formato
poligonal e decrescem em numero com o envelhecor{@ELLAT et al.,2007).

A cornea € suprida por nervos sensoriais derivatiogamificacdo do quinto nervo
craniano. Sua transparéncia se deve a auséncigrdenios, vasos sanguineos, linfaticos e
sua superficie epitelial ndo queratinizada, fibmasvosas com auséncia de mielina, fibras
coldgenas dispostas de maneira organizada e petdicdfude deturgescéncia do endotélio
(SLATTER, 2005).

2.1 Endotélio Corneal

O endotélio da cornea é a camada mais posteriobmiea e esta em contato direto, em
sua face anterior, com a membrana de Descemetian@dmdo complexos juncionais, o que
explica a facilidade de dano celular apés cirurgiagoculares (TUFT & COSTER, 1990).
Em sua face posterior, mantém contato com o huopoos® e, lateralmente, continua com o
endotélio trabecular lateral (ABIB, 2000).

As células do endotélio da cornea se originamridéacneural, e em seus estados iniciais
da embriogénese, proliferam-se formando uma monadarde células poligonais irregulares.

No estagio seguinte, a irregularidade é reduzids @lulas se tornam simétricas e uniformes
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(TUFT & COSTER, 1990; DOUGHTY¥t al, 1997). Em humanos, a densidade celular média
é de 3500 a 4000 células/mos recém-nascidos e de 2500 célulasinem adultos
(SVEDBERGH & BILL, 1972).

Com o avanco da idade, ocorre redugéo progredsivdensidade celular. Em humanos,
no primeiro ano de vida, devido ao aumento do didra cornea, ocorre um rapido declinio
do numero de células. Nos anos posteriores, esda pe torna mais lenta, estimando-se uma
perda anual de 0,52%, dos 20 aos 80 anos de bl (& COSTER, 1990).

As células endoteliais corneais pos-natal raragneatdividem, logo, a investigacdo do
endotélio no intuito de quantificar as células ealigs e fornecer dados morfométricos tem
aplicacdo importante no que se refere a cirurgi@adcular, pois a manutencdo da
transparéncia da cornea e da regulamentacdo daidwacdo depende de um processo
metabolicamente ativo que ocorre no endotélio. S8ersidade endotelial for baixa, apds o
procedimento intraocular, o paciente pode sofrecal@pensacdo endotelial, 0 que acarretara
a perda de sua transparéncia (ABIEl, 2012).

Héa presenca de microvilosidades na membrana cg@agderior, aumentando a superficie
posterior das células endoteliais (BOTEON, 2008)irerdigitacdes sdo prolongamentos das
membranas laterais que aumentam a superficie datocatelular, podendo, também, estar
associadas a funcdo de bomba ativa dessas ce@HSDA et al.,, 2001) . As células
endoteliais possuem um citoplasma rico em organel@scondrias, reticulo endoplasmatico
liso e aparelho de Golgi bem desenvolvido (TUFTCQSTER, 1990).

Os procedimentos intraoculares realizados no segnaaterior do globo ocular levam a
danos no endotélio da cornea, nesse sentido, exisezessidade de estudos envolvendo o
conhecimento dos parametros endoteliais nas ditsyespécies envolvendo a cicatrizacao
desta camada (MATSUDAt al, 1985; SCHULTet al., 1986; WALKOW et al 2000;
PIGATTO et al., 2004a). Quando uma lesdo corneana ocorre, atasébndoteliais
preenchem o0s espagos resultantes, logo, aumentantasenho e perdem a forma e
regularidade, levando, muitas vezes, a perda daciualidade.

Quanto a regeneracdo endotelial, algumas espéoi@s, seres humanos adultos, felinos,
caninos e primatas, possuem uma atividade mitdiaaa, entdo, as ceélulas migram e
aumentam de tamanho para manter a monocamada laidoteional (GWIN,et d 1982). A
populacdo de células endoteliais decresce comde idagquando ocorrem lesdes, resultando
em aumento de tamanho, modificagdo no formato arlldvando a infiltragcéo de fluido no
estroma e ao aumento na espessura corneal (CARLS@N, 1988, GULLAPALLI et al,
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1982, GWINet al, 1982).

A regeneracdo endotelial € espécie-dependentstineld estudos que comprovam a
assertiva em humanos, gatos, caes, suinos, coelraies (VAN HORN 1977; RA@t al,
1978; BEFANIS, et al, 1981; ILMONEN et al., 1984; OLSEN & DAVANGER 1984,
MATSUDA et al, 1985; LANDSHMAN ¢ al., 1988). Em ratos e coelhos, a reparacao
envolve migracéo e alongamento celular nas mad@tsséo (VAN HORN 1977; OLSEN &
DAVANGER 1984; MATUDA et al, 1985). Em suinos, as células endoteliais naganarda
lesédo perdem o formato hexagonal, variando de tamararranjando-se irregularmente para
recobrir a lesdo. Pode ocorrer, ainda, mitose cuoitaate (ILMONENet al., 1984).

Apesar de os suinos serem empregados como moxiedsireental em oftalmologia,
poucos sdo os estudos morfologicos e morfométrsuise o endotélio da cornea desta
espécie (VICENTI 2004; COLLIN & COLLIN, 1998). Emstdo utilizando microscopia
eletronica de varredura, (PIGATT& al.2009), encontrou-se um padrdo de células com
formato hexagonal predominante e bordas de cétldaas. Foi observado um ndcleo oval,
que incha no centro da célula, cilios (entre 1-4 pélula), as aberturas de vesiculas
pinocitéticas, microvilosidades e barras de froatei dos limites das células com a aparéncia
de ziguezague devido as interdigitacdes. Ciliosvast presentes apenas em algumas células
periféricas e, perto deles, havia aberturas dewesi pinocitéticas, como pequenos buracos.
Microvilosidades estavam presentes na superficigodas as células endoteliais, como
numerosos pontos brancos; constatou-se, no eradt®kuino, um padrdo celular hexagonal
semelhante ao relatado em outros mamiferos, a@spimociticas, ou seja, pequenos orificios
na superficie das células, posterior e lateral,ccdescrito em macacos e humanos. Porém,
nao foram encontrados cilios como tem sido relatgg@utras espécies.

A cornea suina tem sido amplamente utilizada esgpsa na oftalmologia (L&t al,
2011; LEEet al, 2010; TAOet al, 2013). Alguns estudos tém utilizado o suino comaalelo
experimental (ZENGet al., 2001), comparando a cérnea suina com a humana oom
substituta, uma vez que ha a dificuldade de seegoirscornea de humanos para a pesquisa.

A estrutura celular e morfometria do endotéliosdéos adultos foram avaliadas através
da microscopia eletrénica de varredura. Foram drees células em padrdo hexagonal,
nucleo central e oval, presenca de cilios, micosudades e vesiculas pinociticas. Os cilios
sao presentes apenas na periferia das célulasa/icéntral da cornea encontrada foi de 130,7
+ 11,6 pn, na periferia 127,6 + 12,3 |fnA &rea celular no centro da cérnea foi de 7,525.
998,2 um, e na periferia de 7, 909.7 + 776,3)1mavendo uma diferenca significativa entre
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as duas regides (TAMAYO-ARANGQ al., 2009).

2.1 Métodos de Avaliacdo Endotelial

2. 3.1 Microscopia Eletronica de Varredura

Apesar da microscopia eletronica de varredura (ME&f) amplamente utilizada na
avaliagdo da ultraestrutura endotelial de verteimaela € bastante limitada, devido as
diminuicdes das dimensbes da cOrnea que ocorreno cesultado do preparo do tecido,
sendo a média de retracdo tecidual de 29,7 % (MARN, 1980).

A técnica também permite avaliar os efeitos dos icaetentos e procedimentos
cirirgicos no endotélio da cérnea, morfologia dasdas celulares e padrdo do mosaico
endotelial (DOUGTHY, 1997).

A MEV é o método mais utilizado para se obtererorimficdes sobre a ultraestrutura
endotelial e tem sido empregada amplamente emasstethcionados a morfologia corneana
(OJEDAEet al, 2001; PIGATTOet al, 2004a; PIGATTCet al, 2005a; RODRIGUE®t al,
2006; TAMAYO-ARANGO et al, 2009) e também na avaliacdo da toxicidade dotéhd
por farmacos (ALRt al.,2000; HOLLEYet al.,2001; LIOUet al, 2004).

2.3.2 Microscopia Especular

A microscopia especular é uma técnica amplameilizada par analise quantitativa e
qualitativa das células endoteliais da cornea. iBy@rtancia é vital na pratica clinica, nos
pré-operatorios de cirurgias intraoculares e nacéel da cérnea doadora para transplantes
(MELLO, 2007).
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O principio da microscopia especular se da quantxe luminoso incide sobre a
superficie da cornea, ocorrendo trés efeitos:x@fletransmissado e absorcdo, sendo, destes, 0
mais importante o de reflexdo, que ocorre num @ngdel recepcéo igual ao da incidéncia.
Logo, parte do feixe luminoso que incide sobre doglio reflete de forma especular, sendo
capturado pelo aparelho de microscopia especulabteea, formando a imagem (PHILIPS,
et al, 2005).

Maurice (1968) foi quem primeiramente descreveu &rascopia especular,
proporcionando um grande avanco na pesquisa dotéiodcorneal. Lainget al (1975),
modificaram o microscépio desenvolvido por Maurft®68), permitindo exames vivo e
gravacédo de imagens. Kaufmann (1976) conseguiizaeatontagem celular e melhorou a
resolucdo das imagens obtidas.

Desde entdo, varias pesquisas foram realizadasuemartos e animais na avaliagdo
celular do endotélio da cornea, morfometria e mogia, de (VICENTI, 2004).

A microscopia especular pode fornecer uma analisgfoidgica ndo invasiva da
camada de células do endotélio da cérnea em inaigjaem ensaios clinicos, fornecendo uma
medida das reservas fisiologicas de células endistaio envelhecimento, procedimentos

cirargicos oculares e exposicao a farmacos (MACCXREal, 2008).

2.3.3 Microscopia com Corantes Vitais

Métodos histologicos associados aos corantessvgao utilizados para avaliar a
viabilidade, grau de dano a superficie celular efolmgia endotelial. Essas técnicas séo
realizadas apds a excisdo da coérnea e incubac@® el®scorantes, de maneira direta ou
indireta. Os corantes mais utilizados sao nitra&@chta, hematoxilina, vermelho de alizarina
e azul de tripano. A imagem resultante dependergetidividade topografica do método de
coloracao utilizado (SPERLING, 1977).

As técnicas fornecem variacoes, podendo havesrd@i das células endoteliais, devido a
pressédo exercida no momento de montagem para aa&aj imagem (DOUGTHY, 1997).

Mesmo existindo limitagdes, a microscopia opticgoamda aos corantes vitais € um metodo
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rapido, pratico e simples (TAYLOR & HUNT, 1981). &iacdes toxicoldgicas e quanto a
estocagem em banco de olhos tém sido realizadesmmntio esta técnica (DOUGHTY, 1997,
WERNERet al, 1998).

O vermelho de alizarina é um corante celular qaea @ membrana de Descemet
amplamente utilizado (IGNACIGet al, 2005; ZHU et al., 2006; SAALet al, 2008;
RODRIGUESet al 2009; TERRYet al, 2009; RUGGEREt al, 2010, LANDRY et al,
2011; PARKet al, 2012). O azul de tripano € muito utilizado emmbmacdo com o
vermelho de alizarina para avaliacdo do nucleopdegas celulares do endotélio e areas com
auséncia de células endoteliais (SPERLING, 197%LDR & HUNT, 1981), sendo essas
duas colora¢fes as mais utilizadas para determmage celular ou lesGes nas areas nao vistas

a microscopia especular (SAABY al., 2008).

2.3.4 Microscopia Confocal

O endotélio da cérnea tem sido avaliado, tanto &aidquanto com enfermidades,
através da microscopia especular. No entanto, emolimitacées nos resultados obtidos, pois
h& necessidade de um coOrnea transparente, confisigpendotelial lisa e suave, para se obter
reflexdo especular. (BOURNE al, 1976; LAINGet al,1998) . Apesar de as imagens obtidas
pelo microscopio especular de contato serem supseras obtidas com o de ndo contato, este
altimo tem melhores resultados para a maioria fisagdes (MODISet al, 2002).

O microscopio confocal foi recentemente introduzidocujo principio é bem
documentado. Em resumo, uma fonte de luz passeésatdo orificio e € focado um ponto
dentro de um espécime por uma lente objetiva. &ltefletida de volta, a partir da amostra, é
focalizada no detector por passagem, através deabaréura de orificio, enquanto que, fora
do foco de luz, é bloqueada. Ao mudar a posicapldoo focal, sdo obtidas imagens em
diferentes profundidades do espécime (CHIEUal, 1999). Permite o exame de todos 0s
componentes da cornea, camada por camada, der@omavasiva (MAURICE, 1968).

Avaliagcbes do endotélio da cornea normal e traesparsdo semelhantes quando

realizadas pela microscopia especular e sem cootatoicroscopio confocal. No entanto, a
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microscopia confocal mostrou-se superior em rel@céocroscopia especular de ndo contato

guando uma cornea doente foi examinada (HA®AL 2008).
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RESUMO

O endotélio da cornea realiza a funcdo importaateéahsparéncia da cornea e regulagédo da
hidratacdo do estroma. E composto por uma monocamhkadélulas poligonais, achatadas e
interligadas que recobrem a superficie postericz@inea. Entre as técnicas utilizadas para a
avaliagdo do endotélio da cornea, o vermelho dmraia € uma técnica vitro, de baixo
custo, rapida e de facil execucdo. Objetivou-sdiavas células do endotélio da cornea de
suinos adultos em suas diferentes regides, utilzancoloracdo por vermelho de alizarina e
microscopia Optica. Para esse estudo, foram wtiiga?4 bulbos oculares de 12 suinos
abatidos, da raga Large White, machos ou fémeasguaiais, foram removidas as cérneas e o
endotélio, corados com o corante vital vermelhoatiearina e avaliadas nomicroscépio
optico. Foram realizadas fotografias das regidesrae inferior, lateral, medial e superior do
endotélio da cérnea, e apés, procedeu-se a contdgerf0 células. Para andlise estatistica,
foi utilizado o teste de variancia ANOVA por medideepetidas. O percentual de células
hexagonais na regido central do globo ocular dirfgit de 82,75%= 6,3, na regido inferior
84,8% + 4,1, na lateral 86,0%z 4,0, na regidao m&#H%=+ 2,4 e na regido superior 83,1%=*
4,3. No globo ocular esquerdo, a percentagem nuEizélulas hexagonais na regidao central
foi de 81,9 % £2,5, na regido inferior 83,6% + 3, regiao lateral 84,0% 3,6, na regido
medial 84,1%z= 3,0 e na regido superior 82,8% Bri.relacdo as células com cinco lados, a
percentagem média do globo ocular direito regidrakfoi de 7,50%z 3,6, na regido inferior
7,33%= 2,18, na regido lateral 6,5%= 3,0, na regmialial 7,7%=x 2,1 e na regido superior
7,6% £ 1,7. No globo ocular esquerdo, a percentagefdia na regido central foi de
7,9%1,7, na regido inferior 7,8%+2,5, na regiderl 7,5%= 2,0, na regido medial 7,3%z=*
1,9 e na superior 7,6%z 2,7. Também foram avaliadapercentagens de células com sete
lados. No globo ocular direito, na regido centi@il,encontrada uma percentagem média de
9,0%+2,6, na regido inferior 7,7%zx 2,3, na regiaterdal 7,5%+ 2,0, na regido medial
8,7%+2,9 e na regido superior 9,5%+ 3,4. No glotwlar esquerdo, a percentagem média de
células com sete lados na regido central foi d&%#,2,8, na regido inferior 9,6% +2,5, na
regido lateral 8,5%+2,9, na regido medial 8,5%2,Aa regido superior 9,6%z= 2,7. Nao
houve diferenca estatistica significativa com @aé morfologia entre as diferentes regides
da cornea e entre os globos oculares direito eeedguA coloragdo com vermelho de
alizarina associada a microscopia oOptica foi efjgaa a avaliacdo do formato das células do
endotélio da cornea de suinos. Os valores obtimog, relacdo ao formato das células do
endotélio da regido central da cérnea, represetddm o0 mosaico endotelial, podendo ser
extrapolados para as regides periféricas.

Palavras-chavecorante vital, formato celular, microscopia opti@.
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ABSTRACT

The corneal endothelium perform are important fiamcin maintaing corneal transparency
and regulating stromal hydration. It consists ohwlayer polygonal cells, fattened and joined,
covering of the posterior surface of the corneaoAgthe technique used for evaluating the
endothelium, Alizarin red vital dye is a in vitrechnique for low coast, fast and easy perform.
This study aimed to evaluated the endothelial detien adult pigs cornea in its different
regions used the coloration by Alizarin red andjogb microscopy. For this study we used 24
eye bulbs of 12 slaughtered pigs, 120 day of afjd,acge White breed, adults, male or
female. The cornea was removed and the endothatamed with Alizarin red, previously
dissolved in isotonic solution (0,2g/100 ml), pHusded to 4,2 with hydrochloric acid, and
evaluated in optical microscope. Photographs wadert of the central regions, lateral, medial
and upper corneal endothelium. After the study wadormed of 100 cells format. For
statistical analysis we used the analysis of vadafANOVA for repeated measures). The
average percentage of hexagonal cells in the deagi@n in the right eye was 82,75%+6,355,
in the lower 84,83% + 4,108, on lateral 86,0%z+ 8,0& the medial region 83,50%z 2,447
and the upper region 83,17%z= 4,345. In the left dye percentage of hexagonal cells in the
central region was 81,92 % +2,539, in lower 83,67%,339, in lateral 84,00% +3,618, in
medial 84,17%z+ 3,010 and in upper region 82,83%064., There was no statistically
significant difference in the relation morphologgtiveen the different regions of the cornea
and between the right and left eyeballs. Stainini Wlizarin red and optical microscopy
were effective for evaluating the shape of the émel@l cells of the pig cornea. The values
obtained in relation of the shape of the centrahea cells, represent the entire endothelial
mosaic and can be extrapolated to the periphegains.

Key words: vital dye, cellular form, optical microscopy
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INTRODUCAO

A cornea é a camada transparente anterior da tfibrosa externa do globo ocular.
Na maioria das espécies, ela € composta por qoatnadas: epitélio, estroma, membrana de
Descemet e endotélie. Ela realiza inimeras funcées em conjunto conckeres dentre elas,

a de proporcionar suporte estrutural e protecaccatdeudo intraocular e na refragdo e
transmisséo da ldz

A transparéncia da cornea é essencial para o saiofiamento, em virtude da
auséncia de vasos sanguineos e pigmentos, e @gamizda estrutura celular das fibras de
colagend. Além disso, o endotélio da cérnea possui papeidmental na permanéncia da
transparéncia da cornea, com o controle de hidratdg estroma, que € realizado por meio de
bombas metabolicamente ativas no endotélio da &btne

Em 1919, Vogt descreveu a aparéncia do endotéloduteea normal e doente usando o
microscopio especular, trazendo uma grande comgfieetias patologias endoteliais e uma
estimativa da densidade celular antes e apds mjieftuA analise endotelial inclui avaliacdo
de densidade celular, area celular, polimegatism@lemmorfismo. Esses parametros
morfométricos e morfolégicos sdo importantes paraiar as condicdes do endotélio da
corned.

Além dos inimeros estudos em humanos, o endotélmrhea tem sido avaliado em
algumas espécies, dentre elas, cavalos, caesreesstgatos, jacarés, coelhos e pindifins
10-11-12-13.

As células de suinos ja foram avaliadas atravésidascopia eletrdnica de varredura,
0 que demonstrou um padrdo regular de células g@ig, com formato hexagonal
predominante e bordas de células claras. Um naslalbque incha no centro da célula, cilios
(entre 1 e 4 por célula), aberturas de vesiculascfiicas, microvilosidades, barras de
fronteira e dos limites das células com a aparéfeiaiguezague devido as interdigita¢bes
Esse padrao celular também foi observado em oe$gaécies como 0s avestruzes, porém sem
a presenca de cilibs Em cées, também foram encontradas células emaiggia com seis
lados utilizando-se a microscopia espectlafICENTI (2010) avaliou o endotélio da cérnea
de suinos através da microscopia especular, natentaa andlise limitou-se apenas a regiao

centrat®.
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Véarios sdo os métodos utilizados na avaliacdo dimtého da cornea, investigacao
clinica ein vitro. Dentre eles, a coloragéo por vermelho de aliaaginm métodm vitro, de
facil execucao, rapido e baritoO vermelho de alizarina é um corante intercelgisr cora a
membrana de Descemet, podendo aumentar a visdelida contorno celular e permitir uma
estimativa fidedigna dos parametros morfométricasoefoldgicos das células endoteliais da
cornea®™

Em suinos, sdo escassos 0s estudos avaliandofs#ot@l® da coérnea utilizando a
coloracdo por vermelho de alizarina e, muito menocsnparando-se 0Ss parametros
morfométricos nas diferentes regifes da cornea estan coloracdo, o que nos objetivou a
realizar esse estudo. Por outro lado, a espéciestetornado frequente na pratica clinica
veterinaria, pois os chamados “mini-porcos” vém hgamdlo espaco como animais de
estimacdo. No entanto, ndo foram encontradoseratiitra estudos relacionados a morfologia
do endotélio de diferentes regides da cornea desuDbjetivou-se avaliar o formato das
células endoteliais de diferentes regibes da coédeasuinos utilizando o vermelho de

alizarina e a microscopia optica.
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MATERIAIS E METODOS

O projeto foi conduzido conforme as normas da AR¥Ssociation for Research in
Vision and Ophthalmology) e foi aprovado pelo Cé@nde Pesquisa da Faculdade de
Veterinaria da UFRGS. Foram avaliados 24 bulbosaoes, oriundos de 12 suinos, machos
ou fémeas, com 120 dias de idade e peso médio@&d,7da raca Large White, obtidos no
abatedouro Agroindustria Salvadori Embutidos, naigipio de Roca Sales, no Rio Grande
do Sul.

Foram estudados globos oculares retirados em &éhsespost-mortem Apenas
bulbos oculares saudaveis foram incluidos no estliddos os olhos foram submetidos a
exame oftalmico que incluiu biomicroscopia com lawchgp de fenda (Kowa, SL 15, Nagoya,
Japao) e prova da fluoresceina.

ApoOs o Obito dos animais, foi realizada enucleagi#flaconjuntival, e os olhos foram
mantidos em camara Umida e caixa refrigerada etéeta das corneas.

Logo, a cérnea foi removida em sua totalidade ecmogda em lamina, com o
endotélio voltado para cima. Foram realizadas quaicisées (em cruz) para melhor
acomodacao da cérnea na lamina.

Foi realizada a coloragdo com vermelho de alizapklaarin red S, Sigma Aldrich)
dissolvido previamente em solucéo isotonica (01D@/ml) e o pH ajustado (para 4,2) com
acido cloridrico. Foram instiladas trés gotas desihcdo sobre o endotélio, as quais
permaneceram sobre este por 90 segundos. Apog)eaddi lavada por cerca um minuto em
solucdo salina balanceada, para a remocao do epemstibmetida & microscopia optica para
avaliacdo das regides celulares central, infdateral, medial e superior do endotélio.

Posteriormente, foram realizadas andlise e fotayiefias das regifes central,
superior, inferior, lateral, medial e superior danea.

Para avaliacdo das imagens, foi utilizado um aumelet 40 vezes nas diferentes
regides da cornea. Para analise da morfologia elmlptforam avaliadas 100 células.
Utilizando o recursdaint (Windows, da Microsoft), marcou-se o numero de $agldambém
as células circunvizinhas até se alcancar o tas¢jddo. Todas as analises foram realizadas
pelo mesmo examinador.

A andlise estatistica foi realizada pelo NucleoAdsisténcia Estatistica (NAE) da
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Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS8lizando o método ANOVA por

medidas repetidas.
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RESULTADOS

Utilizando-se o microscépio Optico e o corante wahun de alizarina, foi possivel
analisar e obter imagens do endotélio da cérneauds de todas as regides da cornea.

Foram observadas células poligonais, uniformesntiramas em todas as regides estudadas

(Figurasl e 2).

Figura 1 Figura 2

Figura 1- Fotomicrografia do endotélio da regiaatiee da cérnea de suino higido, corado com verngéh
alizarina.Observam-se células poligonais. Aumeptd@ X.

Figuras 2 —Fotomicrografia do endotélio da regi@odf@rica da cérnea de suino higido, corado commglro de
alizarina.Observam-se células poligonais. Aumeptd@ X.

Os resultados das percentagens médias das cébntesete, seis e cinco lados em ambos
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os globos oculares, estéo representados a seguir.

GLOBO GOD 7 GOD 6 GOD 5 GOE 7 GOE 6 GOE §
OCULAR/

REGIAO

CENTRAL 9,0 82,7 7,5 10,1 82,9 7.9
INFERIOR 7,0 84,8 7,33 9,6 83,6 7,8
LATERAL 7,5 86,0 6,5 8,5 84,0 7,5
MEDIAL 8,7 83,5 7,7 8,5 84,1 7,3
SUPERIOR 9,5 83,1 7,6 9,6 82,3 7,6

GOD 7- Percentagem meédia de célrdas sete lados no globo ocular direito
GOD 6- Percentagem média de célrdas seis lados no globo ocular direito
GOD 5- Percentagem meédia de célrdas cinco lados no globo ocular direito
GOE 7- Percentagem média de cétdassete lados no globo ocular esquerdo
GOD 6- Percentagem meédia de célrdas seis lados no globo ocular esquerdo

GOD 5- Percentagem média de célidas cinco lados no globo ocular esquerdo
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

Entre os parametros utilizados para avaliacdo ehdptpodem ser incluidos a area
celular, a densidade e o formato das células el %1113-20-21-22-23-24

Vérias sdo as técnicas empregadas, sendaelas ouin vitro. Das técnicas vivo,

a mais utilizada para a analise endotelial é aagseupia especular. Esta fornece parametros
do mosaico endotelial de forma nao invasiva, sartddambém no pré e poés-cirdrgico de
cirurgias intraocularéd?*%> Nas técnicasn vitro, a coloracdo por vermelho de alizarina é
amplamente utilizada por ser rapida, barata edeséecucat®**2®

A opcao do estudin vitro facilitou o trabalho, pois as amostras foram c#ide
animais abatidos para o consumo. Os bulbos ocukareecidos foram viaveis para o
propdésito, o que corrobora com outros estudoszatitio olhos enucleados por via
subconjuntival e conservados em camara Umida etdgmspost-mortensem que houvesse
perda das estruturas celuldfe<=°

As imagens obtidas pela microscopia Optica no ptesestudo tornaram possivel a
avaliagdo do mosaico endotelial dos suinos, a @mprecisar a morfometria do endotélio da
cornea destes em suas diferentes regides.

A técnica do uso do vermelho de alizarina j& fosadéa e comparada utilizando
diversas concentracdes. Patkal (2012) comparam a alizarina nas concentracbedde 1
0,5%, concluindo que a concentracdo mais baixa Bemanais as bordas celulares, porém,
com um tempo de a¢&o maior sob o endotélio da adteeabras .

No presente estudo, com o uso do vermelho de ializéoi possivel a visualizagdo do
mosaico endotelial, definindo o contorno celuldaalitando a contagem dos lados da célula.
A preparacdo do corante vital se baseou em téciicakescritas com sucesso, quando
utilizada na concentracdo de 0Z%. E um método efetivo que demarca as margens
celulares, sendo também rapido e barato. O quelmma com outros autores que utilizaram a
mesma técnicd /303132

Além de possibilitar a avaliacdo da morfologia detial, a alizarina vermelha tem
sido utilizada também para avaliar a toxicidadentedicamentos ou substancias para o
mosaico endotelial, associada ou ndo com outrastes® 3%

Gerosky & Edelhauser (1986), em estudo comparangermelho de alizarina e a
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microscopia especular em coelhos e humanos, olbaengue o uso do vermelho de alizarina
é uma técnica eficaz para a analise morfométricaerntintélid™ O mesmo resultado foi
encontrado por Matsudat al (1985), porém, percebendo-se um decréscimo nacétekar
utilizando o corante em comparacdo com a microsacoglular, tanto em coelhos como em
humano?®,

No presente estudo, foi observado que o endotélisuihos adultos é constituido de
uma monocamada de células poligonais. Tendo siasadas 100 células endoteliais de cada
regido, a fim de se manter um padrdo. Também itai &marcagdo destas com o nimero de
lados de maneira continua pelo mesmo examinadlzanto-se o recursBaint (Windows,
da Microsoft) para facilitar a contagem e a ndoé@wia de erros por parte do examinador,
ou seja, evitar que fosse contada mais de uma vegsma ceélula. Quanto ao numero de
células a serem avaliadas, ha divergéncia entmuttges, variando de 30, 50, 75 até 100
células’>®**° Recente estudo tem utilizado software que marazordorno das células
endoteliais a fim de facilitar a contagem destaam@nuir o erro humano, porém, este ainda
ndo se encontra disponitel

A escolha da espécie para o estudo deve-se aaldatpe, apesar do suino ser um
modelo experimental em oftalmologia, poucos saesbsdos morfologicos e morfométricos
sobre o endotélio da cérnea deste espEtieO conhecimento do formato celular de
diferentes regibes da cornea permitira que futueetudos experimentais possam ser
realizados e extrapolados para a espécie hifana

Existem inUmeros métodos de avaliacdo do endad@ioornean vivo e in vitro. A
microscopia especular € uma técnicaivo, amplamente utilizada para avaliar a &rea cetular
o formato endoteli&d”**%2 As limitacdes dessa técnica incluem a dificuldade
diferenciagdo entre células degeneradas e saud@ueisto ao uso em animais de grande
porte, devido & necessidade de contefic@n até mesmo nos menores como os silvestres,
que podem necessitar de sedacgao, acrescendo tacigto do exame quanto no risco de vida
para o paciente. Outro fator seria o custo alt@pkrelho e a dificuldade deste em capturar
imagens de areas lesadas do endotélio da d8rnea

Estudos comparando a regido central com a regié@f@nea do endotélio da coérnea
apresentam resultados semelhantes, em que a dinsiglalar € maior na regido central do
que na periférica®*?® Entretanto, Amanet al (2003) observaram uma maior concentracao
celular de densidade endotelial na regido perdésin comparacéo a regido cetifral

No presente estudo, apenas comparou-se a relag@oasncélulas com cinco, seis e
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sete lados, entre as diferentes regibes da commeamparando-se estas entre os bulbos
oculares direito e esquerdo. Nao foram observadasedcas estatisticas significativas em
relacdo ao pleomorfismo nas regifes estudadas@ntyelbos dos olhos esquerdos e direitos.
Afirmativa essa que corrobora com o resultado obgith estudos préviog 314151639

Os valores obtidos com relacdo ao formato dasalib endotélio da regiao central

podem ser extrapolados para as regides perifé@acasrnea de suinos higidos.
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