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RESUMO

O endotélio corneano ¢ uma monocamada de células poligonais justapostas que
recobrem a superficie posterior da cornea. E uma estrutura fundamental para a manutencéo da
transparéncia corneana. A espécie suina é bastante empregada como modelo experimental na
oftalmologia. No entanto, os estudos avaliando o endotélio da cérnea com microscopio
especular nessa espécie sdo escassos. Objetivou-se avaliar a densidade endotelial e o percentual
de células hexagonais nas diferentes regides do endotélio corneano 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 raca Large White. A microscopia especular
de contato foi realizada nas regides central, superior, inferior, lateral e medial da cérnea. A
densidade endotelial média na regido central foi de 1865 células/mm2, na regido superior foi de
1877,3 células/mm?, na regido inferior foi de 1854,9 células/mm?, na regido lateral foi de 1847
celulas/s/mm? e na regido medial foi de 1831,7 célulassrmm2. Na regido central, a porcentagem
média de células hexagonais foi de 53,3%, na regido superior foi de 53,8%, na regiao inferior
foi de 54,4%, na regido lateral foi de 53,8%, na regido medial foi de 53,7%. Nao foram
observadas diferencas significativas na densidade celular e na hexagonalidade nas diferentes
regides analisadas da cérnea. Os valores da densidade endotelial e da hexagonalidade da regido

central do endotélio podem ser extrapolados para as demais regifes da cornea.

Palavras-chave: Endotélio corneano. Suino. Morfologia endotelial.



ABSTRACT

The corneal endothelium is a monolayer of juxtaposed polygonal cells that cover the posterior
surface of the cornea. It is a fundamental structure for the maintenance of corneal
transparency. The swine species is widely used as an experimental model in ophthalmology.
However, studies evaluating the corneal endothelium with a specular microscope in this species
are scarce. The objective was to evaluate the endothelial density and cell morphology of
different regions of the porcine corneal endothelium using specular contact microscopy.
Twenty-four eyeballs from 12 male, six-month-old, Large White pigs (Sus scrofa domesticus)
were studied. Contact specular microscopy was performed in the central, superior, inferior,
lateral and medial regions of the cornea. The mean endothelial density in the central region
was 1865 cells/mmz, in the upper region it was 1877.3 cells/mmz, in the lower region it was
1854.9 cells/mmz, in the lateral region it was 1847 cells/mm? and in the medial was 1831.7
cellssmmz. In the central region, the average percentage of hexagonal cells was 53.3%, in the
upper region it was 53.8%, in the lower region it was 54.4%, in the lateral region it was 53.8%,
in the medial region was 53.7%. No significant differences were observed in cell density and
hexagonality in the different analyzed regions of the cornea. The endothelial density and
hexagonal values of the central region of the endothelium can be extrapolated to the other

regions of the cornea.

Keywords: Corneal endothelium. Swine. Endothelial morphology.
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1 INTRODUCAO

A clrnea, juntamente com a esclera, faz parte da tanica fibrosa ou tdnica externa do
bulbo do olho. Essas estruturas sdo responsaveis pela manutencao estrutural do bulbo ocular e
protecdo. A regido de transicdo entre elas é chamada de limbo. A principal funcdo da cérnea é
a refracdo de raios luminosos e, quando higida, é lisa, transparente e esférica. Na maioria das
especies, é constituida por cinco camadas: filme lacrimal pré-corneano, epitélio, estroma,
membrana de Descemet e endotélio (POWER; NEVES, 2005; MEEKINS; RANKIN;
SAMUELSON, 2021).

O endotélio é a camada mais interna da cornea e fica em contato direto com o
humor aquoso (TUFT; COSTER, 1990; JOYCE, 2003). Na maioria das espécies o formato
predominante das células endoteliais é hexagonal, formando uma estrutura regular e estavel,
com pouca variacdo no tamanho celular. Em algumas espécies ja estudadas também foram
identificadas células com quatro, cinco, sete e oito lados (PIGATTO et al., 2004; PIGATTO et
al., 2005a; PIGATTO et al., 2005b; PIGATTO et al., 2008; PIGATTO et al., 2009; TAMAYO-
ARANGO et al., 2009; BERCHT et al., 2015; BRAMBATTI et al., 2017).

A densidade celular endotelial diminui com o avanc¢o da idade (TUFT; COSTER, 1990;
BERCHT et al., 2015; BRAMBATTI et al., 2017). Essa perda celular ocorre de forma mais
intensa nos primeiros anos de vida devido ao aumento do olho e ao desenvolvimento corneano.
O endotélio é uma camada com capacidade minima de regeneracdo na maioria das espécies.
Em humanos, a densidade celular média é de 3500 a 4000 células/mm?2 em recém-nascidos e de
2500 células/mm? em adultos (TUFT; COSTER, 1990).

Além da idade, outros fatores também podem reduzir a densidade endotelial abaixo do
limite minimo para a manutencdo do estado de deturgescéncia da cornea. Traumas mecanicos,
inflamacéo intraocular, hipertensdo ocular e procedimentos cirargicos intraoculares poderao
levar a alteragdo dos parametros endoteliais (TUFT; COSTER, 1990; JOYCE, 2003;
MEEKINS; RANKIN; SAMUELSON, 2021).

Quando ocorre a perda celular, a reposicdo normalmente acontece pela mudancga de
tamanho das células endoteliais adjacentes a area lesionada (TUFT; COSTER, 1990; JOYCE,
2003). Nos suinos, as células endoteliais que estdo na margem da lesdo perdem seu formato
hexagonal e variam de tamanho. Elas arranjam-se de forma irregular para cobrir a leséo e pode
ocorrer mitose concomitante (ILMONEN et al., 1984). Quando a perda celular ultrapassa a
capacidade de compensacao, o resultado é o edema de cornea que pode levar a perda da visdo.

A descompensacdo e a incapacidade de remover agua do estroma acontecem quando a
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densidade celular esta abaixo de 500 a 800 células/mm? (JOYCE, 2003; MAGGS, 2018;
MEEKINS; RANKIN; SAMUELSON, 2021).

A espécie suina ja é bastante empregada como modelo experimental na oftalmologia
(HASHIMOTO; KUROSAKA; UETSUKI, 2001; KERMANI; OBERHEIDE, 2008;
NICHOLLS et al., 2009; HEICHEL et al., 2011; HEICHEL et al., 2014; LEE et al., 2014;
GROS-OTERO et al., 2019). No entanto, os estudos avaliando a morfologia e a morfometria
do endotélio corneano dessa espécie sdo escassos (COLLIN; COLLIN, 1998; TAMAYO-
ARANGO et al., 2009; LEE et al., 2014). Alguns autores defendem as semelhancas estruturais
e comportamentais das células endoteliais corneanas dessa espécie com o0 homem,
possibilitando que resultados obtidos em estudos possam ser correlacionados. Essas
similaridades permitem que o suino sirva de modelo experimental em trabalhos acerca do
transplante de cérnea (ZENG et al., 2001; HARA; COOPER, 2011; FUJITA et al., 2013; LEE
etal., 2014).

O xenotransplante da cornea suina para humanos que necessitam de ceratoplastia
completa mostra-se promissor como uma estratégia terapéutica potencial para restaurar a visdo
em individuos com afec¢bes corneanas avancadas (LEE et al., 2014; ABHARI et al, 2018).
Objetivou-se avaliar a densidade endotelial e o percentual de células hexagonais nas diferentes

regides do endotélio corneano de suinos utilizando a microscopia especular de contato.



13

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anatomofisiologia corneana

A cornea, juntamente com a esclera, faz parte da tanica fibrosa ou tinica externa do
olho. Essas estruturas sdo responsaveis pela manutencao estrutural do bulbo ocular e protecéo.
A regido de transicao entre elas é chamada de limbo. A principal funcédo da cornea é a refracdo
de raios luminosos e, quando higida, € lisa, transparente e esférica. Na maioria das espécies, €
constituida por cinco camadas: filme lacrimal pré-corneano, epitélio, estroma, membrana de
Descemet e endotélio (POWER; NEVES, 2005; MEEKINS; RANKIN; SAMUELSON, 2021).

O filme lacrimal, embora ndo seja visivel ao corte histolégico, € uma camada que
recobre a cornea e a conjuntiva. E constituido por trés camadas: lipidica, aquosa e mucosa. Suas
fungdes sdo fornecer oxigénio e nutrientes para a cornea, assim como lubrifica-la, remover
corpos estranhos da superficie ocular juntamente com as palpebras e suprir proteinas
antimicrobianas (DUBIELZIG et al., 2010; MAGGS, 2018).

O epitélio é do tipo estratificado, escamoso e ndo queratinizado. E formado por cinco a
sete camadas de células poliedricas ancoradas em uma membrana basal, responsavel pela
adesdo do mesmo ao estroma adjacente (TUFT; COSTER, 1990; MEEKINS; RANKIN;
SAMUELSON, 2021).

O estroma representa aproximadamente 90% da espessura corneana e € formado por
lamelas de fibras coladgenas organizadas de forma paralela entre si. Essa organizacdo €
fundamental para manutencdo da transparéncia corneana e € o que diferencia o estroma do
colageno existente no tecido cicatricial e na esclera (DUBIELZIG et al., 2010).

A membrana de Descemet é considerada a membrana basal do endotélio e possui
propriedades elasticas. Suas fibras tém pouca resisténcia e, em casos de descemetocele, essa
camada fica protusa (MEEKINS; RANKIN; SAMUELSON, 2021).

A Ultima e mais interna camada da cornea € o endotélio, constituido por uma
monocamada de células poligonais, sendo na maioria das espécies o formato hexagonal
predominante. E a camada que tem maior responsabilidade pela manutencdo do estado de
deturgescéncia da cornea, fundamental para sua transparéncia (TUFT; COSTER, 1990;
JOYCE, 2003). As células endoteliais sdo o principal local da “bomba de fluidos”, a qual
movimenta dgua do estroma para 0 humor aquoso contra o gradiente de pressao intraocular,
forcando agua para interior da cornea (JOYCE, 2003; DUBIELZIG et al., 2010; MEEKINS;
RANKIN; SAMUELSON, 2021).
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Além do estado de deturgescéncia constante e da organizacao paralela das fibras de
colageno do estroma, a transparéncia corneana deve-se a auséncia de vascularizacdo, de células
sanguineas e de pigmentacdo e a superficie lisa fornecida pelo filme lacrimal (DUBIELZIG et
al., 2010; MEEKINS; RANKIN; SAMUELSON, 2021).

Por ser avascular, o suprimento de oxigénio é dado pelo humor aquoso, pelo filme
lacrimal pré-corneano, pelos capilares da conjuntiva palpebral e pelo plexo capilar limbico. O
metabolismo da glicose € a principal fonte de energia (MAGGS, 2018; MEEKINS; RANKIN;
SAMUELSON, 2021).

O epitélio também € importante para esse controle de &gua e, juntamente com o
endotélio, contém grandes quantidades de Na+ e K+ ativados pela ATPase, associados a bomba
de sddio. Se o epitélio for removido, agua entra no estroma a partir do filme lacrimal pré-
corneano, levando a uma grave tumefacédo até que haja a regeneracao epitelial e o equilibrio de
fluido seja restabelecido (POWER; NEVES, 2005; DUBIELZIG et al., 2010).

A inervacdo da cdrnea tem origem no quinto par craniano que se ramifica e origina os
ramos sensitivos ndo mielinizados dos nervos ciliares curto e longo. Os receptores de
sensibilidade sdo encontrados no estroma e na camada basal do epitélio e as suas terminacées
nervosas situam-se na superficie epitelial (MILLER, 2001; MEEKINS; RANKIN;
SAMUELSON, 2021).

2.2 Cicatrizacdo corneana

A cicatrizacdo da cérnea depende da profundidade da lesdo. Em Ulceras superficiais, a
cicatrizacdo inicia-se pelo movimento das células epiteliais adjacentes a lesdo. Elas perdem
suas aderéncias hemidesmossémicas e migram para a area ulcerada (MILLER, 2001). O epitélio
possui uma capacidade de regeneracdo através de um equilibrio constante entre células perdidas
e células renovadas. As células epiteliais sdo a base do processo de mitose e o epitélio basal do
limbo é o reservatorio das células germinativas epiteliais. Esse dinamismo é mediado pelo
sistema nervoso simpatico, fatores de crescimento, hormdnios e mensageiros bioguimicos. No
periodo de cinco a sete dias, a mitose das células epiteliais € completa, restaurando a arquitetura
normal do epitélio (MILLER, 2001; DUBIELZIG et al., 2010; MEEKINS; RANKIN;
SAMUELSON, 2021).

Em injdrias mais profundas, que atingem o estroma corneano, a cicatrizacdo € mais
complexa. Essa camada possui um estado metabdlico relativamente inativo. Primeiro, a lesdo é

recoberta por um tampéo de fibrina e, posteriormente, polimorfonucleares chegam na regido
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lesionada através do filme lacrimal e a partir da migragéo estromal, fazendo a remocéo de debris
celulares. Ap6s 24 horas, as células adjacentes comegam a migrar até a borda da lesdo e comega
a secrecdo de colageno. O colageno depositado sofre remodelacéo, porém nédo recupera a sua
organizacdo inicial (MILLER, 2001; POWER; NEVES, 2005; MAGGS, 2018).

Quando ocorre o rompimento da membrana de Descemet, uma camada elastica, seus
bordos se retraem e se enrolam. Forma-se um tampé&o de fibrina na tentativa se tamponar a
lesdo. Poucas horas depois, as células endoteliais aumentam de tamanho e ficam tumefeitas,
podendo permanecer aumentadas ou podendo ocorrer sobreposicao celular. Células epiteliais
da conjuntiva migram até a ferida e assumem o padrdo de células epiteliais corneanas. Ao longo
de todo esse processo, ocorre inflamag&o cronica, neovascularizagéo e formagao de cicatrizes
(MILLER, 2001; MEEKINS; RANKIN; SAMUELSON, 2021).

Uma lesdo de cornea torna-se complicada quando a cicatrizacdo ndo ocorre em funcédo
de uma causa base ndo corrigida ou por invasdo microbiana. A superficie ocular intacta é muito
resistente a infec¢des, porém, quando ha uma descontinuidade epitelial, permite a multiplicacéo
de microrganismos (MILLER, 2001). Inicialmente, as defesas sdo por meio dos leucdcitos
polimorfonucleares. Se a invasdo microbiana ndo for rapidamente controlada, ocorrem
processos inflamatorios croénicos e uma cascata enzimatica que degrada o coldgeno corneano
rapidamente. Isso poderd resultar em um quadro de melting corneano ou até mesmo a
perfuracdo ocular (POWER; NEVES, 2005; MAGGS, 2018).

Na perfuracdo ocular, o humor aquoso acaba extravasando e pode levar a iris junto. O
prolapso da iris e a formacdo de fibrina fazem um tampdo e a visdo pode ser perdida. O processo
de reorganizacdo é lento e dificilmente ha restauracdo total da transparéncia corneana. As
cicatrizes sdo classificadas conforme a densidade. A névoa possui uma opacidade leve, a
maécula possui uma opacidade cinza bem definida e o leucoma possui uma opacidade branca e
densa (MILLER, 2001; MEEKINS; RANKIN; SAMUELSON, 2021).

2.3 Endotélio corneano

O endoteélio é a camada mais interna da cdrnea e fica em contato direto com o humor
aquoso. E uma camada unicelular e suas células possuem cerca de 5um de espessura e 20pm
de didmetro, séo poligonais e com nucleo grande, achatado e ovalado (TUFT; COSTER, 1990;
JOYCE, 2003). Na maioria das espécies o formato predominante das células endoteliais é
hexagonal, formando uma estrutura regular e estavel, com pouca variagdo no tamanho celular.

Também podem ser identificadas células com quatro, cinco, sete e oito lados (PIGATTO et al.,
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2004; PIGATTO et al., 2005a; PIGATTO et al., 2005b; PIGATTO et al., 2008; PIGATTO et
al., 2009; TAMAYO-ARANGO et al., 2009; BERCHT et al., 2015; BRAMBATTI et al.,
2017). Uma hexagonalidade 100% perfeita ndo é possivel devido a senescéncia relacionada a
idade e aos estresses ambientais (CHAURASIA; VANATHI, 2021).

Em razdo da alta atividade metabdlica, o citoplasma das células endoteliais € rico em
organelas como mitocondrias e reticulo endoplasmatico liso e rugoso. Elas possuem bordos
irregulares e sdo unidas umas as outras por intermédio da zonula ocludens e dos complexos
juncionais, que podem ser do tipo tight ou gap. As liga¢des do tipo tight atuam na barreira entre
0 estroma e 0 humor aquoso; as do tipo gap sdo responsaveis pela comunicacdo intercelular
(ABIB, 2000; JOYCE, 2003; POWER; NEVES, 2005).

Na superficie posterior da célula endotelial sdo encontrados cilios, centralizados e
direcionados para a camara anterior. Essas estruturas ja foram observadas em mamiferos,
incluindo humanos, coelhos e macacos e, também em peixes e aves. Sua fungdo parece estar
relacionada a motilidade celular, osmorregulacdo, quimiorrecepcdo e/ou deteccdo de pressdo
(TUFT; COSTER, 1990).

A densidade celular endotelial diminui com o avanc¢o da idade (TUFT; COSTER, 1990;
BERCHT et al., 2015; BRAMBATTI et al., 2017). Essa perda celular ocorre de forma mais
intensa nos primeiros anos de vida devido ao aumento do olho e ao desenvolvimento corneano.
O endotélio é uma camada com capacidade minima de regeneracdo na maioria das espécies.
Em humanos, a densidade celular média é de 3500 a 4000 células/mm? em recém-nascidos e de
2500 células/mm?2 em adultos (TUFT; COSTER, 1990).

Além da idade, outros fatores também podem reduzir a densidade endotelial abaixo do
limite minimo para a manutencédo do estado de deturgescéncia da cérnea. Traumas mecanicos,
inflamacéo intraocular, hipertensdo ocular e procedimentos cirargicos intraoculares poderéao
levar a alteracdes dos parametros endoteliais (TUFT; COSTER, 1990; JOYCE, 2003;
MEEKINS; RANKIN; SAMUELSON, 2021).

Quando ocorre a perda celular, a reposi¢do normalmente acontece pela mudanca de
tamanho das células endoteliais adjacentes a area lesionada. Inicialmente, a lesdo estimula as
células vizinhas, que se achatam e deslizam para cobrir o defeito. As células lesionadas sdo
descartadas para a camara anterior (TUFT; COSTER, 1990; JOYCE, 2003). H& uma quebra
das ligacGes intercelulares e desenvolvimento de pseuddpodos e, assim, as células séo capazes
de migrar, em média, 0,5 a 1 mm por dia. Essa movimentacdo € inibida pelo contato celular no

centro da lesdo. As células envolvidas nesse processo de migragdo possuem mais organelas e
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menos vesiculas endociticas, ndo aparentando estarem cobertas por fibronectina (ABIB, 2000;
MAGGS, 2018).

Nos suinos, as células endoteliais que estdo na margem da lesdo perdem seu formato
hexagonal e variam de tamanho. Elas arranjam-se de forma irregular para cobrir a leséo e pode
ocorrer mitose concomitante (ILMONEN et al., 1984).

Quando a perda celular ultrapassa a capacidade de compensacdo, o resultado é o edema
de cdrnea que pode levar a perda da visdo. A descompensacédo e a incapacidade de remover
agua do estroma acontecem quando a densidade celular esta abaixo de 500 a 800 células/mm?
(JOYCE, 2003; MAGGS, 2018; MEEKINS; RANKIN; SAMUELSON, 2021).

A espécie suina ja é bastante empregada como modelo experimental na oftalmologia
(HASHIMOTO; KUROSAKA; UETSUKI, 2001; KERMANI; OBERHEIDE, 2008;
NICHOLLS et al., 2009; HEICHEL et al., 2011; HEICHEL et al., 2014; LEE et al., 2014;
GROS-OTERO et al., 2019). No entanto, os estudos avaliando a morfologia e a morfometria
do endotélio corneano dessa espécie sdo escassos (COLLIN; COLLIN, 1998; TAMAYO-
ARANGO et al., 2009; LEE et al., 2014). Alguns autores defendem as semelhancas estruturais
e comportamentais das células endoteliais corneanas dessa espécie com o homem,
possibilitando que resultados obtidos em estudos possam ser correlacionados. Essas
similaridades permitem que o suino sirva de modelo experimental em estudos acerca do
transplante de cornea (ZENG et al., 2001; HARA; COOPER, 2011; FUJITA et al., 2013; LEE
etal., 2014).

O xenotransplante da cornea suina para humanos que necessitam de ceratoplastia
completa mostra-se promissor como uma estratégia terapéutica potencial para restaurar a visao
em individuos com patologias corneanas avancadas (ABHARI et al., 2018). Em muitos casos
de perda da transparéncia da cornea, o transplante é a Gnica opcdo curativa. Contudo, ha um
desequilibrio entre a demanda e a oferta de corneas doadoras, sendo, atualmente, os doadores
humanos falecidos a Unica fonte de enxertos corneanos. Dessa forma, estudos recentes trazem
a possibilidade de xenotransplante utilizando corneas suinas (KIM et al., 2011; KIM et al.,
2016; SHI et al., 2017; ISIDAN et al., 2019).

Abhari e colaboradores (2018) caracterizaram a morfologia das cdrneas de suinos
miniatura, que sdo menores em tamanho, de manejo mais facil e mais econémicas em
comparagdo com o0s suinos domésticos. Foram utilizados olhos de suinos miniatura de
diferentes faixas etarias (1 més, 2 meses, 4 meses e 8 meses) e de suinos domésticos de 24
meses de idade. Ambos exibiram morfologia corneana semelhante entre si e a espécie humana,

com excecdo da camada de Bowman, que esté ausente nos suinos (ABHARI et al., 2018).
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Hwang e Kim (2009) mostraram que as corneas suinas s&0 um pouco mais espessas do
que as corneas humanas, porém consideraram que essa diferenca ndo interferiu nos resultados
obtidos (HWANG; KIM, 2009). Apesar de algumas distin¢des, como a presenca da camada de
Bowman na cérnea humana, tornando-a mais rigida, a clrnea suina a mimetiza
satisfatoriamente (KIM et al., 2011; KIM et al., 2016).

Isidan e colaboradores (2019) compararam diferentes métodos de descelularizacao de
corneas suinas para o xenotransplante com base no mecanismo de acao, biocompatibilidade e
efeitos indesejaveis na ultraestrutura corneana e concluiram que uma combinacdo entre os

métodos pode ser mais Util para uma descelularizagéo eficiente (ISIDAN et al., 2019).

2.3.1 Métodos de avaliacdo do endotélio corneano

As principais técnicas para avaliar o endotélio corneano sdo a microscopia especular, a
microscopia confocal, a microscopia Optica com uso de corantes vitais e a microscopia
eletronica de varredura (SINGH et al., 1985; ABIB, 2000; EGGELING et al., 2000;
KAUFMAN et al., 2004; McCAREY; EDELHAUSER; LYNN, 2008; SAAD et al., 2008;
JONUSCHEIT; DOUGHTY; RAMAESH, 2011; CHAURASIA; VANATHI, 2021). Todas as
metodologias utilizadas possuem vantagens e desvantagens e cada uma tem indicagédo e
aplicabilidade na oftalmologia. A avaliagdo endotelial tem sido cada vez mais relevante visto
gue os procedimentos intraoculares tém sido cada vez mais frequentes (TUFT; COSTER, 1990;
ABIB, 2000; JURKUNAS; COLBY, 2005).

O primeiro relato do mosaico endotelial foi feito por Vogt, em 1920, valendo-se da
biomicroscopia com lampada de fenda (ABIB, 2000). Na préatica, esse exame tem limitacoes
pois a magnificacdo ndo é satisfatoria e o movimento do olho prejudica a avaliacdo
(JURKUNAS; COLBY, 2005).

2.3.1.1. Microscopia especular

A microscopia especular pode ser utilizada para avalia¢do in vivo e ex vivo e € um dos
métodos mais validados para avaliar a morfologia e morfometria do endotélio corneano
(PRICE; CHENG, 1981; ABIB, 2000). No ambito de pesquisas, tem sido uma técnica
empregada para determinar o padrdo endotelial de diferentes espécies e apurar a seguranga de
procedimentos cirurgicos e de farmacos (ABIB, 2000; LIOU; CHIU; WANG, 2004; PIGATTO
etal., 2008; FRANZEN et al., 2010; BERCHT et al., 2015; CHAURASIA; VANATHI, 2021).
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Diferentes regifes podem ser analisadas e a saude endotelial € interpretada com parametros
como porcentagem de células endoteliais hexagonais, coeficiente de variagdo da area celular e
densidade de células endoteliais (CHAURASIA; VANATHI, 2021).

O mecanismo desse tipo de microscéopio baseia-se na incidéncia de um feixe luminoso
sobre a coOrnea e na sua reflexdo. Uma parte desse feixe é refletido de forma especular e
capturado pelo microscépio que ird fornecer uma imagem ampliada do endotélio. A ampliagéo
da imagem captada faz-se por um sistema optico-eletrénico para entdo ser direcionada a um
software que realizara a analise quantitativa e qualitativa do endotélio corneano. O microscopio
especular pode ser de contato e ndo contato (PRICE; CHENG, 1981; ABIB, 2000; MELO et
al., 2008; CHAURASIA; VANATHI, 2021).

O microscopio especular de contato possui uma lente objetiva que aplana a superficie
da cornea. Durante a aplanacdo, a cOrnea € achatada e, portando, a imagem é ampliada
(CHAURASIA; VANATHI, 2021). A execucdo € um pouco mais dificil pois requer o uso de
colirio anestésico e um operador experiente (TUFT; COSTER, 1990; ABIB, 2000; McCAREY;
EDELHAUSER; LYNN, 2008; ALBUQUERQUE; PIGATTO; PACICCO, 2015).

Em 2015, Bercht e colaboradores estudaram a densidade celular, a &rea média e a
morfologia do endotélio corneano de chinchilas em diferentes faixas etarias (entre dois meses
e 10 anos) valendo-se da microscopia especular de contato. Os resultados sugeriram que 0
endotélio sofreu alteraces relacionadas a idade. Houve aumento da area celular média e
diminuicdo da densidade celular (BERCHT et al., 2015).

Com essa técnica também foram determinadas a densidade celular e a hexagonalidade
do endotélio corneano de coelhos saudaveis (BRAMBATTI et al., 2017). Foram avaliados os
dois olhos de 18 animais entre seis e 48 meses de idade e os resultados revelaram uma
diminuicdo na densidade celular e na hexagonalidade com o avanco da idade.

O microscopio especular de ndo contato € mais pratico, porém fornece uma area
endotelial menor para analise. A focalizacdo é automética, proporcionando um reflexo
especular menor (TUFT; COSTER, 1990; McCAREY; EDELHAUSER; LYNN, 2008;
CHAURASIA; VANATHI, 2021).

Coyo et al. (2018a) determinaram a densidade endotelial e a morfologia e morfometria
das células endoteliais corneanas em corujas de diferentes idades através da microscopia
especular de ndo contato. Os autores também relataram os efeitos do envelhecimento sobre os
parametros analisados (COYO et al., 2018a).

O endotélio de caprinos ja foi estudado por meio dessa técnica (COYO et al., 2018b).

Foram avaliados 27 olhos saudaveis de 19 cabras de diferentes idades. Os resultados mostraram
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que houve reducdo da densidade endotelial corneana com a idade, enquanto a area celular

média, pleomorfismo e espessura da cornea aumentaram.

2.3.1.2 Microscopia confocal

Essa técnica permite a analise in vivo de todos os componentes celulares da cornea de
todas as camadas, incluindo o filme lacrimal pré-corneano e a inervacgéo estromal e subepitelial.
No microscépio confocal, os raios de iluminacédo e de observacéao sdo focados no mesmo plano
da coérnea e duas fendas sdo inseridas nos planos de imagem de cada raio. Essa disposicao Optica
é chamada confocal porque delimita a luz do plano de foco e reduz a contribuicdo de luz fora
do foco (KAUFMAN et al., 2004; JONUSCHEIT; DOUGHTY; RAMAESH, 2011).

A principal vantagem da microscopia confocal é possibilitar a avaliacdo endotelial
minuciosa mesmo em corneas que perderam a transparéncia, como por exemplo em casos de
distrofia ou antes e apos o transplante (KAUFMAN et al., 2004). Em suinos, essa técnica ja foi
utilizada para avaliar as células endoteliais de animais geneticamente modificados como fonte
doadora de corneas para ceratoplastia endotelial (LEE et al., 2014) e para caracterizar
pardmetros anatémicos do olho suino para utilizad-lo como modelo laboratorial de olho seco
(MENDUNI et al., 2018).

2.3.1.3. Microscopia Optica com uso de corantes vitais

Os corantes vitais sdo uma Otima opcéo para avaliar o endotélio corneano ex vivo. O
vermelho de alizarina é um corante intercelular, capaz de identificar e delinear o limite de
células integras e danificadas. O azul de tripano fica impregnado no ndcleo de células
endoteliais que tiveram sua parede celular rompida. As concentracfes desses corantes variam,
sendo o vermelho de alizarina utilizado entre 0,2% a 1% e o azul de tripano entre 0,001% e
0,5%. Ambos podem ser utilizados em diferentes tempos de exposi¢do (SINGH et al., 1985;
SAAD et al., 2008; CLEROT et al., 2019).

Por ser uma técnica bastante préatica e de baixo custo, alguns pesquisadores utilizam os
corantes, associados ou ndo, para avaliar a toxicidade de farmacos no endotélio corneano e os
possiveis danos apos transplante de cornea (SAAD et al., 2008).

Hinning et al. (2018) avaliaram a morfologia das células endoteliais de diferentes
regibes da cornea de cdes. Foram avaliadas as regides superior, inferior, central, nasal e

temporal com o uso do vermelho de alizarina 0,2% e a microscopia Optica. Nesse estudo, 0
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corante permaneceu em contato com o endotélio durante 90 segundos e foi lavado trés vezes
com solucdo salina balanceada. Em todas as areas corneanas estudadas, o endotélio apresentou
morfologia semelhante (HUNNING et al., 2018).

Os corantes vitais também ja foram utilizados para avaliar os efeitos de farmacos no
endotélio corneano. Guimaraes e colaboradores (2019) estudaram os efeitos agudos do besilato
de atracurio no endotélio de 20 olhos de galinhas. Os autores utilizaram o vermelho de alizarina
e 0 azul de tripano e concluiram que houve um dano agudo no endotélio corneano
(GUIMARAES et al., 2019).

Clerot et al. (2019) avaliaram a morfologia das células endoteliais de 24 olhos de 12
suinos com 14 meses de idade. A técnica utilizada foi a coloracdo com vermelho de alizarina
na concentracdo de 0,2% e a microscopia Optica, sendo possivel explorar e obter imagens de
todas as regides do endotélio corneano suino (central, superior, inferior, nasal e temporal). Os
autores concluiram que ndo foram observadas diferencas no formato das células das cinco
regides estudadas. Além disso, o formato predominante das células foi hexagonal (CLEROT et
al., 2019).

2.3.1.4. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A MEYV é o0 método mais empregado para avaliar a ultraestrutura endotelial. Essa técnica
tem sido utilizada para estudos sobre a morfologia corneana, a toxicidade de farmacos
intracamerais e a eficacia de meios de preservacdo de cérnea. Em relacdo a microscopia
especular, a MEV permite a avaliacdo da ultraestrutura celular, permite a determinacdo da area
celular média, da densidade celular, do pleomorfismo e do polimegatismo. Ja foi possivel
estabelecer o padrdo endotelial de diversos animais, como coelhos, pinguins, cdes e roedores
(ILMONEN et al., 1984; PIGATTO et al., 2004; PIGATTO et al., 2005b; PIGATTO et al.,
2009).

Com o microscopio eletronico de varredura é possivel capturar de imagens com
aumento de 300.00 vezes ou mais e com excelente resolugo. E utilizado um feixe de elétrons
ao invés de fotons como em um microscopio Optico convencional. Essa técnica ja foi aplicada
para avaliacdo da morfologia e ultraestrutura normal das células endoteliais e a toxicidade
endotelial com uso de medicac6es em diferentes espécies (DEDAVID; GOMES; MACHADO,
2007).

A MEV foi eleita por Collins e Collins, em 1998, para estudo da superficie posterior do

endotélio corneano de vertebrados. Os autores concluiram que as células endoteliais corneanas
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s&o um conjunto de células pentagonais e hexagonais com bordas irregulares e interdigitacGes
(COLLINS; COLLINS, 1998).

Tamayo-Arango et al. (2009) reportaram pela primeira vez, de forma detalhada, a
morfologia ultra-estrutural e a morfometria endotelial da cornea de suinos. O formato celular
padrdo encontrado foi hexagonal, com presenca de cilios na periferia das células,
microvilosidades e vesiculas pinociticas. A area celular média foi significativamente maior no
centro da cornea do que na periferia, com um coeficiente de variacdo menor no centro da cornea
(TAMAYO-ARANGO et al, 2009).

Andrade e colaboradores (2019) utilizaram a MEV para avaliar os efeitos imediatos no
endotélio de equinos apds exposicdo ao azul brilhante 0,05% e concluiram que ndo houve danos
ao endotélio corneano equino (ANDRADE et al., 2019). Essa substancia também ja foi avaliada
em suinos pela mesma técnica (TERZARIOL et al., 2016). Os autores concluiram que a
concentracdo de 0,05% n&o causou efeitos deletérios no endotélio corneano suino apds o uso
intracameral, sendo uma opgao segura para corar a capsula anterior do cristalino em cirurgias
de catarata.

Para se obter boas imagens, € fundamental que as amostras sejam avaliadas ou fixadas
para posterior avaliacdo endotelial em até 6 horas post mortem, independente da técnica
escolhida. Nesse processo de fixacdo, as amostras sofrem retracdo, pois as solucgdes utilizadas
possuem cerca de trés vezes a osmolaridade dos fluidos humanos normais. O glutaraldeido é o
fixador recomendado para a maioria dos tecidos (FARIAS et al., 2007; TAMAYO-ARANGO
et al, 2009). Tamayo-Arango e colaboradores (2009) avaliaram corneas saudaveis de suinos
pela MEV e a densidade celular média foi 43,9% maior do que a descrita ha mesma espécie
através da microscopia especular, demonstrando o efeito da retracdo celular durante o preparo
das amostras (TAMAYO-ARANGO et al., 2009).

2.3.2 Parametros endoteliais

As microscopias especular e confocal permitem o estudo in vivo e ex vivo do endotélio
da cérnea (KAUFMAN et al., 2004; HUANG et al., 2008; LEE et al., 2014; MENDUNI et al.,
2018; CHAURASIA; VANATHI, 2021). Entre os parametros que podem ser analisados com
essas duas técnicas encontram-se a area celular média, a densidade celular, a hexagonalidade,
0 polimegatismo e o pleomorfismo (LEE et al., 2014; CHAURASIA; VANATHI, 2021).

A densidade endotelial celular é expressa em células/mm2. A hexagonalidade indica a

porcentagem de células com seis lados numa &rea analisada, sendo o arranjo de células
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hexagonais a forma geométrica poligonal mais eficiente em termos energéticos, pois confere a
vantagem da maior area de superficie em relagdo ao seu perimetro (ABIB, 2000; CHAURASIA,;
VANATHI, 2021).

Um aumento na variabilidade da area celular denomina-se polimegatismo e um desvio
na hexagonalidade denomina-se pleomorfismo. Ambos aumentam com a idade e com o
desgaste das células endoteliais (CHAURASIA; VANATHI, 2021). Uma hexagonalidade
100% perfeita ndo € possivel devido a senescéncia relacionada a idade e aos estresses
ambientais. O coeficiente de variacdo da area celular média € o indice mais sensivel de
disfuncédo endotelial, enquanto a hexagonalidade ¢ um bom indice do progresso de cicatrizacdo
(RAO et al., 2000; CHAURASIA; VANATHI, 2021).
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Resumo

Objetivo: O endotélio corneano é uma monocamada de células poligonais e justapostas que
recobrem a superficie posterior da cornea. E uma estrutura fundamental para a manutencio da
transparéncia corneana. A espécie suina ja é bastante empregada como modelo experimental na
oftalmologia, porém os estudos avaliando a morfologia e a morfometria do endotélio corneano
dessa espécie sdo escassos. Objetivou-se avaliar a densidade endotelial e o percentual de células
hexagonais nas diferentes regides do endotélio corneano de suinos utilizando a microscopia
especular de contato. Procedimentos: Foram estudados 24 bulbos oculares de 12 suinos (Sus
scrofa domesticus), machos, com seis meses de idade e da raca Large White. A microscopia
especular de contato foi realizada nas regiGes central, superior, inferior, lateral e medial.
Resultados: A densidade endotelial média na regido central foi de 1865 células/mmz?, na regido
superior foi de 1877,3 células/mmz, na regido inferior foi de 1854,9 células/mmz2, na regido
lateral foi de 1847 celulas/mm? e na regido medial foi de 1831,7 células/mm?. Na regido central,
a porcentagem media de células hexagonais foi de 53,3%, na regido superior foi de 53,8%, na
regido inferior foi de 54,4%, na regido lateral foi de 53,8%, na regido medial foi de 53,7%. Nao
foram observadas diferencgas significativas na densidade celular e na hexagonalidade nas
diferentes regifes analisadas da cornea. Concluséo: Os valores da densidade endotelial e da
hexagonalidade da regido central do endotélio podem ser extrapolados para as demais regides
da cornea. A analise da area central é suficiente para estimar a densidade celular e a

hexagonalidade das areas periféricas de cdrneas de suinos saudaveis.

Palavras-chave: endotélio corneano, morfologia, densidade endotelial, suinos.
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Abstract

Objective: The corneal endothelium is a monolayer of polygonal and juxtaposed cells that
cover the posterior surface of the cornea. It is a fundamental structure for the maintenance of
corneal transparency. The swine species is already widely used as an experimental model in
ophthalmology, but studies evaluating the morphology and morphology of the corneal
endothelium of this species are scarce. The objective was to evaluate the endothelial density
and the percentage of hexagonal cells in the different regions of the swine corneal endothelium
using specular contact microscopy. Procedures: Twenty-four eyeballs from 12 male, six-
month-old Large White pigs (Sus scrofa domesticus) were studied. Contact specular
microscopy was performed in the central, superior, inferior, lateral and medial regions. Results:
The mean endothelial density in the central region was 1865 cells/mm2, in the upper region it
was 1877.3 cellssfmm?, in the lower region it was 1854.9 cells/fmm?, in the lateral region it was
1847 cells/mm? and in the medial was 1831.7 cells/fmmz2. In the central region, the average
percentage of hexagonal cells was 53.3%, in the upper region it was 53.8%, in the lower region
it was 54.4%, in the lateral region it was 53.8%, in the medial region was 53.7%. No significant
differences were observed in cell density and hexagonality in the different analyzed regions of
the cornea. Conclusion: Endotelial cell density and hexagonality of the central cornea area
represents the entire endothelial mosaic and may be applied to peripheral areas. Analysis of the
central area is sufficient to estimate the endotelial cell density and hexagonality of endothelial

cells of peripheral areas of healthy swines corneas.

Keywords: corneal endothelium, morphology, endothelial density, swine.
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INTRODUCAO

O endotélio é a camada mais interna da cornea, constituido por uma monocamada de
células poligonais, sendo na maioria das espécies o formato hexagonal predominante (TUFT;
COSTER, 1990; JOYCE, 2003; PIGATTO et al., 2008; TAMAYO-ARANGO et al., 2009). E
a camada que tem maior responsabilidade pela manutencdo do estado de deturgescéncia da
cornea, fundamental para a sua transparéncia (TUFT; COSTER, 1990; JOYCE, 2003).

A microscopia especular € um dos métodos mais validados para avaliar a morfologia e
a morfometria do endotélio corneano (PRICE; CHENG, 1981; ABIB, 2000). E uma técnica
empregada para determinar o padrdo endotelial de diferentes espécies, como cées, gatos, suinos,
galinhas, chinchilas, coelhos, corujas e cabras, e apurar a seguranca de procedimentos
cirurgicos e de farmacos (LIOU; CHIU; WANG, 2004; PIGATTO et al., 2008; TAMAYO-
ARANGO et al., 2009; FRANZEN et al., 2010; ALBUQUERQUE; PIGATTO; PACICCO,
2015; BERCHT et al., 2015; COYO et al., 2018a3; COYO et al., 2018b; CHAURASIA;
VANATHI, 2021).

Diferentemente de outras técnicas, a microscopia especular ndo causa distor¢cdes no
endotélio corneano. Na microscopia eletrénica de varredura, por exemplo, durante o0 processo
de fixacdo das amostras, ha retracdo das mesmas, distorcendo de forma ndo homogénea o
mosaico endotelial e, dessa forma, sendo mais indicada para avaliar a ultraestrutura celular
(FARIAS et al., 2007; TAMAYO-ARANGO et al., 2009).

A espécie suina ja é bastante empregada como modelo experimental na oftalmologia
(HASHIMOTO; KUROSAKA; UETSUKI, 2001; KERMANI; OBERHEIDE, 2008;
NICHOLLS et al., 2009; HEICHEL et al., 2011; HEICHEL et al., 2014; LEE et al., 2014;
GROS-OTERO et al., 2019). No entanto, os estudos avaliando a morfologia e a morfometria
do endotélio corneano dessa espécie sdo escassos (COLLIN; COLLIN, 1998; TAMAYO-
ARANGO et al., 2009; LEE et al., 2014). Existem semelhancas entre as células do endotélio
da cornea de humanos e de suinos (HARA; COOPER, 2011; LEE et al., 2014).

Objetivou-se avaliar a densidade endotelial e o percentual de células hexagonais nas
diferentes regides do endotélio corneano de suinos utilizando a microscopia especular de

contato.
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MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi conduzido conforme as normas da ARVO (Association for
Research in Vision and Ophthalmology) e foi aprovado pelo Comité de Pesquisa da Faculdade
de Veterinaria da UFRGS. Foram estudados 24 bulbos oculares saudaveis de 12 suinos (Sus
scrofa domesticus), machos, com seis meses de idade e da raca Large White. Os olhos foram
doados pelo abatedouro Avisui (Santa Maria, RS).

Ap0s o abate dos suinos e antes da escalda, ambos os olhos de cada animal foram
enucleados e mantidos em cdmaras Umidas individuais identificada até o exame com
microscopio especular. Apos a coleta dos olhos, foi feita marcagdo na regido superior com lapis
de violeta de genciana.

Foram incluidos bulbos oculares coletados imediatamente apds o abate. Todos os olhos
foram submetidos ao exame oftalmico que incluiu biomicroscopia com lampada de fenda
(Portable Slit lamp SL15, Kowa) e prova da fluoresceina (Fluoresceina sédica a 1%, Allergan
Produtos Farmacéuticos). As analises endoteliais foram realizadas em até 4 horas apds as
enucleacdes.

Para a analise endotelial, foi utilizado o microscopio especular de contato (Celmax
Medical Service®) valendo-se do método semiautomatizado pela técnica de marcacdo do
centro das células. Todas as avaliagbes foram realizadas pelo mesmo avaliador.

Apdbs serem removidos da camara Umida, os olhos foram fixados em um suporte
adaptado ao microscopio especular de contato e lubrificados com solucdo fisioldgica.
Posicionou-se a lente objetiva do microscopio sobre as regides central, superior, inferior, lateral
e medial para o registro fotogréafico digital do endotélio. Foram captadas duas micrografias
especulares de cada regido da cornea e em cada imagem foram analisadas 50 células. Os valores
obtidos foram a média das duas imagens.

A densidade celular foi obtida de forma semiautomatizada atraves do software
Celmax®. A morfologia endotelial foi obtida mediante avaliagdo manual do numero de lados
de cada célula.

As variaveis quantitativas com distribuicdo normal foram descritas pela média e o
desvio padrédo e analisadas através da Analise de Variancia (ANOVA) para medidas repetidas.
Foi considerado um nivel de significancia de 5%. Esses dados foram analisados atraves do
programa estatistico Program IBM* SPSS Statistics 21 (Statistical Package for the Social

Sciences).
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RESULTADOS

Todos os olhos enucleados foram incluidos no estudo. 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 (Figuras 1 e 2).

Fig. 1: Fotomicrografia especular do endotélio corneano de um
suino com seis meses de idade

Fig. 2: Fotomicrografia especular da regido superior do endotélio
corneano de um suino com seis meses de idade, com densidade
de 1842 células/mma2.

A densidade endotelial média na regido central (DEC) foi de 1867,8 + 78,0 células/mm?

no olho direito e de 1862,2 + 85,2 células/mmz2 no olho esquerdo. A densidade endotelial média
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na regido superior (DES) foi de 1864,9 + 40,1 células/mm2 no olho direito e de 1889,8 + 55,4
células/mm2 no olho esquerdo. A densidade endotelial média na regido inferior (DEI) foi de
1841,5 £ 56,3 célulassrmm? no olho direito e de 1868,3 + 37,4 no olho esquerdo. A densidade
endotelial média na regido lateral (DEL) foi de 1827 + 38,9 células/mm? no olho direito e de
1867 + 50,3 célulass/mm? no olho esquerdo. A densidade endotelial média na regido medial
(DEM) foi de 1847 + 49,6 célulass/mm?2 no olho direito e de 1816,4 + 123,2 no olho esquerdo.

N&o houve diferenca significativa na densidade endotelial média entre as cinco regides
estudadas e entre olho direito e esquerdo. Esses dados estdo apresentados nas tabelas a seguir
(Tabelas 1 e 2).

Tab. 1. Valores médios da densidade celular endotelial (células/mm?) e desvio padréo de células
endoteliais das regides central, superior, inferior, lateral e medial nos olhos direito e esquerdo

de suinos utilizando a microscopia especular de contato.

Olho Direito Olho Esquerdo
Central (DEC) 1867,8 £ 78,0 1862,2 + 85,2
Superior (DES) 1864,9 £ 40,1 1889,8 £ 55,4
Inferior (DEI) 1841,5 + 56,3 1868,3+ 37,4
Lateral (DEL) 1827,0 £ 38,9 1867,0 £ 50,3
Medial (DEM) 1847,0 £ 49,6 1816,4 + 123,2

(p=0,307)



31

Tab. 2. Valores médios, com intervalo de confianca de 95%, da densidade celular endotelial
(células/mm?) das regies central, superior, inferior, lateral e medial de olhos de suinos

utilizando a microscopia especular de contato.

Densidade celular Intervalo de confianca 95%
(céls/mm?)
Central 1865 1830,4 — 1899,5
Superior 1877,3 1856,8 — 1897,8
Inferior 1854,9 1834,6 — 1875,1
Lateral 1847 1828,0 — 1866,1
Medial 1831,7 1791,1-1872,3

(p = 0,188)

Em todas as regides da cdrnea analisadas foram encontradas células endoteliais com
quatro lados, cinco lados, seis lados, sete lados e oito lados. Considerando a morfologia de todas
as células analisadas, foram encontradas 53,8% das células com seis lados, 21,5% das células
com cinco lados e 17,7% das celulas com sete lados. Além disso, 5% das células apresentavam
quatro lados e 2% das células oito lados.

Com relacdo a hexagonalidade, na regido central a porcentagem média de células
hexagonais foi de 53,3%, na regido superior foi de 53,8%, na regido inferior foi de 54,4%, na
regido lateral foi de 53,8%, na regido medial foi de 53,7%. Esses dados estdo apresentados na
Tabela 3.

Tab. 3. Porcentagens média, com intervalo de confianca de 95%, de células hexagonais em cada

uma das cinco regides analisadas.

Células hexagonais (%) Intervalo de confianca 95%

Central 53,3% = 2 52,3-54,2
Superior 53,8% +£1,5 53-54,5
Inferior 54,4% + 21 53,4-554
Lateral 53,8% = 2,8 52,5-551
Medial 53,7% + 1,5 529-544

(p =0,517)
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N&o houve diferenca significativa nas distribuicbes dos percentuais de células
hexagonais entre os olhos direito e esquerdo. Ndo houve diferenca significativa em rela¢éo a
hexagonalidade das células do endotélio da cdrnea em todos as regides estudadas (p>0,05 para

todas as comparacdes). Esses dados estdo apresentados na Tabela 4.

Tab. 4. Porcentagens média com valores de desvio padréo de células hexagonais em cada uma
das cinco regides analisadas nos olhos direito e esquerdo de suinos utilizando a microscopia

especular de contato.

Olho direito Olho esquerdo
RC6 53,1% + 1,5 93,5% +2,4
RS6 53,5% +1,9 94,1% +1,1
RI16 54,4% + 2,3 54,5% + 2
RL6 53% £+ 2,7 54, 7% + 2,9
RM6 53,5% +1,5 53,9% + 1,5

(RC6: hexagonalidade regido central; RS6: hexagonalidade regido superior; RIG6:
hexagonalidade regido inferior; RL6: hexagonalidade regido lateral; RM6: hexagonalidade
regido medial; p = 0,735)

DISCUSSAO E CONCLUSAO

A analise dos parametros morfométricos e morfolégicos do endotélio corneano saudavel
tem sido realizada utilizando a microscopia especular em algumas espécies de animais
(PIGATTO et al., 2008; FRANZEN et al., 2010; ALBUQUERQUE et al., 2015; BERCHT et
al., 2015; BRAMBATTI et al., 2017; COYO et al., 2018a).

Os suinos sao utilizados em pesquisas experimentais relacionadas a oftalmologia
(HASHIMOTO; KUROSAKA; UETSUKI, 2001; KERMANI; OBERHEIDE, 2008;
NICHOLLS et al., 2009; HEICHEL et al., 2011; HEICHEL et al., 2014; LEE et al., 2014;
MENDUNI et al., 2018; GROS-OTERO et al., 2019). No entanto, os estudos avaliando a
morfologia e a morfometria do endotélio corneano dessa espécie sdo escassos (COLLIN;
COLLIN, 1998; TAMAYO-ARANGO et al., 2009; LEE et al., 2014). A auséncia de estudos
detalhando os parametros endoteliais das diferentes regides da cornea, aliada a facilidade de
obtencdo dos olhos e a disponibilidade do microscopio especular foram as principais

motivacOes para a realizacdo do presente estudo.
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A utilizacdo de olhos de suinos destinados ao abate constituiu-se numa alternativa viavel
evitando com que animais fossem sacrificados por motivos exclusivamente relacionados a
pesquisa. No presente estudo, a coleta dos olhos post mortem e o armazenamento individual em
camara Umida por até quatro horas permitiu a preservacdo da integridade endotelial para
realizacdo da microscopia especular. Essa metodologia ja foi empregada por outros autores e
mostrou-se eficaz permitindo a analise do endotélio da cdrnea em até seis horas apds o 6bito
(PIGATTO et al., 2008; TAMAYO-ARANGO et al.,, 2009; FRANZEN et al., 2010;
ALBUQUERQUE; PIGATTO; PACICCO, 2015; BERCHT et al., 2015; BRAMBATTI et al.,
2017).

No presente estudo, em todos os olhos selecionados foi possivel observar o padréo
regular de células poligonais com bordas nitidas em todas as regifes estudadas. Este padréo
celular ja foi descrito em outras espécies utilizando microscopia especular (PIGATTO et al.,
2008; FRANZEN et al., 2010; SILVEIRA et al., 2017; COYO et al., 2018a), inclusive na
espécie suina com estudo ex vivo usando a microscopia confocal (LEE et al., 2014; MENDUNI
etal., 2018).

A microscopia especular de contato mostrou-se factivel para a analise e a documentacgéo
das células do endotélio corneano de corneas saudaveis de suinos. De acordo com o contato ou
ndo da objetiva com a cornea, existem diferentes modelos de microscépios especulares
(CHAURASIA; VANATHI, 2021). Na presente pesquisa, foi utilizado o microscopio especular
de contato permitindo com que diferentes regibes da cdrnea pudessem ser examinadas,
fotografadas e os parametros endoteliais estudados. A microscopia especular pode ser utilizada
para avalia¢do in vivo e ex vivo e é um dos métodos mais validados para avaliar a morfologia e
morfometria do endotélio corneano (PRICE; CHENG, 1981; ABIB, 2000; CHAURASIA;
VANATHI, 2021). Diferentemente de outras técnicas, ndo ha deformacdo ou distorcdo das
células endoteliais durante o processo de fixacdo ou coloracdo (DOUGHTY, 2006). Apesar
das inimeras vantagens, a microscopia especular possui algumas limitacbes, como a
dificuldade em obter imagens nitidas nas areas endoteliais que tenham sofrido algum trauma
ou que estejam edemaciadas (ABIB, 2000). Por ter sido realizado um exame oftalmico prévio,
s6 foram incluidos no estudo olhos saudaveis e com a crnea transparente.

A avaliacdo endotelial baseia-se principalmente na estimativa da densidade endotelial,
no estudo do tamanho e da forma das suas células (McCAREY; EDELHAUSER; LYNN ,
2008). Os parametros mais empregados para analise endotelial sdo a porcentagem de células

endoteliais hexagonais, o coeficiente de variacdo da &rea celular e a densidade de células
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endoteliais (CHAURASIA; VANATHI, 2021). No presente estudo, foram analisadas a
densidade celular e a porcentagem de células hexagonais de diferentes regiGes da cornea.

Os métodos mais empregados para a quantificacdo dos parametros do endotélio da
cornea incluem método de quadro (fixo ou varidvel), método de centro a centro, método de
centro flexivel, método de canto e método de comparacdo (CHAURASIA; VANATHI, 2021).
Independentemente do método, a acuracia da avaliagdo depende da qualidade da imagem
endotelial obtida na microscopia especular (MAURICE, 1968; ABIB, 2000). No presente
estudo, para determinacdo da densidade celular endotelial, foi empregado o método de
marcacao dos centros celulares disponivel no equipamento usado. Apds a marcacéo das células
selecionadas, o software incluido no aparelho forneceu a densidade celular. O valor calculado
a partir de uma imagem foi considerada a amostra da populacédo de células.

O numero de células endoteliais incluidas em cada imagem varia de acordo com o
estudo. Alguns autores recomendam a contagem de 30 células, outros recomendam de 50 a 100
células por imagem (LAING; SANDSTROM; LEIBOWITZ, 1979; MELO et al., 2008). No
presente estudo, foram utilizadas duas imagens de cada regido e em cada imagem foram contadas
50 células. Os resultados foram apresentados como a média destas imagens.

Em suinos, o primeiro relato detalhado da morfologia ultraestrutural e morfometria do
endotélio foi feito em 2009 através da microscopia eletronica de varredura (TAMAYO-
ARANGO et al., 2009). Nesse estudo, os autores avaliaram a regido central e periférica e
observaram um padrdo regular de células poligonais, com predominio da forma hexagonal, e
com bordas celulares nitidas.

N&o houve diferenca significativa na densidade endotelial média entre as cinco regiGes
estudadas e entre olho direito e esquerdo. Em humanos, Muller e colaboradores compararam a
densidade endotelial das regides central, superior e temporal de corneas saudaveis através da
microscopia confocal e também nédo encontraram diferenca estatistica (MULLER et al., 2004).
J& Amann e colaboradores encontraram uma densidade maior nas regibes paracentral e
periférica do que na regido central atraveés da microscopia especular de ndo contato (AMANN
et al., 2003). Em suinos, foi observada uma densidade celular média significativamente maior
na periferia do que na regido central através da MEV (TAMAYO-ARANGO et al., 2009).

No presente estudo, a densidade celular média entre as regides variou entre 1831,7 e
1877,3 células/mm?, Brambatti e colaboradores (2017) encontraram valores semelhantes em
coelhos, com densidade celular média variando entre 1868 e 2307 células/mm2 (BRAMBATTI
etal., 2017). Em chinchilas, a densidade celular média obtida através da microscopia especular

em grupos de diferentes idades variou entre 2124 e 3423 células/mmz, sendo a media mais alta
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encontrada em animais com 2 a 4 meses de idade (BERCHT et al., 2015). Em coruja, Coyo e
colaboradores obtiveram valores entre 2602 e 2864 células/mmz?, também demonstrando maior
densidade celular média em animais mais jovens (COYO et al., 2018a).

Em humanos, o endotélio saudavel apresenta no minimo 60% das suas células com
formato hexagonal (CHAURASIA; VANATHI, 2021). No presente estudo, foi possivel
observar que o endotélio de suinos € constituido por uma monocamada de células poligonais,
com a predominancia de células hexagonais em todas as regides avaliadas. A hexagonalidade
encontrada na regido central foi de 53,3%, na regido superior foi de 53,8%, na regido inferior
foi de 54,4%, na regido lateral foi de 53,8%, na regido medial foi de 53,7%. Esses dados estdo
de acordo com o que foi observado por Tamayo-Arango e colaboradores que, através da MEV,
encontraram uma hexagonalidade de 61,7% na regido central e 53,2% na regido periférica
(TAMAYO-ARANGO et al., 2009). Lee e colaboradores (2014) analisaram o endotélio de
olhos de suinos e de macacos utilizando a microscopia confocal. Os autores encontraram um
percentual de células hexagonais de 54% em suinos adultos e de 74,9% em macacos, mais
préximo da espécie humana. Embora o valor tenha sido menor, os autores afirmam que um
mosaico mais heterogéneo parece ser normal em suinos (LEE et al., 2014).

Na presente pesquisa, ndo houve diferenga significativa na distribuicdo de células
hexagonais entre as cinco regides avaliadas. Utilizando a microscopia Optica e corantes vitais,
também ndo foram encontradas diferencas significativas na porcentagem de células hexagonais
de diferentes regides da cornea (CLEROT et al., 2019). Tamayo-Arango e colaboradores (2009)
observaram diferenca estatistica nas células hexagonais entre as regides central e periférica. Os
autores nao especificaram qual regido periférica foi avaliada (TAMAYO-ARANGO et al.,
2009).

Né&o foram observadas diferencas significativas entre os olhos direito e esquerdo quanto
a todos os parametros estudados. Também em suinos, 0 mesmo ja foi observado através da
MEV (TAMAYO-ARANGO et al., 2009). Em caées, utilizando a microscopia especular de
contato, ndo foram observadas diferencas entre olho direito e esquerdo (PIGATTO et al., 2008).
Isso corrobora com o que ja foi observado em outras espécies como humanos, gatos, galinhas,
chinchilas, coelhos e corujas (RAO et al., 2000; FRANZEN et al., 2010; ALBUQUERQUE et
al., 2015; BERCHT et al., 2015; BRAMBATTI et al., 2017; COYO et al., 2018a).

No presente estudo, foram utilizados apenas animais machos. Alguns autores ja
demonstraram que ndo existe diferenca significativa entre machos e fémeas (TAMAYO-
ARANGO et al., 2009; BRAMBATTI et al., 2017).
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O suino vem sendo utilizado como modelo experimental na oftalmologia pelas
semelhancas estruturais das suas células endoteliais com o homem, possibilitando que resultados
obtidos em estudos possam ser correlacionados. Essas similaridades permitem que o suino sirva
de modelo experimental em trabalhos acerca do transplante de cérnea (ZENG et al., 2001;
HARA; COOPER, 2011; FUJITA et al., 2013; LEE et al., 2014), porém sdo poucos os estudos
morfologicos e morfométricos sobre o endotélio corneano dessa espécie.

Com base nos resultados obtidos, foi possivel concluir que os valores da densidade
endotelial e da hexagonalidade da regido central do endotélio podem ser extrapolados para as
demais regides da cornea. A andlise da area central é suficiente para estimar a densidade celular
e a hexagonalidade das areas periféricas de corneas de suinos saudaveis. Os parametros obtidos

no presente estudo irdo auxiliar na avaliacdo do endotélio da cdrnea de suinos.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Com a microscopia especular de contato, foi possivel avaliar e documentar o endotélio
da cornea de suinos em diferentes regides. Os dados obtidos nesse estudo propiciaram um maior
conhecimento da morfologia endotelial e servirdo como referéncia na avaliacdo do endotélio da
cérnea de suinos. Em todas as regides estudadas, ndo foram observadas diferencas em relagéo
a densidade celular e o percentual de células hexagonais. Somente a anélise da regido central é
suficiente para a estimar a densidade celular e a hexagonalidade das células endoteliais de

corneas saudaveis de suinos.
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