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RESUMO

O endotélio corneano ¢ uma monocamada de células poligonais localizadas na face
posterior da cornea e é essencial para a manutengdo da transparéncia corneana. Nao foram
encontradas referéncias na literatura a respeito dos pardmetros morfologicos e morfométricos
do endotélio da cérnea de galinhas, apesar destes animais serem amplamente utilizados como
modelo experimental em estudos oftdlmicos, devido a similitude com a cérnea de humanos. O
objetivo deste estudo foi o de avaliar os pardmetros morfométricos ¢ o pleomorfismo da
regido central do endotélio da cornea de galinhas (Gallus gallus domesticus) de diferentes
faixas etérias, utilizando a microscopia especular de contato. Avaliaram-se a densidade, a area
celular média e o pleomorfismo das células do endotélio da cornea de 60 olhos de 30 galinhas
da raca Leghorn branca. Os animais foram divididos em trés grupos composto por 10 animais
cada: G1 (animais com 30 dias de idade), G2 (animais com 45 dias de idade) ¢ G3 (animais
com 60 dias de idade). O presente estudo revelou que o endotélio da coérnea de galinhas ¢
composto por células poligonais de padrdo regular, com predominio de formato hexagonal. O
endotélio corneano de galinhas sofreu alteracdes decorrentes da idade no que tange a
morfometria, mas no que diz respeito ao pleomorfismo, ndo ocorreram alteracdes em resposta

ao envelhecimento.

Palavras-chave: galinhas, endotélio corneano, morfometria, pleomorfismo, microscopia

especular, Gallus gallus domesticus.



ABSTRACT

The corneal endothelium is a monolayer of polygonal cells located on the posterior
face of the cornea and it is essential for the maintenance of corneal transparency. We found
no references in the literature concerning the morphological and morphometric parameters of
the corneal endothelium of chickens, although these animals are widely used as experimental
model in ophthalmic studies due to the similarity with the human cornea. The objective of this
study was to evaluate the morphometric parameters and the pleomorphism of central corneal
endothelium of chickens (Gallus gallus domesticus) of different ages using the contact
specular microscopy. The density, the average cell area and the pleomorphism of the corneal
endothelial cells were evaluated on 60 eyes of 30 white Leghorn chickens. The animals were
divided into three groups of 10 animals each: G1 (animals with 30 days of age), G2 (animals
with 45 days of age) and G3 (animals with 60 days of age). The present study revealed that
the corneal endothelium of chickens is composed of regular polygonal cells, with
predominance of hexagonal shape. The corneal endothelium of chickens has changed due to
age in respect to morphometry, but in regard to pleomorphism, no changes occurred in

response to aging.

Key-words: chickens, corneal endothelium, morphometry, pleomorphism, specular

microscopy, Gallus gallus domesticus.
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1 INTRODUCAO

O endotélio da cormnea ¢ uma monocamada de células poligonais interligadas,
que compde a superficie posterior da cornea (SVEDBERGH; BILL, 1972; WARING et
al., 1982; TUFT; COSTER, 1990). Esta camada apresenta sua face anterior voltada para
a membrana de Descemet, enquanto sua face posterior limita-se com o humor aquoso
(WARING et al.,, 1982). Em sua maioria, as células endoteliais dos vertebrados
apresentam formato hexagonal (SVEDBERGH; BILL, 1972; PIGATTO et al., 2004;
PIGATTO et al., 20006).

Esta camada ¢ essencial para a manuten¢do da transparéncia da cornea e esta
constantemente sujeita a alteragdes fisiologicas decorrentes da idade, traumas, farmacos,
doencas oculares e sistémicas e manipulagdes cirurgicas intraoculares. Em casos de
comprometimento das células endoteliais, pode ocorrer o desenvolvimento de edema de
cornea (WARING et al., 1980; LANDSHMAN et al., 1988; TUFT; COSTER, 1990;
ALP et al., 2000; ABIB; BARRETO JUNIOR, 2001; JOYCE, 2003; BOURNE;
McLAREN, 2004; PIGATTO et al., 2004; JOYCE, 2012). Na maioria das espécies,
quando ocorre perda de células endoteliais, as c€lulas remanescentes aumentam de
tamanho e migram em dire¢do as margens da lesdo para cobrir a superficie posterior da
cornea, o que acarreta em um decréscimo na densidade celular (YEE; EDELHAUSER;
STERN, 1987; TUFT; COSTER, 1990; COLLIN; COLLIN, 1998).

Na avaliacdo morfolégica e morfométrica do endotélio da cérnea de seres
humanos e de animais, dois métodos de investigacdo clinica sdo principalmente
empregados, sendo eles a microscopia especular e a microscopia confocal (GWIN et al.,
1982; YEE; EDELHAUSER; STERN, 1987; COLLIN; COLLIN, 1998; ABIB, 2000;
CAVANAGH et al., 2000; ABIB; BARRETO JUNIOR, 2001; ANDREW; WILLIS;
ANDERSON, 2002; JALBERT et al., 2003; PIGATTO et al., 2006; PIGATTO et al.,
2008). Os estudos in vitro utilizam a microscopia com corantes vitais € a microscopia
eletronica de varredura (TAYLOR; HUNT, 1981). A microscopia especular tornou-se
uma técnica padrdo para determinar a densidade das células endoteliais da cornea e a
morfologia destas células in vivo, podendo esta técnica também ser utilizada para
estudos in vitro (COLLIN; COLLIN, 1998; ABIB, 2000; PIGATTO et al., 2006;
McCAREY; EDELHAUSER; LYNN, 2008; PIGATTO et al., 2008; FRANZEN et al.,
2010).
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A estrutura normal do endotélio da cornea tem sido estudada em humanos,
macacos, peixes, cdes, gatos, coelhos, suinos, lhamas, alpacas, cavalos, pinguins,
jacarés, avestruzes, entre outros (SVEDBERGH; BILL, 1972; PEIFFER; DEVANZO;
COHEN, 1981; GWIN et al.,, 1982; TUFT; WILLIAMS; COSTER, 1986; YEE;
EDELHAUSER; STERN, 1987; HUANG; NELSON; BOURNE, 1989; COLLIN;
COLLIN, 1998; ABIB, 2000; COLLIN; COLLIN, 2000; ABIB; BARRETO JUNIOR,
2001; ANDREW et al., 2001; ANDREW; WILLIS; ANDERSON, 2002; VICENTI,
2004; SEYHMUS et al., 2006; PIGATTO et al., 2004; PIGATTO et al., 2005a;
PIGATTO et al., 2005b; PIGATTO et al., 2006; PIGATTO et al., 2008; PIGATTO et
al., 2009; TAMAYO-ARANGO et al., 2009; FRANZEN et al., 2010). No entanto,
apesar da relativa disponibilidade de instrumentos para avaliacdo do mosaico endotelial,
existem poucos estudos sobre o endotélio de outros vertebrados, particularmente das
aves (YEE; EDELHAUSER; STERN, 1987; COLLIN; COLLIN, 1998).

As aves sdo bastante utilizadas como modelo experimental em pesquisas
oftallmicas (WAGGONER, 1978; NICKLA; WILDSOET; WALLMAN, 1998;
SCHMID et al., 2003; MONTIANI-FERREIRA; CARDOSO; PETERSEN-JONES,
2004; KAFARNIK; FRITSCHE; REESE, 2007, PRASHAR et al., 2007; AVILA;
McFADDEN, 2010; TSUKAHARA et al., 2010; RITCHEY et al., 2011; WAHL et al.,
2011). A similitude da cornea de galinhas com a cornea de humanos tem sido relatada
(FOWLER et al., 2004; RITCHEY et al., 2011). Entretanto, ndo foram encontradas
referéncias na literatura sobre estudos a respeito do endotélio da cdrnea desta espécie.

O objetivo deste estudo foi avaliar os parametros morfométricos e o
pleomorfismo da regido central do endotélio da cérnea de galinhas (Gallus gallus

domesticus) de diferentes faixas etérias, utilizando a microscopia especular.
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2 OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar os pardmetros morfométricos e o
pleomorfismo da regido central do endotélio da cérnea de galinhas (Gallus gallus

domesticus) de diferentes faixas etarias, utilizando a microscopia especular.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Endotélio da Cornea

O endotélio corneano ¢ uma monocamada de células achatadas, poligonais e
interligadas que compde a superficie posterior da cornea, sendo a sua integridade
essencial para a manuten¢do da transparéncia corneana (SVEDBERGH; BILL, 1972;
WARING et al., 1982; TUFT; COSTER, 1990; DeIMONTE; KIM, 2011). Estas células
sdo provenientes da crista neural, durante a fase de desenvolvimento embriologico
(TUFT; COSTER, 1990). Nos vertebrados, o formato predominante das células
endoteliais ¢ hexagonal (SVEDBERGH; BILL, 1972; DOUGHTY, 1989; COLLIN;
COLLIN, 1998; DeIMONTE; KIM, 2011).

O endotélio da coérnea tem sido estudado em humanos, macacos, peixes, caes,
gatos, coelhos, suinos, lhamas, alpacas, cavalos, pinguins, jacarés, avestruzes, entre
outras espécies (SVEDBERGH; BILL, 1972; PEIFFER; DEVANZO; COHEN, 1981;
GWIN et al., 1982; TUFT; WILLIAMS; COSTER, 1986; YEE; EDELHAUSER;
STERN, 1987; HUANG; NELSON; BOURNE, 1989; COLLIN; COLLIN, 1998;
ABIB, 2000; COLLIN; COLLIN, 2000; ABIB; BARRETO JUNIOR, 2001; ANDREW
et al., 2001; ANDREW; WILLIS; ANDERSON, 2002; VICENTI, 2004; SEYHMUS et
al., 2006; PIGATTO et al., 2004; PIGATTO et al., 2005a; PIGATTO et al., 2005b;
PIGATTO et al., 2006; PIGATTO et al., 2008; PIGATTO et al., 2009; TAMAYO-
ARANGQO et al., 2009; FRANZEN et al., 2010). A microscopia especular ¢ considerada
a técnica padrdo para determinar a densidade endotelial e a morfologia celular in vivo. A
microscopia eletronica de varredura € outro método valido para a avaliacdo do
endotélio, porém, para estudos in vitro. Esta técnica € bastante utilizada na comparacdo
da estrutura endotelial dos vertebrados (SVEDBERGH; BILL, 1972; COLLIN;
COLLIN, 1998; PIGATTO et al., 2004; TAMAYO-ARANGO et al., 2009). Esses
métodos permitem a andlise, principalmente, da morfologia e da morfometria das
células do endotélio da cérnea (ABIB, 2000).

Em seres humanos recém-nascidos a densidade endotelial média ¢ de 3500 a
4000 células/mm?. Em adultos, com o avanco da idade, a contagem de células

endoteliais diminui para valores proximos de 2500 células/mm? (SVEDBERGH; BILL,
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1972; YEE et al., 1985; TUFT; COSTER, 1990; ABIB, 2000; JOYCE, 2003). A
densidade de células endoteliais diminui progressivamente com o avanco da idade
(BOURNE; KAUFMAN, 1976; TUFT; COSTER, 1990). Em humanos, ocorre um
rapido declinio inicial no primeiro ano de vida, devido ao crescimento da cornea. Nos
anos seguintes, a diminui¢do da densidade celular passa a ser mais lenta e gradual
(BAHN et al., 1986; TUFT; COSTER, 1990). A densidade das células endoteliais na
area central da cornea diminui a uma taxa média de 0,6% ao ano, durante a fase de vida
adulta, com gradual aumento do polimegatismo e do pleomorfismo (BOURNE;
NELSON; HODGE, 1997).

Alteragdes na densidade e no formato das células endoteliais em fungdo do
envelhecimento tém sido relatadas em diferentes espécies, incluindo macacos, ratos,
gatos, cdes e coelhos (SVEDBERGH; BILL, 1972; GWIN et al., 1982; BAHN et al.,
1986; BAROODY et al., 1987; MacCALLUM et al., 1983; TUFT; COSTER, 1990;
FRANZEN et al., 2010). Nos animais adultos de cada uma destas espécies, a densidade
endotelial média apresenta valores proximos de 2500 células/mm? (GWIN et al., 1982;
BAHN et al., 1986; TUFT; COSTER, 1990).

As dimensdes das células endoteliais variam conforme as espécies. A célula
endotelial humana normal mede entre quatro ¢ seis um de espessura, 18 ¢ 20 um de
largura e apresenta nucleo com sete um de didmetro (TUFT; COSTER, 1990;
BOTEON, 2000). Em caninos e felinos, a c¢lula endotelial apresenta didmetro de 15 a
20 um (STAPLETON; PEIFFER, 1979; SAILSTAD; PEIFFER, 1981).

Localizadas na membrana endotelial posterior e em nimero variado estdo
presentes as microvilosidades, estruturas responsaveis por aumentar a superficie
posterior das células endoteliais. As microvilosidades projetam-se entre 0,5 e 0,6 pm em
direcdo a camara anterior do bulbo do olho (DOUGHTY, 1989; TUFT; COSTER, 1990;
BOTEON, 2000).

A presenca de cilios nas células endoteliais tem sido reportada em vertebrados.
Estas estruturas foram observadas em mamiferos, incluindo macacos e coelhos, e
também em aves e peixes. Porém, sua funcdo ainda ndo esta estabelecida
(SVEDBERGH; BILL, 1972; GALLAGHER, 1980; COLLIN; COLLIN, 1998;
COLLIN; COLLIN, 2000).

Quando as células sdo vistas da superficie posterior, hd um padrdo hexagonal

com uma dobra marginal fina, porém, histologicamente se observa que ha extensas e
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irregulares interdigitagdes entre as células, o que aumenta a superficie de contato entre
as mesmas (TUFT; COSTER, 1990; OJEDA et al., 2001).

Nas superficies internas das membranas laterais e posteriores encontram-se
vesiculas pinociticas, formadas a partir da invaginacdo da membrana celular. Estas
vesiculas destacam-se da membrana, atravessam o citoplasma e liberam o seu contetido
no espago entre as células endoteliais. Sua formagao ¢ dependente da temperatura e esta
relacionada com o transporte ativo de agua e metabolitos (TUFT ;COSTER, 1990).

As células endoteliais estdo separadas lateralmente por uma abertura de
aproximadamente 30 um, a qual ¢ reduzida para trés um no local da jung¢do gap em
direcdo a camara anterior. As juncdes fight unem as células em seu ter¢o apical. A
auséncia de continuas juncdes do tipo tight entre as células endoteliais permite a livre
passagem do humor aquoso para o estroma corneano, gerando opacificacdo da coérnea
(TUFT; COSTER, 1990).

A membrana celular anterior de cada célula endotelial estd em contato direto
com a membrana de Descemet e, devido & auséncia de complexos juncionais, as células
endoteliais sdo facilmente deslocadas por lesdes mecanicas (WARING et al., 1980).

As células endoteliais possuem citoplasma rico em organelas, sugerindo
transporte ativo e sintese de proteinas. Elas apresentam um grande numero de
mitocondrias, reticulo endoplasmatico liso e rugoso e um complexo de Golgi bem
desenvolvido. Pigmentos sdo ocasionalmente vistos no citoplasma das células do
endotélio (TUFT; COSTER, 1990; JOYCE, 2003).

O endotélio ¢ responsavel pela manutengdo da transparéncia da cornea através
da regulacdo da hidratagcdo corneana (TUFT; COSTER, 1990; JOYCE, 2003; JOYCE,
2012). Essas células funcionam como um sistema de bomba fluidica, prevenindo a
excessiva passagem de fluidos e solutos, além de promover o transporte ativo para
remocdo de fluidos e captacdo de nutrientes (MISHIMA, 1982; TUFT; COSTER,
1990).

O transporte de fluidos pelo endotélio depende do metabolismo aerdbico que
pode ser reversivelmente inibido pelo resfriamento da cornea. As mitocOndrias
fornecem energia para o funcionamento do sistema, produzindo ATP através do
metabolismo da glicose. O oxigénio requerido € difundido para as células endoteliais,
proveniente da cdmara anterior, ¢ em sua maioria, do filme lacrimal pré-corneano. O
movimento de dgua através do endotélio € passivo e segue o fluxo do transporte ativo de

ions através da membrana posterior das células endoteliais (TUFT; COSTER, 1990). A
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permeabilidade do endotélio a varios solutos varia em funcdo do peso molecular de cada
substancia, indicando que os solutos passam por difusdo simples, através dos espagos
teciduais (MISHIMA, 1982). A bomba ativa de fluidos remove fluidos do estroma
corneano para a camara anterior, através do transporte ativo de ions de bicarbonato,
sodio e potassio (HODSON; MILLER, 1976; GEROSKI; EDELHAUSER, 1984;
TUFT; COSTER, 1990; BOURNE, 2003; SLATTER, 2005).

A perda endotelial pode ser decorrente de diversos fatores, tais como
envelhecimento, inflamagdo intraocular, trauma, hipertensao intraocular, procedimentos
cirirgicos intraoculares, toxicidade a farmacos, entre outros (WARING et al., 1980;
LANDSHMAN et al., 1988; TUFT; COSTER, 1990; ALP et al., 2000; ABIB;
BARRETO JUNIOR, 2001; BOURNE; McLAREN, 2004; PIGATTO et al., 2004;
SHENG; BULLIMORE, 2007; JOYCE, 2012). No entanto, a regeneracdo endotelial
varia entre as diferentes espécies (YEE; EDELHAUSER; STERN, 1987; HUANG;
NELSON; BOURNE, 1989; TUFT; COSTER, 1990; COLLIN; COLLIN, 1998). Em
seres humanos, uma lesao endotelial localizada, inicialmente estimula a reparacao pelas
células proximas a esta lesdo. Estas células se dispdem de forma a cobrir o defeito ¢ as
células endoteliais danificadas deslocam-se para a camara anterior (TUFT; COSTER,
1990). Durante a migragdo, as células rompem suas juncdes intercelulares e
desenvolvem pseudopodos movendo-se em meédia 0,5 a 1,0 mm por dia em diregcdo a
area lesionada. Quando as células atingem o centro da lesdo, ocorre um estimulo
inibitério pelo contato celular, o que cessa a migra¢do iniciando-se novamente a
formagao dos complexos juncionais (MISHIMA, 1982; MATSUDA et al., 1985; TUFT;
COSTER, 1990). Figuras mitoticas aparecem nas margens da lesdo nas primeiras 16
horas, com um pico entre 24 ¢ 36 horas, com término em cinco dias (TUFT; COSTER,
1990).

Para manter a transparéncia da cornea, a densidade de células endoteliais deve
permanecer acima de um determinado niimero, usualmente entre 400 e 500 células/mm?
nos seres humanos (JOYCE, 2012). Analises morfométricas da densidade endotelial da
comea em fetos e adultos humanos indicam que, normalmente, as células endoteliais
ndo se dividem in vivo em uma taxa suficiente para repor as cé¢lulas mortas ou
lesionadas (MURPHY et al, 1984; BOURNE; NELSON; HODGE, 1997;
HOLLINGSWORTH et al., 2001). A resposta do endotélio a perda celular gradual em
decorréncia da idade, bem como as grandes lesdes, geralmente, envolve a distribuigdo e

migracdo de células vizinhas para cobrir a area lesionada. Como resultado desta forma
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de recuperacdo das células do endotélio, ocorre um aumento no tamanho de todas as
células e uma alteracdo na forma hexagonal para um formato pleomorfico (MATSUDA
et al., 1985; LEEM; LEE; SHIN, 2011; JOYCE, 2012).

Em felinos, ocorre pouca divisdo mitdtica e a atividade de regeneragdo das
células endoteliais consiste na hipertrofia e migracdo das células para a margem da
lesdo, semelhante aos seres humanos (VAN HORN et al., 1977; LANDSHMAN et al.,
1988; HUANG; NELSON; BOURNE, 1989).

Em cées, as células endoteliais apresentam extensiva formagdo de pseudépodos
nas margens da lesdo. A reparagcdo ocorre por divisdo mitdtica, e alongamento e
migra¢do das células ndo lesionadas (BEFANIS; PEIFFER; BROWN, 1981).

Em coelhos, a cicatrizacdo endotelial ocorre por migracdo e alongamento
celulares, acompanhada por intensa mitose celular nas margens da lesdo (VAN HORN

etal., 1977, MATSUDA et al., 1985).

3.2 Métodos de Avaliacao do Endotélio da Cérnea

A andlise do endotélio da cornea tem se tornado cada vez mais importante
devido ao crescente numero de cirurgias intraoculares (TUFT; COSTER, 1990; ABIB;
BARRETO JUNIOR, 2001; KLAIS; BUHREN; KOHNEN, 2003). Diversas técnicas
tém sido utilizadas com o objetivo de se avaliar a morfometria e a morfologia do
endotélio de diferentes espécies, incluindo métodos de investigacdo clinica, como a
microscopia especular e a microscopia confocal e os estudos in vitro, através da
utilizagdo de coloragdo vital e da microscopia eletronica de varredura (GWIN et al.,
1982; YEE; EDELHAUSER; STERN, 1987; COLLIN; COLLIN, 1998; ABIB, 2000;
CAVANAGH et al., 2000; JALBERT et al., 2003; PIGATTO et al., 2004; PIGATTO et
al., 2005b; PIGATTO et al, 2006; RODRIGUES et al, 2006; KAFARNIK;
FRITSCHE; REESE, 2007; PIGATTO et al., 2008).

A microscopia confocal permite, além da analise da morfometria endotelial, a
avaliacdo in vivo e in vitro de todas as camadas da cornea, com excelente resolucado de
imagem, possibilitando inclusive o exame em coérneas edemaciadas (CHIOU et al,
1999; CAVANAGH et al., 2000; HARA et al., 2003; JALBERT et al., 2003; KLAIS;
BUHREN; KOHNEN, 2003).



20

A técnica de coloracdo vital do endotélio da cornea com azul de tripano e
vermelho de alizarina foi descrita por Sperling, em 1977. A utilizacdo conjunta dos dois
corantes permitiu observar as bordas celulares, o niicleo das células e areas com
auséncia de células endoteliais (SPERLING, 1977).

A microscopia eletronica de varredura tem sido utilizada para a avaliagdo in
vitro da ultraestrutura do endotélio da cornea de vertebrados e os efeitos de farmacos e
procedimentos cirurgicos sobre o endotélio (DOUGHTY; SPITERI; DILTS, 1997
DOUGHTY, 1998; COLLIN; COLLIN, 1998; PIGATTO et al., 2005a; PIGATTO et
al., 2005b; RODRIGUES, et al., 2006; PIGATTO et al., 2009; TAMAYO-ARANGO et
al., 2009). Esta técnica possibilita a avaliacdo da morfologia e das bordas celulares,
além do padrao do mosaico endotelial (DOUGHTY, 1989).

A microscopia especular ¢ uma técnica ndo invasiva que permite a avaliagao in
vivo da estrutura e da funcdo do endotélio corneano, podendo também se realizada in
vitro (STAPLETON; PEIFFER, 1979; ABIB, 2000; McCAREY; EDELHAUSER;
LYNN, 2008). Esta técnica tem sido amplamente utilizada na avaliagdo pré e pos-
operatoria do endotélio da cornea em casos de procedimentos cirlirgicos no segmento
anterior do bulbo do olho, bem como na avaliagdo dos efeitos de farmacos aplicados
internamente ao olho ¢ na avaliacdo de meios de preservacao da cérnea, entre outros
(LAING; SANDSTROM; LEIBOWITZ, 1979; DOUGHTY, 1989; COLLIN; COLLIN,
1998; ABIB, 2000; DOUGHTY, 2000; KLAIS; BUHREN; KOHNEN, 2003).

3.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura

A microscopia eletronica de varredura tem sido amplamente utilizada em
estudos relacionados a morfologia corneana, a toxicidade de farmacos intracamerulares,
a eficacia de meios de preservagdo da cornea e na avaliagdo da ultraestrutura do
endotélio de diferentes espécies (OJEDA et al., 2001; SVEDBERGH; BILL, 1972;
COLLIN; COLLIN, 1998; PIGATTO et al., 2004; PIGATTO et al., 2005a; PIGATTO
et al., 2005b; RODRIGUES, ef al., 2006; PIGATTO et al., 2009; TAMAYO-ARANGO
et al., 2009). Esta técnica permite a avaliagdo da morfologia ¢ das bordas celulares,
além do padrao do mosaico endotelial (DOUGHTY, 1989). Entre os parametros de

avaliagdo do endotélio possiveis de serem estudados por esta técnica encontram-se a
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area celular média, a densidade de células endoteliais, o coeficiente de variagdo da area
celular média e a porcentagem de células hexagonais (LAING et al., 1976; GWIN et al.,
1982; PIGATTO et al., 2004).

Comparagdes entre avaliacdes realizadas antes e apos a fixacdo do endotélio
corneano de coelhos revelaram uma média de 29,7% de retragdo celular endotelial, apds
o processamento das amostras para microscopia eletronica de varredura (SCHUTTEN;
VAN HORN, 1980). Portanto, ndo se deve fazer comparagdes diretas entre os valores
obtidos pela microscopia eletronica de varredura e os obtidos pela microscopia
especular (PIGATTO et al., 2005b).

A integridade da superficie do endotélio da cornea visibilizada pelo microscopio
eletronico de varredura ¢ dependente da eficacia da preparacdo da amostra tecidual, a
qual por sua vez depende da natureza do fixador e do tempo entre a morte do animal e a

fixacdo do tecido (COLLIN; COLLIN, 1998).

3.2.2 Microscopia com Corantes Vitais

Sperling (1977) descreveu a técnica de coloragdo vital do endotélio da cérnea
com vermelho de alizarina e azul de tripano. A combinag¢do destes corantes ¢ um
método facil e confidvel para a visibilizagao in vitro do nucleo das células endoteliais da
comea e das bordas celulares. Ruiz, Medrano e Alio (1991) afirmaram que esta é uma
técnica de facil e rapida execucdo, além de possuir baixo custo. Os corantes mais
utilizados sdo o vermelho de alizarina, o nitrato de prata, a hematoxilina e o azul de
tripano (SPERLING, 1977; TAYLOR; HUNT, 1981).

Geroski e Edelhauser (1989) compararam dados morfométricos obtidos a partir
da técnica de coloracdo vital e da microscopia especular, de individuos da espécie
humana e leporina. Os autores observaram consideravel retracdo na area celular do
endotélio da cornea de coelhos (14%), porém, a porcentagem de células hexagonais
permaneceu inalterada. Nas células endoteliais humanas, ndo foram observadas
diferengas significativas na area ou no formato celular, quando comparados os dados
morfométricos obtidos pela coloragao vital com os da microscopia especular.

Os métodos histologicos sdo utilizados para avaliar a viabilidade, os graus de

dano a superficie celular e a morfologia endotelial (SPERLING, 1977; DOUGHTY,
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1989; RUIZ; MEDRANO:; ALIO, 1991). As técnicas histologicas podem fornecer dados
importantes em casos de corneas edemaciadas, cuja andlise ndo € possivel com a

microscopia especular (GEROSKI; EDELHAUSER, 1989).

3.2.3 Microscopia Confocal

A microscopia confocal permite a visibilizacdo de tecidos corneanos vivos em
grandes resolu¢des, limitando os sistemas de iluminacdo e de observacdo para um unico
ponto (JALBERT et al., 2003). Em 1957, Minsky, descreveu o principio do primeiro
microscopio confocal (MINSKY, 1988).

Na microscopia confocal, os feixes de iluminagdo e de observagdo sdo focados
no mesmo plano da comea e duas fendas sdo inseridas nos planos de imagem de cada
feixe. Este arranjo Optico ¢ chamado de confocal porque ele delimita a luz do plano de
foco e reduz a contribuicio de luz de fora do foco (KLAIS; BUHREN; KOHNEN,
2003). Quando se muda a posicdo do plano focal, é possivel a obtencdo de imagens em
diferentes profundidades de uma mesma amostra. Assim, a microscopia confocal
permite a analise de todos os componentes da cornea, camada por camada, de forma
ndo-invasiva. Imagens de ceratocitos e de fibras nervosas tanto de corneas saudaveis
quanto doentes podem ser obtidas pela microscopia confocal (HARA et al., 2003).

Para promover o contato entre a ponta da objetiva e a superficie da cornea
utiliza-se um gel refrativo, o qual age como um amortecedor ao prevenir danos ao
epitélio ou aplanacio da coérnea (KLAIS; BUHREN; KOHNEN, 2003). Este gel de
acoplamento permite a observagdo dos componentes celulares em corneas acometidas
por desordens epiteliais (HARA et al., 2003).

No estudo de Klais, Biihren e Kohnen (2003), imagens do endotélio de corneas
normais foram obtidas facilmente, tanto com a microscopia confocal quanto com a
especular. Nao foram observadas diferencgas na densidade celular endotelial mensurada
pela microscopia confocal e especular, quando utilizado o mesmo método de analise
(KLAIS; BUHREN; KOHNEN, 2003). Conforme o estudo de Hara et al. (2003), as
imagens do endotélio da cdrnea obtidas pela microscopia confocal aparecem quase

idénticas as obtidas pela microscopia especular de nao-contato.
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De acordo com o estudo de Mimura et a/. (2008) em humanos foi possivel
observar claramente, através da microscopia confocal, ceratdcitos do estroma corneano,
assim como o endotélio da cornea, em corneas cobertas com membrana amniotica.

A microscopia confocal promove cortes opticos seriados de todas as camadas da
cornea, em uma magnificacio e resolugdo suficientes para permitir o exame em corneas
com edema (CAVANAGH et al., 2000; JALBERT et al., 2003).

Kafarnik, Fritsche e Reese (2007) avaliaram a aplicabilidade da microscopia
confocal in vivo na oftalmologia veterindria, além de analisar a morfologia de corneas
saudaveis. Este estudo concluiu que a microscopia confocal in vivo ndo-invasiva
permite a avaliagdo precisa das camadas da cornea, da paquimetria corneana, da
densidade de células endoteliais e da inervacdo da cornea em diferentes espécies

animais.

3.2.4 Microscopia Especular

O microscopio especular, desenvolvido por Maurice em 1968, possibilitou a
observagao in vivo das células do endotélio da cornea. Este microscopio foi modificado
por Laing, Sandstrom e Leibowitz em 1975, permitindo o registro fotografico das
células endoteliais. Desde a introdugao da microscopia especular clinica, tem sido dada
bastante ateng@o para a avaliagdo do endotélio da cormea (LAING; SANDSTROM;
LEIBOWITZ, 1979; YEE; EDELHAUSER; STERN, 1987; ABIB, 2000; PIGATTO et
al., 2006).

A microscopia especular da cornea baseia-se na reflexdo de um feixe luminoso
incidente sobre o endotélio da cornea, com superficie regular. Desta forma, parte do
feixe luminoso incidente sobre o endotélio reflete de forma especular e é captado pelo
microscopio especular, que apresenta a imagem endotelial magnificada (ABIB, 2000).
Para isso, diferentes aparelhos podem ser utilizados, desde uma lampada de fenda até
um microscopio especular propriamente dito. No entanto, a imagem endotelial, a partir
da biomicroscopia, possui menor magnificagdo, o que dificulta a analise das células
endoteliais (STURROCK; SHERRARD; RICE, 1978; ABIB, 2000).

Com a evolucdo dos meios semioldgicos oculares surgiu o microscopio

especular de grande ampliacdo, o qual posteriormente passou a utilizar analise
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computadorizada para os dados endoteliais (ABIB, 2000). Os parametros endoteliais
avaliados podem ser divididos em morfoldgicos e morfométricos. Entre os pardmetros
morfoldgicos utilizados para avaliar o endotélio da cornea estdo o polimegatismo e o
pleomorfismo (ABIB, 2000; McCAREY; EDELHAUSER; LYNN, 2008). A
morfometria inclui avaliagdo da densidade celular endotelial ¢ da area celular média,
sendo que a densidade endotelial ¢ avaliada mediante a estimativa da quantidade de
células contidas em um milimetro quadrado (DOUGHTY, 1989; ABIB, 2000;
McCAREY; EDELHAUSER; LYNN, 2008).

O polimegatismo refere-se ao termo utilizado para denotar heterogeneidade no
tamanho das células endoteliais com formato hexagonal preservado. Ja o pleomorfismo,
também chamado de polimorfismo, ¢ o termo utilizado para denotar a variagdo do
formato hexagonal das células endoteliais da cérnea (ABIB, 2000). Mishima (1982)
concluiu que, na espécie humana, o pleomorfismo aumenta com a idade.

Existem diversos tipos de microscopios especulares disponiveis no mercado, os
quais podem ser classificados quanto a existéncia ou ndo de contato com a cornea em
analise (LAING; SANDSTROM; LEIBOWITZ, 1979; ABIB, 2000). O microscopio
especular de contato necessita do contato fisico entre a cérnea e a lente objetiva, ja no
microscopio especular de ndo-contato nao hd necessidade de contato da cornea em
analise com a parte Optica da objetiva do aparelho. A microscopia especular de contato
tem sido amplamente utilizada para o estudo do endotélio da cdrnea, através da
aplanagao da superficie da corneana. Porém, a microscopia especular de nao-contato ¢
mais confortavel ao paciente (ABIB, 2000).

Ao utilizar-se o microscopio especular de contato, a imagem do mosaico
endotelial ¢ obtida deslizando-se a objetiva do aparelho sobre a superficie da cornea.
Desta forma, cobre-se toda a superficie corneana, e toda a superficie endotelial pode ser
examinada. Com finalidade de fotodocumentacdo para demonstragdo endotelial, foca-se
uma area especifica, representativa da regularidade do mosaico. Ja o aparelho de nao-
contato ndo permite a visibilizagao de toda a area endotelial, e sim de areas especificas,
central em alguns equipamentos, e central e paracentral nos equipamentos mais
modernos. Devido a este fato, o microscopio especular de contato ¢ o mais efetivo para
a andlise da regularidade do mosaico endotelial, seguido pelos equipamentos de nao-
contato, que proporcionam visibilizacdo da area central e paracentral. O aparelho de
ndo-contato que capta somente a imagem da area central da cornea ¢ o menos efetivo

(ABIB, 2000).
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Quanto ao modo de analise dos dados, os microscopios especulares podem ser
classificados como ndo-automatizados, semi-automatizados ou automatizados. O
primeiro ndo oferece recursos para a analise endotelial, a qual fica a cargo do operador
por meio de comparacdo com grades pré-determinadas, que fornecem padrdes de
densidade endotelial, pleomorfismo e polimegatismo. O segundo oferece recursos para a
analise endotelial, entretanto necessita de interagdo com o operador do equipamento. No
modo automatizado sdo oferecidos recursos para a andlise endotelial, sem que haja
necessidade de interagdo do operador (ABIB, 2000).

Devido ao fato de existirem diversos modelos de microscopio especular, cada
qual capturando imagens com diferentes magnificagdes e calibracdo, ¢ importante que
um mesmo equipamento seja sempre empregado na realizacdo de exames, minimizando
assim intercorréncias de magnificacdo e de interpretacdo de imagens (McCAREY;
EDELHAUSER; LYNN, 2008).

O microscopio especular de contato permite maior versatilidade e objetividade
dos exames, em corneas de animais ou em corneas humanas, por propiciar a analise da
regularidade da superficie endotelial como um todo, além de focar com precisdo
determinadas areas do mosaico endotelial. No aparelho de ndo-contato, a imagem obtida
do endotélio ¢ uma imagem aleatdria, no local que o equipamento consegue a reflexdo
especular, o qual muitas vezes ndo corresponde ao local desejado para o exame (ABIB,
2000).

A microscopia especular em corneas sem edema apresenta imagem endotelial
com bordas celulares nitidas, ja na coérnea com edema leve a moderado, a imagem
endotelial aparece com bordas celulares pouco nitidas. Na cérnea com edema severo,
ndo se visibiliza o mosaico endotelial devido ao predominio da dispersdo luminosa e da
reflexdo nao especular (ABIB, 2000).

Os principais fatores que influenciam na densidade e na morfologia do endotélio
sdo a idade, procedimentos cirurgicos intraoculares, utilizagdo de farmacos
intraoculares, doencas sistémicas, uveite ¢ glaucoma (GWIN et al., 1982; ABIB, 2000;
DOUGHTY; MULLER; ZAMAN, 2000; RODRIGUES et al, 2006; McCAREY;
EDELHAUSER; LYNN, 2008; OLIVEIRA; MOTTA; MUCCIOLI, 2009). Alteragdes
endoteliais sdo consideradas parametros importantes de trauma cirurgico e sdo

essenciais para estimar a seguranga de técnicas cirurgicas (ABIB, 2000).
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4 MATERIAL, METODOS E RESULTADOS

Esta dissertacio de mestrado foi elaborada na forma de artigo cientifico
conforme as normas do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Deste modo, a pesquisa realizada, os
resultados obtidos, a discussdo e a conclusdo foram apresentados de acordo com as

normas da revista Pesquisa Veterinaria Brasileira, para a qual o artigo serd submetido.
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4.1 Artigo

Analysis of the corneal endothelium in eyes of chickens in different

ages using specular microscopy!

Luciana V.R.P. Freitas?, Luciane Albuquerque? and Jodo A.T. Pigatto2*

Este artigo foi escrito conforme as normas da revista Pesquisa Veterinaria
Brasileira (ISNN 1678-5150) e sera convertido para o inglés quando for

encaminhado para submissao.

ABSTRACT.- Freitas L.V.R.P., Albuquerque L. & Pigatto ]J.A.T., 2012.
[Analysis of the corneal endothelium in eyes of chickens in different ages
using specular microscopy.] Avaliacdo do endotélio da cérnea de galinhas (Gallus
gallus domesticus) em diferentes faixas etarias utilizando a microscopia especular.
Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Faculdade de Veterindria,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves, 9090, Porto
Alegre, RS 91540-000, Brazil. E-mail: pigatto@ufrgs.br

The corneal endothelium is a monolayer of polygonal cells located on the
posterior face of the cornea and it is essential for the maintenance of corneal
transparency. We found no references in the literature concerning the
morphological and morphometric parameters of the corneal endothelium of
chickens, although these animals are widely used as experimental model in
ophthalmic studies due to the similarity with the human cornea. The objective of
this study was to evaluate the morphometric parameters and the pleomorphism of
central corneal endothelium of chickens (Gallus gallus domesticus) of different ages

using the contact specular microscopy. The density, the average cell area and the
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pleomorphism of the corneal endothelial cells were evaluated on 60 eyes of 30
white Leghorn chickens. The animals were divided into three groups of 10 animals
each: G1 (animals with 30 days of age), G2 (animals with 45 days of age) and G3
(animals with 60 days of age). The present study revealed that the corneal
endothelium of chickens is composed of regular polygonal cells, with
predominance of hexagonal shape. The corneal endothelium of chickens has
changed due to age in respect to morphometry, but in regard to pleomorphism, no

changes occurred in response to aging.

INDEX TERMS: Chickens, corneal endothelium, morphometry, pleomorphism,

specular microscopy, Gallus gallus domesticus.

RESUMO.- [Analise do endotélio da cornea em olhos de galinhas de
diferentes idades utilizando a microscopia especular]. O endotélio corneano é
uma monocamada de células poligonais localizadas na face posterior da cérnea e é
essencial para a manutencdo da transparéncia corneana. Ndo foram encontradas
referéncias na literatura a respeito dos pardmetros morfolégicos e morfométricos
do endotélio da cérnea de galinhas, apesar destes animais serem amplamente
utilizados como modelo experimental em estudos oftalmicos, devido a similitude
com a cornea de humanos. O objetivo deste estudo foi o de avaliar os parametros
morfométricos e o pleomorfismo da regido central do endotélio da cérnea de
galinhas (Gallus gallus domesticus) de diferentes faixas etdrias utilizando a
microscopia especular de contato. Avaliaram-se a densidade, a drea celular média e
o pleomorfismo das células do endotélio da cérnea de 60 olhos de 30 galinhas da
raca Leghorn branca. Os animais foram divididos em trés grupos composto por 10
animais cada: G1 (animais com 30 dias de idade), G2 (animais com 45 dias de
idade) e G3 (animais com 60 dias de idade). O presente estudo revelou que o
endotélio da cérnea de galinhas é composto por células poligonais de padrdo
regular, com predominio de formato hexagonal. O endotélio corneano de galinhas

sofreu alteracdes decorrentes da idade no que tange a morfometria, mas no que diz
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respeito ao pleomorfismo, nido ocorreram alteracbes em resposta ao

envelhecimento.

TERMOS DE INDEXACAO: Galinhas, endotélio corneano, morfometria,

pleomorfismo, microscopia especular, Gallus gallus domesticus.

INTRODUCAO

O endotélio da cérnea é uma monocamada de células poligonais
interligadas, que compde a superficie posterior da cérnea (SVEDBERGH & BILL
1972, WARING et al. 1982; TUFT & COSTER 1990; DelMONTE & KIM 2011). Na
maioria dos vertebrados estudados, as células endoteliais apresentam formato
principalmente hexagonal (SVEDBERGH & BILL 1972, YEE et al. 1987, PIGATTO et
al. 2004, PIGATTO et al. 2006; DeIMONTE & KIM 2011). A integridade e a atividade
metabolica do endotélio sdo essenciais para a manutencdo da transparéncia e
desidratacdo da cérnea (WARING et al. 1982, TUFT & COSTER 1990, JOYCE 2003,
JOYCE 2012).

Alteracdes nas células endoteliais podem ocorrer em fun¢do da idade,
farmacos, doencas oculares ou procedimentos cirdrgicos intraoculares (WARING
et al. 1980, TUFT & COSTER 1990, ABIB 2000, SHENG & BULLIMORE 2007, JOYCE
2012). Na maioria das espécies, quando ocorre perda de células endoteliais, as
células remanescentes se alargam e se espalham para cobrir a superficie posterior
da cornea, o que acarreta em um decréscimo na densidade celular (YEE et al. 1987,
TUFT & COSTER 1990, COLLIN & COLLIN 1998).

A microscopia especular tornou-se a técnica padrao para se avaliarem os
parametros morfolégicos e morfométricos do endotélio da cérnea (LAING et al.
1979, COLLIN & COLLIN 1998, ABIB 2000, PIGATTO et al. 2006, McCAREY et al.
2008, PIGATTO et al. 2008). Entre os parametros mais utilizados para a avaliacao
endotelial encontram-se a densidade e a morfologia (DOUGHTY 1989; ABIB 2000,

McCAREY et al. 2008). O pleomorfismo, também chamado de polimorfismo, é o



30

termo utilizado para denotar a variagdo do formato hexagonal das células
endoteliais da cornea (ABIB 2000).

A estrutura normal do endotélio da cérnea tem sido estudada em iniimeras
espécies, entre elas, humanos, cdes, coelhos, suinos, lhamas, alpacas, cavalos e
gatos (PEIFFER et al. 1981, GWIN et al. 1982, COLLIN & COLLIN 1998, ABIB 2000,
ABIB & BARRETO JUNIOR 2001, ANDREW et al. 2001, ANDREW et al. 2002,
VICENTI 2004, PIGATTO et al. 2008). Entretanto, apesar da relativa
disponibilidade de instrumentos para avaliacdo do mosaico endotelial, ha poucos
estudos sobre o endotélio dos demais vertebrados, particularmente de aves (YEE
etal. 1987, COLLIN & COLLIN 1998, PIGATTO et al. 2005).

Objetivou-se com este estudo, avaliarem-se os parametros morfométricos e
o pleomorfismo da regido central do endotélio da cérnea de galinhas (Gallus gallus

domesticus) de diferentes faixas etarias, utilizando a microscopia especular.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 60 bulbos oculares, de 30 galinhas (Gallus gallus
domesticus, LINNAEUS, 1758) fémeas, higidas, da raca Leghorn branca, de
diferentes faixas etarias, provenientes da empresa Avisui Alimentos, Santa Maria,
RS, Brasil. Todos os animais foram submetidos a avaliacdo oftdlmica que incluiu a
biomicroscopia com lampada de fenda (Kowa SL-15, Kowa Company, Ltda, Japao),
a tonometria de rebote (Tonovet, Tiolat, Finlandia) e a avaliacao da integridade do
epitélio da cornea utilizando a prova da fluoresceina (Fluoresceina sédica a 1%,
Allergan Produtos Farmacéuticos Ltda, Brasil). Nenhum animal apresentou
alteracgdes ao exame oftalmico.

A pesquisa foi conduzida conforme as normas da Association for Research in
Vision and Ophthalmology (ARVO) e recebeu aprovagdo da Comissio de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEUA-UFRGS). Os
animais foram abatidos em matadouro-frigorifico com inspecdo federal, de acordo

com os preceitos técnicos e humanitarios presentes na legislagdo vigente.
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Os animais foram subdivididos em trés grupos com 10 animais cada,
considerando as idades. Os grupos foram denominados de G1, composto por
animais com 30 dias de idade, G2, formado por animais com 45 dias de idade e G3
constituido por animais com 60 dias de idade.

Imediatamente apds o abate, realizou-se enucleacdo subconjuntival. Os
bulbos dos olhos foram mantidos em camara umida com solucao fisiolégica a 0,9%.
Estas foram armazenadas em embalagem térmica e mantidas refrigeradas até a
realizacdo da microscopia especular que foi realizada até trés horas post-mortem.

Os exames de microscopia especular foram realizados na empresa Avisui
Alimentos, Santa Maria, RS, Brasil. Apds serem removidos da cdmara umida, os
bulbos dos olhos foram fixados em um suporte adaptado ao microscépio especular
de contato Celmax®, Medical Service, Sdo Carlos, SP, Brasil (Fig. 1), e lubrificados
com solucdo fisiolégica. A seguir, posicionou-se a lente objetiva do microscépio
sobre a regido central da superficie da coérnea para a avaliacdo endotelial e o
registro fotografico digital do endotélio (Fig. 2). De cada amostra, foram obtidas
trés imagens nitidas, e analisadas 150 células. Para a andlise da densidade
endotelial, utilizou-se o programa Celmax®. Este programa forneceu o dado de
densidade endotelial média. Posteriormente, foi realizada a contagem manual do
numero de lados das células endoteliais de cada imagem. O calculo da area celular
média foi realizado utilizando-se férmula ja estabelecida, na qual a area celular
resulta da divisdo do ntimero 10¢ pela densidade celular média. Todas as medidas

foram realizadas pelo mesmo avaliador.



32

Fig.1. Imagem fotografica do microscépio
especular de contato Celmax®, Medical
Service, Sao Carlos, SP, Brasil.

Fig.2. Imagem fotografica da lente
objetiva do microscopio especular
(Celmax®, Medical Service, Sao Carlos, SP,
Brasil) sobre a regido central da
superficie da cérnea do bulbo do olho de
galinha fixado em suporte adaptado.

Os dados obtidos foram comparados entre os grupos, e também entre os
dados dos olhos direito e esquerdo de cada grupo. Para a andlise estatistica
utilizou-se o teste de Anova para experimento fatorial cruzado, complementado
com o teste de Tukey. Todos os resultados foram considerados significativos para

uma probabilidade de significancia inferior a 5% (p< 0,05).
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RESULTADOS

Com a microscopia especular foi possivel avaliar o padrao celular, obter e
capturar imagens nitidas do endotélio da cérnea dos olhos estudados. As imagens
obtidas demonstraram que o endotélio da cérnea de galinhas possui regularidade
no padrdo de distribuicdo das células, em todas as imagens avaliadas. Nenhuma
anormalidade nas células endoteliais foi constatada em qualquer das imagens. O
endotélio da cornea de galinhas caracterizou-se por ser constituido de uma
monocamada de células poligonais de formato uniforme. Observaram-se células

poligonais, com bordas nitidas (Fig. 3).

Fig.3. Fotomicrografia especular do endotélio da cérnea do
olho direito de uma galinha com 60 dias de idade. Em A e B
notam-se células poligonais com padrdo regular e delimitagcdo
das bordas.

A densidade celular endotelial nos animais do grupo 1 variou entre 7993,00
e 8983,33 células/mm? . Nos animais do grupo 2, os valores variaram entre
5540,33 e 6615,00 células/mmz. Nos animais do grupo 3, variaram entre 4320,00
e 5025,67 células/mm?.

A densidade endotelial média do grupo 1 foi de 8526,50 células/mm?, do
grupo 2 foi de 6124,77 células/mm? e do grupo 3 foi de 4623,00 células/mm? (Fig.
4). A andlise descritiva da varidvel densidade endotelial média dos grupos 1, 2 e 3,
indica que houve diferenca significativa no comportamento dessa variavel entre os

grupos 1,2 e 3.
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Fig.4. Representacdo grafica das médias dos valores
de densidade celular endotelial nos grupos 1 (idade
de 30 dias): 8526,5 células/mm?, 2 (idade de 45
dias): 6124,7 células/mm? e 3 (idade de 60 dias):
4623,0 células/mm?.

Observou-se diminuicdo na densidade endotelial média com o aumento da
idade das galinhas (Fig. 5, 6 e 7). Nao houve diferenca significativa na densidade

endotelial média entre os bulbos dos olhos direito e esquerdo do mesmo grupo.

£
Fig.5. Fotomicrografia especular do endotélio corneano normal de
galinha, com 30 dias de idade, apresentando densidade celular de
8544 células/mm?. Nota-se em A, B e C endotélio integro, com
padrdo regular de células poligonais e predominio de formato
hexagonal.

Fig.6. Fotomicrografia especular do endotélio corneano normal de
galinha, com 45 dias de idade, apresentando densidade celular de
6281 células/mm? Nota-se em A, B e C endotélio integro, com
padrdao regular de células poligonais e predominio de formato
hexagonal.
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Fig.7. Fotomicrografia especular do endotélio corneano normal de
galinha, com 60 dias de idade, apresentando densidade celular de
4324 células/mmz. Nota-se em A, B e C endotélio integro, com
padrao regular de células poligonais e predominio de formato
hexagonal.

A area celular nos animais do grupo 1 variou entre 111,78 e 126,46 um?.
Nos animais do grupo 2, variou entre 151,19 e 180,77 pm?. Nos animais do grupo 3
variou entre 199,11 e 232,38 um? (Quadros 1, 2 e 3). A 4rea celular média para as
galinhas com 30 dias de idade foi 118,11 um?, para as galinhas com 45 dias de
idade foi 164,18 um? e para as galinhas com 60 dias de idade foi 217,24 um? (Fig.
8). Observou-se aumento na area celular média, em todos os grupos, com o avango
da idade. Os grupos 1, 2 e 3 apresentaram diferenca estatisticamente significativa
entre os valores de area celular média. Nao houve diferenca significativa entre os

bulbos dos olhos direito e esquerdo do mesmo grupo.

Quadro 1. Medidas descritivas da densidade endotelial (células/mm?) e area
celular (um?) do grupo 1 (galinhas com 30 dias de idade), avaliados a
microscopia especular, apresentando valores maximos, minimos, médios e
desvio padrao

Variavel Média Desvio Padriao Minimo Maximo
Densidade Endotelial 8526,50 341,58 7993,00 8983,33
Area Celular 118,11 4,96 111,78 126,46

Quadro 2. Medidas descritivas da densidade endotelial (células/mm?) e area
celular (um?) do grupo 2 (galinhas com 45 dias de idade), avaliados a
microscopia especular, apresentando valores maximos, minimos, médios e
desvio padrao

Variavel Média Desvio Padrio Minimo Méaximo

Densidade Endotelial 6124,77 294,13 5540,33 6615,00
Area Celular 164,18 8,13 151,19 180,77
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Quadro 3. Medidas descritivas da densidade endotelial (células/mm?) e area
celular (um?) do grupo 3 (galinhas com 60 dias de idade), avaliados a
microscopia especular, apresentando valores maximos, minimos, médios e
desvio padrao

Variavel Média Desvio Padrio Minimo Maximo
Densidade Endotelial 4623,00 178,60 4320,00 5025,67
Area Celular 217,24 8,53 199,11 232,38

Area Celular Média

Hm*
250

200

1181

30 dias 45 dias 6 cias

Idade

Fig.8. Representacdo grafica da area celular média
dos grupos 1 (idade de 30 dias): 118,1 um?, 2 (idade
de 45 dias): 164,2 um?, e 3 (idade de 60 dias): 217,2

pm?,

Em relacdo ao pleomorfismo, os animais do grupo 1 apresentaram valores
entre 64% e 80%. Nos animais do grupo 2, os valores ficaram entre 64% e 78,7%.
E nos animais do grupo 3 os valores variaram entre 66% e 79,3%. Os animais do
grupo 1 exibiram valor médio de pleomorfismo de 74,5%. Os animais do grupo 2
apresentaram valor médio de 71,5%. Nos animais do grupo 3, encontrou-se valor
médio de 73,9% (Fig. 9). A andlise estatistica dos dados referentes ao
pleomorfismo ndo evidenciou diferenca significativa entre os grupos 1, 2 e 3. Nao

houve diferenca significativa entre os olhos direito e esquerdo.
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Fig.9. Representacdo grafica dos valores médios do
pleomorfismo dos grupos 1 (idade de 30 dias):
74,5%, 2 (idade de 45 dias): 71,5%, e 3 (idade de 60
dias): 73,9%.

DISCUSSAO

A microscopia especular é considerada a técnica padriao para se avaliar a
densidade celular e a morfologia in vivo e in vitro sem artefatos nem danos a
cornea (PIGATTO et al. 2006). Estudos sobre a avaliagdo do endotélio da cérnea a
microscopia especular, além de individuos da espécie humana (ABIB & BARRETO
JUNIOR 2001), tem seus relatos limitados a alguns animais, como suinos (VICENTI
2004), caes (GWIN et al. 1982; PIGATTO et al. 2008), gatos (PEIFFER et al. 1981,
FRANZEN et al. 2010), coelhos (EDELHAUSER et al. 1981, SAILSTAD & PEIFFER
1981), equinos (ANDREW et al. 2001), lhamas e alpacas (ANDREW et al. 2002). No
entanto, a maioria dos estudos nao reporta a avaliacdo dos parametros endoteliais
e sua relacdo com o avanco da idade.

As aves tém sido bastante utilizadas como modelo experimental em
pesquisas oftalmicas (WAGGONER 1978; NICKLA et al. 1998, SCHMID et al. 2003,
MONTIANI-FERREIRA et al. 2004; KAFARNIK et al. 2007, PRASHAR et al. 2007,
TSUKAHARA et al. 2010, RITCHEY et al. 2011), uma vez que a similitude da cérnea
de galinhas com a cérnea de humanos tem sido relatada. Isso faz com que as
mesmas sirvam de modelo experimental para o estudo da reparagdo tecidual da
cornea (FOWLER et al. 2004, RITCHEY et al. 2011). Neste sentido, a importancia do

tema, aliada a escassez de informacdes sobre o endotélio da coérnea de aves,
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motivaram a realizacdo deste estudo. O modelo experimental selecionado foram
galinhas da racga Leghorn branca, de diferentes idades e da mesma linhagem, o que
permitiu a padronizacdo das amostras. O fato dos animais serem de faixas etarias
diferentes possibilitou a avaliacdo dos parametros endoteliais em funcdo do
avanco da idade. Neste estudo, todos os animais foram submetidos a exame
oftalmico, tendo sido utilizados somente bulbos oculares higidos.

Os animais disponibilizados para este estudo foram fémeas. Estudos prévios
em humanos, cies, suinos e coelhos observaram que o endotélio da cérnea nao
sofre influéncia do sexo, em relacdo aos parametros endoteliais analisados neste
estudo (LAULE et al. 1978, GWIN et al. 1982, MORITA 1995, TAMAYO-ARANGO et
al. 2009).

A opgdo pelo estudo in vitro, utilizando animais destinados ao abate
facilitou a realizacdo do exame de microscopia especular, evitou a necessidade de
conten¢do quimica e do ponto de vista ético trouxe menor repercussdo, comparado
ao uso de animais vivos. Estudos prévios, realizados com bulbos oculares
enucleados demonstraram ser possivel avaliar o endotélio da cérnea em até seis
horas post-mortem sem que ocorram alteracdes estruturais (ANDREW et al. 2001,
VICENTI 2004, RODRIGUES et al. 2006, PIGATTO et al. 2006, PIGATTO et al. 2008,
FRANZEN et al. 2010). Neste estudo, logo apds o abate, os bulbos dos olhos foram
mantidos em camara imida com solugdo salina a 0,9%. A utilizacdo dos olhos em
até trés horas apo6s a enucleacdo permitiu a manutencdo da ultraestrutura
endotelial. Nenhuma anormalidade nas células endoteliais foi constatada em
qualquer imagem captada pelo microscopio especular.

0 microscopio especular pode ser de contato ou ndo-contato. O aparelho de
contato necessita do contato fisico entre a cdrnea e a lente objetiva, j& no
microscdpio especular de ndo-contato nao ha necessidade de contato da cérnea em
andlise com a parte dptica da objetiva do aparelho (ABIB 2000). No presente
estudo, optou-se pela microscopia especular de contato devido a disponibilidade
deste equipamento. Este possui como vantagens permitir o exame de toda a
superficie endotelial, além de focar com precisdo determinadas areas do mosaico

endotelial. No equipamento de ndo-contato, a imagem obtida é uma imagem
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aleatéria, no local que o equipamento consegue a reflexdo especular, o qual muitas
vezes ndo corresponde ao local desejado para o exame (ABIB 2000).

As imagens especulares obtidas podem ser analisadas através de diferentes
métodos, entre eles o método do reticulo fixo, o0 método do reticulo variavel, o
método de comparacdo, o0 método dos cantos celulares e o método dos centros celulares,
(LAING et al. 1979, ABIB 2000, McCAREY et al. 2008). Neste estudo, foi utilizado o
método do reticulo fixo, no qual se delimita uma quantidade de células em um
quadrilatero. Este método foi disponibilizado pelo software Celmax®, Sao Carlos,
SP, Brasil.. Foram avaliadas trés imagens nitidas da regido central da cérnea de
galinhas higidas de diferentes faixas etarias, totalizando 150 células avaliadas por
amostra.

Os estudos encontrados na literatura a respeito da compara¢io da
densidade endotelial das regides central e periférica da cérnea apresentam
resultados controversos. Estudos prévios reportaram que em humanos, coelhos e
cdes, ndo ha diferenca significativa nos pardmetros endoteliais entre as regides
central e periférica de corneas saudaveis (GWIN et al. 1982, MORITA 1995,
McCAREY et al. 2008). No entanto, Amann et al. (2003) avaliaram, através da
microscopia especular e de métodos histologicos, que a cornea de humanos possui
uma densidade endotelial maior nas regides paracentral e periférica quando
comparadas com a regido central. Estudos prévios, utilizando métodos histolégicos
de avaliagdo da densidade celular, demonstraram que na regido central do
endotélio da cérnea a densidade foi de 10% a 15% menor que na regido periférica
(TAYLOR & HUNT 1981; SCHIMMELPFENNIG 1984). ]J& no estudo de Binder et al.
(1979), que utilizaram a técnica de microscopia eletrénica de varredura e a de
microscopia especular em olhos de caddveres humanos, observaram uma
densidade celular na regido central do endotélio da cérnea 10% superior a da
regido periférica.

A aplicacdo da microscopia especular de contato como fora realizada neste
trabalho permitiu a andlise e registro fotografico do endotélio da cérnea em todos
os olhos dos animais estudados. Este exame revelou que o endotélio da coérnea de

galinhas possui regularidade no padrao de distribuicdo das células, sendo estas
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uniformes em tamanho e formato, em todas as imagens avaliadas. Ndo se observou
anormalidade nas células endoteliais. Os resultados observados mostraram que o
endotélio normal de galinhas consistiu em uma monocamada de células
hexagonais, em sua maioria, no entanto, também foram observadas células com
quatro, cinco, e sete lados. O pleomorfismo entre os grupos estudados ndo
apresentou diferenca significativa, uma vez que os trés grupos apresentaram
valores semelhantes, os quais ficaram entre 71,5% a 74,5%. O padrao regular de
células poligonais, avaliado através da microscopia especular, com predominio de
formato hexagonal, foi similar ao descrito em outras espécies (LAING et al. 1975,
PEIFFER et al. 1981, SAILSTAD & PEIFFER 1981, YEE et al. 1987, MORITA 1995,
VICENTI 2004, PIGATTO et al. 2008, FRANZEN et al. 2010) , o que corrobora com o
resultado do presente estudo.

No estudo de Pigatto et al. (2008) foram avaliados 20 olhos de 10 caes,
machos ou fémeas, com seis anos de idade e observou-se que o endotélio corneano
normal na espécie é constituido por uma monocamada de células poligonais de
tamanho e formato uniformes. Em relacdo ao pleomorfismo das células do
endotélio, a maioria das células apresentou seis lados (68%), semelhante aos
valores obtidos no presente estudo. Franzen et al. (2010) estudaram o endotélio de
felinos domésticos, o qual se caracterizou por uma monocamada de células
poligonais de formato e tamanho uniformes. O pleomorfismo variou entre 39% e
74%. Com o avanco da idade ocorreu aumento do pleomorfismo, o que difere do
presente estudo, no qual o pleomorfismo permaneceu com valores similares entre
os grupos estudados. No estudo de Vicenti (2004), valendo-se da microscopia
especular de contato para analise do endotélio da coérnea de suinos jovens, foi
observado um padrdo regular de células poligonais, com o predominio de formato
hexagonal.

Yee et al. (1987) realizaram microscopia especular do endotélio da cérnea
em diferentes espécies de vertebrados. O ganso, o rato, o coelho, o cdo e 0 humano
apresentaram um padrdo regular de células endoteliais hexagonais, em sua
maioria. Sailstad & Peiffer (1981) avaliaram, através da microscopia especular, o

endotélio da cérnea de 14 coelhos jovens, da raca Nova Zelandia branca. Como
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resultados, obtiveram que as células endoteliais da regido central formaram um
padrdo de mosaico endotelial com células predominantemente hexagonais,
também semelhante ao que foi encontrado no presente estudo.

Neste trabalho, a densidade celular endotelial média de galinhas diminuiu
com o avancar da idade. Conforme resultados obtidos em outros estudos, a
similitude do homem, outras espécies apresentam diminuicdo gradativa na
densidade das células endoteliais da cérnea com o avancar da idade (PEIFFER et
al. 1981, GWIN et al. 1982, MORITA 1995, DOUGHTY et al. 2000, ANDREW et al.
2001, FRANZEN et al. 2010).

Gwin et al. (1982) estudaram o endotélio da cérnea de 59 caes de diferentes
faixas etdrias, utilizando a microscopia especular. Os cdes com menos de um ano de
idade apresentaram densidade celular de 2600 células/mm? sendo, em sua
maioria, de formato hexagonal e tamanho uniforme. Cdes com idade entre um e
nove anos apresentaram uma diminuicdo da densidade endotelial, variando entre
2300 a 2500 células/mm? sendo as células de formato hexagonal e tamanho
uniforme. A avaliacdo da densidade celular endotelial em seis cdes acima de dez
anos revelou uma densidade de 1900 a 2100 células/mm?. Nao foi observada
diferenca significativa entre os olhos direito e esquerdo dos animais do mesmo
grupo.

Andrew et al. (2001) analisaram com o microscépio especular, 52 olhos de
26 equinos, machos ou fémeas, com idades variadas. A densidade média das
células do endotélio da cérnea foi de 3155 * 765 células/mm?. A densidade celular
decresceu com o envelhecimento. Nao houve diferenga significativa neste
parametro relacionada ao sexo dos animais. Os valores ndo foram
significativamente diferentes entre os olhos direito e esquerdo do mesmo animal.
Nao foi detectada correlagdo entre a espessura da cérnea e a densidade celular
endotelial. A diminuicdo da densidade endotelial com o avangar da idade esta de
acordo com os resultados obtidos neste estudo.

Franzen et al. (2010) investigaram o efeito da idade sobre a morfologia e a
morfometria do endotélio da cérnea de felinos domésticos. O estudo foi realizado

utilizando-se um microscopio especular de contato. Um total de 18 gatos, divididos
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em trés grupos de acordo com a idade, foi avaliado. A densidade celular média de
todas as faixas etarias foi de 4482 = 572 células/mm?. A densidade celular média
dos animais entre um a trés meses de idade foi de 6493 + 771 células/mm?, dos
animais entre cinco e doze meses de idade foi de 4082 + 627 células/mm? e a dos
animais entre 24 e 40 meses de idade foi de 2873 + 319 células/mmz. Assim,
verificou-se que a densidade celular média da cérnea normal de gatos diminuiu
com a idade. Nao se observou diferenca significativa entre os olhos direito e
esquerdo de um mesmo animal, nem entre machos ou fémeas.

Em relacdo a espécie humana, a densidade endotelial média da cérnea de
recém-nascidos é de aproximadamente 3500 a 4000 células /mm?, enquanto que
no adulto esse valor baixa para aproximadamente 2500 células/mm (SVEDBERGH
& BILL 1972, TUFT & COSTER 1990, ABIB 2000, JOYCE 2003). A diminuicido da
densidade endotelial com o avancar da idade corrobora com os resultados obtidos
neste estudo.

No presente trabalho, a area celular média foi avaliada empregando-se
formula ja estabelecida: Area Celular Média = 106/Densidade Endotelial Média
(ABIB 2000, McCAREY et al. 2008). Observou-se aumento na area celular média
com o avanc¢o da idade, entre os grupos estudados. O estudo de Franzen et al.
(2010) também mostrou haver aumento na area celular média das células
endoteliais com o avang¢o da idade, em gatos de diferentes faixas etarias, com
valores médios de 154 pm?a 348 pm?,

No presente estudo, a area celular média aumentou em paralelo a
diminuicdo da densidade celular. Nesta pesquisa, o polimorfismo foi similar em
todos os grupos e ndo houve diferenca significativa entre os grupos estudados.
Resultados de estudos anteriores reportaram ndo haver diferenca significativa
quanto ao pleomorfismo em func¢ao da idade (GWIN et al. 1982, FRANZEN et al.
2010).

Neste estudo nao se observaram diferencas estatisticamente significativas
em relacdao aos parametros endoteliais estudados entre os bulbos dos olhos direito
e esquerdo. Estudos prévios relatam a inexisténcia de diferencas, em relagdo aos

parametros endoteliais obtidos entre os bulbos dos olhos direito e esquerdo
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(PEIFFER et al. 1981, GWIN et al. 1982, MORITA 1995, ANDREW et al. 2001,
TAMAYO-ARANGO et al. 2009, FRANZEN et al. 2010). Ja se é estabelecido que a
densidade endotelial de ambos os olhos saudaveis de um mesmo paciente
apresenta valores similares (STAPLETON & PEIFFER 1979, PEIFFER et al. 1981,
GWIN et al. 1982, ANDREW et al. 2001, FRANZEN et al. 2010), logo a avaliacdo de
um olho permite inferir os resultados obtidos para o olho adelfo.

Com base nos resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que o
endotélio da cornea de galinhas é formado por células poligonais de padrdo
regular, com predominio de formato hexagonal. O endotélio da cérnea de galinhas
sofreu alteragdes decorrentes da idade no que tange a morfometria, mas no que diz
respeito ao pleomorfismo, nao ocorreram alteragdes em resposta ao

envelhecimento.
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5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que o
endotélio da cornea de galinhas ¢ composto por células poligonais de padrao regular,
com predominio de formato hexagonal. O endotélio da comea de galinhas sofreu
altera¢des decorrentes da idade no que tange a morfometria, porém, no que diz respeito

ao pleomorfismo, ndo ocorreram alteragcdes em resposta ao envelhecimento.
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