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RESUMO

Baseado na caréncia de documentagdo com respeito ao endotélio da cérnea de
ovinos, a pesquisa teve como objetivo documentar o endotélio corneal de ovinos em
diferentes faixas etdrias — jovem, adulto e velho — utilizando a microscopia especular.
Logo, buscou-se investigar o efeito da idade sobre a morfologia e morfometria do
endotélio da cornea de ovinos. O endotélio corneano foi avaliado com auxilio do
microscopio especular de contato. No total, foram avaliados 18 ovinos (Ovis aires)
neste estudo. Os animais foram distribuidos em trés grupos de 6 animais cada um em
funcao da idade. O grupo I continha animais com idade de 6 meses; o grupo II, animais
com idade de 2 a 4 anos; € o grupo III continha animais de 5 a 8 anos. Para a avaliagao
do endotélio corneal foram levados em consideragao a densidade de células endoteliais
(DCE), a é4rea celular média, o polimegatismo e o pleomorfismo. Os resultados
encontrados revelaram a diminuicdo na DCE em cérneas de ovinos normais com o
avanco da idade bem como o aumento da area das células endoteliais e do
pleomorfismo. O presente trabalho mostrou que os paramtros endoteliais valiados

sofrem alteragdes decorrentes da idade.

Palavras-chave: Ovinos. Cornea. Endotélio. Microscopia Especular.



ABSTRACT

Based on the lack of information on the corneal endothelium of ovine, the
objective of this research was to evaluate the corneal endothelium of sheep in different
age groups — young, adult and old - using the specular microscope. So the aim of this
study was to investigate the effect of age on morphology and morphometry corneal
endothelium of sheep. The corneal endothelium was evaluated with the help of a contact
specular microscope. A total of 18 sheep (Ovis aires) were evaluated in this study. The
sheep mob was divided into three groups of six animals each according to age. Group |
contained animals 6 months old, group Il contained animals from 2 to 4 years old and
group Il contained animals from 5 to 8 years old. To evaluate corneal endothelium we
estimated the endothelial cell density (ECD), the average cell area, polymegathism and
pleomorphism. The results revealed on ECD decrease in corneas of normal sheep with
advancing age, as well as a corresponding increase in endothelial cell area and
pleomorphism. The present work suggests that the endothelial parameters evaluated

change with advancing age.

Key words: Sheep. Cornea. Endothelium. Specular microscopy.
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1 INTRODUCAO

A cornea dos animais domésticos € composta por camadas celulares e acelulares
de formas e fungdes distintas. As camadas sdo dispostas na seguinte ordem: epitélio
anterior da cdrnea, substancia propria da cornea + lamina limitante anterior, lamina
limitante posterior e epitélio posterior da cornea (INTERNATIONAL COMMITTE ON
VETERINARY GROSS ANATOMICAL NOMENCLATURES, 1994). Contudo, na
clinica oftalmologica veterindria, a nomenclatura comumente utilizada ¢ a que se segue:
epitélio, estroma, membrana de Descemet e endotélio (MAGRANE, 1977; SEVERIN,
1991; WHITLEY, 1991). Ja Bloogg (1990), Slatter (1992), Vestre (1996) e Pippi e
Gongalves (2009) citaram também o filme lacrimal como sendo uma camada da cornea.
Uma das principais fungdes da cornea ¢ a sua transparéncia, a qual permite a
transmissdo e refracdo da luz para a retina (SLATTER, 1992). Sdo vérias as
propriedades da cornea que contribuem para a transparéncia, entre elas podemos citar: a
organizacdo das fibras de colageno do estroma, a desmielinizacdo das fibras nervosas
sensitivas da cornea, a avascularizacdo e a deturgescéncia (STADES et al., 1999;
HERRERA, 2008; PIPPI; GONCALVES, 2009). Esta ultima propriedade ¢ de
responsabilidade do endotélio da cornea, camada a qual tem uma grande atividade
metabolica (NASSARALLA, 2000).

O endotélio corneal apresenta sua face anterior voltada para a membrana de
Descemet, enquanto, posterior, limita-se com o humor aquoso (WARING et al., 1982).
O endotélio corneal ¢ composto por uma monocamada de células poligonais, em sua
maioria, hexagonais (TUFT; COSTER, 1990). A integridade e satide dessa camada sdo
essenciais para a manutencdo da transparéncia normal da cornea. Esta camada estd em
constante atividade metabolica no transporte ativo de substancia e como barreira
impedindo a entrada de substancias. A estrutura do endotélio corneano tem sido
documentada em humanos (ABIB; BARRETO JUNIOR, 2001; LANGSTON, 2001;
NISHIDA, 2003), caes (GWIN; LERNER; WARREN, 1982; PIGATTO et al., 2006,
RODRIGUES et al., 2006), cavalos (ANDREW et al., 2001), lhamas e alpacas
(ANDRE ; WILLIS; ANDERSON, 2002), camelos (AHMED; KARCIOGLU, 1997) e
outras espécies animais (YEE; EDELHAUSER; STERN , 1987; COLLIN; COLLIN,
1998; PIGATTO et al., 2004; PIGATTO et al., 2005a, 2005b). Na maioria das espécies
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ocorre o decréscimo da densidade endotelial e modificagdes da morfologia celular com
o avanco da idade (DOUGHT, 1994; ABIB; BARRETO JUNIOR 2001).

Entre as técnicas utilizadas para analise do endotélio, encontram-se os métodos
de investigacdo clinica e os estudos in vitro (COLLIN; COLLIN, 1998; YEE;
EDELHAUSER; STERN, 1987). Clinicamente, a microscopia especular tem sido de
grande valia para visibilizar o padrdo e as alteragcdes em diferentes espécies ocasionadas
por doengas e por medicamentos, além do registro fotografico, in vivo (ABIB;
BARRETO JUNIOR, 2001; ANDREW et al, 2001; ANDREW; WILLIS;
ANDERSON, 2002, PIGATTO et al., 2003, 2005a).

Entre os principais parametros endoteliais analisados, encontram-se a contagem
celular, a area celular e a variagdo do tamanho (polimegatismo) e da forma de suas
células (pleomorfismo). Entretanto, ao se recorrer a literatura, observa-se que os estudos
relativos a morfologia endotelial de ovinos em diferentes faixas etdrias sdo ainda
desconhecidos.

Objetivou-se estudar os parametros morfoldgicos e morfométricos do endotélio
da cornea de ovinos (Ovis aires) em diferentes faixas etdrias, utilizando a microscopia

especular.
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2 OBJETIVOS

A seguir, sdo delineados os objetivos: geral e especifico.

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi avaliar o padrao morfoldgico e morfométrico das
células do endotélio corneano de ovinos (Ovis aries) em diferentes faixas etarias

utilizando microscopio especular.

2.2 Objetivo Especifico

Verificar se o endotélio segue o padrdo de outras espécies onde a densidade

celular e a morfologia, com o avanco da idade, sofrem alteragdes.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nos topicos que se seguem, sdo abordados os aspectos estruturais e funcionais

do endotélio corneano, bem como sua morfometria.

3.1 Aspectos Estruturais do Endotélio Corneano

O endotélio, originario da migragdo de células da crista neural, constitui-se na
estrutura mais posterior da cérnea (JOHNSTON et al., 1979). As células endoteliais
apresentam sua face anterior voltada para a membrana de Descemet, enquanto a
posterior limita-se com o humor aquoso (TUFT; COSTER, 1990; SLATTER, 2005).

O endotélio corneano ¢ uma monocamada, constituida, em sua maioria, por
células hexagonais, ocasionalmente, pentagonais, mas que podem apresentar quatro,
sete ou até oito lados (SVEDBERGH; BILL, 1972; RAO; LOHMAN; AQUAVELA,
1982; DOUGHTY, 1989; HERRERA, 2008). Vista de perfil, a célula endotelial ¢
achatada e seus lados, ou superficies laterais, ndo apresentam o formato de retangulo,
como seria de se esperar em um prisma hexagonal, pois suas membranas nao formam
superficies planas, mas sofrem reentrancias e saliéncias com as cé¢lulas vizinhas,
aumentando as superficies de contato entre elas (ABIB, 2000). Em razdo da alta
atividade metabolica, as células endoteliais contém numerosas mitocondrias, além de
reticulo endoplasmatico liso e rugoso abundante (SLATTER, 2005).

Em individuos da espécie humana, o percentual de células hexagonais aproxima-
se de 70% e o seu declinio ¢ indicativo de menor reserva funcional do endotélio
corneano (GLASSER et al., 1985; SCHULTZ et al., 1986; YEE et al., 1982).

Pigatto et al. (2005a) valendo-se da microscopia eletronica de varredura
encontraram um porcentual de 75% de células hexagonais no endotélio de coelhos.
Mesmo valor foi encontrado no estudo do endotélio corneano de gatos em diferentes
idades (FRANZEN et al., 2010).

Yee, Edelhauser e Stem (1987), valendo-se da microscopia especular,
compararam o endotélio corneano de vertebrados encontrando células com padrdo

hexagonal em percentuais varidveis entre 58 e 81%.
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Rao, Lohman e Aquavela (1982) identificaram a existéncia de relagdo entre o
nimero de células hexagonais e o coeficiente de variacdo da area celular. A partir da
constatacdo, sugeriram que o endotélio com maior nimero de células com seis lados
apresenta menor variagdo na area celular.

O endotélio de humanos tem uma populagdo de 400 a 500 mil células, cada uma
medindo 18 a 20 pm de largura por 4 a 6 pm de espessura. O nicleo mede 7 pm de
diametro (ABIB, 2000).

A densidade endotelial no recém nascido da espécie humana ¢ de
aproximadamente 3.500 a 4.000 células por milimetro quadrado, enquanto que, no
adulto, a densidade baixa para 1.400 a 2.500 células por milimetro quadrado (ABIB,
2000). Pigatto et al. (2005a) estudando o endotélio corneal de coelhos utilizando a
microscopia eletronica de varredura achou uma densidade média de 5747 + 238 células
por milimetro quadrado. J4, os mesmos autores, em 2006, valendo-se da microscopia
especular, encontraram, para a espécie canina uma densidade celular média de 2555 +
240 células por milimetro quadrado (PIGATTO et al., 2006).

Estudos que se valeram da microscopia eletronica de varredura demonstraram
que, com excecdo das bordas celulares, dos cilios e das microvilosidades, a superficie
posterior do endotélio ¢ plana, e que as bordas celulares apresentam interdigitagdes
(SVEDBERGH; BILL, 1972; YAMASAKI; INQUE, 2001).

A membrana basal do endotélio encontra-se aderida a membrana de Descemet,
mas nao se verificam hemidesmossomas, complexos juncionais tipicos da associacao da
membrana celular com a lamina basal (BINDER; BINDER, 1957; TUFT; COSTER,
1990). A auséncia dessas estruturas permite que as células endoteliais sejam facilmente
separadas da membrana de Descemet, principalmente no curso de intervencoes
cirirgicas intra-oculares (WARING et.al., 1982). A membrana celular posterior tem
cerca de 20 a 30 microvilosidades, por células, em humanos € medem 0,1 a 0,2 um de
largura por 0,5 a 0,6 um de altura que se projetam cerca de 0,5 um para camara anterior
(SVEDBERGH; BILL, 1972; TUFT; COSTER, 1990; ABIB, 2000). Doughty, Miiller,
Zaman (2000), valendo-se da microscopia eletronica de varredura estimaram densidade
média de 63 microvilosidades para cada célula do endotélio corneano de coelhos.

A presenca de vesiculas pinociticas abertas que fazem faces para a membrana
de Descemet e sdo encontradas nas superficies internas das membranas laterais e
posteriores. Essas contém substancias que serdo usadas pela célula do estroma da cornea

e adjacéncias; destacam-se da membrana, atravessam o citoplasma e liberam o seu
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conteudo no espaco entre as células endoteliais, anteriormente a zonulas occludens ou
na regido da membrana de Descemet (ABIB, 2000). As aberturas das vesiculas
pinociticas, cujo diametro médio ¢ de 0,1 um, encontradas sobre a superficie de cada
célula endotelial indicam haver pinocitose (TUFT; COSTER, 1990).

Entre as membranas laterais, encontramos complexos juncionais designados por
zonula occludens, macula occludens e macula adherens, as quais sdo responsaveis pela
aderéncia de uma célula a outra. A zonula occludens une as células no ter¢o posterior,
mais freqlientemente proximo a camara anterior. A macula occludens e a macula
adherens sao raridades, ocorrendo nos tergos anteriores das membranas laterais (ABIB,
2000).

No citoplasma das células endoteliais encontram-se granulos de pigmentos
derivados provavelmente da melanina fagocitada do estroma da iris ou de células ou do
epitélio pigmentar, fagocitados do humor aquoso, e lisossomas ocasionais (TUFT;
COSTER, 1990; ABIB, 2000).

Cilios centralizados e dirigidos a camara anterior t€ém sido, ocasionalmente,
encontrados nas células endoteliais (SVEDBERGH; BILL, 1972; GALLAGHER, 1980;
DOUGHTY, 1998; COLLIN; COLLIN, 1998, 2000; ABIB, 2000; PIGATTO, 2004).

O nucleo ¢ achatado e oval. O espacamento entre os nucleos € regular através da
cornea, tornando-se mais irregular com a idade (ABIB, 2000).

O bom desempenho da funcdo endotelial depende da densidade celular, sendo
prejudicado quando atinge o limiar de 400 a 700 células por milimetro quadrado, com o
aparecimento de edema do estroma e do epitélio da cérnea (ABIB, 2000). Quando
ocorre perda endotelial, as células adjacentes tentam suprimir o déficit se multiplicando
(mitoses) ou se expandindo. Ocorrem mitoses em células endoteliais jovens, sendo
extremamente rara nos adultos (ABIB, 2000).

Na maioria das espécies, individuos jovens exibem homogeneidade quanto ao
tamanho e forma das células endoteliais (COLLIN; COLLIN, 1998; DOUGHTY, 1989;
TUFT; COSTER, 1990; YEE; EDELHAUSER; STERN, 1987).

Quando ocorre perda celular, as células sobreviventes preenchem as lacunas
resultantes aumentando de tamanho (polimegatismo), perdendo sua regularidade em

tamanho (polimegetismo) e forma (polimorfismo) (ABIB, 2000).
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3.2 Aspectos Funcionais do Endotélio Corneano

A cornea ¢ um tecido altamente diferenciado que permite refragdo e transmissao
da luz. Para tanto, ¢ necessario que sua integridade e transparéncia sejam mantidas.
Entre os fatores responsaveis pela manuten¢do da espessura e da transparéncia corneal
podemos citar: auséncia de vasos sanguineos ¢ de pigmentos, inervacdo superficial
amielinizada, bem como a organizac¢ao e o funcionamento regular das células epiteliais e
endoteliais (ZAUBERMAN; SACHS, 1971; MISHIMA, 1982; WARING et al., 1982;
DOUGHTY, 1989).

As caracteristicas histologicas do endotélio, com grande numero de
mitocOndrias, apontam para um mecanismo ativo de transporte de ions através das
células (TUFT; COSTER, 1990; BOTEON, 2000). Um sistema regulador equilibra a
quantidade de liquido internamente ao estroma corneal. Enzimas na parede lateral da
membrana plasmatica induzem a movimentacdo de ions de bicarbonato, sodio e
potassio, gerando gradiente osmotico que mobiliza liquido do estroma (MISHIMA,
1982). Os complexos juncionais, que interligam as células endoteliais, atuam como
barreira a entrada de pequenas moléculas da camara anterior para o espago intracelular
(WARING et al., 1982; TUFT; COSTER, 1990; ABIB, 2000). Estas liga¢des sao
dependentes de calcio e fundamentais para a manutencdo da fun¢do de barreira do
endotélio (ABIB, 2000).

O equilibrio osmético da cornea se produz pela diferenca na concentragdo de
eletrolitos em cada uma de suas camadas. As células epiteliais e endoteliais bombeiam
ions sodio para lagrima e humor aquoso, respectivamente, mas como a concentracao
destes ions ¢ maior nestes liquidos que no estroma, os ions voltam ao estroma, havendo
entdo o equilibrio osmotico. Este fendmeno se deve a integridade das membranas
celulares limitrofes, especialmente ao endotélio, e a existéncia de um metabolismo ativo,
fato este comprovados pela maior concentracdo de enzimas como fosfatase, amilase,
colagenase, ATPase e outras (ABIB, 2000).

O citoplasma das células endoteliais ¢ rico em mitocOndrias, que contém
enzimas oxidativas envolvidas na producdo de energia. Apresentam, também, grande
numero de reticulos endoplasmaticos lisos e rugosos, além de ribossomos e complexo
de golgi bem desenvolvidos. A presenca destas estruturas evidencia a grande atividade

metabolica do endotélio (ABIB, 2000).
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A permeabilidade do epitélio e do endotélio estd associado a substancias
lipossoluveis enquanto o estroma, hidrossoluveis (ABIB, 2000).

Na maioria das espécies ocorre um decréscimo fisiologico na densidade
endotelial em fun¢dao da idade (FITCH; NADAKAVUKAREN; RICHARDS, 1982;
GWIN; LERNER; WARREN, 1982; BAHN et al., 1986; BAROODY et al., 1987,
RODRIGUES, 1999; MULLER; DOUGHTY; WRIGHT, 2000; ABIB; BARRETO
JUNIOR, 2001; ANDREW et al., 2001). No primeiro ano de vida os individuos da
espécie humana apresentam um declinio acentuado na densidade endotelial
influenciado, principalmente pelo crescimento do didmetro da cérnea (BAHN et al.,
1986; SPEEDWELL et al., 1988).

Murphy, Alvarado e Juster (1984) verificaram que, decorridos os primeiros vinte
anos de idade, a densidade endotelial em coérneas higidas de individuos da espécie
humana diminui gradativamente a uma taxa de 0,5% ao ano (BOURNE et al., 1994;
DICK et al., 1996).

Além do declinio da densidade endotelial decorrente da idade, as fungdes do
endotélio podem ser alteradas por inimeros fatores, incluindo diabetes mellitus, trauma
ou inflamacdo intraocular e perfusdo da camara anterior com substancias livres de célcio
ou pH incompativel entre outros (WARING et al., 1982; DOUGHTY, 1989; TUFT;
COSTER, 1990; PILLAI et al., 2000).

Estudos que avaliaram a capacidade regenerativa das células endoteliais de
individuos adultos nas espécies humana e felina demonstraram que a reparagdao do
endotélio corneano ocorre por hipertrofia e migracdo de células remanescentes
(HOFFER, 1979; TREFFERS, 1982; LAING et al., 1983; LANDSHMAN et al., 1988;
HUANG; NELSON; BOURNE, 1989; BOURNE et al., 1994). Embora, nessas espécies
verifique-se alguma atividade mitdtica em individuos jovens, ela ¢ insuficiente para
substituir as células que foram lesadas, e a reparacdo ocorre sempre associada a
hipertrofia e a migracdo de células remanescentes (LAING, 1983; LAING, 1984;
BAHN et al., 1986; LANDSHMAN; SOLOMON; BELKIN, 1989).

Reconhece-se que, além da hipertrofia e da migragdo celular, a reparagao
endotelial em coelhos demanda intensa mitose celular (OLSEN; DAVANGER, 1984;
MATSUDA et al., 1985; ICHIJIMA et al., 1993; WATSKY, 1995).

As investiga¢des quanto a capacidade regenerativa do endotélio corneano de
cdes sdo parcas e controversas. Gwin, Lerner e Warren (1982) notificaram que a

reparagao endotelial nessa espécie decorre da hipertrofia das células remanescente e



21

que, em funcdo da idade, ocorrem alteracdes na forma das células com grande
contingente de células com tamanho aumentado e com a forma hexagonal alterada.

Befanis, Peiffer ¢ Brown (1981), ao produzirem, por congelamento, a destruigao
de 90% do contingente celular endotelial de cdes verificaram que, decorridas seis
semanas as areas destruidas estavam recobertas por células endoteliais, das observagoes,
os autores concluiram que a reparagdo endotelial ocorreu por divisdo mitdtica e
hipertrofia das células remanescentes.

Em 1951, Maurice mostrou que a remog¢ao do epitélio leva a um aumento de
200% na espessura da cornea, a uma velocidade de 0,5% de aumento por minuto,
enquanto que a remog¢ao do endotélio leva a um aumento de 500%, a uma velocidade de
2% por minuto (ABIB, 2000).

Sabe-se que a atividade mitdtica das células endoteliais humana ¢ mais intensa
em individuos jovens comparativamente aos idosos (TUFT; COSTER, 1990, LAING,
1984). Hoffer e Phillippi (1978) observaram que o estimulo a partir do qual se inicia a
reparagao endotelial decorre da perda do contato entre as células.

Durante a fase inicial do processo de reparagdo, ocorre hipertrofia de células
residuais adjacentes, resultando em aumento do seu tamanho e diminui¢dao da densidade
endotelial (MISHIMA, 1982). Adjutoriamente as alteragdes associadas a contagem
celular ocorre também o declinio do nimero de células endoteliais com formato
hexagonal (LAING; SANDSTROM; LEIBOWITZ, 1979; RAO; LOHMAN;
AQUAVELA, 1982; MATSUDA et al., 1985). Apds o recobrimento da area lesada, ha
a reorganiza¢do da camada celular que reassume o seu aspecto usual de mosaico
endotelial (YEE et al., 1982). Doughman et al. (1976) mostraram que pode haver
mitose no endotélio de individuos com menos de 20 anos de idade. Neste caso, a célula
endotelial adquire a forma de fibroblasto at¢ que a membrana de Descemet seja
totalmente recoberta. S6 entdo adquire a conformacdo de célula endotelial. Durante o
processo de cicatrizagdo do endotélio, a cornea fica espessada imediatamente acima da
area lesada, o que demonstra perda temporaria das fungdes de barreira ¢ bomba do
endotélio (ABIB, 2000).

O tempo necessario para a restauracdo morfofuncional do endotélio corneano ¢
variavel. Além das caracteristicas especificas relacionadas a cada espécie, ele ¢
dependente, principalmente, da extensao e da causa da perda celular (MATSUDA et al.,

1985; YEE et al., 1982).
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3.3 Morfometria do Endotélio Corneano

Inimeras técnicas tém sido empregadas com o proposito de se avaliar a
morfometria do endotélio da cornea de diferentes espécies, incluindo os métodos de
investigacdo clinica e os estudos in vitro (COLLIN; COLLIN, 1998; YEE;
EDELHAUSER; STERN, 1987).

A microscopia especular, desenvolvida por Maurice em 1968, permitiu a
avaliagdo das células endoteliais in vivo, sem que elas fossem lesadas. Laing, Sandstrom
e Leibowitz (1975), com modificagdes no microscopio especular, obtiveram, além dos
resultados de exames in vivo, o registro fotografico das células endoteliais.

A microscopia especular tem sido amplamente empregada na avaliagdo pré e
pos-operatoria do endotélio de individuos que passardo ou passaram por procedimentos
cirrgicos no segmento anterior do bulbo do olho (LAING; SANDSTROM;
LEIBOWITZ, 1979; DOUGHTY, 1989; DICK et al., 1996). Outrossim, ela vem sendo
utilizada na avaliagdo dos efeitos de farmacos aplicados internamente ao olho e na
avaliagdo de meios de preservagdo de corneas (DOUGHTY; MULLER; ZAMAN,
2000; ALVES, 2001).

O microscopio especular permitiu ainda, a contagem de células endoteliais em
espécies diversas, tais como a canina, a felina, a equina, a leporina, e outras (ANDREW
et al., 2001, ANDREW; WILLIS; ANDERSON, 2002; GWIN; LERNER; WARREN
1982; MORITA, 1995; MORITA; SHIMOMURA; SAKUMA, 1994; PEIFFER;
DEVANZO; COHEN, 1981; STAPLETON; PEIFFER, 1979; YEE; EDELHAUSER;
STERN, 1987; PIGATTO et al., 2006; FRANZEN et al., 2010).

Nao obstante os avancos e a ampla utilizagdo da microscopia especular
mostram-se limitagdes. Ichijima et al. (1993) relataram que alguns detalhes da migragado
celular, apds trauma intracamerular, podem ser de dificil visualizagdo ao microscopio
especular. Watsky (1995) e Canavagh et al. (2000) alertaram sobre a dificuldade na
obtencdo de boas imagens em corneas que passaram por trauma endotelial recente.
Oliveira, Motta e Muccioli (2009) salientaram que a aplicabilidade clinica da
microscopia especular em pacientes com uveites pode ser util na avaliagdo endotelial na
presenga de precipitados ceraticos, entretanto ndo podemos descartar as limitagdes em

alguns casos em que a reflexdo especular se torna impossivel.
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Com o advento da microscopia confocal tem se conseguido realizar, além da
morfometria endotelial, estudos in vivo de todas as camadas da coérnea com excelente
resolucdo de imagem (CANAVAGH et al., 2000; JALBERT et al., 2003; KLAIS;
BUHREN; KOHNEM, 2003).

Klais, Biihren e Kohnem (2003) ao compararem contagens de células endoteliais
em individuos da espécie humana a microscopia especular e a confocal concluiram que,
relativamente a densidade endotelial as técnicas apresentaram valores equivalentes.

Dentre os métodos de estudo in vitro utilizados para analise morfométrica
destacam-se a coloragdo vital e a microscopia eletronica de varredura. Sperling (1977)
descreveu a técnica de coloragdo vital do endotélio corneano com azul de tripan e
vermelho de alizarina. A combinagdo dos corantes permitiu observar bordas celulares,
nucleo das células e areas com auséncia de células endoteliais.

Ruiz, Medrano e Ali6 (1991), valendo-se também dos corantes vitais e da
microscopia Optica na avaliagdo do endotélio corneano, informaram tratar-se de técnica
de facil execugao e baixo custo.

Geroski e Edelhauser (1989) compararam a técnica de coloracdao vital com a
microscopia especular ao analisarem, a morfometria, o endotélio corneano de individuos
das espécies humana e leporina. Os autores observaram que os corantes suscitavam
retracdo celular em até 14% da area celular, mas que, a despeito da retragdo tecidual, o
percentual de células hexagonais permanecia inalterado. Mesmo com as significativas
alteragdes quanto a contagem celular, o método mantém-se util para a morfometria
endotelial (WERNER et al., 1998; ANDREW et al., 1999; CANALS et al., 1999;
EGGELING et al., 2000).

A microscopia eletronica de varredura tem se mostrado de grande valia para o
estudo quanto a toxicidade de drogas intracamerulares (ALP et al., 2000; ALVES,
2001; EGGELING et al., 2000; HOLLEY et al., 2002; KADONOSONO et al., 1998;
ARNDT; REESE; KOSTLIN, 2001) e em investiga¢des da ultra-estrutura do endotélio
de diferentes espécies (SVEDBERGH; BILL, 1972; DOUGHTY, 1989; COLLIN;
COLLIN, 1998, 2000; CANALS et al., 1999; RODRIGUES, 1999; PIGATTO, 2004;
PIGATTO et al., 2005a, 2005b, 2009). Régis Pacheco (1997) empregou a microscopia
eletronica de varredura na avaliacdo da densidade endotelial de corneas transplantadas.

Reconhece-se que as etapas de preparo de corneas para estudos ultra estruturais
induzem a graus variaveis de retragdo celular. Binder, Akers e Zavala (1979), valendo-

se da microscopia eletronica de varredura, encontraram densidade celular endotelial
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significativamente maior quando comparada a microscopia especular. Schutten e Van
Horn (1980) determinaram a densidade endotelial da coérnea de coelhos antes e apds o
seu preparo para estudos a microscopia eletronica de varredura, verificando 29,7% de
retracdo tecidual. Virtanen et al. (1984) compararam diferentes solu¢des fixadoras,
empregadas no preparo de cdrneas de coelhos. Os autores concluiram que o
glutaraldeido a 1,25% ou a 2,5% era a solucdo que suscitava menor retracao.

Doughty, Bergmanson e Blocker (1997) relataram ndo haver diferenga
significativa quanto a retracdo celular entre as regides central e periférica da cornea de
coelhos apos o seu preparo para estudos a microscopia eletronica de varredura.

A andlise da superficie posterior da cornea, valendo-se da microscopia
eletronica, possibilita a visibilizacdo e a quantificagdo de detalhes da ultra-estrutura
endotelial (DOUGHTY, 1998; ANDREW et al., 1999; COLLIN; COLLIN, 1998, 2000;
GALLAGHER, 1980; SCHULTZ et al., 1986; SVEDBERGH; BILL, 1972;
YAMASAKI; INOUE, 2001; PIGATTO, 2004).

A avaliacdo do endotélio corneal esta embasada principalmente na estimativa da
densidade celular, na variacdo do tamanho (polimegatismo) e da forma (polimorfismo)
de suas células, e na presenca de estruturas depositadas em sua superficie (DOUGHTY,
1989; ABIB; GUIMARAES, 2000).

Stapleton e Peiffer (1979), empregando a microscopia especular no estudo do
endotélio corneano em cdes clinicamente normais, com idades variando entre 1 e 3
anos, encontraram densidade celular média de 2.816 células/mm?®. Gwin, Lerner e
Warren (1982), valendo-se da mesma técnica em cdes com idade entre 4 meses e 11
anos registraram valores entre 2.100 e 2500 células/mm’. Pigatto et al. (2006),
utilizando a microscopia especular estudaram vinte olhos de cdes com seis anos de
idades, machos e fémeas, e encontraram a densidade média de 2.555 + 240 células/mmz,
com uma area celular de 395 + 36 ;,Lmz, valor confirmado por Collin e Collin (1998), o
qual acharam no seu estudo comparativo do endotélio de vertebrados um valor de 2545
células/mm?’ ratificado por Yee, Edelhauser e Stern (1987).

Rodrigues (1999), utilizando a microscopia eletronica de varredura na avaliagdo
do endotélio corneano de caes com diferentes idades, encontrou valores compreendidos
entre 3.666 ¢ 17.122 células/mm’.

Collin e Collin (2000) ao estudar o endotélio do Blowfish (Torquigener

pleurograma) valendo-se da microscopia eletronica de varredura encontraram uma
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densidade média de 6.486 + 1,194 células/mm?, com uma éarea celular média de 154
pm?®.

Pigatto et al. (2005a) valendo-se do microscopio eletronico de varredura na
avaliacao do endotélio corneano de coeclhos com trés meses de idade da raca Nova
Zelandia Branco, encontraram valor da densidade celular de 5.747 + 238 células/mm?,
com a presenca de células hexagonais (75%), pentagonais (14%) e heptagonais (11%).

Sobre a densidade de corneas higidas, ndo se encontraram diferencas
significativas entre os olhos direito e esquerdo de um mesmo animal (MORITA;
SHIMOMURA; SAKUMA, 1994; MORITA, 1995; RODRIGUES, 1999; ANDREW et
al.,2001; PIGATTO et al., 2005a).

Brandao et al. (2006) valendo-se do microscopio especular de nao-contato
avaliaram a densidade celular média de ovinos da raga Ille de France, de um ano de
idade, obtendo uma densidade de 2726 células/mm?.

Pigatto et al. (2004) utilizando a microscopia eletronica de varredura avaliaram
vinte e quatro olhos higidos do Jacar¢ do Pantanal (Yacare caiman), de 3 anos de idade,
onde encontraram uma densidade celular média de 3.704 + 324 células/mm?, sendo uma
area celular média de 270 + 24 um2, com células hexagonais (78%), tetragonais (2%),
pentagonais (13,2%), heptagonais (5,8%) e octagonais (1%) com um coeficiente de
variagao de 0,22.

Andrew, Willis e Anderson (2002), observaram uma densidade média em
lhamas de 2669 células/mm?. J4 em cavalos (ANDREW et al., 2001), o valor descrito é
de 3155 células/mm?, enquanto que em cies (GWIN; LERNER; WARREN, 1982) ¢
alpacas (ANDREW; WILLIS; ANDERSON, 2002), entre 2300 a 2500 células/mm?.
Nos humanos adultos (BOVELLE et al., 1999), a média ¢ de 3000 células/mm”.

Estudos realizados em individuos da espécie humana, comparando os valores da
contagem celular em diferentes regides do endotélio, verificaram que a densidade
celular em corneas higidas distribui-se uniformemente nas regides corneanas superior,
central e inferior (BLACKWELL; GRAVENSTEIN; KAUFMAN, 1977; HOFFER,
1979; BAHN et al., 1986). Gwin, Lerner ¢ Warren (1982) e Rodrigues (1999)
mostraram nao haver diferengas significativas quanto a densidade celular entre regides
central e periférica do endotélio corneano de caes. Por outro lado, Yanni ef al. (2003)
em seu estudo utilizando endotélio da cornea de ratos observaram uma variagdo na
densidade do endotélio da regido central para periferia salientando que essa espécie nao

deveria ser utilizada como modelo experimental para espécie humana devido a nao
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seguir o mesmo padrao, os valores encontrados foram 2.715 = 84 ¢ 2.426 + 199 células/
mm? para regido central e periférica, respectivamente.

Além das alteragdes decorrentes da idade, o endotélio corneano pode sofrer
diminuicdo da densidade e variacdo no formato de suas células por acdo de agentes
quimicos e fisicos e por traumas, principalmente os que incidem sobre o segmento
anterior do bulbo do globo ocular.

Collin e Collin (1998) apresentaram no seu estudo comparativo o decréscimo da
densidade endotelial humana ao longo dos anos de vida, apresentando um valor médio
de 4.450 células/mm” aos 3 anos de vida e decrescendo para 2.716 + 320 células/mm®
(40 anos) culminando aos 89 anos com uma densidade média de 2.316 £ 154

células/mm?>.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito da idade sobre a morfologia e
morfometria do endotélio da cornea de ovinos. O endotélio corneano foi estudado com
auxilio do microscopio especular de contato. Um total de 18 ovelhas (Ovis aires) foram
avaliados neste estudo. Os animais foram distribuidos em trés grupos de 6 animais cada
um em funcdo da idade. O grupo I continha animais com idade de 6 meses, o grupo II
animais com idade de 2 a 4 anos e o grupo III com animais de 5 a 8 anos. Para a
avaliacdo do endotélio corneal foram levados em consideracao a densidade de células
endoteliais (DCE), a area celular média, o polimegatismo e o pleomorfismo. Os
resultados encontrados revelaram a diminuicdo na DCE em corneas de ovinos normais
com o avango da idade bem como o aumento da area das células endoteliais e do
polimorfismo. O presente trabalho sugere que os parametros endoteliais da cornea de

ovinos avaliados mudam com o avanco da idade.

Palavras-chave: ovinos, cornea, endotélio, microscopia especular.

ABSTRACT

The purpose of this study was to investigate the effect of age on endothelial
morphology and morphometry in ovine. The corneal endothelium was studied using a
contact specular microscope. A total of 18 sheep (Ovis aires) were evaluated in this
study. The subjects were divided into three groups of six animals each according to age:
group I with animals 6 months old, group Il with animals from 2 to 4 years old and
group III with animals from 5 to 8 years old. To evaluate corneal endothelium it was
taken into consideration the examination present data as endothelial cell density
(ECD), the average cell area, polymegathism and pleomorphism. The results revealed
ECD decrease in corneas of normal sheep with advancing age, as well as a
corresponding increase in endothelial cell area and pleomorphism. The present work

suggests that the endothelial parameters evaluated in ovine change with advancing age.

Key words: sheep, cornea, endothelium, specular microscopy.
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INTRODUCAO

O endotélio, originario da migragdo de células da crista neural, constitui-se na
estrutura mais posterior da cornea.”’ As células endoteliais apresentam sua face anterior
voltada para a membrana de Descemet, enquanto a posterior limita-se com o humor
aquoso.(2'3)

O endotélio corneano ¢ uma monocamada, constituida, em sua maioria, por
células hexagonais, ocasionalmente, pentagonais, mas que podem apresentar quatro,
sete ou até oito lados.*”” As alteracdes nas dimensdes das células endoteliais ocorrem
com o avangar da idade, medicamentos, produtos quimicos ou procedimentos cirirgicos
no segmento anterior.® Além disso, as alteragdes morfoldgicas no endotélio da cornea
associada com a perda de células podem ocorrer perante varias condic¢des, incluindo
uveites, distrofias corneanas, ceratocone, glaucoma e trauma ocular contuso.®®

Na maioria das espécies, quando ha perda das células endoteliais de determinado
local da cornea, as cé€lulas adjacentes comecaram um processo altamente especifico
onde se ampliam e difundem-se com objetivo de cobrir a lesdo a fim de estabelecer a
integridade corneana, com esse processo a densidade celular diminuira.”” ' Inimeras
técnicas tém sido empregadas com o proposito de se avaliar a morfometria do endotélio
da cornea de diferentes espécies, incluindo os métodos de investigagdo clinica e os
estudos in vitro.'""™V A microscopia especular, atualmente, ¢ a técnica diagnodstica mais
utilizada para avaliacdo qualitativa e quantitativa do endotélio corneal e tem sido
amplamente empregada na avaliacdo pré e pods-operatoria do endotélio de individuos
que passardo ou passaram por procedimentos cirurgicos no segmento anterior do bulbo
do olho.* ¥ Clinicamente, a microscopia especular tem sido de grande valia para
vizibilizar o padrdo e as alteracdes em diferentes espécies ocasionadas por doengas e

(15-19)

por medicamentos, além do registro fotografico, in vivo. . Entre os principais

parametros endoteliais analisados, encontram-se a contagem celular e a variacdo do
tamanho (polimegatismo) e da forma de suas células (pleomorfismo).
A estrutura do endotélio corneano tem sido documentada em humanos, cées,
. = .. (8,10-11,15-30)
gatos, suinos, cavalos, lhamas e alpacas, camelos e outras espécies animais.
Entretanto, ao se recorrer a literatura, observa-se que os estudos relativos a
morfologia endotelial de ovinos em diferentes faixas etarias sdo inexistentes, sabendo-se

(30)

somente de um breve relato. No presente trabalho, objetivou-se estudar os
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parametros morfologicos e morfométricos do endotélio da cornea de ovinos (Ovis aires)

em diferentes faixas etérias, utilizando a microscopia especular.

MATERIAIS E METODOS

Empregaram-se 18 ovinos (Ovis aires), clinicamente sadios, da raca Texel,
criados em campo nativo no municipio de Mostardas/RS, fémeas, divididos em trés
grupos com 6 animais cada, designados de acordo com a idade: o G I era composto de
seis animais com idade de 6 meses, o G II era composto de 6 animais com idade entre
dois e quatro anos e o G III era composto de 6 animais com idade entre 5 a 8 anos. A
pesquisa foi conduzida obedecendo-se aos critérios da Association for Research in
Vision and Ophthalmology (ARVO).

Conduziram-se avaliagdes clinicas e laboratoriais (hemograma e contagem de
plaquetas), previamente a sele¢do dos animais, como critério de inclusao.

O exame oftalmico incluiu avaliacao dos reflexos pupilares, teste da lagrima de
Schirmer®, biomicroscopia com ldmpada de fenda’, tonometria de rebote®, prova da
fluoresceina’ e oftalmoscopia direta'’.

No inicio do experimento, os animais selecionados foram desverminados com
2ml/10 kg de albendazol'', por via oral.

Os animais foram eutanasiados, conforme recomenda a lei pelo abate
humanitario com dardo cativo, os bulbos oculares foram enucleados e mantidos em
camara umida até o exame de microscopia especular. O exame de microscopia
especular foi realizado até seis horas post mortem. Apds a remogao da camara imida
(FILATOV), os bulbos oculares foram fixados em um suporte adaptado ao microscopio
especular BIO-OPTICS LSM-2100C. Posicionou-se a lente objetiva do microscopio
sobre a regido central da cérnea para o registro fotografico do endotélio. De cada
amostra foram capturadas trés imagens nitidas. As imagens foram magnificadas em 200
vezes. De cada imagem foram analisadas pelo menos 100 células endoteliais. Para as
analises morfométrica e morfologica utilizou-se o software Bambi Plus 2000° e Cells

Analyzer®. O programa forneceu os dados de densidade endotelial, area celular média,

% Teste da Lagrima de Schirmer, Ophthalmos Ind. Com. Produtos Farmacéuticos Ltda.
7 Portable Slit Lamp SL — 15, Kowa Company.

8 TonoVet® - Tiolat, Finland.

? Fluoresceina strips, Ophthalmos Ind. Com. Produtos Farmacéuticos Ltda.

' Welch Allyn®, WA 11720.

" Farmazole ovinos 1,9% oral. Fagra S/A, Sao Paulo, SP.
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pleomorfismo e polimegatismo. Todas as medidas e andlises foram realizadas pelo
mesmo investigador.

A andlise estatistica foi realizada através da andlise de variancia (ANOVA) e
teste de Tukey com significancia de p<0,05, para compara¢do das médias dos
parametros analisados entre os grupos.

Este trabalho foi aprovado pelo comité de ética da Universidade federal do Rio
Grande do Sul.

RESULTADOS

As imagens obtidas neste trabalho foram capturadas a partir do microscopio
especular. Nenhum dos olhos submetidos a avaliagdo foram excluidos. A analise
especular demonstrou que o endotélio da coérnea de ovinos foi continuo e sem
anormalidades detectaveis em todos os olhos examinados. O endotélio corneano de
ovinos, a microscopia especular, caracterizou-se por uma monocamada de células

poligonais uniformes em tamanho e forma (Fig. 1).

L
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Fig. 1. Imagem de microscopia especular do endotélio da

cérnea de um ovino com seis meses de idade apresentando uma
densidade celular de 3729,17 células/mm?>.

A densidade endotelial média para o olho direito de ovinos foi de 2951,56 +
623,90 células/mmz, variando de 2197 a 4044 células/mm? para o olho direito e de
2887,50 + 586,57 células/mm?> para o olho esquerdo, variando de 2223 a 3951

células/mm? com os respectivos desvios padrdes (Tab. 1).
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Tab. 1. Valores médios da densidade celular (células/mm?) e desvio padrio de células
endoteliais da regido central da cornea de ovinos nas diferentes faixas etdrias avaliados
através da microscopia especular, Mostardas, RS, 2010.

Densidade endotelial — central Densidade endotelial — central

olho direito olho esquerdo

Média Média
Grupos
I 3729,17 + 211,87 3632,33 + 206,97
i 2648,83 + 339,00 2644,50 + 254,18"
i 2476,67 + 239,63° 2385,67 + 153,58"
Média Geral 2951,56 + 623,90 2887,50 + 586,57

"Cada grupo com seis animais (Grupo 1, seis meses de idade; Grupo 2, dois a quatro anos de idade; Grupo
3, cinco a oito anos de idade)
Médias seguidas de pelo menos uma letra igual indicam diferencas ndo significativas (p>0,05)

No grupo I, obteve-se uma densidade endotelial média de 3729,17 + 211,87
células/mm? para o olho direito, variando de 3527 a 4044 células/mm’ e de 3632,33 +
206,97 células/mm” para o olho esquerdo, variando de 3341 a 3951 células/mm’.
Assim, os valores para o grupo II, para o olho direito, a densidade endotelial média foi
de 2648.,83 + 339,00 células/mm? variando de 2324 a 3132 células/mm?> e, para o
esquerdo foi de 2644,50 + 254,18 células/mmz, variando de 2273 a 2882 células/mm®

(Fig. 2).

Fig. 2. Imagem de microscopia especular do endotélio da
cornea de um ovino com trés anos de idade apresentando uma
densidade celular de 2644,50 células/mm?.
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No grupo III, a densidade endotelial média foi de, para o olho direito e
esquerdo respectivamente, 2476,67 + 239,63 cells/mm? e 2385,67 £ 153,58 células/mm?
(Tab. 1), com variagdes de 2197 a 2922 células/mm? e 2223 a 2676 células/mm?,

respectivamente, no olho direito e esquerdo (Fig. 3).

Fig. 3. Imagem de microscopia especular do endotélio da
cornea de um ovino com seis anos de idade apresentando uma
densidade celular de 2476,67 + 239,63 células/mm®.

Houve diferenca estatisticamente significante em relagdo a média da densidade
celular do G I para o G II (p<0,001) quando comparados os mesmos olhos direito e
esquerdo com o mesmo valor de p, o mesmo sucedeu-se quando comparamos o G I com
o G III, onde encontramos diferenca estatisticamente significante quando comparados
os mesmos olhos direito e esquerdo (p< 0,001). No entanto, quando comparados os
valores do G Il com o G III no ambito da densidade celular notou-se ndo haver
diferenga estatisticamente significantes obtendo p=0,524 para comparagdo entre os
olhos direito de ambos os grupos e p= 0,114 quando comparados olhos esquerdos entre
si. Nao houve diferenca estatisticamente significativa quando comparamos o olho
direito e esquerdo do G I (p=0,233), G II (p=0,972) e G III (p=0,138).

A area celular média (ACM) para o olho direito foi de 352,78 + 70,00 um? e de
359,47 + 68,20 ;,Lm2 para o olho esquerdo, variando de 247,33 a 455,33 pmz para o olho
direito e de 253,32 a 450 pm? para o olho esquerdo. A 4rea celular média do grupo I
para o olho direito foi de 269,00 + 14,87 umz para o olho direito, variando de 247,33 a
284pm? e de 276,11 + 15,61 pm? para o olho esquerdo, variando de 253,32 a 299,33 pm?

(Tab. 2). Nota-se que com o avango da idade, a area celular média tem uma tendéncia a
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aumentar o que sucede com o outro grupo. No grupo II obteve-se uma ACM de 382,50
+ 45,98 um” para o olho direito e de 381,24 + 38,14 um” para o olho esquerdo, com as
respectivas variagdes para o olho direito e esquerdo de 319,33 a 430,33 um?” e de 348,68
a 440 um?, respectivamente. No ultimo grupo, tem-se 406,83 + 36,57 um” de ACM para
o olho direito e de 421,05 + 25,61 pm? para o olho esquerdo (Tab. 2), variando de
342,33 a 45533 um® e de 373,67 a 450 um’ para o olho direito e esquerdo,
respectivamente. Os valores de significancia foram efetivos para o olho direito quando
comparamos 0 G I com o G II (p<0,001) e G I com o G III (p<0,001). Quando
analisamos o G Il com o G III, observa-se nao haver diferenga estatisticamente
significante (p=0,469). No olho esquerdo obteve diferenca estatisticamente significante
quando comparamos 0 G [ com o G II (p<0,001) e 0 G I com o G III (p<0,001). No
entanto, ndo houve diferenca estatisticamente significante na compara¢do do G II com o
G I (p=0,064). Ao comparar a ACM do mesmo grupo entre os olhos direito e esquerdo
nao houve diferenga estatisticamente significante, ficando os valores de p para o grupo

I, grupo II e grupo III, respectivamente, de p=0,239, p=0,944 e p=0,155.

Tab. 2. Valores médios da 4rea celular (um?®) e desvio padrio de células endoteliais da
regido central da cornea de ovinos nas diferentes faixas etarias avaliados através da
microscopia especular, Mostardas, RS, 2010.

Area celular — central Area celular — central

olho direito olho esquerdo

Média Média
Grupos
I 269,00 + 14,87 276,11 +15,61°
i 382,50 +45,98" 381,24 +38,14°
ur 406,83 + 36,57 421,05 +25,61°
Média Geral 352,78 + 70,00 359,47 + 68,20

* Cada grupo com seis animais (Grupo 1, seis meses de idade; Grupo 2, dois a quatro anos de idade;
Grupo 3, cinco a oito anos de idade)
Meédias seguidas de pelo menos uma letra igual indicam diferencas ndo significativas (p>0,05)

O coeficiente de variagdo (CV) médio para o olho direito foi de 0,213 + 0,0182
% e para o olho esquerdo de 0,216 + 0,0211 %, o mesmo teve uma variacao de 0,187 a
0,243 % para o olho direito e 0,187 a 0,259 % para o olho esquerdo. O polimegatismo
central do grupo I foi de 0,225 + 0,0222 % para o olho direito e de 0,221 + 0,0138 %

para o olho esquerdo, variando respectivamente para o olho direito e esquerdo de 0,187
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a 0,243 ¢ 0,205 a 0,239 %. No grupo II, o coeficiente de variagdo para o olho direito foi
de 0,204 £+ 0,0138 % e para o olho contralateral de 0,195 + 0,0050 % (Tab. 3), obtendo
uma variacao de 0,188 a 0,221 % para o olho direito e de 0,187 a 0,201 % para o olho
esquerdo. No grupo III, foi de 0,209 + 0,0132 % e de 0,233 + 0,0204 % para o olho
direito e esquerdo, respectivamente. Obteve-se uma variagdo de 0,187 a 0,226 % para o
olho direito e de 0,208 a 0,259 % para o olho esquerdo de polimegatismo. O
polimegatismo dos grupos I, II e III em relacdo ao olho direito ndo houve diferenca
estatisticamente significante (p=0,130). No entanto, em relagdao ao olho esquerdo, nao
houve diferenca estatisticamente significante quando comparados o G I com o G III
(p=0,351), mas houve diferenga estatisticamente significante quando comparados o G I
com o G II (p=0,021) e 0 G Il com o G III (p<0,001). Ao se comparar os olhos direito e
esquerdo dos grupos I e II ndo se observou diferenca estatisticamente significante
obtendo para os valores de p respectivamente, p= 0,650 e p= 0,190. No entanto, ao se
comparar os olhos direito e esquerdo do grupo III, houve diferenga estatisticamente

significante (p=0,017).

Tab. 3. Valores médios do coeficiente de variacdo (%) e desvio padrao de células
endoteliais da regido central da cornea de ovinos nas diferentes faixas etarias avaliados
através da microscopia especular, Mostardas, RS, 2010.

Coeficiente de variagdo — central Coeficiente de variagdo — central

olho direito olho esquerdo

Média Média
Grupos
I 0,225 +0,0222° 0,221 +0,0138"
I 0,204 +0,0138* 0,195 + 0,0050°
- 0,209 +0,0132* 0,233 +0,0204"
Média Geral 0,213 + 0,0182 0,216 + 0,0211

“Cada grupo com seis animais (Grupo 1, seis meses de idade; Grupo 2, dois a quatro anos de idade;
Grupo 3, cinco a oito anos de idade)

Meédias seguidas de pelo menos uma letra igual indicam diferencas ndo significativas (p>0,05)

" Ha diferenca significativa entre os olhos direito e esquerdo do mesmo grupo (p<0,05)

A média do pleomorfismo para o olho direito foi de 69,59 + 4,25 % e para o
olho esquerdo foi de 68,74 + 5,13 %, variando de 60,9 a 76,4 % para o olho direito e de
59,6 a 78,5 % para o olho esquerdo (Tab. 4). No grupo I obteve-se uma média de 66,37

+ 4,16 % para o olho direito e 66,80 = 3,86 % para o olho esquerdo, com uma variagao

de 60,9 a 73,3 % para o olho direito e de 62,4 a 70,9 % para o olho esquerdo (Tab. 4).
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No grupo II, foi encontrada uma média de 70,37 + 4,02 % para o olho direito e 73,33 +
3,09 % para o olho esquerdo. A variagdo do pleomorfismo para o olho direito ficou de
67 a 74,2 % e de 69,4 a 78,5 % para o olho esquerdo (Tab. 4). No ultimo grupo, obteve-
se como média para o pleomorfismo de 72,05 + 2,73 % de células hexagonais para o
olho direito diante de 66,10 £ 5,17 % para o olho esquerdo, com um intervalo de 68,7 a
76,4 % para o olho direito e de 59,6 a 72,9 % para o olho esquerdo. Quando da andlise
estatistica para o olho direito houve diferenca estatistica significativa entre os grupos I e
III (p=0,044). Os grupos I e II (p=0,180) e II e III (p=0,715) ndo apresentaram diferenga
estatisticamente significante entre eles. No entanto, o olho contralateral ndo houve
diferenga estatisticamente significante entre os grupos I e III (p=0,954). O grupo I
quando comparado com o grupo II e o grupo II quando comparado com o grupo III
houve diferenca estatisticamente significantes sendo os valores de p respectivamente
p=0,038 e p=0,022. Na andlise dos olhos direito e esquerdo do mesmo grupo ndo houve
diferenca estatisticamente significativa no grupo I (p=0,765) e no grupo II (p=0,175),

porém no grupo III diferiu-se significancia estatistica (p=0,037).

Tab. 4. Valores médios do pleomorfismo celular (%) e desvio padrao de células
endoteliais da regido central da cornea de ovinos nas diferentes faixas etdrias avaliados
através da microscopia especular, Mostardas, RS, 2010.

Células hexagonais - central Células hexagonais - central
olho direito olho esquerdo
Média Média
Grupos
I 66,37 + 4,16° 66,80 + 3,86"
e 70,37 + 4,02° 73,33 +3,09%°
- 72,05 +2,73" 66,10+ 5,17"
Média Geral 69,59 + 4,25 68,74 += 5,13

“Cada grupo com seis animais (Grupo 1, seis meses de idade; Grupo 2, dois a quatro anos de idade;
Grupo 3, cinco a oito anos de idade)
Meédias seguidas de pelo menos uma letra igual indicam diferencas significativas (p<0,05)

Ha diferenca significativa entre os olhos direito e esquerdo do mesmo grupo (p<0,05).

DISCUSSAO

O microscopio especular tem sido utilizado para quantificar o tamanho, a forma
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e a densidade das células endoteliais em seres humanos e outras espécies incluindo
suinos, coelhos, caes, cavalos, lhamas, alpacas, gatos e ovinos, entre outras.® 13- 21-22, 30-
32 Ao se recorrer a literatura, estudos anteriores sobre o endotélio corneano de ovinos
relatam o uso de animais com um ano de idade ©*. A escassez de estudos analisando o
endotélio da cornea de ovinos aliado a importancia do tema, motivou a realizacao deste
estudo.

As caracteristicas pleomorficas verificadas no endotélio corneano de ovinos
mostram ser semelhantes as do homem, gato, cachorro e outros vertebrados, onde temos
de 65-80% do endotélio corneano composto de células hexagonais.* * Em outras
espécies, as caracteristicas morfologicas e morfométricas sdo alteradas com o avango
da idade, havendo uma diminui¢cdo na densidade de células endoteliais, aumento no
tamanho das células e variacao da forma.?? O mesmo foi concluido ao se estudar o
endotélio dos ovinos em diferentes faixas etarias. Além disso, verificou-se que o
pleomorfismo aumentou com o avancar da idade, o mesmo observado em outros
estudos.® #2333 Um estudo anterior de gatos em diferentes faixas etdrias mostrou que
pleomorfismo variou de 39% a 74%, aumentando com a idade.® A diminui¢io da
densidade celular e o subseqiiente aumento na area celular relatados foram atribuidos a
um numero limitado na capacidade de regeneragdo do endotélio dos mamiferos.* '¥
Neste estudo, observou-se uma alta porcentagem de células hexagonais no endotélio da
cornea de ovinos com o avango da idade, significando que estas células t€ém como
padrao o formato hexagonal, por isso a tendéncia a manter-se constante. Além disso, a
significancia observada em relagcdo ao olho esquerdo do G II em relagdo ao GIII pode
ser explicada devido ao CV menor, fato este que significa que o endotélio detes animais
sofreram menos danos ou perda pela idade mostrando-se mais integros € com maior
reserva funcional.

A enucleagdo dos olhos imediatamente apos a eutanasia, mantidos em camara
de Filatov e sua utilizagdo dentro de 6h preservou a sua estrutura endotelial tornando
possivel a realizagdo da microscopia especular sem interferéncia na reflexdo especular.
Essa metodologia de processamento das corneas em até 6 horas ja foi adotada em outros
estudos e mostrou-se eficaz.™® ** *> Atualmente, os equipamentos disponiveis para a
semiologia endotelial sdo a lampada de fenda, o paquimetro ultra-sénico, o microscopio
especular, de contato e ndo contato, ¢ vem surgindo o microscopio confocal de cornea.*

12, 14, 34, 36 SURNIT . . fs g : R
’ ) A aplicabilidade da microscopia especular na clinica é vantajosa, porém com

limitagdes quando da presenca de alteragdes corneanas.®” Salienta-se a vantagem e
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praticidade da microscopia especular como método de avaliagdo do endotélio corneal

o ~ \ ~ 12, 14
desde que nao haja nenhuma alteragdo que venha de encontro a reflexao especular.( 19

A microscopia tem sido utilizada em outras espécies com resultados satisfatorios,® > 2!
D bem como sua utilizagdo como técnica padrio para avaliar a densidade ¢ a
morfologia endotelial das células in vivo e ex vivo, ainda mais vantajosa se torna com a
facilidade de realizar o registro fotografico.® '* 1*17-3% Al¢m da praticidade da técnica,
todos os exames referentes a utilizacdo da microscopia especular foram realizados pelo
mesmo investigador. No presente estudo, o nimero de células endoteliais ¢ as andlises
morfoldgicas e morfométricas foram documentados na regido central da cornea normal
de ovinos em diferentes faixas etarias. Pesquisas anteriores demonstraram que, no
homem e no coelho, ndo existem diferengas significativas nas células endoteliais no que
tange seus parametros na regido central e periférica de corneas saudaveis.® 74 A
microscopia especular pode ser de um microscopio de contato, no qual a frente de lentes
objetivas toca a cornea ou um microscopio de ndo contato, em que ha um espaco de ar
entre a frente da objetiva e da cornea." ' Neste estudo utilizou-se um microscopio de
contato que proporciona a observacao do endotélio corneano em todo globo permitindo
com que somente os olhos saudéaveis fossem utilizados na avaliagdo. Dentre os métodos
existentes para quantificar o endotélio da coérnea podemos citar: o0 método de analise do
reticulo fixo, o método de marcacdo dos centros celulares e o método de analise do
reticulo movel."” O método usado para analise da imagem especular foi o método de
marcacdo dos centros celulares. Estudos anteriores salientam que este método de
marcagdo dos centros celulares fornece uma excelente nog¢do dos parametros
endoteliais, desde que se tenha edigio manual da imagem endotelial para evitar erros." ¥
No presente trabalho, um minimo de 100 células bem definidas foram contadas e
analisadas. Recomenda-se que pelo menos 50 células sejam contadas por imagem para
obter a maxima precisdo."'? Estudos mostram que o erro porcentual foi de 0,1% quando
foram contadas 78 células por imagem, sendo que quando o nimero aumenta para 147
células contadas por imagem o erro baixa para 0,03%.“%

Os resultados observados neste estudo mostram que o endotélio corneano de
ovinos foi caracterizado por uma monocamada de células poligonais uniformes em
tamanho e forma, sendo predominantemente hexagonais, na sua maioria.?* * Na
maioria dos vertebrados a forma normal de células endoteliais da cérnea é composta,

principalmente, de hexagonais e pentagonais.'® ** *'*¥ A partir de estudos, onde foi

constatada a presenca do maior nimero de células hexagonais no endotélio da cornea da
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maioria das espécies, que surge a teoria do mosaico endotelial.'? A partir dessa teoria
podemos monitorar o endotélio da cornea e suas alteracdes decorrentes, da idade, de
medicamentos e de traumas.

Os resultados do presente estudo, utilizando a microscopia especular, para

determinar a densidade celular média nas trés faixas de idades, iniciando pelo grupo I, II

e III foi de 3.729,17+211,87, 2.648,83+339,00 e 2476,67 + 239,63 células/mm® para o
olho direito e, 3632,33+206,97, 2644,50£254,18 ¢ 2385,67 + 153,58 células/mm?,

respectivamente, para o olho esquerdo. Estudo do endotélio da cornea de ovinos foi

encontrado valor semelhante quando analisado o endotélio de ovinos de um ano de
idade, obtendo 2.697,1+£93,38 e 2754,8+£77,25 células/mmz, para o olho direito e

. 3] ~ . . .

esquerdo, respectivamente.®" Como sdo inexistentes estudos referentes em diferentes
faixas etarias na espécie ovina, concorda-se que o valor encontrado nos estudos vem ao
encontro do trabalho realizado, por mostrar um decréscimo com a idade, quando

. ;. . £ 1
comparado o valor encontrado dentro da faixa etaria seguindo a ordem cronologlca.(3 )

r1: r . . ~ r 2

Estudos do endotélio da cornea quantificam uma variagdo de 1000 a 5000 células/mm
L . (2, 22, 34, 41) . [

nas espécies de mamiferos. Condizente com o presente estudo, o declinio da
densidade celular do endotélio da cérnea com o avango da idade ¢ também
documentado para algumas espécies de mamiferos, incluindo cdes, gatos, coelhos e

-8, 19, 22,24 . qe ,
seres humanos.!"™ 192224 33.39) Egtdo anterior sobre o endotélio da cérnea de humanos
salientam que o mesmo diminui gradativamente a uma taxa de 0,5% ao ano com o

13)

avanco da idade. Portanto, o parametro densidade endotelial ¢ inversamente

proporcional a idade.®
Na maioria das espécies documentadas, com o avango da idade, ocorre perda

4, 12, 16, 22, 34, 44
celular,( )

que nao consegue ser suprida com a baixa capacidade de
regeneracdo das células remanescentes e que, para restabelecer a barreira funcional, se
alargam de forma desigual, causando irregularidade de tamanho e na forma, com uma
redugio da densidade de células endoteliais.""" ** ** No presente trabalho, quando
comparada a area celular média nos trés grupos de acordo com a idade observamos o
aumento da mesma para restabelecer as possiveis perdas endoteliais ocasionadas com o
avanco da idade, doencas e possiveis traumas. Ao comparar a area celular média dos
ovinos do grupo II (382,50 pm?), assemelha-se ao mesmo valor achado em estudo

anterior (392,15+17,13 pm?). ¢V

O coeficiente de variacdo médio foi de 0,21% para a espécie ovina. O mesmo
9
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valor foi encontrado quando do estudo morfométrico do endotélio corneano de
coelhos.*® Valor préximo foi achado em 2004, quando do estudo do endotélio do
Jacaré do Pantanal.'” Em 2009, um estudo sobre o endotélio da cornea de avestruz
apresentou coeficiente de variagdao de 0,06 %, salientando que o endotélio da cornea de
avestruzes apresenta-se mais homogéneo em relagdo ao dos ovinos € com uma reserva
funcional maior.”” O coeficiente de variagio manteve-se constante entre os grupos
analisados, com excecdo dos olhos esquerdos onde diferiu o GII dos demais, fato este
que pode ser explicado pela maior homogeneidade do endotélio da cornea do GII, maior
reserva funcional e maior densidade de células hexagonais. No entanto, ao avaliar os
demais valores de coeficiente de variacdo, o endotélio da cornea de ovinos com o
avango da idade segue o mesmo padrao do endotélio de gatos e caes e mantém-se
constante ao longo da vida.® ** Ha estudos que vem de encontro ao polimegatismo
manter-se constante, salientando que com o passar dos anos ha um aumento no

mesmo.(z)

Logo, nesse aspecto, existe a necessidade de haver mais estudos para
estabelecer um padrao entre as espécies e salientar quais nao mantém este padrao.

Todos os animais selecionados foram fémeas, com intuito de padronizar a
amostra. No entanto, a literatura diverge em relacdo a influéncia do género nos
parametros analisados.'®**2%313 Em um estudo do endotélio de ovinos com um ano
de idade observou-se uma menor densidade e maior area celular de fémeas em relagao a
machos, porém ndo foi justificado tal ocorréncia.®” Padrdo semelhante foi encontrado
em um estudo com cavalos, no entanto, ha uma disparidade entre as idades dos machos
em relagio a das fémeas."'® Estudos em humanos, cdes e suinos observaram que o
endotélio da cornea nio sofre influéncia do sexo.* 2%3%

Quanto aos parametros, quando avaliados estatisticamente, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa observada entre o olho direito e esquerdo do mesmo ovino
no G I e G II. No entanto, o G III ao compararem-se os parametros coeficiente de
variacdo e pleomorfismo do olho direito com o esquerdo observou-se diferenca
estatisticamente significativa, fato este que se deve a idade avangada dos animais do
grupo, conforme salientado em literatura anterior." Esta estabelecido que a densidade
de células endoteliais de ambos os olhos sauddveis do mesmo paciente sdo

@,

- 16, 25 \ :
relativamente constantes. * ) No entanto, quanto comparados a densidade do

endotélio da cornea observou-se haver diferenca significativa entre os grupos I e II

(p<0,001) e entre o grupos I e III (p<0,001) para ambos os olhos, fato este ja explicado

(4, 12, 16, 22, 34, 44) A nio

em estudos anteriores pelo avango da idade. significancia da
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diferenca na densidade endotelial do G II para o G III (p=0,524), embora haja um
decréscimo no numero absoluto da densidade, pode ser explicado pela proximidade nas
idades dos dois grupos. A area celular média segue o mesmo padrio da densidade,
sendo estatisticamente significativo os olhos direito e esquerdo do G I para o G Il e do
G I para o G III, porém, quando comparamos o olho direito do esquerdo para o0 mesmo
grupo, ndo ha diferenca estatisticamente significativa. Os dados obtidos nesse trabalho
fornecem subsidios para novos estudos na espécie onde ainda € pouco estudada no que
tange a area da oftalmologia. Além disso, fornece subsidios para avaliagdo das

repercussoes das doencgas oftalmicas sobre o endotélio da cornea de ovinos.

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos foi possivel concluir que o endotélio da cornea
de ovinos sofre alteragdes morfométricas e morfoldgicas com o avango da idade, ou
seja, ha uma diminui¢do na densidade celular e um aumento na érea celular e no

pleomorfismo com o avanco da idade.
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5 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

A microscopia especular ¢ um meio de avaliacdo do endotélio da cornea que ¢
pouco utilizado na rotina oftalmoldgica veterinaria. Este instrumento nos traz grandes
vantagens no que se refere a avaliacdo do endotélio e as suas alteragdes, sejam elas
diretas, por meio de doencas, ou indiretas, sendo alteragdes em conseqiiéncias de outras
doencas ou procedimentos cirurgicos. Logo a microscopia especular deveria ser mais
utilizada no dia a dia da clinica veterindria.

Além disso, espera-se que este trabalho sirva como valores de referéncia da
morfologia e morfometria de ovinos em diferentes faixas etarias a fim de auxiliar futuras
avaliagcdes oftalmicas e pesquisas. Novos estudos sdo esperados a fim de avaliar a

influéncia do sexo sobre o endotélio da cornea da espécie ovina.
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