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RESUMO

A manutengcdo da morfologia normal do endotélio da cornea é um importante indicador
da integridade funcional. A reparacdo endotelial frente a um trauma, em coelhos,
ocorre por migracdo, hipertrofia e mitose celular. Objetivou-se comparar a morfologia
das células do endotélio, da regido periférica perincisional a regido central, da cornea
de coelhos (Oryctolagus cuniculus) em diferentes periodos pos-operatorios. Foram
designados trés grupos, com 5 animais cada, para avaliacdo pos-operatoria, sendo Gl
(7 dias); G2 (15 dias) e G3 (45 dias). Trinta bulbos dos olhos de coelhos, da raca Nova
Zeldndia, foram submetidos a incisdo de cornea clara uniplanar com 3,2 mm. Ao fim
dos periodos determinados, procedeu-se a avaliacdo da morfologia endotelial valendo-
se da microscopia eletronica de varredura. Realizaram-se seis eletromicrografias de
varredura, de cada regido da cornea, com aumento de 1000 vezes. Para andlise do
percentual do niimero de lados celular, foram analisadas 100 células endoteliais. Na
regido periférica perincisional, avaliada ao 7° dia de pds-operatorio, foram
encontradas células com 6 lados (47,8%), 5 lados (31,3%), 7 lados (13,9%), 3 lados
(0,1%), 4 lados (4,9%), 8 lados (1,8%) e 9 lados (0,2%). Na avaliacdo ao 15° dia de
pos-operatorio, observaram-se células com 6 lados (45,6%), 5 lados (32,6%), 7 lados
(17,4%), 4 lados (1,7%) e 8 lados (2,7%). No 45° dia de pos-operatorio, verificou-se a
presenca de células com 6 lados (57%), 5 lados (24%), 7 lados (17,2%), 4 lados (0,1%),
8 lados (1,6%) e 9 lados (0,1%). Na drea central, ao 7° dia de pds-operatorio,
detectaram-se células com 6 lados (75,6%), 5 lados (13,3%), 7 lados (10,8%) e 8 lados
(0,3%). Na avaliacdo, ao 15° dia de pos-operatério, foi possivel observar células com 6
lados (78,9%), 5 lados (11,5%) e 7 lados (9,6%). No 45° dia de pos-operatério
identificaram-se células com 6 lados (74,8%), 5 lados (13,6%) e 7 lados (11,6%). Os
resultados demonstraram que na regido periférica perincisional ocorreu diminuicdo
das células com seis lados e aumento do niimero de células com cinco e sete lados. Na
regido central manteve-se o padrdo regular de hexagonalidade das células endoteliais
nos diferentes periodos pos-operatorios. Conclui-se que houve alteracdo na morfologia
das células endoteliais, da regido periférica perincisional comparada a regido central,
da cornea de coelhos nos diferentes periodos pos-operatorios.

Descritores: incisdo corneana, endotélio corneano, microscopia eletrénica de
varredura, lagomorfos.



ABSTRACT

The maintenance of the normal corneal endothelium morphology is an important
indicator of its functional integrity. In rabbits, endothelial repair in the event of traumas
is made through cell migration, hypertrophy and mitosis. The purpose of this study was
to compare the morphology of endothelial cells of the perincisional area with the
central area of the cornea of rabbits (Oryctolagus cuniculus), in different post-operative
periods. Three groups containing 5 animals each were designed for post-operative
evaluation: G1 (7 days); G2 (15 days) and G3 (45 days). The clear cornea of thirty New
Zealand rabbits was subjected to a single-planed incision of 3.2 mm. At the end of the
established periods, a morphological evaluation of the endothelium was carried out
using scanning electron microscopy. Six scanning electron micrographs of each corneal
area were performed using a magnification of 1000 x. One hundred endothelial cells
were analyzed to obtain the cell side count percentage. In the perincisional peripheral
area, which was evaluated at the 7 post-operative day, 6-sided (47.8%), 5-sided (31.3%)
and 7-sided (13.9%) cells were found, in addition to, 3-sided cells (0.1%), 4-sided cells
(4.9%), 8-sided cells (1.8%) and 9-sided cells (0.2%). In the evaluation made on the
15th post-operative day, 6-sided (45.6%), 5-sided (32.6%) and 7-sided (17.4%) cells
were observed, as well as 4-sided (1.7%) and 8-sided cells (2.7%). On the 45th post-
operative day, the presence of 6-sided (57%), 5-sided (24%), 7-sided (17.2%), 4-sided
(0,1%), 8-sided (1.6%) and 9-sided cells (0.1%) was verified. On the 7th post-operative
day, 6-sided (75.6%), 5-sided (13.3%), 7-sided (10.8%) and 8-sided cells (0.3%) were
observed in the central area .Upon evaluation made on the 15th post-operative day, it
was possible to observe 6-sided (78.9%), 5-sided (11.5%) and 7-sided (9.6%) cells.
Upon evaluation made on the 45th post-operative day, it was possible to identify 6-sided
(74.8%), 5-sided (13.6%) and 7-sided (11.6%) cells. Results have shown that there was
a reduction of six-sided cells and an increase in the number of five and seven-sided cells
in the perincisional peripheral area. The regular hexagonal standard of the endothelial
cells was maintained in the central area in different post-operative periods. In
comparison to the central area, there was a morphological alteration of the endothelial
cells of the peripheral perincisional area in different post-operative periods of the
cornea of rabbits.

Key words: corneal incision, corneal endothelium, scanning electron microscopy,
lagomorphs.
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1 INTRODUCAO

O endotélio corneano é uma monocamada de células achatadas, poligonais e
interligadas que recobrem a superficie posterior da cérnea (SVEDBERGH & BILL,
1972; JOHNSTON et al., 1979; TUFT & COSTER, 1990). Em sua maioria, as células
endoteliais apresentam formato hexagonal, podendo ter quatro, cinco, sete e oito lados
(SVEDBERGH & BILL, 1972; PIGATTO, 2004; PIGATTO et al., 2006).

A camada endotelial é importante na manutencdo da transparéncia da cdrnea e
constantemente estd sujeita a alteracdes fisioldgicas decorrentes a idade, a traumas, a
uveites e a manipulagdes cirdrgicas intraoculares. Estas podem modificar a morfologia
do endotélio, podendo levar ao desenvolvendo edemas de cérnea (LANDSHMAN et al.,
1989; TUFT & COSTER, 1990; ABIB & BARRETO, 2001; PIGATTO, 2004).

Dentre os principais procedimentos cirdrgicos intraoculares estd a
facoemulsificacdo, técnica de eleicdo para remocdo de catarata em humanos e cies
(WAISWOL, 2004; PIGATTO et al., 2007).

O acesso cirurgico da catarata inicia-se pela incisdo da cdrnea periférica
(WAISWOL, 2004) e a descompensacdo endotelial com perda da transparéncia
corneana pode ocorrer. A lesdo endotelial, provocada cirurgicamente, leva a alteracdo
nos padrdes morfolégicos normais (WARING et al., 1982; TUFT & COSTER, 1990,
SANCTIS et al., 2006; ALMEIDA, 2009).

Apés injdiria corneana, as células endoteliais sobreviventes preenchem as
lacunas resultantes, aumentando em tamanho com perda da regularidade e da forma.
Isso culmina no comprometimento funcional do endotélio (WARING et al., 1982; TUFT
& COSTER, 1990, SANCTIS et al., 2006) e pode cursar com edema de cérnea seguido
pela perda parcial ou completa da transparéncia, sendo irreversivel algumas vezes
(LANDSHMAN et al., 1988; ABIB, 2000).

A reparacdo corneana ocorre por hipertrofia e migragcdo de células remanescentes
para as margens da lesdo em individuos da espécie humana e felina (HOFFER, 1979;
TREFFERS, 1982; LAING et al., 1983), observando-se alguma atividade mitdtica
(BAHN et al., 1986; LANDSHMAN et al., 1989; PIGATTO, 2004). Diferentemente nos
coelhos, além da hipertrofia e da migragdo celular, ocorre significativa mitose celular
(HIRSCH et al.,, 1976; OLSEN & DAVANGER, 1984; MATSUDA et al., 1985;

ICHIJIMA et al.,1993). No periodo de remodelacdo endotelial em coelhos, verificou-se
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aumento da densidade celular, uniformidade no tamanho e configuragdo hexagonal das
células endoteliais ap6s 30 dias do congelamento transcorneal (YEE et al., 1985a).

Na avaliacdo morfolégica e morfométrica do endotélio corneano de olhos de
animais e humanos sdo empregados métodos de investigacdo clinica, como a
microscopia especular e a microscopia confocal (GWIN et al., 1982; COLLIN &
COLLIN, 1998; ABIB, 2000; CANAVAGH et al.,, 2000; JALBERT et al., 2003;
PIGATTO et al., 2006; PIGATTO et al., 2008). Dos procedimentos metodoldgicos de
investigacdo in vitro e ex vivo, a microscopia eletronica de varredura € o principal para
estimar a densidade endotelial, o tamanho e a forma das células do endotélio, (TAYLOR
& HUNT 1981; ABIB, 2000; PIGATTO et al., 2004; PIGATTO et al., 2005a, PIGATTO
et al., 2005b; PIGATTO et al., 2009), além de fornecer informagdes sobre a
ultraestrutura endotelial (OJEDA, et al., 2001).

Os indices de pleomorfismo, expresso comumente pelo percentual de células
hexagonais, e de polimegatismo, dado pelo coeficiente de variacdo da édrea celular,
também podem ser obtidos pela microscopia especular e eletrdnica de varredura (ABIB,
2000; DOUGHTY & DILTS, 1994; JACKSON, GARDINER & ARCHER, 1995;
PIGATTO et al., 2005b).

A microscopia eletronica de varredura tem sido utilizada em estudos
relacionados a toxicidade de farmacos e de substincias quimicas intracamerulares (ALP
et al., 2000; HOLLEY et al., 2002; LIOU, CHIU & WANG, 2004; SEYHMUS et al.,
2006), a eficacia de meios de preservacdo da cornea (ARNDT, REESE & KOSTLIN,
2001) e das superficies de estruturas, como o epitélio (OJEDA, et al., 2001). Também
foi empregada na avaliacdo do endotélio de diferentes espécies (RODRIGUES et al.,
2006; COLLIN & COLLIN, 2000; PIGATTO et al., 2004; PIGATTO et al., 2005a;
PIGATTO et al., 2005b; PIGATTO et al., 2009; TAMAYO-ARANGO et al., 2009).

O conhecimento da morfologia do endotélio corneano, antes do procedimento
cirtirgico, € essencial para a seguranca da técnica cirtirgica e para o estabelecimento do
risco de descompensacdo endotelial (TUFT & COSTER, 1990; SCHUTTEN & Van
HORN, 1980). Além disso, a inexisténcia de dados sobre a morfologia do endotélio
corneano durante a cicatriza¢do ap6s a incisdo de cornea, valendo-se da microscopia
eletrdnica, implica na escolha deste estudo.

Objetiva-se avaliar, apds incisdo de cérnea clara de coelhos, a morfologia pds-
operatéria das células do endotélio corneano, da regido periférica perincisional

comparativamente a regido central, utilizando a microscopia eletronica de varredura.
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REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anatomofisiologia da cérnea

A cérnea é a extensdo transparente da esclera e faz parte da tinica fibrosa do
bulbo do olho. A transi¢do entre a esclera opaca e a clrnea transparente ocorre
abruptamente na jungdo corneoescleral, também conhecida como limbo (BANKS,
1992).

Localizada na por¢do anterior do bulbo do olho, a cérnea tem como funcio a
refracdo da luz e a protecdo das estruturas intraoculares. Esta estrutura € formada por
cinco camadas, incluindo o filme lacrimal pré-corneano, o epitélio, o estroma, a
membrana de Descemet e o endotélio (SLATTER, 2005). Sailstad & Peiffer (1981),
utilizando a paquimetria, observaram periferia mais espessa que o centro da crnea em
coelhos com 0,37 mm e 0,45 mm, respectivamente.

A cornea é um tecido avascular, que recebe nutricdo através de processos de
difusdo do plexo venoso perilimbal e também, em menor escala, do humor aquoso e
filme lacrimal pré-corneal (BANKS, 1992). E ricamente suprida por nervos sensoriais
derivados da ramificacdo do quinto nervo craniano (SLATTER, 2005).

No limbo existem vasos sanguineos que assumem importante papel nos
processos inflamatérios, na nutricdo da cérnea e na cicatriza¢do corneal (JUNQUEIRA
& CARNEIRO, 1999).

O metabolismo da glicose fornece a maior parte da requisicdo energética dos
tecidos corneanos. Cerca de dois tercos sdo metabolizados pelo caminho Embden-
Meyerhof e pelo ciclo de Krebs e o terco restante pela derivagdo monofosfato hexose
(SLATTER, 2005).

A transparéncia corneana deve-se a auséncia de vasos sanguineos, linfaticos e de
pigmento; superficie epitelial ndo queratinizada; fibras nervosas amielinicas; controle
do estado de deturgescéncia e disposicdo regular e altamente organizada das fibras
coldgenas (SLATTER, 2005).

O endotélio e o epitélio controlam o conteido aquoso da cérnea, assim, é
importante a manuten¢do da sua fun¢do e da sua integridade, caso contrdrio, poderd
ocorrer edema e perda da transparéncia corneal (MISHIMA, 1982; LANDSHAMAN et
al., 1988; TUFT & COSTER, 1990). Em contraste, o edema pode ser resultado de
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alteracdes no endotélio provenientes de doencas degenerativas ou seguidas de cirurgias
intraoculares ou relacionadas ao avanco da idade e uveites (LANDSHMAN et al., 1989;

TUFT & COSTER, 1990; ABIB & BARRETO, 2001; PIGATTO, 2004).

2.1.1 Endotélio corneano

O endotélio da cérnea é formado por uma monocamada de células poligonais
uniformes em forma e tamanho (DOUGHTY, 1998; BOTEON, 2000; SLATTER, 2005).
Sua face anterior € voltada para a membrana de Descemet e face posterior voltada para
a camara anterior em contato com o humor aquoso (DOUGHTY, 1989; BOTEON,
2000). Lateralmente, continua como endotélio trabeculado escleral. Esse mosaico
celular foi descrito pela primeira vez, em 1920, por Vogt por meio da biomicroscopia
(BOTEON, 2000)

As células endoteliais apresentam formato hexagonal, em sua maioria, e ainda
encontram-se células com quatro, cinco, sete e oito lados (RAO et al., 1982; TUFT &
COSTER, 1990; DOUGHTY, 1998; PIGATTO et al., 2005a). Dessa forma, o padrdo
hexagonal de 65 a 75%, em corneas normais, forma uma estrutura regular e estavel com
minima variacdo no tamanho celular (AABERG, 1984; RAO et al., 1982; DOUGHTY,
1998).

A membrana celular do endotélio tem uma face posterior formada por
microvilosidades e uma face anterior voltada 2 membrana de Descemet. Estas faces
estdo relacionadas com a presenca de vesiculas pinociticas, contendo substincias que
serdo utilizadas pelas células estromais da cdrnea (BOTEON, 2000).

Prince (1964) descreveu o endotélio da cornea de coelhos como uma camada de
células uniformes, desprovida de membrana basal, com nicleo alongado, largo e em
formato de rim. Seu citoplasma apresenta grinulos de pigmento, provavelmente
melanina, fagocitada da Uvea e organelas intracitoplasméticas (TUFT & COSTER,
1990).

Com relagdo as dimensdes das células endoteliais ha diferencas de acordo com
as espécies. Assim, nos humanos, a célula endotelial apresenta dimensdes de 18 a 20 um
na largura, 4 a 6 pm na espessura e nicleo com 7 um de didmetro (BOTEON, 2000;
TUFT & COSTER, 1990). Nos felinos, a célula endotelial apresenta o didmetro de 15 a
20 um (SAILSTAD & PEIFFER, 1981).

Virtanen et al. (1984), por meio da microscopia especular, descreveram a célula
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endotelial de coelhos normais apresentando o didmetro médio de 20,5 £ 2,2 um e area
média de 335,1 £ 71,1 pm®.

A densidade endotelial, utilizando a microscopia especular, permitiu o registro
da populacdo de células endoteliais por mm? em vdrias espécies (ABIB, 2000).

Os coelhos apresentaram densidade média de 2.998 + 326 células/mm’
(SAILSTAD & PEIFFER, 1981). Nos cées adultos jovens encontraram-se valores de
2.800 células/mm? aproximadamente (BEFANIS, PEIFFER & BROWN, 1981).
Também, nos gatos adultos jovens, observaram-se a média de 2.418 + 151 células/mm”
(BOURNE, 1994) enquanto que Franzen et al. (2010) registraram densidade média
2873 células/mm”.

Em humanos recém-nascidos, a densidade endotelial € de 3.500 a 4.000
células/mm?. Entretanto, com o avanco da idade a populacdo de células endoteliais
diminui para 1.400 a 2500 células/mm? (BOTEON, 2000).

Estudos descreveram alteragdes na densidade endotelial em funcio da idade em
diferentes espécies (GWIN et al., 1982; BOTEON, 2000, ABIB & BARRETO, 2001),
incluindo macacos, ratos, gatos, cdes e coelhos, as quais mantiveram uma média de
2.500 células/mm?* ¢ aumento do tamanho da érea celular (STAATZ & Van HORN,
1980; BAROODY et al., 1987; BAHN, 1986; TUFT & COSTER, 1990).

Com relacdo aos aspectos estruturais da superficie da célula endotelial, esta é
plana e achatada, com excecdo da presenca dos cilios, microvilosidades e
interdigitacdes (GALLAGHER, 1980; SCHUTTEN & Van HORN, 1980; GWIN et al.,
1982; BOTEON, 2000).

Os cilios s3o encontrados na superficie posterior da célula endotelial,
centralizados e direcionados para a camara anterior do bulbo do olho (GALLAGHER,
1980; COLLIN & COLLIN, 1998; COLLIN & COLLIN, 2000). Cada célula endotelial
apresenta um cilio dnico, observado por meio da microscopia eletrdnica de varredura,
com média de 3,9 + 0,5 um de comprimento em coelhos (GALLAGHER, 1980). Estas
estruturas foram observadas em mamiferos incluindo os humanos, macacos e coelhos, €
também em aves e peixes (COLLIN & COLLIN, 1998; COLLIN & COLLIN, 2000).
Sua fungdo ainda ndo estd estabelecida. Em humanos, parece ndo estar associada a
motilidade e sugere que ndo ocorra capacidade de mitose, porque este ndo sofre
regeneracdo (COLLIN & COLLIN, 2000). Outras funcdes incluem quimiorrecepgao,
osmorregulacio e/ou deteccdo de pressao (GALLAGHER, 1980).

As microvilosidades, encontradas na membrana celular posterior, sdo estruturas
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que aumentam a superficie posterior das células endoteliais. Em humanos, observou-se
20 a 30 microvilosidades por célula, medindo 0,1 a 0,2 um de largura por 0,5 a 0,6 um
de altura (BOTEON, 2000). Em coelhos, verificou-se a presenca de uma média de 63
microvilosidades por célula endotelial por meio da microscopia eletronica de varredura
(DOUGHTY, 1998).

As interdigitacdes sdo tortuosos prolongamentos da membrana lateral das células
endoteliais, aumentando a superficie de contato entre elas. As interdigitacdes podem
estar associadas a funcdo de bomba ativa destas células (OJEDA et. al, 2001).

As membranas laterais da célula endotelial sdo unidas por complexos juncionais.
Estes complexos sdo divididos em zonula occludens, a qual une as células do ter¢o
posterior proxima a camara anterior, e em macula occludens e macula adherens, as
quais se encontram nos dois ter¢os anteriores das membranas laterais, sendo raras. A
macula adherens foi denominada anteriormente de desmossoma (BOTEON, 2000).
Hirsch et al. (1986) descreveram a presencga de dois tipos de jungdes intercelulares no
endotélio de coelhos. A primeira, de localizacdo mais dorsal, denominada de apical e a

segunda, logo abaixo dela, chamada de lateral.

2.1.2 Fisiologia do endotélio

A cormea humana apresenta 75 a 80% de conteiido aquoso. O equilibrio
osmotico da-se pela diferenca da concentragdo de fons entre as suas camadas, sendo
mantido pela integridade das membranas celulares e, principalmente, pelo endotélio
(BANKS, 1992; NASSARALLA, 2000).

O endotélio apresenta grande atividade metabdlica devido a presenca de
inimeras organelas. Dentre elas inimeras mitocondrias, responsaveis pela producdo de
energia (ATP) e reticulos endoplasmaticos lisos e rugosos bem desenvolvidos. O
metabolismo da cérnea ocorre por simples difusdo através de capilares perilimbicos ou
sao oriundos do humor aquoso e do filme lacrimal pré-corneano (MISHIMA, 1982).

A manuten¢do da transparéncia e espessura da cornea é decorrente da presenca
de dois mecanismos que permitem estabelecer o estado relativo de deturgescéncia da
cornea. Os mecanismos sdo a fungdo de barreira e a bomba ativa de fluidos (MISHIMA,
1982; YEE et al., 1985a; TUFT & COSTER 1990). Se a fun¢éo endotelial € inadequada,
a agua difunde para o interior do estroma, desorganizando as fibras de colageno,

opacificando a cérnea (WARING, 1982) e aumentando a espessura corneal (MISHIMA,
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1982; RAO et al., 1982).

A funcdo barreira é dada pela presenca dos complexos juncionais, também
denominados de juncdes gap, localizados no espago intercelular. Os complexos mantém
as células endoteliais unidas e impedem a permeabilidade de solutos para o espago
intracelular (TUFT & COSTER 1990; MISHIMA, 1982).

As interdigitagdes também auxiliam na manutencdo da hidratacdo corneana. No
pos-operatdrio, uma cérnea com grande variagdo na morfologia pode apresentar pobres
interdigitacdes, as quais permitem a entrada de 4gua para dentro do estroma,
corroborando para o aumento da espessura corneal (RAO et al., 1982).

A bomba ativa de fluidos funciona removendo fluidos do estroma corneano para
a camara anterior, através do transporte ativo de fons de bicarbonato, sédio e potassio
(YEE et al., 1985a; SLATTER, 2005). O requerimento de energia para esse transporte
necessita da quebra da glicose via glicdlise e via ciclo do acido tricarboxilico, gerando

ATP necessario para a atividade da bomba (MISHIMA, 1982; YEE et al., 1985a).

2.2 Reparacio endotelial

Em coelhos a reparag@o endotelial acontece por hipertrofia e por migragcdo das
células endoteliais, acompanhadas por significativa mitose celular (WEIMAR,
SQUIRES & KNOX, 1980). Ao contrario, em humanos e felinos a reparacdo ocorre
essencialmente por hipertrofia e migracio celular, sendo minima a atividade de mitose
(LAULE et al., 1978; JACKSON, GARDINER & ARCHER, 1995).

Indmeros estudos, valendo-se da microscopia especular, corantes vitais e
microscopia eletronica de varredura, demonstraram o processo de reparagdo endotelial
em diversas espécies animais (REHANY et al., 2000; SAILSTAD & PEIFFER, 1981;
HOFFMAN et al., 2009).

Avalia¢des do endotélio corneano foram realizadas em humanos, camundongos,
macacos, gatos, peixes, equinos, cdes, coelhos, pingiiins, jacarés, avestruzes, ratos e
suinos entre outros (BOURNE & KAUFMAN, 1976; SVEDBERGH B,& BILL, 1972,
Van HORN et al., 1977; GWIN et al., 1982; Mac CALLUM et al., 1983; COLLIN &
COLLIN, 2000; ANDREW et al., 2001; PIGATTO et al., 2004; PIGATTO et al., 2005a;
PIGATTO et al., 2005b; PIGATTO et al., 2006; SEYHMUS et al., 2006; TAMAYO
ARANGO et al., 2009). Diversas s@o as causas de perda endotelial como idade,

inflamacdes intraoculares, traumas, hipertensdo intraocular e procedimentos cirtirgicos
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intraoculares, toxicidade a farmacos intracamerulares e diabetes mellitus (CHENG et
al., 1985; REHANY et al., 2000; BROOKS et al., 1987; INOMATA & SMELSER,
1969; PRIYA, SARADA & NIHAL, 2010).

Assim, verificou-se que, com o avangar da idade, em humanos e animais, a
densidade endotelial diminuia e as células remanescentes alteravam-se em forma e
tamanho (GWIN et al.,, 1982; Van HORN et al., 1977, LAULE et al., 1978;
MacCALLUM et al., 1983). As células endoteliais hipertrofiam e migram, a fim de
ocupar o espaco deixado pela perda celular ao longo da vida (TUFT & COSTER, 1990;
NASSARALA, 2000).

MacCallum et al. (1983) demonstraram, em estudo com microscopia especular e
eletrdnica de varredura, pleomorfismo intenso e células, em menor tamanho, no
endotélio de felinos jovens. A presenca de mitose, nesta espécie, um més apds o
nascimento, supde-se que ocorra devido ao crescimento da cérnea em filhotes. Na vida
adulta desses felinos, o padrdo de hexagonalidade torna-se vigente, assim como ocorre
em coelhos adultos (Von SALLMANN, CARACAGGIO & GRIMES, 1961). Em cies,
estudos corroboram, demonstrando por meio da microscopia eletronica de varredura
que, com o avangar da idade, ocorre aumento do polimegatismo e do pleomorfismo

(RODRIGUES et al., 2006).

2.3 Reparaciao endotelial em resposta a trauma

Ap6s lesdo endotelial, células préximas ao local lesado tornam-se hipertrofiadas
e migram para recobrir a drea desnuda de células endoteliais (HIRSCH et al., 1976;
WEIMAR, SQUIRES & KNOX, 1980; OLSEN & DAVANGER, 1984; MATSUDA et
al., 1985; TUFT & COSTER, 1990). Para a migracdo, as células rompem suas jun¢des
intercelulares e desenvolvem pseudépodos para movimentarem-se em média de 0,5 a 1
mm por dia em dire¢do a lesdo (BEFANIS. PEIFFER & BROWN, 1981; MATSUDA et
al., 1985; TUFT & COSTER, 1990). Quando as células encontram-se no centro da lesao
ocorre um estimulo inibitério pelo contato celular, cessando a migracio (TUFT &
COSTER, 1990) e os complexos juncionais sdo refeitos (HIRSCH et al., 1976;
MISHIMA et al., 1982).

Concomitante a migracdo, ocorre mitose das células endoteliais da margem da
lesdo na tentativa de recobrir a membrana de Descemet exposta (Van HORN et al.,

1977; TREFFERS, 1982; BEFANIS, PEIFFER & BROWN, 1981). Estudo comparativo
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entre coelhos e gatos, com lesdo de congelamento transcorneal de 10 e 50% da
superficie corneana, verificou por meio da microscopia eletronica de varredura que a
area desnuda de coelhos era reparada em cinco dias e aos 10 dias respectivamente,
observando-se densidade endotelial semelhante a anterior da lesdo. Em gatos, a
regeneracdo foi mais tardia com presenga de alongamento e migracdo endotelial (Van
HORN et al., 1977). Olsen & Davanger (1984) observaram que, em 21 dias apos lesdo
por congelamento em cérneas de coelhos jovens, revelou pela MEV o estabelecimento
do padrio hexagonal do endotélio, porém as células tornaram-se mais desiguais e menos
regulares que o normal.

Weimar, Squires & Knox (1980) identificaram, em estudo experimental com
coelhos, apds congelamento transcorneal, o aparecimento de figuras mitdticas em
aproximadamente 48 horas apds lesdo, um progressivo aumento em quatro dias, seguido
por um rapido declinio, a quase zero, em sete dias. Tuft & Coster (1990) verificaram a
mitose nas primeiras 16 horas, com maior prevaléncia de figuras mitéticas nas margens
da lesdo em 24 a 36 horas, e término em cinco dias, aproximadamente. Quatro a sete
dias apos lesdo, as células endoteliais periféricas comecam a retomar sua forma e
tamanho originais (TUFT & COSTER, 1990).

A microscopia especular realizada em humanos, macacos, gatos e coelhos
observaram-se presenca de células, com tamanho em torno de duas vezes maior que
uma célula endotelial normal, ou seja, aproximadamente 300 pmz. Estas células,
denominadas de células gigantes, sdo encontradas em corneas normais de coelhos e
apenas em corneas traumatizadas das espécies humana, primata e felina, sendo visiveis
a partir de 48 horas apds lesdo endotelial. A presenca das células gigantes sugere ser
uma resposta compensatéria a auséncia de mitose nestas espécies, demonstrando
hipertrofia celular associada a uma menor densidade e a um maior pleomorfismo celular
(JACKSON, GARDINER & ARCHER, 1995).

Efeitos sobre a cicatrizag¢do, como idade e inflamagao intraocular podem reduzir
a habilidade de replicagdo das células endoteliais. Estudo em coelhos revelou reducio
de 50% da regeneragdo em adultos se comparados aos jovens. Os animais idosos
sintetizariam, mais lentamente e em menor quantidade, proteinas gé€nicas necessarias

para a mitose (STAATZ & Van HORN, 1980).
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2.4 Efeitos da cirurgia de catarata no endotélio corneano

A opacificacdo da lente é a principal causa de cegueira em cdes, sendo o
tratamento cirdrgico a tinica forma de manejo. Incluem-se, como técnicas de extragdo a
intracapsular, a extracapsular e a facoemulsificagao (GILGER, 1997; PIGATTO, 2004;
PIGATTO et al., 2007).

A remocgdo da catarata, pela facoemulsifica¢do, tem se mostrado uma técnica de
eleicdo com inimeras vantagens se comparada as técnicas manuais. A
facoemulsificag@o prima com incisdo pequena, manutencao da pressdo intraocular trans-
operatério, menor manipulacdo das estruturas internas do bulbo do olho, menor
contaminag@o, menor risco desenvolvimento de inflamagfo intraocular pds-operatdria,
menor tempo cirurgico e restabelecimento precoce da visdo (GWIN et al.,, 1982;
KECOVA & NECAS, 2004; PIGATTO et al., 2007).

O passo inicial da cirurgia de catarata € a incisdo, a qual deve ser confeccionada
de maneira adequada. Uma incisdo mal realizada poderé dificultar as etapas seguintes,
aumentando o risco de complicagdes. Dentre as complica¢des relacionadas a confeccdo
da incisdo citam-se endoftalmites, estafiloma, atalamia, astigmatismo e hifema
(NAGAKI et al., 2003).

A incisdo em cdrnea clara é comumente utilizada na facoemulsificacdo. Em
1992, promoveu-se o uso desta incisdo tunelizada autosselante (RAO et al., 2003;
WAISWOL, 2004), realizada no canto temporal (FADEL, 2004). Observa-se que as
incisdes corneanas apresentam maior prevaléncia de endoftalmites do que as
corneoesclerais, ndo estando associadas ao implante de lente intraocular (NAGAKI et
al., 2003).

Estudo ex vivo conduzido com olhos de humanos e de coelhos, demonstraram
maior risco de endoftalmites nas incisdes de cérnea clara, pois a pressdo intraocular é
baixa no pds-operatdrio, propiciando inadequada coaptacdo das bordas da lesdo e
permitindo a entrada de microorganismo na camara anterior. A hipotonia p6s-operatdria
da cirurgia de catarata € transitéria e comum nas primeiras horas apds a
facoemulsifica¢@o, podendo levar ao desenvolvimento endoftalmites (McDONNELL, et
al., 2003).

Com as modernas técnicas de facoemulsificagdo, a incisdo corneana teve
preferéncia sobre a limbal, escleral e corneoescleral, pois oferece diversas vantagens

como uma rapida recuperagdo visual no pds-operatdrio, menor astigmatismo, auséncia
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de hemorragia, menor cicatriz, permite implante de lentes intraoculares e adequado
selamento da cAmara anterior nas técnicas autosselantes (McDONNELL, et al., 2003).

O éangulo da incisdo em cérnea clara para cirurgia de catarata € de extrema
importancia para o seu selamento e manuten¢io da estabilidade na cAmara anterior, pois
evita flutuagdes da pressdo intraocular. Corroborando, estudo com tomografia de
coeréncia Optica, demonstrou que as incisdes uniplares em olhos humanos com angulos
de 30° a 40° propiciaram maior estabilidade. Ainda, em cérneas de coelhos, dngulos de
30° e 33° correspondem aos melhores valores para a coaptagdo das bordas da incisdo
(RAO et al., 2003).

Os tamanhos das incisdes na cirurgia de remog¢do da catarata sdo diferentes entre
as técnicas operatérias. Na facoemulsificagdo, podem-se confeccionar incisdes de
aproximadamente 3.2 mm, bem como as microincisdes com 1,5 mm de largura ou
incisdes ainda menores, (KECOVA & NECAS, 2004; ELKADY, PINERO & ALIO,
2009; LICHTINGER et al. 2011) e uma incisdo acesséria de 1 mm. Entretanto, nas
facectomias intra e extracapsulares as incisdes s@o extensas, em torno de 180 a 190° de
diametro, as quais correspondem a 20 a 22 mm (INABA et al., 1985; KECOVA &
NECAS, 2004;). A cirurgia de remog¢do da catarata leva a mudancas na densidade
endotelial, na morfologia endotelial e na espessura da cornea (INABA et al., 1985;
CHENG et al., 1985; SCHULTZ et al., 1986; RAVALICO, BOTTERI & BACCARA
2003; LICHTINGER et al. 2011). Dentre as alteragcdes morfoldgicas observa-se
diminuicdo no percentual de células hexagonais, aumento no nidmero de células
hipertrofiadas e no coeficiente de variacdo do tamanho celular, caracterizando a perda
endotelial com diminuicdo da densidade celular. Essas alteragdes sdo localizadas,
principalmente, na por¢do superior da cérnea devido ao acesso e a manipulagdo
cirtiirgica da remocao da catarata (SCHULTZ et al., 1986, PIGATTO, 2004).

Perdas celulares foram avaliadas, por meio da microscopia eletronica de
varredura em cées, ao comparar as técnicas manuais de facoemulsificacido e extracdo
extracapsular. Esse estudo verificou maior perda celular na regido superior da cérnea,
seguida pela central e inferior, com maior relevancia para a técnica extracapsular. Isso
se deve a maior incisdo, localizada na regido superior e contato da lente com o
endotélio, durante a sua remocdo. A facoemulsificacdo propiciou a manutengdo do
padrio regular do mosaico endotelial, e pequena perda endotelial nas regides central e
inferior. Na regido superior, proximo a incisdo, constatou-se maior perda celular

(PIGATTO, 2004).
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Estudos relacionados a perda endotelial cirirgica também foram realizados em
caes, gatos e coelhos (GWIN et al., 1982, PIGATTO , 2004). Nos humanos, os estudos
se detiveram principalmente ao uso da microscopia especular por ser in vivo e ndo
invasivo, demonstrando, apés cirurgia de catarata em olhos normais, uma perda
endotelial média de 10 a 20%, independente da técnica de remog¢do (DIAZ-VALLE et
al., 1998) e uma perda cronica progressiva anual de 2,5% durante 10 anos de pds-
cirdrgico aproximadamente (BOURNE, NELSON, HODGE, 1994). Comparativamente,
em olhos ndo operados, observou-se uma perda endotelial em torno de 0,9 a 1% por ano
(BOURNE et al., 2004). Atualmente, melhoramentos tecnoldgicos e novas técnicas para
a remocdo da catarata propiciam menores perdas endoteliais registradas em torno de
3,2% a 23,2% (RAVALICO, BOTTERI & BACCARA, 2003; RICHARD et al., 2008).
No entanto, a densidade endotelial ainda deve ser estimada devido o risco corneano
inerente ao procedimento, podendo levar a descompensacdo endotelial e a perda da

transparéncia corneana.

2.5 Métodos de avaliacdo do endotélio corneano

Na avaliagdo morfoldgica e morfométrica do endotélio corneano de humanos e
de animais, sdo empregados varios métodos de investigacao clinica como a microscopia
especular e a microscopia confocal (GWIN et al., 1982; COLLIN & COLLIN, 1998;
ABIB, 2000; CANAVAGH et al., 2000; JALBERT et al., 2003; PIGATTO et al., 2006;
PIGATTO et al., 2008). Os estudos in vitro utilizam a coloracio vital e a microscopia
eletronica de varredura (TAYLOR & HUNT 1981). Binder, Akers & Zavala (1979),
valendo-se da microscopia eletrdnica de varredura, observaram densidade celular
endotelial significativamente maior quando comparada a encontrada pela microscopia
especular.

Esses métodos permitem analisar, principalmente, a densidade endotelial, o
tamanho e a forma de das células do endotélio (DOUGHTY & DILTY, 1994; ABIB,
2000; McCAREY, EDELHAUSER & LYNN, 2008). O polimegatismo é o termo
utilizado para denotar as diferencas no tamanho das células endoteliais com formato
hexagonal preservado. O pleomorfismo é dado como a variagdo do formato hexagonal
das células endoteliais da cornea. Esses indices sdo importantes indicadores do estado
funcional do endotélio corneano (ABIB, 2000; McCAREY, EDELHAUSER & LYNN,
2008; PIGATTO et al., 2008).
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A microscopia eletronica de varredura € o método de avaliagdo mais comumente
utilizado para obter informacdes sobre a ultraestrutura endotelial (OJEDA, et al., 2001).
Tem sido utilizada em estudos relacionados a morfologia corneana (OJEDA, et al.,
2001), a toxicidade de farmacos intracamerulares (ALP et al., 2000; HOLLEY et al.,
2002; LIOU, CHIU & WANG, 2004; SEYHMUS et al., 2006), a eficicia de meios de
preservacdo da cérnea (ARNDT, REESE & KOSTLIN, 2001) e das superficies de
estruturas, como o epitélio (OJEDA, et al., 2001) e na avaliacdo do endotélio de
diferentes espécies (COLLIN & COLLIN, 2000; PIGATTO et al., 2004; PIGATTO et
al., 2005a; PIGATTO et al., 2005b; RODRIGUES et al, 2006; PIGATTO et al., 2009;
TAMAYO-ARANGO et al., 2009).

Durante a etapa de preparo celular, a amostra pode sofrer graus variados de
retracdo (PIGATTO, 2004). Em estudo com cérneas de coelhos verificou-se ocorréncia
de até 50% de retracdo celular, levando a uma diminuicio da drea celular e aumento na
densidade endotelial (BINDER, AKERS & ZAVALA 1979; SCHUTTEN & Van
HORN, 1980; DOUGHTY, BERGMANSON & BLOCKER, 1997). A retracdo ocorrida
durante a preparagdo da cérnea demonstra uniformidade (DOUGHTY, BERGMANSON
& BLOCKER, 1997). Devido a isto, valores morfométricos ndo podem ser
correlacionados com dados da microscopia especular (SCHUTTEN & Van HORN,
1980, MISHIMA, 1982; DOUGHTY, SPITERI & DILTS 1997; DOUGHTY, 2006).

Por meio da microscopia eletrdnica de varredura, Pigatto et al. (2005) em estudo
com coelhos normais, visibilizaram células hexagonais na sua maioria (75%), células

pentagonais (14%) e heptagonais (11%).
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3 ARTIGO

Este artigo foi escrito conforme as normas da revista Journal of Cataract and

Refractive Surgery (ISNN 0886-3350) e sera traduzido para o inglés no momento da sua

submissdo.

3.1 Avaliacao da morfologia pés-operatoria das células do endotélio corneano de

coelhos na regido periférica perincisional comparativamente a regiao central

Post-operative evaluation of the morphology of corneal endothelial cells of rabbits in

the peripheral perincisional area, in comparison to the central area

Hiinning Paula S', Albuquerque Luciane de', Cavalcanti, Ruben', Almeida Ana Carolina

VR, Pigatto Jodo AT".

Abstract

Purpose: To evaluate the corneal endothelial morphology in rabbits, comparing the
peripheral perincisional and central areas in different post-operatives periods through
scanning electron microscopy.

Setting: Hospital of Veterinary Clinics of the College of Veterinary, Federal University
of Rio Grande of Sul, Brazil.

Design: Experimental study.

Methods: Three groups containing 5 animals each were designed for post-operative
evaluation: G1 (7 days); G2 (15 days) and G3 (45 days). The clear cornea of thirty New
Zealand rabbits was subjected to a single-planed incision of 3.2 mm. At the end of the
established periods, a morphological evaluation of the endothelium was carried out using
scanning electron microscopy. Six scanning electron micrographs were taken from each
corneal area, with a magnification of 1000 x. One hundred endothelial cells were analyzed
to obtain the cell side count percentage.

Results:. In the perincisional peripheral area, which was evaluated at the 7 post-operative
day, 6-sided (47.8%), 5-sided (31.3%) and 7-sided (13.9%) cells were found, in addition to,
3-sided cells (0.1%), 4-sided cells (4.9%), 8-sided cells (1.8%) and 9-sided cells (0.2%). In
the evaluation made on the 15th post-operative day, 6-sided (45.6%), 5-sided (32.6%) and
7-sided (17.4%) cells were observed, as well as 4-sided (1.7%) and 8-sided cells (2.7%).

1 Faculdade de Veterindria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Avenida Bento Gongalves, 9090, CEP
91540-000, Porto Alegre, RS, Brasil.



26

On the 45th post-operative day, the presence of 6-sided (57%), 5-sided (24%), 7-sided
(17.2%), 4-sided (0,1%), 8-sided (1.6%) and 9-sided cells (0.1%) was verified. On the 7th
post-operative day, 6-sided (75.6%), S-sided (13.3%), 7-sided (10.8%) and 8-sided cells
(0.3%) were observed in the central area .Upon evaluation made on the 15th post-operative
day, it was possible to observe 6-sided (78.9%), 5-sided (11.5%) and 7-sided (9.6%) cells.
Upon evaluation made on the 45th post-operative day, it was possible to identify 6-sided
(74.8%), 5-sided (13.6%) and 7-sided (11.6%) cells. The areas studied were statistically
compared (P<0.05).

Conclusion: In comparison to the central area, there was a morphological alteration of
the endothelial cells of the peripheral perincisional area in different post-operative
periods of the cornea rabbits.

Introducao

Com as modernas técnicas de facoemulsificacdo, a incisdo em cérnea clara teve
preferéncia sobre a limbal, escleral e corneoescleral, pois oferece diversas vantagens
como uma rapida recuperagdo visual no pds-operatorio, menor astigmatismo, auséncia
de hemorragia e menor cicatriz. Além disso, permite adequado implante de lente
intraocular e selamento da cAmara anterior."*

A facoemulsificagao € a técnica de eleicdo para remogao de catarata em humanos
e em animais."* No entanto, podem ocorrer descompensacio endotelial e perda da
transparéncia corneana.”® Assim, alteracdes endoteliais sdo consideradas importantes
pardmetros no trauma cirdrgico e sdo essenciais para a seguranca da técnica cirdrgica.’

Para a avaliacdo do endotélio da cornea, métodos de investigagdo sdo
empregados comumente como a microscopia especular e a microscopia eletronica de
varredura. Esses métodos permitem avaliar dados morfométricos e morfoldgicos, os
quais incluem a drea celular média, a densidade endotelial, o polimegatismo expresso
pelo coeficiente de variacdo e o pleomorfismo dado pelo percentual de células com seis
lados. Os indices de pleomorfismo e de polimegatismo sdo importantes indicadores do
estado funcional do endotélio corneano.” "

A reparacdo corneana ocorre por hipertrofia e migragcdo de células remanescentes

13,14,15

para as margens da lesdo em individuos da espécie humana e felina, observando-

se alguma atividade mitética. o8 Diferentemente, nos coelhos, além da hipertrofia e da

. ~ . e . . 19-21
migragdo celular, ocorre significativa mitose celular.
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Atualmente, sabe-se que a cirurgia remogdo da catarata leva a alteragdes na
morfologia e morfometria endotelial pés-operatéria.'""'®**** Cérneas de coelhos tém
sido utilizadas em pesquisa oftalmica para avaliar a incisdo de cérnea.””* No entanto
estudos relacionados ao dano perincisional apds incisdo de cdérnea ndo foram
encontrados na literatura. Objetiva-se comparar a morfologia pds-operatéria das células
do endotélio corneano, da regido periférica perincisional comparativamente a regido

central, em coelhos, utilizando a microscopia eletronica de varredura.

Materiais e métodos

Foram estudados 30 bulbos dos olhos coelhos (Oryctolagus cuniculus) da raca
Nova Zelandia, albinos, machos ou fémeas, com 90 dias de idade, pesando entre 2 e 2,5
kg e higidos.

Todos os animais foram submetidos ao exame oftalmico, que incluiu avaliagio
dos reflexos, teste da lagrima de Schirmerl, biomicroscopia com lampada de fendaz,
tonometria de rebote’ e prova da fluoresceina® para avaliar dano epitelial. Foram
descartados animais com alteragdes oculares.

A pesquisa foi conduzida conforme as normas da Association for Research in
Vision and Ophthalmology (ARVO) e aprovacio da Comissio de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEUA-UFRGS).

Para a avaliacdo da morfologia pés-operatéria da cérnea de coelhos foram designados

trés grupos com cinco animais cada. Os grupos foram denominados de G1, com avaliagdo

aos 7 dias, G2 com avaliacdo aos 15 dias e G3 com avaliacdo aos 45 dias de pds-operatério

O procedimento cirdrgico foi realizado em ambos os bulbos dos olhos. Para tanto, os

animais foram submetidos a jejum alimentar prévio de quatro horas e hidrico de duas

horas.

A conten¢do dos animais foi feita com a administracdo da associa¢do de midazolam

(2 mg.kg™), meperidina (4 mg.kg™") e cetamina (20 mg.kg™), por via IM. Os animais foram

pré-oxigenados, durante 5 minutos, e a complementacdo da inducdo anestésica foi

realizada com mascara de isoflurano a 5 V%. Apds intubacdo, o plano cirdrgico de

" Teste da ldgrima de Schirmer strips, Ophthalmos Ind. Com. Produtos Farmacéuticos Ltda.
2 Portable Slit lamp Kowa S115, Kowa Company, Ltd,

3 Tonovet, Tiolat, Helsinki, Finlandia.

* Prova da Fluoresceina strips, Ophthalmos Ind. Com. Produtos Farmacéuticos Ltda.
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anestesia foi mantido com isoflurano. Empregou-se sistema ndo-reinalatério de Baraka.
Além disso, foi instilado anestésico de tetracaina a 1%.

Previamente ao procedimento cirtrgico, foi instilada uma gota de cloridrato de
fenilefrina a 10%, em ambos os bulbos dos olhos. O procedimento operatdrio foi
realizado com auxilio de um microscépio cirl’lrgico5 , instrumental oftdlmico adequado e
por um mesmo cirurgido. A anti-sepsia foi realizada com polivinilpirrolidona, diluido
em solucgdo salina (1:100) e aplicacdo do campo cirtrgico estéril descartdvel e aderente
sobre o bulbo do olho.

Ap6s blefarostase, a incisdo na cérnea clara uniplanar foi realizada com um
bisturi de 1amina metalica angular de 3,2 mm de largura®, na posicdo entre 11 ¢ 12 horas
(Figuras 1). As bordas da ferida cirirgica foram aproximadas com ponto simples
interrompido com fio ndilon inabsorvivel 8-0. Ao final do procedimento cirdrgico,
administrou-se, por via subconjuntival, 0,1 ml de acetato de prednisolona a 1%; 0,1 ml

de gentamicina a 4% e cetoprofeno na dosagem 2 mg.kg'1 por via IM.

Figura 1 — Imagem das etapas de realizagdo da incisdo de cérnea clara uniplanar com
bisturi angular de 3.2 mm em coelhos.

No tratamento pds-operatdrio foram instilados colirios de tobramicina 0,3%, de
dexametasona a 0,1% e de diclofenaco de sodio 0,1%, a cada 6 horas, em ambos o0s
olhos, durante 15 dias; e cloridrato de fenilefrina a 10% colirio, a cada 12 horas, em
ambos os olhos, no periodo de 7 dias. Utilizou-se colar elisabetano para evitar
autotraumatismo.

Durante os periodos de pds-operatdrio, realizou-se exame oftdlmico a intervalos

de 24 horas até o sétimo dia, e posteriormente a cada 7 dias. Subjetivamente, avaliou-se

Modelo SM-2002 com microfocalizagdo, OPTO, Sdo Paulo.
Clear cut™, Alcon Laboratories, Texas, EUA.
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o prurido, a fotofobia, o blefarospasmo e o reflexo pupilar (RPL). Ainda, realizou-se
tonometria de rebote” e a prova da fluoresceina.

Ao término dos periodos pés-operatérios determinados, foi realizada a eutanésia
dos animais. Primeiramente os coelhos foram anestesiados com cetamina, na dosagem
de 60 mg/kg, e xilazina, na dosagem de 8 mg/kg, associadas na mesma seringa, por via
IM. Apés os animais adotarem decubito esternal, realizou-se vendclise da veia auricular
para a administragdo de tiopental sddico, na dosagem de 50 mg/kg, por via IV e
posteriormente, cloreto de potéssio por via IV, provocando a parada cardiorrespiratoria.

Realizou-se fixacdo prévia das corneas, instilando-se 1 gota de glutaraldeido
2,5%, em tampao cacodilato de sédio 0,1 M e pH 7.4, a cada minuto, durante 5
minutos. Em seguida, os bulbos dos olhos foram enucleados e as cérneas foram
excisadas em 360°, tomando-se a regido limbica como referéncia, a uma distancia de 2
a 3 mm em direcdo a esclera. As amostras foram mantidas na solucdo de glutaraldeido,
a 2,5%, tamponado com cacodilato sédico e acondicionadas em frascos de vidro, com
tampa de rosca, sendo fixadas pelo periodo minimo de 36 horas.

O processamento e a andlise do material foram realizados no Centro de
Microscopia Eletronica de Varredura da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

As amostras foram seccionadas em 4 quadrantes, mantendo o local da incisdo
corneana em um fragmento, e definindo-se a regido periférica perincisional e central da
cornea (Figura 2). A seguir, realizou-se a lavagem das amostras em solugdo tampao de
cacodilato, e desidratadas, em séries crescentes de alcool etilico (30, 50, 70, 85, 90, 95 ¢

100%), durante 15 minutos respectivamente, e trés vezes, na concentracdo de 100%.

e
\
B
| \ Regides fotografadas

\ / —— Incisdo de cérnea

N _

~_1

Figura 2 — Representag@o esquemadtica das regides perincisional (A) e central (B) da
cornea de coelhos.



30

Procedeu-se a secagem, em secador de ponto cr1’tico7, utilizando didxido de
carbono liquido. Acondicionou-se o tecido em porta-espécime, com fita condutiva de
carbono e metalizadas no metalizador® com uma camada de ouro e palddio de 35 nm de
espessura (Figura 3).

Para a avaliacdo da morfologia endotelial utilizou-se microscéopio eletrdnico de
varredura’, operado com 15 kV. Realizaram-se seis eletromicrografias de varredura de
forma aleatdria e uniforme com aumento de 1000 vezes. Foram avaliadas 100 células
endoteliais de cada regido. Como pardmetro morfoldgico analisou-se o nimero de lados
celulares.

Os dados sobre o niimero de lados celulares das regides analisadas foram
submetidos ao teste de Tukey para comparacdo das médias utilizando o aplicativo
ASSISTAT 7.5 beta. Adotou-se para todas as andlises o nivel de significancia de 5%
(P<0,05).

Figura 3 — Imagem do fragmento de cérnea de coelho metalizado com ouro e palddio
e acondicionado em porta espécime. Representacdo esquematica das regides avaliadas
por MEV: periférica perincisional (PP) e central (C).

Resultados

Na avaliacdo oftdlmica todos os coelhos apresentaram RPL positivo, valores

normais de pressdo intra-ocular, prova da fluoresceina negativa e auséncia de sinais de

7 Critical Point Dryer, Baltec, CPD 030
8 Sputer Coater, Baltec, SCD 050
o Microscépio eletronico de varredura-JSM 6060, JEOL, Téquio, Japao.
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desconforto ocular.

Nas eletromicrografias de varredura da regido periférica perincisional foram
encontradas, aos 7 dias de pdés-operatério, células com 6 lados (47,8%), 5 lados (31,3%)
7 lados (13,9%), 3 lados (0,1%), 4 lados (4,9%), 8 lados (1,8%) e 9 lados (0,2%)
(Figura 4). No periodo pds-operatério de 15 dias foram verificadas células com 6 lados
(45,6%), 5 lados (32,6%), 7 lados (17,4%), 4 lados (1,7%) e 8 lados (2,7%) (Figura 6).
Na avaliag¢do apds 45 dias de pds-operatério foram observadas de células com 6 lados
(57%), 5 lados (24%), 7 lados (17,2%), 4 lados (0,1%), 8 lados (1,6%) e 9 lados (0,1%)
(Figura 8).

Comparativamente, na regido central, as eletromicrografias de varredura do
periodo pés-operatéria de 7 dias demonstraram células de 6 lados (75,6%), 5 lados
(13,3%), 7 lados (10,8%) e 8 lados (0,3%) (Figura 5). Aos 15 dias de pés-operatorio
foram verificadas células com 6 lados (78,9%), 5 lados (11,5%) e¢ 7 lados (9,6%)
(Figura 7). Na avaliacdo apos 45 dias de pds-operatdrio foram observadas células com
6 lados (74,8%), 5 lados (13,6%) e 7 lados (11,6%) (Figura 9).

A regido periférica perincisional comparada a regido central apresentou menor

percentual de células hexagonais (Gréafico 1).

100%

90%
80% 75,60%

78,90%

74,80%

70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Gl G2 G3

M Regido periférica M Regido central

Grifico 1- Representagdo grafica do percentual de células endoteliais com seis lados das
regides periférica perincisional e central de coelhos submetidos a incisdo de
cornea, correspondente aos periodos pds-operatérios de 7 dias (G1), 15 dias
(G2) e 45 dias (G3).
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Figura 4 - Eletromicrografia de varredura da regido periférica perincisional do
endotélio corneano de coelhos submetidos a incis@o de cérnea aos 7 dias
de poés-operatério. Observou-se hexagonalidade de 47,8%. Aumento

original 1000X; Barra = 10pum.

Figura 5 - Eletromicrografia de varredura da regido central do endotélio corneano de
coelhos submetidos a incisdo de cornea aos 7 dias de pds-operatério.
Observou-se hexagonalidade de 75,6%. Aumento original 1000X; Barra =
10pum.
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Figura 6 - Eletromicrografia de varredura da regido periférica perincisional do
endotélio corneano de coelhos submetidos a incisdo de cérnea aos 15 dias
de poés-operatorio. Observou-se hexagonalidade de 45,6%. Aumento

original 1000X; Barra = 10um.

Figura 7 - Eletromicrografia de varredura da regido central do endotélio corneano de
coelhos submetidos a incisdo de cérnea aos 15 dias de pds-operatorio.

Observou-se hexagonalidade de 78,9%. Aumento original 1000X; Barra =

10pm.
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i =
Figura 8 - Eletromicrografia de varredura da regido periférica perincisional do endotélio
corneano de coelhos submetidos a incisdo de cérnea aos 45 dias de pds-
operatorio. Observou-se hexagonalidade de 57%. Aumento original 1000X;

Barra = 10pum.

Figura 9 - Eletromicrografia de varredura da regido central do endotélio corneano de
coelhos submetidos a incisdo de cérnea aos 45 dias de pds-operatdrio.
Observou-se hexagonalidade de 74,8%. Aumento original 1000X; Barra =

10um.
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Estatisticamente, as regides periférica perincisional e central da cérnea de

coelhos sdo significativamente diferentes (P<0,05) (Tabela 1).

Tabela 1- Numero de lados das células endoteliais, expresso em percentual, das
regides periférica perincisional e central de coelhos, submetidos a incisdo
de cdrnea, correspondentes aos periodos pés-operatérios de 7 dias (G1), 15
dias (G2) e 45 dias (G3).

Grupos Nuamero de Regido Regiao Periférica
lados Central (%)
(%)

5 13,3d 31,3¢

Gl 6 75,6a 47,8b
7 10,8e 13,9d

5 11,5¢ 32,6¢

G2 6 78,9a 45,6b
7 9,6e 17,4d

5 13,6e 23,2¢

G3 6 74,8a 57,0b
7 11,6¢ 17,2b

Letras diferentes em uma mesma linha indicam diferenca significativa (P>0,05) pelo
Teste de Tukey.

Entre os grupos pds-operatdrios da regido periférica perincisionais ocorreu uma
diminuic¢do das células hexagonais aos sete dias, se comparado ao periodo de 45 dias,
bem como maior presenca de células com cinco e sete lados, e uma minoria de células
com trés, quatro, oito e nove lados. Diferentemente, a regido central apresentou
percentual maior de células hexagonais e em menor propor¢do células com cinco e sete

lados.

Discussao e conclusao

Estudos demonstram que as andlises da forma e do tamanho celular sao melhores

indicativos da funcdo e da integridade endotelial do que somente a densidade

9,23
1,

endotelia em vista disso, di-se a importancia deste estudo. Diante da perda
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endotelial provocada pela cirurgia de catarata em humanos e animais deve-se levar em
consideracdo esta alteracdo morfoldgica, bem como a insignificante presenca de mitose
na espécie humana.'®*>%’

A reparag@o do endotélio de coelhos ocorre por hipertrofia, migracdo e mitose

13, 21,28

celular. Este processo ocorre proximo ao local da lesdo, dessa forma alterando os

padrdes morfoldgicos na tentativa de restabelecer a regularidade e a funcido da camada
endotelial.'***

Neste estudo, observou-se que o endotélio corneano de coelhos, em diferentes
periodos pds-operatdrios, apresentou variacdo no numero de lados das células
endoteliais da cérnea. Nas eletromicrografias de varredura da regido periférica
perincisional, avaliadas ao 7° dia de pds-operatdrio, ocorreu uma menor presenca de
células hexagonais, ou seja, maior pleomorfismo. Ao 15° dia, observou-se uma
estabilizacdo das células e, ao 45° dia, verificou-se inicio da reorganizacdo das células,
apresentando maior hexagonalidade e diminui¢do das células com 3, 4, 8 e 9 lados.
Entretanto, na regido central estudada, observaram-se 74,8 a 78,9% de células com seis
lados. Estes valores foram semelhantes aos obtidos em cdrneas normais de diferentes
espécies animais.

Pigatto et al.*’.em estudo com coelhos normais, visibilizaram por meio da
microscopia eletronica de varredura, células hexagonais (75%), células pentagonais
(14%) e heptagonais (11%). Corroborando, Matsuda et al.? observaram-se pela
microscopia especular hexagonalidade de 73%.

Em individuos da espécie humana, o percentual de células hexagonais apresenta-

23,30
se em torno de 70%,”

enquanto que, pela microscopia especular, observou-se em
humanos e primatas hexagonalidade de 77+7 e 76,66, respectivamente“. Ainda, em
espécie de limitada capacidade mitética, como os felinos, encontrou-se hexagonalidade
de 80+8,5% utilizando a microscopia especular,”>*® diferentemente Franzen et al.**
relataram média de 66% em individuos adultos.

Em caninos observaram-se células com seis lados (68%), cinco lados (17%), sete
lados (11%), quatro lados (2%) e oito lados (2%).12 Além destes mamiferos, os bovinos
adultos apresentam 73,3+4,7% de células com seis lados.®

Estudo com répteis, também demonstrou valores semelhantes aos mamiferos.
Dessa forma, identificou-se por meio da microscopia eletronica de varredura presenga

de células hexagonais (78%), com células de 4 lados (2%), de cinco lados (13,2%), de
sete lados (5,8%) e oito lados (1%)."
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O endotélio das aves, também foi estudado por meio da microscopia eletronica
de varredura, sendo similar aos mamiferos e répteis. Nestes estudos, o avestruz
apresentou células hexagonais (75%), pentagonais (14%) e heptagonais (11%) e, em
pingiiins, observaram-se cé€lulas hexagonais (80%), pentagonais (14,2%) e heptagonais
(5,8%).>"® Em peixes foi proposto que o endotélio tem padrdo irregular com
predominéncia de células hexagonais e pentagonais.”

Os dados s@o similares entre as espécies com aproximadamente 65 a 80% de
hexagonalidade, ndo ocorrendo diferenca entre as regides central e periférica da cérnea
e entre um olho e seu contra-lateral.”>** Assim, neste experimento, pode-se comparar
as regides periférica perincisional e central, mantendo a regido central como padrio
regular do mosaico endotelial. Entretanto, comparativamente a regido periférica
perincisional observou-se maior pleomorfismo.

A microscopia especular realizada em cdrneas de coelhos, 7 dias apds trauma
endotelial, demonstrou reducdo na hexagonalidade (<60%) e aumento das células
pentagonais de 12% para 33%.>' Estes achados correspondem aos resultados obtidos na
avaliagdo poés-operatéria da regido periférica perincisional ao 7° dia, demonstrando
decréscimo das células hexagonais e aumento das células pentagonais de 13,3% para
31,3%, se comparada a regido central. Concomitantemente, comparando os periodos
pos-operatorios de 15 e 45 dias da regido periférica perincisional, observou-se reducio
do pleomorfismo com diminui¢do das células pentagonais e heptagonais com o passar
do tempo. Contudo, verificou-se padrdo endotelial mais desigual e menos regular do que
o normal. Igualmente foi verificado por Olsen & Davanger,19 em estudo com coelhos,
avaliando o endotélio a partir da microscopia eletrdnica de varredura.

ILMONEN et al.*' conduziram experimento provocando trauma penetrante em
cobaios e verificaram por meio da MEV, que uma pequena perfuragio corneana provocada
por uma agulha com 0,4 mm de didmetro altera o padrdo regular do mosaico endotelial
préximo a lesdo. As células perderam o formato hexagonal, mantendo a irregularidade aos
14 dias de pos-operatorio. Similaridade ocorreu neste estudo com manutencdo da
irregularidade do padrdo endotelial ao fim dos periodos pds-operdtorios avaliados. Nesta
espécie de roedores ndo foi visualizado figuras mitdticas e o recobrimento completo da
lesdo ocorreu por migracdo das células endoteliais aos 7 dias de p(’)s—operat(’)rio.41

A reparacdo endotelial difere entre as espécies de animais e este processo depende
do tipo e tamanho do trauma.*** Em coelhos a reparacio dd-se também pela mitose,

porém ao 45° dia de pds-operatdrio ocorreu diminui¢do das células hexagonais comparada
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a regido central. Além disso, a incisdo de 3,2 mm provocada na cérnea de coelhos nio foi
totalmente recoberta por células endoteliais. Em contrapartida, nos coelhos as lesdes por
congelamento ndo perfurantes com didmetros de 4 mm, mostraram recobrimento da lesdo
em 3 dias de pds-operatério e restabelecimento do padrdo hexagonal em 21 dias por meio
da MEV."”

Embora a literatura cite somente a presenca no endotélio de células com seis,
cinco, quatro, sete e oito lados,'®****° foram visibilizadas células com trés e nove
lados.

As técnicas de remocdo da catarata despertaram a realizacdo de indmeros
estudos por pesquisadores, avaliando a perda e a variacdo da morfologia endotelial >
#34A facoemulsificagdo permite a realizacdo de uma incisdo de 3,2 mm na coOrnea,
tornando rdpida a cicatrizagdo com pequena cicatriz."**  Estudos por meio da
microscopia especular avaliando a cérnea por regides (superior, central e periférica)
demonstram maior perda celular, pleomorfismo e polimegatismo na regido superior
onde se realiza a incisdo. Isso se deve a maior manipulacdo do material cirdrgico e
contato dos fragmentos lenticulares em cirurgias intra e extra-capsulares.”>**** Porém,
dados sobre a morfologia periférica perincisional pds-operatéria ainda nao havia sido
avaliados por meio da microscopia eletronica de varredura.

Entre os métodos para a avaliagdo da morfologia e morfometria endotelial
encontram-se a microscopia especular e a microscopia eletronica de varredura. A
microscopia especular faz parte da semiologia endotelial in vivo e ex vivo, tendo como
vantagens a simplicidade operacional, procedimento ndo invasivo e auséncia de
artefatos de preparacdo. Como desvantagem inclui-se o alto custo do equipamento e
dificuldades de imagens nitidas em 4reas com edema de cérnea.'*!!

Como alternativa existem técnicas de estudo in vitro, como a microscopia
eletronica de varredura, utilizada em estudos relacionados a toxicidade de farmacos
intracamerulares, a eficdcia de meios de preservacdo da cérnea e das superficies de
estruturas, como o epitélio e na avaliacio do endotélio da cdérnea de diferentes
espécies, 82937394849

Citam-se como desvantagens da microscopia eletronica de varredura o grau
varidvel de retragdo celular e a necessidade de treinamento prévio do pesquisador diante
da complexidade de conservagdo e preparo das amostras, as quais podem gerar

P 50,51 5
resultados sem significAncia para outros estudos.” " Desse modo, neste estudo ndo

analisou-se dados referentes a densidade endotelial e area celular do endotélio da cérnea
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de coelhos.

A preparagdo da cérnea para a microscopia eletronica de varredura provoca retragdo
média da amostra de 29,7% (3,6 a 49,15%), consequentemente a avaliacdo do endotélio
corneano revelard maior varia¢do na densidade e no tamanho celular.”® Desse modo, 0s
resultados morfométricos ndo podem ser comparados entre a microscopia especular e a
eletrdnica de varredura. No entanto, dados relacionados ao pleomorfismo sdo confidveis,
pois ndo ocorre modificagdo na forma da célula, podendo ser relacionados com a
microscopia eletronica de varredura.’

A visibilizacdo de cilios, nas amostras micrografadas, indica o adequado
processamento da amostra.”®> O treinamento prévio e conhecimento da técnica de
preparacdo da amostra permitiram tais resultados. Observou-se ainda presenca de
microvilosidades, interdigitacdes e aberturas das vesiculas pinociticas na superficie
endotelial, corroborando com os descritos na literatura.”’

De acordo com as condi¢des experimentais propostas para este estudo, conclui-
se que houve diferenca na morfologia das células endoteliais da regido periférica
perincisional comparada a regido central da cérnea de coelhos submetidos a incisdo de

cornea.
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CONSIDERACOES FINAIS

- A microscopia eletronica de varredura permitiu a andlise da morfologia pds-operatéria
do endotélio corneano da regido periférica perincisional, comparativamente a regido
central.

- O modelo experimental adotado nesta investigacdo poderd, também, ser utilizado para
outros estudos relacionados a morfologia das células endoteliais da cérnea de coelhos

apos cirurgia de catarata.
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