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RESUMO

O endotélio é uma monocamada de células achatadas, poligonais e interligadas
que recobrem a superficie posterior da cdérnea, sendo fundamental na manutencéo da
transparéncia desta estrutura. Embora as chinchilas (Chinchilla lanigera) sejam
utilizadas em pesquisas oftalmicas, ndo existem dados referentes ao endotélio da cornea
nesta espéecie. Portanto, objetivou-se avaliar a densidade celular, a paquimetria, a area
celular média e a morfologia do endotélio da cornea de chinchilas em diferentes faixas
etarias. Foram estudados 60 bulbos oculares de 30 chinchilas, machos ou fémeas, de
diferentes faixas etarias. As chinchilas foram subdivididas em trés grupos com 10
animais cada, designados por: G | (animais com idade entre dois a quatro meses); G Il
(animais com 11 meses de idade) e G Il (animais com quatro anos de idade). A
densidade celular endotelial média nos animais dos grupos G I, G Il e G Il foi de
respectivamente 3385,39 + 507,53, 2565,51 + 220,46 e 1812,82 + 117,92 células/mm?.
A area celular média foi de respectivamente 301,51 + 43,94, 392,46 + 33,34 e de 553,79
+ 35,70 um? para G 1, G 1l e G 111. Os resultados apontam decréscimo da densidade, do
pleomorfismo, e aumento da area celular média com o aumento da idade. A espessura da
cornea aumentou em animais mais velhos. Conclui-se que o endotélio da cornea de
chinchilas sofre alteragcbes com o avanco da idade.

Palavras chave: roedor, cornea, morfologia, parametros endoteliais, microscopia
especular de contato.



ABSTRACT

The corneal endothelium is a monolayer of interconnected flattened
polygonal cells that cover the back surface of the cornea, it is essential for the
maintenance of its transparency. Due to the complete lack of data on the endothelial
cells of chinchilla (Chinchilla lanigera) and its possible use as an animal model in
ophthalmic research, the objective was to evaluate the cellular density, pachymetry, the
average cell area and morphology of the corneal endothelium of chinchillas in different
age groups. It was studied 60 eyes of 30 chinchillas, male or female, of different ages.
Chinchillas were divided into three groups with 10 animals each, designated by: G |
(animals aged two to four months), G Il (animals with 11 months) and G Il (animals
with four years of age). The mean endothelial cell density in the animals of G I, G 1l and
G Il were respectively 3385,39 + 507,53, 2565,51 + 220,46 and 1812,82 + 117,92
cellssmm?. The average cell area was respectively 301,51 + 43,94, 392,46 + 33,34 and
553,79 + 35,70 um? for GI, G Il and G III. The results indicate a decrease in density,
pleomorphism, and increased in average cell area with increasing age. Corneal thickness
increased in older animals. The corneal endothelium of chinchillas changes with
advancing age.

Keywords: rodent, cornea, morphology, endothelial parameters, contact specular

microscopy.
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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 (TUFT & COSTER, 1990;
MCCAREY et al., 2008). Na maioria dos vertebrados, o mosaico endotelial consiste em
células com formato hexagonal, embora também possam ser encontradas células com
quatro, cinco, sete e oito lados (SVEDBERGH & BILL, 1972; COLLIN & COLLIN,
1998, PIGATTO, 2004; PIGATTO et al., 2006).

A camada endotelial ¢ fundamental na manutencéo da transparéncia da cornea e
esta sujeita a alteracdes fisioldgicas e a lesdes traumaticas ou inflamatorias decorrentes
de afec¢des ou da manipulacdo cirdrgica intraocular. Quando as perdas endoteliais ndo
forem compensadas pelas células remanescentes pode ocorrer alteragdo no mosaico
endotelial ocasionando diversos graus de edema de cornea (LANDSHMAN et al., 1989;
TUFT & COSTER, 1990; ABIB & BARRETO, 2001; PIGATTO, 2004).

Na avaliacdo morfologica e morfométrica do endotélio corneano de animais e
humanos podem ser empregados 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;
KAFARNIK et al., 2007; PIGATTO et al., 2008). A microscopia especular tem sido
considerada uma ferramenta confiavel e padronizada na realizacdo da morfometria do
mosaico endotelial em diversas espécies. As alteracdes endoteliais sdo consideradas
parametros importantes para a avaliacdo de lesbes endoteliais, e para a determinacédo da
seguranca das técnicas cirurgicas intraoculares (ABIB, 2006; PIGATTO et al., 2006;
MCCAREY et al., 2008).

Os principais parametros avaliados em estudos relativos ao endotélio corneano
utilizando a microscopia especular sdo: a densidade celular, a area celular, e a variacao
no tamanho e na forma das células do mosaico endotelial (ABIB, 2006; MCCAREY et
al., 2008). Os indices de pleomorfismo, expresso comumente pelo percentual de células
hexagonais, e de polimegatismo, dado pelo coeficiente de variacdo da area celular, sdo
obtidos de forma mais fidedigna pela microscopia especular, visto que o processo de
fixacdo das células para microscopia de varredura pode ocasionar distor¢des do mosaico
endotelial (DOUGHTY, 2006).

Os parametros endoteliais normais de algumas espécies ja foram estudados,
incluindo: humanos (LAULE A. et al, 1978; ABIB & BARRETO, 2001), suinos
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(TAMAYO-ARANGO et al., 2009), coelhos (SAILSTAD & PEIFFER, 1981; ALP et
al., 2000, OJEDA et al.,, 2001), cdes (GWIN et al.,, 1982; RODRIGUES 1999;
PIGATTO et al., 2006), equinos (ANDREW et al., 2001), lhamas, alpacas (ANDREW
et al., 2002) e gatos (PEIFFER et al., 1981; FRANZEN, 2010).

A chinchila é um termo que se refere indistintamente a duas espécies de roedores
noturnos intimamente relacionados com cobaios: a chinchila de cauda curta, Chinchilla
brevicaudata, e a de cauda longa Chinchilla lanigera. Ocorrem naturalmente apenas na
Ameérica do Sul, principalmente na regido da Cordilheira dos Andes, no Chile.
Atualmente sua criagdo ocorre para fins comerciais com finalidade principal de
producdo de peles para o vestuario (LIMA et al., 2010; MULLER et al., 2010).

Quando comparado com outras espécies de roedores, o tempo de vida da
chinchila é longo, atingindo por vezes duas décadas de idade. As chinchilas tém o corpo
curto, cabeca grande, pernas delicadas, grandes orelhas sem pélos, e uma espessa cauda
longa (LIMA et al., 2010; MULLER et al., 2010).

Nos ultimos anos, a procura por chinchilas, como animais de estimacdo, vem
aumentando. Além disso, no ambito da oftalmologia as chinchilas tém sido empregadas
em pesquisas experimentais (HASSUL et al., 1976; DANIELS et al., 1978; HULLAR
& WILLIAMS, 2006; LIMA et al., 2010; MULLER et al., 2010).

Vérias caracteristicas fazem deste animal um modelo de pesquisa desejavel, entre
elas a facilidade de manuseio, o tamanho pequeno o que permite a reproducdo em
ambientes menores, o fato de possuirem olhos e corpo relativamente grandes para um
roedor, sdo animais que podem ser treinados, fazem poucos ruidos, as fezes e a urina
tém baixo odor e sdo relativamente baratos para criacdo e aquisicdo (LIMA et al., 2010;
MULLER et al., 2010). O fato das chinchilas possuirem olhos relativamente grandes,
com medida axial em torno de 11.5 cm, e cdrnea ocupando quase 40% da superficie
ocular total, com curvatura acentuada, evidencia a demanda por mais pesquisas no
ambito da oftalmologia (LIMA et al, 2010).

Uma compreensdo das caracteristicas morfoldgicas especificas e parametros
fisiolégicos do bulbo do olho normal destes animais sdo fundamentais para facilitar o
diagndstico de doengas oculares e aumentar as referéncias para a pesquisa.

Devido & popularidade crescente como animais de estimagdo, 0 Seu uso na
pesquisa, e frente a inexisténcia de dados referentes a morfologia endotelial desta
espécie, o presente trabalho tem como objetivo estudar os parametros morfoldgicos e

morfométricos do endotélio da cdrnea das chinchilas (Chinchilla lanigera) nas
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diferentes faixas etarias utilizando a microscopia especular.
Das regides central e periférica da cornea foram avaliadas a densidade celular
média, a area celular média, o pleomorfismo e a espessura da cornea. Ainda, foi

determinada a relacéo entre a idade e os parametros endoteliais mencionados.

2 REVISAO DE LITERATURA

Nos topicos seguintes serdo abordados os aspectos funcionais e estruturais do endotélio

corneano, bem como as técnicas de avaliacdo deste.

2.1 Endotélio corneano

O endotélio constitui-se na estrutura mais posterior da cérnea, sendo
embriologicamente derivado da crista neural. Na maioria dos vertebrados é formado por
uma monocamada de células poligonais uniformes em forma e tamanho (DOUGHTY,
1998; BOTEON, 2000; SLATTER, 2005). Sua face anterior é voltada para a membrana
de Descemet e a face posterior voltada para a camara anterior em contato com o humor
aquoso (TUFT & COSTER, 1990; BOTEON, 2000). Lateralmente, continua como
endotélio trabeculado escleral. O mosaico endotelial foi descrito pela primeira vez em
1920 por Vogt utilizando-se a biomicroscopia com lampada de fenda (BOTEON, 2000).

As células endoteliais apresentam em sua maioria formato hexagonal, porém,
podem-se ser encontradas células com quatro, cinco, sete e oito lados (RAO et al., 1982;
TUFT & COSTER, 1990; DOUGHTY, 1998; PIGATTO et al., 2005a). Na maioria das
especies, o padrdo hexagonal das células endoteliais varia entre 65 e 75%, formando
uma estrutura regular e estavel, com pequena 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 & membrana de Descemet. Estas faces
possuem vesiculas pinociticas, contendo substancias que serdo utilizadas pelas células
estromais da cornea (TUFT & COSTER, 1990; BOTEON, 2000).

Prince (1964) descreveu o endotélio da cornea de coelhos como uma camada de
células uniformes, desprovida de membrana basal, com nucleo alongado, largo e em
formato de rim.

Com relacdo as dimensdes das células endoteliais, existem diferencas que
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variam de acordo com as espécies. Assim, nos humanos, a célula endotelial apresenta
dimensdes de 18 a 20 pum na largura, 4 a 6 um na espessura e nucleo com 7 um de
diametro (BOTEON, 2000; TUFT & COSTER, 1990). Nos felinos, a célula endotelial
apresenta diametro de 15 a 20 um (SAILSTAD & PEIFFER, 1981). Virtanen e
colaboradores (1984), por meio da microscopia especular, descreveram a célula
endotelial de coelhos normais que apresentavam didmetro médio de 20,5 £ 2,2 um e
4rea média de 335,1 + 71,1 pm°.

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 sdo 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). Nos coelhos, cada
célula endotelial apresenta um cilio Unico, observado por meio da microscopia
eletrbnica de varredura, que apresenta média de 3,9 + 0,5 um de comprimento
(GALLAGHER, 1980). Estas estruturas foram observadas em mamiferos, incluindo
humanos, macacos e coelhos, e também em aves e peixes (COLLIN & COLLIN, 1998;
COLLIN & COLLIN, 2000). Sua fun¢do ainda ndo esta bem estabelecida, mas parece
ndo estar associada a motilidade celular (COLLIN & COLLIN, 2000). Outras possiveis
funcGes incluem quimiorrecepcdo, osmorregulacdo e/ou deteccdo de pressdo
(GALLAGHER, 1980).

A superficie celular anterior do endotélio estd em contato direto com a
membrana de Descemet, ndo havendo complexos juncionais. Isto explica o fato das
células endoteliais serem facilmente deslocadas por traumas mecanicos ou de forma
proposital durante cirurgias intraoculares (TUFT & COSTER, 1990).

As microvilosidades, encontradas na membrana celular posterior, séo estruturas
gue aumentam a superficie posterior das células endoteliais. Em humanos, observou-se
a existéncia de 20 a 30 microvilosidades por célula, medindo entre 0,1 e 0,2 um de
largura, entre 0,5 e 0,6 pum de altura, e projetam-se para a cadmara anterior (BOTEON,
2000). Em coelhos, verificou-se a presenca de uma média de 63 microvilosidades por
célula endotelial por meio da microscopia eletrénica de varredura (DOUGHTY, 1998).

As interdigitacBes sdo tortuosos prolongamentos da membrana lateral das células

endoteliais, responsaveis pelo aumentando da superficie de contato entre elas. As
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interdigitacdes podem estar associadas a funcdo de bomba ativa destas células (OJEDA
etal., 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 terco
posterior proxima a cadmara anterior, e em macula occludens e macula adherens, as
quais se encontram nos dois tercos anteriores das membranas laterais, porém séo raras.
A macula adherens foi denominada anteriormente de desmossoma (BOTEON, 2000).
Hirsch e colegas (1976) relataram a presenca de dois tipos de jungdes intercelulares no
endotélio de coelhos, a primeira, de localizagdo mais dorsal, denominada de apical e a
segunda, logo abaixo dela, chamada de lateral.

O citoplasma da célula endotelial é rico em organelas como mitocondrias,
reticulo endoplasmatico liso e rugoso, bem como um desenvolvido aparato de golgi
perinuclear. Isto sugere transporte ativo e producdo de proteinas. As vesiculas
pinociticas passam da membrana celular posterior para serem liberadas tanto no espaco
celular lateral ou na membrana celular anterior (MISHIMA, 1982; TUFT & COSTER,
1990). A sua formacdo é dependente da temperatura e estdo presumidamente ligadas
com o transporte ativo de agua e metabdlitos. Granulos de pigmento podem aparecer no
citoplasma, provavelmente provenientes da melanina fagocitada que fora liberada pelo
estroma da iris ou epitélio pigmentar (MISHIMA, 1982; TUFT & COSTER, 1990).

A técnica de microscopia especular permitiu avaliacdo da densidade endotelial e
documentacao fotografica das células do endotélio de humanos e animais (ABIB, 2000;
PIGATTO et al., 2006). Os coelhos apresentaram densidade endotelial média de 2.998 +
326 célulassmm® (SAILSTAD & PEIFFER, 1981). Nos cdes adultos jovens
encontraram-se valores aproximados de 2.800 célulass/mm? (BEFANIS, PEIFFER &
BROWN, 1981; PIGATTO et al.,, 2006). Também, nos felinos adultos jovens,
observaram-se uma média de 2.418 + 151 células/mm? (BOURNE, 1994), enquanto que
Franzen et al. (2010) registraram nesta espécie densidade média de 2.873 células/mm?.

Diversos estudos prévios observaram alteracfes na densidade endotelial em
funcdo da idade em humanos, macacos, ratos, gatos, cées e coelhos. E nestas espécies, a
densidade celular endotelial € maior em individuos jovens e decresce com o
envelhecimento (GWIN et al., 1982; BOTEON, 2000, ABIB & BARRETO, 2001;
STAATZ & VAN HORN, 1980; BAROODY et al., 1987; BAHN, 1986; TUFT &
COSTER, 1990).

Em humanos recéem-nascidos, a densidade endotelial pode ser de até 7.500
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célulassmm?. Ocorre um rapido declinio da densidade no primeiro ano de vida,
refletindo a hipertrofia celular de uma populacdo endotelial fixa, em resposta ao
crescimento do tecido corneano. Até os 20 anos de idade ocorre diminuta perda
endotelial, a partir de entdo estima-se perda média de 0.52% até os 80 anos de vida.
(YEE et al, 1985"; TUFT & COSTER, 1990; ABIB, 2000).

BAHN (1986) valendo-se da microscopia especular, afirmou que apesar da
grande variacdo no tamanho da cdrnea de felinos, bovinos, caninos, cervos, coelhos e
humanos adultos, todos apresentaram uma contagem endotelial central similar de 2.500

células/mm?.

2.1.1 Fisiologia endotelial

A passagem dos raios luminosos até a retina depende de uma cérnea
transparente. Esta transparéncia é decorrente de fatores como a auséncia de pigmentos e
vasos sanguineos, inervacdo nao mielinizada e encontra-se em um estado de relativa
deturgescéncia (ABIB, 2000).

A matrix de proteoglicano que envolve as fibras colagenas do estroma corneano
produz uma pressao de embebicdo em torno de 60mmhg, o que tende a atrair a dgua
para a cornea. As juncdes entre as células do epitélio corneano promovem uma barreira
mecanica contra a passagem da agua do filme lacrimal para o estroma. O mosaico
endotelial por sua vez ndo apresenta juncbes celulares continuas o que permite a
transferéncia de fluidos da camara anterior para a cdrnea, produzindo edema corneano
(MISHIMA, 1982; TUFT & COSTER, 1990).

O endotélio é responsavel pela manutencdo da transparéncia da cdrnea devido a
presenca de dois mecanismos principais: a funcdo mecanica de barreira e a bomba ativa
de ions. Este estado de relativa deturgescéncia ocorre pela manutengdo do equilibrio
dindmico da cornea através do transporte ativo de ions pela bomba endotelial, forcando
a saida de agua da cornea e contrariando a tendéncia natural do estroma em absorvé-la
(MISHIMA, 1982; YEE et al., 1985a; TUFT & COSTER 1990).

A saida de fluido da cérnea depende do metabolismo aerdbico realizado pelas
bombas endoteliais, principalmente por meio do transporte ativo de ions de bicarbonato,
sodio e potassio. A energia utilizada na forma de ATP € produzida a partir da glicose nas
mitocondrias, através do ciclo de Krebs e da via das pentoses-fosfato. O oxigénio

requerido pelas células endoteliais ¢ difundido primariamente através da camara
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anterior. O movimento de fluido atraves do endotélio acontece de forma passiva e segue
o fluxo dos ions que sdo ativamente transportados pela membrana posterior das células
endoteliais (MISHIMA, 1982; YEE et al., 1985% SLATTER, 2005).

A funcéo barreira acontece pela presenca das interdigitacbes e dos complexos
juncionais, também chamados de juncbes gap, localizados no espaco intercelular. Os
complexos mantém as células endoteliais unidas e impedem a permeabilidade de solutos
para o espaco intracelular. (MISHIMA, 1982; TUFT & COSTER 1990; ABIB, 2000).

A densidade das células endoteliais diminui com aumento da idade em diversas
espécies. A perda celular € mais intensa nos primeiros anos de vida, em parte devido ao
aumento do bulbo ocular e crescimento da cornea, ocorrendo nos primeiros cinco anos
de vida no homem (YEE, 1985"; TUFT & COSTER 1990; ABIB, 2000).

Apéds avaliacdo da densidade endotelial de individuos da espécie humana, nas
varias faixas etarias, Laule e colaboradores (1978) relataram que esta apresenta
decréscimo gradativo desde o nascimento até a morte, surgindo areas endoteliais com
aparéncia de auséncia de células na regido central em 12% dos individuos na terceira
década de vida e 67% nos individuos na nona década de vida.

Waring et al. (1982) relataram que no homem com o aumento da idade a perda
celular ndo consegue ser suprida pela divisdo das células remanescentes, com o objetivo
de restabelecer a barreira funcional. As células endoteliais se alargam de forma desigual,

causando irregularidade no seu tamanho e na sua forma.
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2.2 Reparacéo endotelial

Ao longo da vida acontece uma perda fisiologica na densidade endotelial.
Entretanto, diversas afec¢gdes também podem reduzir a densidade endotelial abaixo do
limite minimo para a manutencdo da deturgescéncia corneana, levando ao edema de
cornea. Traumas mecanicos, quimicos, hipertensdo ocular, cirurgias intraoculares e
inflamacdo intraocular podem ocasionar diversos graus de lesdo endotelial. Foi
estimado ser necessario ao menos 10 a 15% da contagem endotelial total para preservar
o equilibrio dindmico da cérnea, cerca de 600 célulassmm? (MISHIMA et al.,1985;
TUFT & COSTER, 1990).

A reparacdo endotelial foi estudada em diversas espécies, embora tenha sido
mais detalhadamente pesquisada nos leporinos e felinos (SAILSTAD & PEIFFER,
1981; MATSUDA et al.,1985; HUANG et al.,1989; HOFFMAN et al., 2009). Apesar de
algumas importantes variacdes referentes a resposta endotelial a lesdes, o processo
cicatricial é semelhante em muitas espécies (TUFT & COSTER, 1990).

Uma lesdo inicialmente estimula o processo cicatricial através de estimulos
direcionados as células vizinhas, estas, se achatam e deslizam para cobrir o defeito e
descartam as células lesionadas para a cAmara anterior (WEIMAR et al., 1980; OLSEN
& DAVANGER, 1984; MATSUDA et al., 1985; TUFT & COSTER, 1990). As células
adjacentes quebram suas ligacdes intercelulares e desenvolvem pseudopodos, migrando
em média 0.5 a 1.0 mm por dia, para cobrir o defeito, permanecendo achatadas e
atenuadas durante este processo. Este movimento celular é mediado pela f-actina que se
polimeriza no citoplasma celular. Células endoteliais em processo de migracdo
apresentam mais organelas e menos vesiculas endociticas, ndo aparentando estarem
cobertas por fibronectina. Quando acontece o encontro no centro da lesdo a
movimentacdo é inibida pelo contato celular, ocorrendo entdo uma onda inversa de
células se reposicionando (WEIMAR et al., 1980; MISHIMA et al.,1985; TUFT &
COSTER, 1990).

Em coelhos a reparagdo endotelial também acontece por mitose celular, havendo
0 aparecimento de figuras mitoticas na margem da lesdo ap6s 16 horas, com pico em 26
horas e reduzem-se a zero apos cinco dias. (WEIMAR et al., 1980). Ao contrario, em

primatas e felinos a reparacdo ocorre essencialmente por hipertrofia e migracéo celular,
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sendo minima a atividade de mitose. Nestas espécies, 0 processo de migracdo celular
pode ocorrer por periodos prolongados de tempo (LAULE et al., 1978; LANDSHMAN
et al.,1989; HUANG et al., 1989; BOURNE, 1994; JACKSON et al., 1995). Embora ja
tenha sido demonstrada a presenca de figuras mitéticas tanto in vitro quanto in vivo no
endotélio humano, a mitose ndo parece acontecer em niveis suficientes para repor as
células danificadas, seja pelo processo natural de envelhecimento ou por lesbes
endoteliais. Desta forma, o endotélio humano é considerado finito e com reservas
celulares limitadas. A distribuicao celular do endotélio pode permanecer alterada mesmo
apo6s 20 anos da lesdo inicial, havendo densidade celular reduzida préximo do foco
lesional. Os coeficientes de variacdo celular e de hexagonalidade tendem a normalidade
apos cinco meses da lesdo, indicando estabilidade do mosaico endotelial (TREFFERS,
1982; TUFT & COSTER, 1990; ABIB, 2000).

Em um estudo comparativo entre coelhos e gatos, com lesdo provocada por
congelamento transcorneal de 10 e 50%, verificou-se com a utilizagdo da microscopia
eletronica de varredura que a regido endotelial lesionada de coelhos foi recoberta em
cinco e 10 dias respectivamente, observando-se densidade endotelial semelhante a
anterior da lesdo. Devido a pequena capacidade de mitose do endotélio de felinos a
regeneracdo foi mais tardia com presenca de alongamento e migracao endotelial (VAN
HORN et al., 1977).

A funcionalidade do endotélio retorna de forma mais lenta e gradual quando
comparado ao restabelecimento celular. Em coelhos, apds congelamento transcorneano,
o0 endotélio ndo retém mais fluoresceina ap6s 14 dias, embora sejam necessarios 21 dias
para a deturgescéncia da cornea e diminuicdo da sua espessura. O mesmo estudo
mostrou que ap6s 21 dias da lesdo endotelial houve o restabelecimento do padrdo
hexagonal do endotélio, porém as células tornaram-se mais irregulares (OLSEN &
DAVANGER, 1984). Nos gatos, e presumivelmente nos primatas, com pouca
capacidade mitotica, a funcionalidade endotelial podera demorar varios meses até ser
restabelecida (LANDSHMAN et al., 1989).

As células gigantes possuem o dobro do tamanho de uma célula endotelial
normal. Em humanos, macacos, gatos e coelhos, com o uso da microscopia especular,
observou-se que estas células sdo encontradas em corneas normais de coelhos e apenas

em corneas traumatizadas das espécies humana, primata e felina, sendo visiveis a partir
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de 48 horas ap0ds lesdo endotelial. A presenca das células gigantes aparenta 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).

Tanto o envelhecimento, quanto os processos inflamatorios podem reduzir a
habilidade de replicacdo e a migracdo das células endoteliais, interferindo no processo
cicatricial. Estudo em coelhos revelou redugdo de 50% da regeneracdo em adultos se
comparados aos jovens. Os animais idosos sintetizariam, mais lentamente e em menor
quantidade, proteinas génicas necessarias para a mitose (STAATZ & VAN HORN,
1980).

2.3 Métodos de avaliacdo do endotélio corneano

Em 1920, Vogt relatou, pela primeira vez, a observagdo do mosaico endotelial
pela biomicroscopia com lampada de fenda. Tal observacédo foi possivel realizando-se a
microscopia especular pela técnica de iluminacéo direta focal com grande magnificacéo.
Na prética, esse exame € limitado, pois a magnificacdo insuficiente e 0 movimento do
olho examinado comprometem a avaliacdo (JURKUNAS & COLBY, 2005).

Jurkunas e Colby (2005) relataram que as principais técnicas e instrumentos para
avaliacdo clinica do endotélio corneal sdo: biomicroscopia com lampada de fenda,
microscopia especular, microscopia confocal, paquimetria e fluorofotometria. Apo6s
avaliacdo das vantagens e desvantagens de cada técnica, concluiram que cada uma delas
tem sua indicacdo e modalidade clinica na préatica oftalmoldgica diaria. Na avaliagdo
morfoldgica e morfométrica do endotélio corneano de humanos e de animais, podem
ainda ser empregados métodos de analise in vitro, como a microscopia eletronica de
varredura, de transmissdo e a utilizacdo de coloracbes vitais (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).

A andlise do pleomorfismo e do polimegatismo sdo parametros importantes para
a determinacdo da funcdo endotelial e para a analise do endotélio como tecido vivo.
Pode ser determinada também a fungdo metabolica do endotélio, a funcdo da bomba
endotelial, da integridade do efeito barreira e da paquimetria corneana. Todos estes
métodos tém o objetivo de avaliar de alguma forma a funcdo endotelial (MISHIMA,
1982; TUFT & COSTER, 1990; ABIB, 2000).
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A fluorofotometria indica de forma quantitativa, através da analise da passagem
da fluoresceina pelo endotélio, a integridade do efeito barreira. De forma geral, a
permeabilidade a fluoresceina esta aumentada apods lesdes endoteliais, assim como em
doencas endoteliais como a distrofia endotelial de Fuchs (MISHIMA, 1982; TUFT &
COSTER, 1990).

A microscopia confocal permite a analise in vivo, em alta resolucéo e a nivel
celular de praticamente todas as camadas da cornea, isto inclui o filme lacrimal pré
corneano e a inervacgdo estromal e subepitelial. O microscopio confocal ja foi utilizado
para avaliacdo in vivo da cornea de cdes, gatos e passaros (KAFARNIK et al., 2007). A
analise endotelial mostrou boa correlagdo com os dados obtidos utilizando a
microscopia especular (JALBERT et al., 2003; KAFARNIK et al., 2007).

A relacdo linear entre a hidratacdo estromal e a sua espessura indica que a
avaliacdo da espessura corneana pode ser utilizada como indice de dano endotelial apds,
por exemplo, procedimentos intraoculares (MISHIMA, 1982; ABIB, 2000). A
paquimetria da cornea pode ser realizada atraves da paquimetria ultrassdnica, bem como
utilizando o microscopio especular de contato e de ndo contato, havendo boa correlacao
entre estes métodos (MODIS et al., 2001). A medida de espessura da cérnea pela
paquimetria mostra de modo indireto a funcdo endotelial, porque esta reflete o estado de
sua deturgescéncia. A média da espessura central da cornea no homem é de,
aproximadamente, 500 um e aumenta gradativamente em direcdo a periferia, ficando ao
redor de 700 um (MODIS et al., 2002). Em felinos foi relatada uma paquimetria central
média de 508 um (FRANZEN et al., 2010). J& em camundongos foi relatada uma
espessura corneana média de 130 um, diferentemente do homem, nestes roedores a
cornea apresenta um afinamento em relacdo a periferia com paquimetria média de 90
um (HENRIKSSON et al., 2009).

2.3.1 Microscopia especular

O microscopio especular, desenvolvido por Maurice em 1968, € um dos métodos
mais validados para andlise clinica e como fonte de dados para pesquisa de parametros
endoteliais. Este projeta uma fenda de luz na superficie corneana posterior em
incidéncia quase normal. A maioria desta luz é transmitida para o humor aquoso,
entretanto, uma pequena parcela de 0,02% é refletida pela porcdo posterior da cornea

em direcdo as lentes do microscopio. Esta luz é refletida de forma especular, ou seja, em
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uma imagem semelhante a um espelho, em que o angulo da reflexdo é igual ao angulo
da incidéncia. A luz especular é transmitida ao microscopio, formando entdo uma
imagem do endotélio corneano, que pode ser capturada, armazenada e analisada
(LAING et al., 1979; ABIB, 2000).

Laing et al. (1975) modificaram o microscépio especular descrito em 1968,
permitindo ndo s6 a execugdo de exames in vivo, como o registro fotogréafico do
mosaico endotelial. Em 1976 ocorreram melhoramentos na técnica da microscopia
especular in vivo, permitindo melhor resolucdo das imagens obtidas, sendo confirmada a
seguranga do exame em humanos (BOURNE, et al., 1976).

O microscopio especular é utilizado de forma rotineira na avaliacdo pré e pos-
operatoria do endotélio da cornea em individuos que passardo por cirurgias
intraoculares (ABIB, 2000; MCCAREY et al., 2008). Ainda, é utilizado para determinar
a toxicidade endotelial de diversos farmacos e foi amplamente utilizado para pesquisa
da cicatrizagdo endotelial (LAULE et al., 1978; LANDSHMAN et al.,1989; HUANG et
al., 1989; BOURNE, 1994; JACKSON et al., 1995; LIOU et al., 2004).

Neubauer e colaboradores (1984) descreveram a aparéncia de células endoteliais
danificadas quando visibilizadas pelo microscépio especular, correlacionando com a
coloracdo endotelial utilizando o azul de trypan. Foi verificado que areas escurecidas,
do tamanho de 3 a 4 células endoteliais estdo relacionadas com lesdo endotelial.
Diferente de pontos intracelulares escurecidos, e bordos celulares pouco visiveis, mais
relacionados a baixa temperatura de armazenagem.

A microscopia especular pode ser realizada através da utilizacdo de
microscopios de contato e de microscdpios de ndo contato. Na microscopia de contato,
ocorre 0 contato da objetiva do microscopio com o epitélio da cornea do paciente, o que
ndo ocorre nos microscopios de ndo contato (LAING et al., 1983; ABIB, 2000;
MCCAREY et al., 2008).

A microscopia de contato requer a utilizacdo de colirio anestésico. O contato da
cérnea com a objetiva do equipamento proporciona uma aplanacdo da curvatura
corneana, levando a um aumento do reflexo especular, sendo possivel a obtengdo de
uma imagem com até 800 células endoteliais. O exame é de execucdo potencialmente
mais dificil, demorada e requerer um operador experiente (TUFT & COSTER, 1990;
MCCAREY et al., 2008).

A microscopia de ndo contato é considerada de execugdo mais facil, mais rapida

e com menor possibilidade de lesdo corneana, ndo necessitando o uso de colirios. Estes
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equipamentos utilizam uma tecnologia de focalizacdo automaética, proporcionando um
reflexo especular menor, por ndo aplainar a curvatura corneana, sendo normalmente
possivel a obtencdo de imagens com 150-170 células (TUFT & COSTER, 1990;
MCCAREY et al., 2008).

Jurkunas & Couby (2005) relataram que 0s microscépios especulares podem ser
classificados quanto ao modo de analise dos dados em: ndo-automatizados, semi-
automatizados e automatizados. Nos microscopios ndo-automatizados a avaliagdo
endotelial fica a cargo do operador. Nos semi-automatizados séo oferecidos recursos
para analise endotelial, porém é necessario que o operador interaja com o software e a
imagem endotelial captada. Os automatizados oferecem recursos informatizados para a
analise do mosaico endotelial, havendo minima necessidade de interacdo do operador
com o equipamento. Os equipamentos semi-automatizados foram considerados mais
precisos pelos autores.

A andlise da densidade endotelial celular, realizada normalmente por diferentes
softwares contidos nos microscopios especulares, pode ser divida em: método do
reticulo (fixo ou variavel), método da marcacdo dos centros celulares, método de
comparacdo e metodo da marcacdo dos cantos celulares (ABIB, 2000; MCCAREY et
al., 2008).

O método da marcacdo dos centros celulares é considerado o mais empregado
em diferentes microscopios especulares para avaliacdo da densidade endotelial. Consiste
na marcacdo do centro da célula endotelial de um grupo de células vizinhas, com o
célculo da densidade celular por mm? pela divisdo do nimero de células contadas pela
area ocupada por elas. E considerado um método de marcacdo celular facil e rapido de
ser realizado pelo operador. O erro da metodologia pode variar entre 0.5 e 5%,
dependendo da habilidade do operador e da qualidade da imagem endotelial (ABIB,
2000; MCCAREY et al., 2008). O metodo do reticulo fixo permite a avaliacdo da
densidade endotelial por meio da contagem das células endoteliais contidas em um
reticulo de tamanho conhecido. Como forma de ajustar para as células que se encontram
parcialmente fora do reticulo, estas sdo contadas como células inteiras em apenas duas
margens do reticulo. Este método ndo permite a avaliacdo da area celular média ou da
area celular individual (ABIB, 2000; MCCAREY et al., 2008).

Apds estudo do endotélio corneal central e periférico pela microscopia especular
de contato em pacientes submetidos a facectomia, foi encontrado um padrdo celular

diferente na periferia em relacdo a cornea central. Foi concluido que a microscopia
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especular ndo deve ficar confinada a regido central, com risco de produzir resultados
que ndo representam o mosaico endotelial (RAO et al, 1978; MCCAREY et al., 2008).
Hirst (1980) fez algumas consideracGes sobre a microscopia especular e
levantou alguns pontos de discussdo que dizem respeito a padronizacao,
reprodutibilidade, documentacéo e aplicagdo dos resultados dos exames clinicos.
McCarey (2008), em artigo de revisdo, sugeriu que devem ser contadas diversas
areas do endotélio, com o maior numero de células possiveis. De forma mais especifica,

ainda sugere avaliar trés imagens endoteliais da regido central e trés da regido periférica.

2.3.2 Microscopia eletrénica de varredura

A microscopia eletronica de varredura (MEV) é o método de avaliacdo mais
comumente utilizado para obter informacdes sobre a ultraestrutura endotelial (OJEDA,
et al., 2001). Esta técnica 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) e a
eficacia de meios de preservacdo da cornea (ARNDT, REESE & KOSTLIN, 2001). Foi
amplamente utilizada na avaliacdo ultraestrutural e morfométrica do endotélio de aves,
caninos, felinos, roedores, peixes, anfibios e primatas (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).

Em um estudo comparativo do endotélio de diversos vertebrados, através do uso
da microscopia eletrbnica de varredura, foi avaliada a densidade endotelial, o
polimegatismo, polimorfismo, bem como aspectos ultraestruturais do endotélio como a
presenca e tamanho dos cilios, das microvilosidades e interdigitagdes (COLLIN &
COLLIN, 2000).

Durante a etapa de preparo celular, a amostra pode sofrer graus variados de
retracdo (PIGATTO, 2004). Em estudo com corneas de coelhos verificou-se ocorréncia
de em média 31% de retracdo celular, levando a uma diminuicdo da area celular e
aumento na densidade endotelial (BINDER, AKERS & ZAVALA 1979; SCHUTTEN &
Van HORN, 1980; DOUGHTY, BERGMANSON & BLOCKER, 1997). A retra¢do do
endotélio varia conforme o método de fixacdo da cornea utilizado e pode ser reduzida

através do meétodo descrito por Doughty (2006). A retracdo ocorrida durante a
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preparacdo da cornea ndo é uniforme e, portanto valores morfométricos obtidos com o
MEV ndo podem ser correlacionados com os dados obtidos com a microscopia
especular (SCHUTTEN & Van HORN, 1980; DOUGHTY, BERGMANSON &
BLOCKER, 1997; DOUGHTY, 2006).

Por meio da microscopia eletronica de varredura, Pigatto et al. (2005) estudando
corneas de coelhos saudaveis, observaram predominantemente células hexagonais

(75%), células pentagonais (14%) e heptagonais (11%).
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Este artigo foi escrito conforme as normas da revista Veterinary Ophtalmology

(ISNN 1463-5224) e seré traduzido para o inglés no momento da sua submiss&o.

AVALIACAO DO ENDOTELIO DA CORNEA DE CHINCHILAS (Chinchilla
lanigera) EM DIFERENTES FAIXAS ETARIAS UTILIZANDO A MICROSCOPIA
ESPECULAR

Bercht Bernardo S*, Albuquerque Luciane de’, Pigatto Jodo AT™.

Resumo

Objetivo: O endotélio € uma monocamada de ceélulas achatadas, poligonais e
interligadas que recobrem a superficie posterior da cérnea, sendo fundamental na
manutencdo da transparéncia desta estrutura. Embora as chinchilas (Chinchilla
lanigera) sejam utilizadas em pesquisas oftalmicas, ndo existem dados referentes ao
endotélio da cornea nesta espécie. Portanto, objetivou-se avaliar a densidade celular, a
paquimetria, a area celular média e a morfologia do endotélio da cornea de chinchilas
em diferentes faixas etarias. Procedimentos: Foram estudados 60 bulbos oculares de 30
chinchilas, machos ou fémeas, de diferentes faixas etarias. As chinchilas foram
subdivididas em trés grupos com 10 animais cada, designados por: G | (animais com
idade entre dois a quatro meses); G Il (animais com 11 meses de idade) e G 11l (animais
com quatro anos de idade). Resultados: A densidade celular endotelial média nos
animais dos grupos G I, G Il e G Il foi de respectivamente 3385,39 + 507,53, 2565,51
+ 220,46 e 1812,82 + 117,92 células/mm?. A area celular média foi de respectivamente
301,51 + 43,94, 392,46 + 33,34 e de 553,79 + 35,70 ym para G I, G Il e G Ill. Os
resultados apontam decréscimo da densidade, do pleomorfismo, e aumento da area
celular média com o aumento da idade. A espessura da cdrnea aumentou em animais
mais velhos. Concluséo: O endotélio da cornea de chinchilas sofre alteracdes com o
avanco da idade.

Descritores: roedor, cornea, morfologia, parametros endoteliais, microscopia especular
de contato.
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Abstract

Objective: The corneal endothelium is a monolayer of interconnected flattened
polygonal cells that cover the back surface of the cornea, it is essential for the
maintenance of its transparency. Due to the complete lack of data on the endothelial
cells of chinchilla (Chinchilla lanigera) and its possible use as an animal model in
ophthalmic research, the objective was to evaluate the cellular density, pachymetry, the
average cell area and morphology of the corneal endothelium of chinchillas in different
age groups. Procedures: It was studied 60 eyes of 30 chinchillas, male or female, of
different ages. Chinchillas were divided into three groups with 10 animals each,
designated by: G | (animals aged two to four months), G 1l (animals with 11 months of
age) and G Il (animals with four years of age) Results: The mean endothelial cell
density in the animals of G I, G Il and G Ill were respectively 3385.39 + 507.53,
2565.51 + 220.46 and 1812.82 + 117.92 cellssmm?® The average cell area was
respectively 301.51 + 43.94, 392.46 + 33.34 and 553.79 = 35.70 um for GI, G Il and G
I1l. The results indicate a decrease in density, pleomorphism, and increased in average
cell area with increasing age. Corneal thickness increased in older animals. Conclusion:
The corneal endothelium of chinchillas changes with advancing age.

Keywords: rodent, cornea, morphology, endothelial parameters, contact specular

microscopy.

INTRODUCAO

O endotélio corneano é uma monocamada de células achatadas, poligonais e
interligadas que recobrem a superficie posterior da cérnea. A camada endotelial é
fundamental na manutencdo da transparéncia da cOrnea e esta sujeita a alteragdes
fisiologicas e a lesbes traumaticas ou inflamatérias decorrentes de afecgBes ou da
manipulacéo cirdrgica intraocular (+*3).

A microscopia especular de contato e de ndo contato tem sido uma ferramenta
confiavel e padronizada na avaliagdo do mosaico endotelial. Os parametros endoteliais
normais j& foram estudados em varias espécies, incluindo: humanos, suinos, coelhos, cées,
equinos, Ihamas, alpacas e gatos (**4).

As alteracBes endoteliais sdo consideradas importantes pardmetros na avaliagdo de
lesbes endoteliais, e na determinacdo da seguranca dos procedimentos cirlrgicos

2,34,11

intraoculares ( ). A microscopia especular ndo causa distor¢cbes ou alteracbes do

endotélio da cornea, diferente de outras técnicas, como a microscopia eletrbnica de
varredura, cuja fixacdo e preparo da amostra pode distorcer de forma ndo homogénea o

mosaico endotelial, sendo mais utilizada para avaliagdo da ultraestrutura celular (*>*°).
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A chinchila é um termo que se refere indistintamente a duas espécies de roedores
noturnos intimamente relacionados com cobaios: a chinchila de cauda curta Chinchilla
brevicaudata, e a de cauda longa Chinchilla lanigera. Atualmente sua criacdo ocorre
principalmente para fins comerciais com finalidade principal de producdo de peles para o
vestuario (*"#).

Nos ultimos anos, a procura por chinchilas, como animais de estimagdo, vem
aumentando. Além disso, no @mbito da oftalmologia as chinchilas tém sido empregadas

para pesquisas experimentais (X%

). Varias caracteristicas fazem deste animal um modelo
de pesquisa desejavel: a facilidade de manuseio, tamanho pequeno, o fato de possuirem
olhos e corpo relativamente grandes para um roedor, podem ser treinados, fazem poucos
ruidos, as fezes e a urina tém pouco odor e sdo relativamente baratos para criacdo e
aquisicao (*"). Por apresentarem olhos relativamente grandes, com medida axial em torno
de 11.5 cm, e coérnea ocupando quase 40% da superficie ocular total, com curvatura
acentuada, mais pesquisas no &mbito da oftalmologia s&o necessarios pra essa espécie (*').
A compreensdo das caracteristicas morfoldgicas especificas e dos parametros fisiologicos
do olho normal destes animais ¢ essencial para aumentar a base de conhecimentos (*"*8).
Devido a popularidade crescente como animais de estimacao, 0 seu Uso na pesquisa e
a auséncia de dados referentes ao endotélio desta espécie, este estudo tem como objetivo
avaliar a paquimetria, a densidade celular endotelial, o didmetro da cérnea e a morfologia
do endotélio da cornea de chinchilas (Chinchilla lanigera) de diferentes idades, utilizando
a microscopia especular de contato. Ainda, pretende-se determinar a relacdo entre idade e

0s parametros endoteliais mencionados.
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MATERIAIS E METODOS

Foram estudados 60 bulbos dos olhos de chinchilas (Chinchilla lanigera) com a
pelagem Standart, machos ou fémeas, de diferentes idades. Todos os animais foram
submetidos ao exame oftdlmico, que incluiu avaliacdo dos reflexos pupilares,
biomicroscopia com lampada de fenda®, tonometria de rebote? e prova da fluoresceina®.
Foram descartados animais com alteragOes oculares.

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

Para a avaliacdo especular de contato do endotélio da cornea das chinchilas
foram designados trés grupos com 10 animais cada (20 olhos). As chinchilas foram
subdivididas em trés grupos com 10 animais cada, designados por: G | (animais com
idade entre dois a quatro meses); G Il (animais com 11 meses de idade) e G 1l (animais
com quatro anos de idade).

Para analise endotelial foi utilizado microscopio especular de contato® (Fig. 1),
tendo sido utilizado o software disponivel com o aparelho para contagem da densidade
endotelial. Todas as avaliacdes foram realizadas pelo mesmo avaliador utilizando-se o
método do reticulo fixo.

Imediatamente ap6s o Obito, realizou-se enucleacdo subconjuntival e
acondicionamento dos bulbos oculares em camara Umida até a realizacdo da
microscopia especular.

Concebeu-se estudarem-se 0s olhos a microscopia especular decorridas duas
horas do abate dos animais. Assim, apds serem removidos da camara Umida, foram
fixados em um suporte adaptado ao microscopio especular de contato e lubrificados
com solugdo fisioldgica. Ato continuo, posicionou-se a lente objetiva do microscopio
sobre as regides central e periférica da superficie corneana para o registro fotografico
digital do endotélio e paquimetria, em trés locais distintos de cada regido (Fig. 2). De
cada amostra, foram capturadas trés imagens nitidas. De cada imagem, foram

analisadas, pelo menos, 60 células endoteliais.

! portable Slit lamp Kowa SL15, Kowa Company, Ltd,

2 Tonovet, Tiolat, Helsinki, Finlandia.

% Fluoresceina sédica a 1%, Allergan Produtos Farmacéuticos Ltda.
* Celmax, Medical Service, Sdo Carlos, SP.



Fig.1l. Imagem fotogréfica do microscépio
especular de contato.

Fig.2. Imagem fotografica da lente objetiva do
microscopio especular de contato sobre a
regido central da cérnea do bulbo do olho de
chinchila com quatro meses de idade.
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Foram avaliados os seguintes dados: densidade endotelial central (DEC) e
periférica (DEP), pleomorfismo celular, &rea celular média, paquimetria da cornea
central e periférica e diametro corneano. Foram realizadas trés avaliacbes das regides
centrais e periféricas, tendo sido contato um minimo de 60 células por regido para
obtenc¢éo da densidade endotelial e do pleomorfismo celular. A densidade endotelial foi
obtida de forma semi-automatizada através do software Celmax, enquanto que o
pleomorfismo foi obtido mediante avaliacdo manual do numero de lados de cada célula.
A paquimetria da cornea central e periférica foi avaliada utilizando-se de paquimetro
acoplado ao microscopio especular. A area celular média foi calculada a partir da
formula: 10° = densidade endotelial / &rea celular média.

A andlise estatistica foi realizada através da analise de variancia (ANOVA),
seguido do teste post hoc de Tukey com significancia de p<0,05, para comparacéo das

médias dos parametros analisados entre 0s grupos.
RESULTADOS
A microscopia especular possibilitou visibilizar um padrdo regular de células

poligonais uniformes e continuas (Fig. 3,4,5) Nenhum dos olhos submetidos a avaliagdo
foi excluido.

Fig. 3: Fotomicrografia especular do endotélio da cérnea de uma chinchila
com dois meses de idade, com densidade celular de 4020 células/mm2,

A densidade endotelial central média (DEC) para o olho direito (OD) das
chinchilas foi de 2577,35 + 713,44, variando entre 1645 e 4233 células/mm2, e de 2599,
40 = 753,53 célulassmm2 para o olho esquerdo (OE), variando entre 1625 e 4200
célulass/mm2 com os respectivos desvios padrées. A densidade endotelial periférica
média (DEP) para o olho direito foi de 2655,31 + 810,53 células/mm2, variando entre
1630 e 4482 células/mm2 (Tab. 1). A densidade celular endotelial média, considerando
ambos os olhos, nos animais dos grupos G I, G Il e G Ill foi de respectivamente
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3385,39 £ 507,53, 2565,51 + 220,46 e 1812,82 + 117,92 células/mm?2.

Tab. 1. Valores médios da densidade celular (células/smm?) e desvio padrdo de células
endoteliais da regido central e periférica da cornea de chinchilas nas diferentes faixas
etarias utilizando a microscopia especular.

DEC OD DEC OE DEP OD DEP OE
Grupos
I* 3419,12 +500,74°  3351,66 + 546,49 3462 + 533,88 -
T 2471,27 +182,22°  2659,75 + 225,05 2695 +265,20°  2778,8 +218,1°
1> 1838,91 £ 123,62°  1786,72 + 113,84° 1823,83 £129,9° -
Média 2577,35+ 713,44 2599, 35 + 753,53 2655,31 + 810,53

*Cada grupo apresentando 10 animais cada. Houve diferenca estatisticamente significante entre Gl, Gll e
Gl quando comparado os mesmos olhos direito e esquerdo (p<0,001). N&o houve diferenga entre regido
central e periférica.

No grupo |, obteve-se uma DEC de 3419,12 + 500,74 células/mm? para o olho
direito, variando entre 2720 e 4233 células/mm?, e de 3351,66 + 546,49 células/mm?
para o olho esquerdo, variando entre 2785 e 4200 células/mm?. Ainda, os valores da
DEP para olho direito foram de 3462 + 533,88, com valores variando de 2987 até 4482
células/mm? (FIG. 3).

No grupo 11, valores para o olho direito foram de 2471,27 + 182,22 células/mm?,
variando entre 2286 e 2730 células/mm? e para o olho esquerdo, a DEC foi de 2659,75
+ 225,05, com variagdo de 2352 até 2940 células/mm? (Fig. 4). Os valores da DEP
foram respectivamente de 2695 + 265,20 e 2778,8 + 218,161 para os olhos direito e
esquerdo, com variacdo de 2319 a 3013 células/mm? para 0 OD e de 2488 a 2940
células’smm?no OE (Fig. 4).

Fig. 4: Fotomicrografia especular do endotélio da cérnea de uma chinchila
com 11 meses de idade, com densidade celular de 2788 células/mm?.
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No grupo Il1, a densidade endotelial central média foi de 1838,91 + 123,62, com
variacdo de 1645 a 2040 células/mm? no olho direito e 1786,72 + 113,84, com variacio
de 1625 a 1984 células/mm? no olho esquerdo. A DEP do olho direito foi de 1823,83
+129,90, com variagdo entre 1630 e 2028 células/mm? (Fig. 5).

Fig. 5: Fotomicrografia especular do endotélio da cérnea de uma chinchila
com quatro anos meses de idade, com densidade celular de 1930 células/mm?.

Né&o foi possivel determinar a DEP do olho esquerdo nos grupos | e Il devido a
obtencdo de imagens de baixa qualidade da periferia do endotélio nestes grupos,
comprometendo a andlise estatistica.

Né&o houve diferencga estatisticamente significante entre os valores de DEC entre
o olho direito e olho esquerdo nos grupos I, Il e Il (p=0,449). Houve diferenca
estatisticamente significante em relagdo & média da densidade celular entre os trés
grupos (p<0,001) quando comparados os mesmos olhos direito e esquerdo (graficos 1 e
2). A diferenca entre os olhos de G I, G Il e G Ill foi estatisticamente significante
(p<0,001).

N&o houve diferenca estatisticamente significante entre regido central e regido

periférica (p = 0,107).
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Grafico 1: Diagramas de caixa da densidade endotelial
(células/mm?) do OD para os grupos 1, 11 e 111, indicando que
a variagdo da idade tem um efeito estatisticamente
significante sobre a densidade endotelial.
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Gréafico 2: Diagramas de caixa da densidade endotelial
(células/mm?) do OE para os grupos I, Il e 111, indicando que
a variacdo da idade tem um efeito estatisticamente
significante sobre a densidade endotelial.
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A area celular endotelial central média (ACM) foi de 416,79+109,47 para o OD
e de 415,05+116,37 para 0 OE, com respectiva variacdo de 236,22 a 607,90 pum? e de
238,09 a 615,38 pum?. A érea celular endotelial periférica (APM) média do olho direito
foi de 404,27+ 119,54.

A ACM do grupo | para o OD foi de 297,89 + 42,75 com variacdo de 236,22 a
367,64, e para 0 OE a ACM foi de 305,12 + 47,75 com variacao de 238,09 a 359,06. No
grupo Il a ACM foi de 406,55 +29,51 e de 378,37 = 32,52 para os olhos direito e
esquerdo, respectivamente, com variacdo entre 366,30 e 442,15 para 0 OD e entre
344,53 e 425,10 pm? para 0 OE Com relagdo ao grupo 111 a ACM foi de 545,94 +36,64 e
de 561,64 +35,34 para os olhos direito e esquerdo, com variacdo respectiva de 490,03 a
607,90, e de 503,90 a 615,38 um>.

A APM no grupo | para o olho direito foi de 294,28 + 40,57 com variagdo de
223,11 a 334,78 um>. Para o grupo Il obteve-se APM de 374,06 + 38,26 e de 361,71 +
29,45 para os olhos direito e esquerdo, que apresentaram variacao respectiva de 366,30
a 442,15 e de 340,13 a 425,10 pm®. Com relago ao Gltimo grupo se observou ACM de
550,67 + 39,98 para o olho direito, com variagdo de 493,09 a 613,49 um? (Tab. 2).

Observamos uma diferenca estatisticamente significante quando se comparou a
area celular média dos grupos I, Il e Ill entre os mesmos olhos direito e esquerdo
(p<0,001). Porém, nao houve diferenca significativa entre 0 OD e OE no mesmo grupo

(p=0,449) e entre regides central e periférica (p = 0,107).

Tab. 2. Valores médios da érea celular (um?) e desvio padrdo de células endoteliais da
regido central e periférica da cornea de chinchilas nas diferentes faixas etarias avaliados
utilizando a microscopia especular.

Area celular central média Area celular periférica média
Grupos oD OE oD OE
I* 297,89 + 42,75 305,12 +47,75° | 294,28 + 40,57° -
I1* 406,55 £29,51° 378,37 +32,52° | 374,06 +38,26"° 361,71 + 29,45
= 545,94 +36,64° 561,64 +35,34° | 550,67 + 39,96° -
Média 416,79+109,47  415,05+116,37 404,27+ 119,54

*Cada grupo apresentando 10 animais cada. Houve diferenca estatisticamente significante entre GI, Gll e
Gl quando comparado os mesmos olhos direito e esquerdo (p<0,001). Nao houve diferenca entre regido
central e periférica.
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O pleomorfismo médio ou porcentagem de celulas hexagonais no endotélio
central do olho direito e esquerdo de chinchilas foi respectivamente de 70,05 + 7,14% e
de 68,78 + 7,39%, com variacdo de 56,35 a 80,80% e de 52,00 a 79,23%. No grupo |
obteve-se uma média de 72,70 + 2,74 % para o olho direito e de 72,05 + 2,27% para o
olho esquerdo, com respectiva variacdo entre 68,80 e 76,50%, e de 69,74 a 74,50%. No
grupo I, a média encontrada foi de 75,18 + 3,91 para o OD, e de 74,05 + 3,57 para o
OE, com variacao respectiva de 69,50 a 80,80% e de 68,45 a 79,23%. No grupo llI,
obteve-se média de 62,28 + 6,15 % e de 60,23 + 5,84% para 0 OD e OE, com variagao
de 52 a 70,35% e de 52,20 a 71,52% (Tab. 3).

Em relacdo ao pleomorfismo celular, foi observada diferenca estatisticamente
significativa quando foi comparado o grupo | ao grupo Il (p<0,001), e o grupo Il com o
grupo Il (p<0,001) dos olhos direito e esquerdo. N&o houve diferenca estatisticamente
significativa entre G | e GlI no olho direito (p=0,527) e esquerdo (p=0,613).

Tab. 3. Valores médios do pleomorfismo celular (%) e desvio padrdo de células
endoteliais da regido central de chinchilas nas diferentes faixas etarias avaliados
utilizando a microscopia especular.

Células hexagonais OD Células hexagonais OE
Grupos
I* 72,70 £ 2,74 %° 72,05 + 2,27 %°
In* 75,18 + 3,91 %° 74,05 + 3,57 %°
> 62,28 + 6,15 %" 60,23 + 5,84%"
Média 70,05 £ 7,14% 68,78 + 7,39%

*Cada grupo apresentando 10 animais cada. Médias seguidas de pelo menos uma letra igual indicam
diferenga ndo significativas (p>0,05).

A paquimetria central de cornea ou espessura corneana central total (ECCT)
média foi de 233,06 + 35,42 um para o olho direito e de 259,95 + 50,05 um para o olho
esquerdo, com variagdo respectiva de 175 a 310 e de 175 a 290 pum. A paquimetria
periférica da cornea ou espessura corneana total periférica (ECPT) média, realizada na
porcao periférica medial da cdrnea foi de 206,65 + 28,06 para 0 OD com variagdo de
172 a 250 pm (Tab. 4).

Para o grupo | a ECCT foi de respectivamente 210,5 + 24,77 e de 212,5 + 22,83
para 0 OD e OE, com variacdo de 175 a 235 e de 175 a 236 um. Referente ao grupo Il
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os valores médios da ECCT para o olho direito e esquerdo foram respectivamente de
216,56 + 8,52 e de 210,75 % 13,52 com variagdo de 209 a 233 e de 187 a 231 uym. O
grupo 111 apresenta CCT média de 272,125 + 28,27 com variacao de 212 a 310 um para
0 OD e de 264 + 25,50 com variacéo de 217 a 290 um para o OE (Tab. 4).
Os valores médios de ECPT para o OD do grupo | foram de 194,12 +

31,51 com variacdo de 172 a 235 um. Referente ao grupo Il, temos ECPT media de
197,4 + 14,71 com variacgdo de 180 a 219 para o OD e de 187,5 £+ 6,12 com variacao de
185 a 192 um. A analise do grupo Il revelou ECPT média de 226,125 + 23,66 com
variacao de 184 a 250 um (Tab. 4).

A andlise estatistica revelou diferenca significativa entre os olhos do G | com o
G Il (p<0,001) e entre G Il e G 111 (p<0,001). N&o se observou diferenca significativa
entre CCT OD do G I com o G Il (p=0,808) e OE do G | com G Il (p=0,592). Entretanto
existiu diferenca significativa entre a paquimetria periférica do OE com a paquimetria
central do OE no G Il (p<0,001).

Tab. 4. Valores médios da paquimetria corneana média (um) e desvio padrao de células
endoteliais da regido central (ECCT) e periférica (ECPT) de chinchilas nas diferentes
faixas etarias avaliadas utilizando a microscopia especular.

ECCT OD ECCT OE ECPT OD ECPT OE
Grupos
I* 2105+ 24,77° 212,5 + 22,83 194,12 + 31,51° -
* 216,56 + 8,52° 210,75 + 13,52° 197,4 +14,71*  187,5+6,120%*
1> 272,125 +2827° 264 + 2550° 226,125 + 23,66° -
Média 233,06 + 35,42 259,95 + 50,05 206,65 + 28,06

*Cada grupo apresentando 10 animais cada. Médias seguidas de pelo menos uma letra igual indicam
diferenga ndo significativas (p>0,05).

Os valores médios do didmetro da cérnea em chinchilas séo de 10,75 £ 1,03
para 0 OD e de 10,75 + 1,03 para 0 OE no grupo I. J& em animais com 11 meses do
grupo Il temos valores médios de diametro de 12,25 + 0,70 para OD e de 12,25 + 0,70
para OE. No ultimo grupo, composto por animais com quatro anos, se observou um
didmetro de 15,00 = 0,75 em ambos os olhos (Tab. 5). Houve diferenca estatisticamente

significante na comparag&o entre o didmetro da cornea dos grupos (p<0,001).
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Tab. 5. Valores médios do diametro da cornea (mm) e desvio padrédo do bulbo dos olhos
de chinchilas nas diferentes faixas etarias.

oD OE
Grupos
I* 10,75 + 1,03° 10,75 + 1,03°
1* 12,25 +0,70° 12,25 +0,70°
[I* 15,00 + 0,75° 15,00 + 0,75°
Média 12,6 +1,97 12,6 1,97

*Cada grupo apresentando 10 animais cada. Médias seguidas de pelo menos uma letra igual indicam
diferenca néo significativas (p>0,05).
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DISCUSSAO E CONCLUSAO

A técnica de microcopia especular € uma ferramenta semiologica confiavel e
padronizada na realizagdo da avaliagdo do mosaico endotelial em diversas espécies,

tanto in vivo quanto ex vivo (> ** 7% 1

). Diferente de outras técnicas de pesquisa, ndo
deforma ou distorce o endotélio durante processos de fixacdo ou coloracdo (*> ). A
microscopia especular foi utilizada no estudo da cicatrizacdo do endotélio e para
quantificar o tamanho, a forma e a densidade das células endoteliais nas espécies

$11.19. 20y Embora a chinchila apresente diversas

anteriormente mencionadas (
caracteristicas favoraveis como modelo experimental animal para pesquisas oftalmicas,
qguando se recorreu a literatura ndo foram encontradas informagcbes sobre as
caracteristicas do endotélio da cornea desta espécie, fato que motivou a realizacdo deste
estudo.

A enucleacdo subconjuntival e a manutencdo dos olhos em camara umida

permitiu a realizacdo dos exames, sem interferir com a reflexdo especular, preservando
a estrutura endotelial. Esta metodologia ja foi utilizada em outros estudos e mostrou-se
eficaz (> ).
Foi possivel a obtencdo de imagens nitidas do mosaico endotelial da regido
central da cornea das chinchilas utilizando-se o microscépio especular de contato em
todos os bulbos oculares avaliados. Nos animais do grupo I, com cornea medindo em
média 10,75 mm de didmetro, ndo foi possivel a avaliagdo da regido periférica do
endotélio, possivelmente devido ao fato do tamanho ocular ser pequeno. Nos grupos 1l e
I11 com cdrneas com diametro a partir de 12 mm foi possivel a avaliacdo da periferia do
endotélio nos olhos avaliados.

Dentre os diferentes métodos utilizados pelos softwares de cada microscopio
para analisar a densidade endotelial pode-se citar: 0 método do reticulo fixo e movel, o
método de marcacéo dos centros celulares e 0 método da marcagdo das bordas celulares
(*Y). Neste estudo, o software para anélise da imagem endotelial utilizou 0 método do
reticulo fixo com definicdo das células endoteliais realizadas pelo operador (método
semi-automatizado). A precisdo deste método depende da decisdo subjetiva da criagédo
de um reticulo, e da marcacdo das células contidas neste reticulo de &rea conhecida,
sendo entdo as células convertidas automaticamente para células/mm? (%%).

A guantidade de células a serem contatadas por imagem para a obtencdo de uma
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precisdo adequada varia de acordo com o estudo analisado. Alguns autores recomendam
que sejam contadas pelo menos 30 células, outros recomendam 50, 75 e 100 células por

imagem (%%’

). Ainda, outro estudo mencionou que o ideal seria contar 0 maximo de
células possiveis em trés diferentes imagens por quadrante (centro e periferia) sendo
realizada a média destas imagens (*°). No presente trabalho foram capturadas trés
imagens de cada &rea avaliada, sendo contadas 60 células endoteliais por imagem, os
resultados sao apresentados como a média destas imagens.

Respectivamente, a densidade celular e a area celular média os valores
encontrados neste estudo foram similares a outras espécies de mamiferos, incluindo
humanos, caninos, felinos e leporinos, havendo decréscimo da DEC e aumento da area
celular média com o avanco da idade (> *8*#2%). No G I foi obtida a DEC mais elevada,
apresentando até 4200 células/mm?, conforme crescimento da cérnea o grupo Il com
animais de 11 meses apresentou média de 2400 células/mm? e finalmente, animais com
4 anos de idade do grupo 111 apresentaram média de 1800 células/mm? e maior diametro
corneano. Estes dados corroboram com os dados obtidos por outros estudos que
mencionaram a existéncia de uma populacéo relativamente fixa de células no endotélio,
havendo rapido declinio da DEC conforme o crescimento da cornea e entdo uma perda
estavel de células endoteliais a partir da idade adulta (* %% %),

N&o houve diferenca significativa entre a densidade endotelial da regido
central quando comparada a regido periférica. Embora a literatura seja contraditéria a
este respeito, a tendéncia atual é aceitar, a0 menos no homem uma diferenca na
densidade endotelial do centro para a periferia, com densidade maior nas regides
periféricas e paracentrais (*>*°).

O valor médio da DEC em chinchilas, variando de dois meses a quatro anos
foi de 2577,35 £ 713,44 para 0 OD e de 2599, 35 + 753,53 para o OE. Estes valores sdo
bastante similares a outras especies e corroboram o que foi descrito por BAHN (1986)
que atraves da microscopia especular, afirmou que apesar da grande variagdo no
tamanho da cornea de felinos, bovinos, caninos, cervos, coelhos e humanos apresentam
uma contagem endotelial central similar, em torno de 2500 células/mm?.

O mesmo aconteceu com o tamanho celular médio, onde foi obtido ACM de
respectivamente 301,51 + 43,94, 392,46 + 33,34 e de 553,79 £ 35,70 um para G I, G Il
e G Ill, quando considerado ambos os olhos, revelando que conforme a DEC diminui a
area celular média cresce, havendo hipertrofia das células remanescentes, ocupando o

espaco das celulas perdidas. Neste estudo ndo foi estimada a perda celular com relacéo a
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variacdo de idade. Foi determinado que no homem ocorra estabilizagdo da morte
endotelial aos 20 anos e a partir de entdo estima-se uma perda média de 0.52% até os 80
anos de idade (*?°).

Os resultados observados neste estudo demonstraram que o endotélio
corneano de chinchilas foi caracterizado por uma monocamada de células poligonais
uniformes em tamanho e forma, sendo as células predominantemente hexagonais. Na
maioria dos vertebrados a forma normal das células endoteliais € composta
principalmente por células hexagonais e pentagonais. As caracteristicas pleomorficas
observadas no endotélio da chinchila sdo semelhantes as encontradas em humanos,
felinos, caninos e outros vertebrados, onde se observa que entre 65 e 80% do endotélio
corneano é composto por células hexagonais (3 %%).

No presente estudo observou-se no olho direito, pleomorfismo ou
porcentagem de células hexagonais médias de 72,70 + 2,74 % para o G I, de 75,18 +
3,91 % parao G Il e de 62,28 + 6,15 % para o G Il1, com diferenca estatistica entre G |
e G lll eentre G Il e G 1ll. Logo, nas chinchilas utilizadas neste estudo, podemos inferir
que o pleomorfismo diminui com o avan¢o da idade, o que vem de encontro com 0
mencionado por Waring e colaboradores (1982), que relataram que no homem, ocorre
perda celular com o aumento da idade , e que essa perda ndo consegue ser suprida pela
divisdo das células remanescentes. Para restabelecer a barreira funcional, ocorre
hipertrofia de forma desigual, causando irregularidade do tamanho e da forma (3*). De
forma contraditéria em alguns estudos com cdes e gatos houve aumento no
pleomorfismo celular com a idade, fato ndo explicado pelos autores (*°).

O método de anélise do reticulo fixo, realizado pelo software do equipamento
utilizado neste estudo, ndo realiza a analise do pleomorfismo ou do polimegatismo. O
pleomorfismo neste estudo foi definido pelo operador de forma manual, com a
contagem de 60 celulas, e este foi calculado pela porcentagem de células com seis lados.

A relacdo linear entre a hidratacdo estromal e a sua espessura significa que a
avaliacdo da espessura corneana pode ser utilizada como indice de dano endotelial

2, 35, 36

indireto, pois esta reflete o estado de sua deturgescéncia ( ). A paquimetria da

cornea pode ser realizada valendo-se da paquimetria ultrassonica ou do microscopio

especular de contato e de néo contato, havendo boa correlacéo entre estes métodos (*').
Neste estudo, foi utilizado o microscopio especular de contato para determinar a

ECCT e a ECPT. Os valores médios da ECCT para o OD de chinchilas foram de 210,5

+ 24,77um para animais com até 4 meses (G 1), 216,56 + 8,52 um para chinchillas com
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11 meses (G 1) e de 272,125 + 28,27 pum para animais com 4 anos (G Il1). Notou-se
uma tendéncia de aumento da espessura corneana estatisticamente significativamente
com o aumento da idade quando comparados animais de dois a onze meses com animais
de quatro anos. Este dado €é similar ao encontrado em caninos, cujo aumento da idade
revelou ECCT maior, principalmente em animais com mais de seis anos de idade (°).
Especula-se que o aumento da ECCT seja devido a maior deposicdo de fibras de
colageno no estroma corneano de chinchilas mais velhas, embora estudos histologicos
sejam necessarios para essa confirmacdo. Estudo recente realizado em chinchilas,
utilizando a paquimetria ultrassonica, revelou uma ECCT media de 340 + 30 um,
embora ndo tenha mencionado a idade dos animais avaliados, a paquimetria foi
realizada através de paquimetro ultrassénico (**). Os resultados da ECCT em cées,
felinos e no homem mostram que nestas espécies varia em torno de 500-600 um (*° %).

Com relacdo a espessura corneana do centro da cornea para a periferia, este
estudo obteve resultados de espessura menores quando comparado centro e periferia,
indicando um afinamento da cOrnea para a regido periférica, embora este resultado
tenha sido estatisticamente significante apenas com relacdo a média da ECCT do OE e
média da ECPT do OE. O tamanho amostral € possivelmente responsavel por essa
variacdo estatistica somente no olho esquerdo. Este resultado é bastante similar ao
encontrado em roedores, especificamente em camundongos, ocorrendo afinamento do
centro da cérnea, medindo de 130 um, e com periferia de 90 pm (**). Os dados para as
espécies humanas e caninas mostram o inverso, onde ha um aumento da espessura da
cornea periférica, sendo em média de 657 um na periferia e 535 um no centro (*°).
Estudos em humanos, cdes e suinos ndo relatam diferencas entre o endotélio da

cérnea de fémeas e de machos (2'7' o

). Neste estudo o parametro sexo ndo foi
considerado uma variavel.

No presente estudo foram avaliadas corneas que variaram de 10 mm de didmetro
em animais com dois meses de idade até 15 mm em animais com quatro anos. Logo o
endotélio da cdrnea da chinchila seguiu os padrdes de envelhecimento endotelial similar
ao homem e outros mamiferos, com crescimento da cérnea e diminuicdo da DEC e
pleomorfismo e aumento da é&rea celular média. Ndo foram obtidas diferencas
significativas entre DEC do olho esquerdo e direito, resultado corroborado pelas
citacBes presentes na literatura (>**).
Conclui-se que o endotélio da cornea de chinchilas sofre alteracbes com o

avanco da idade. Ocorre decréscimo da densidade endotelial e diminuigdo do
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pleomorfismo, embora ocorra aumento da area celular média e da espessura da cornea.
Os dados obtidos neste estudo fornecem pardmetros que podem ser utilizados na

avaliacdo da repercussdo das doencas oftalmicas no endotélio de chinchilas.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel com a microscopia especular de contato avaliar, documentar e
analisar o endotélio da cdrnea de chinchilas de diferentes faixas etarias. Os dados
obtidos com o presente estudo servirdo como referéncia na avaliacdo do endotélio da
cérnea de chinchilas.
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