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RESUMO

Objetivo: O endotélio é uma monocamada de células achatadas, poligonais e
interligadas que recobrem a superficie posterior da cérnea, sendo fundamental na
manutencdo da transparéncia desta estrutura. Objetivou-se avaliar a morfologia de
diferentes regides da cornea de equinos apds coloracdo com vermelho de alizarina
utilizando a microscopia optica. Procedimentos: Foram estudados 16 bulbos oculares
de oito equinos, machos ou fémeas, de diferentes faixas etarias. O endotélio da cornea
foi corado com o corante vital vermelho de alizarina (Alizarin Red S, Sigma Aldrich),
dissolvido previamente em solucéo isoténica (0,29/100mL), com pH ajustado para 4,2
com 4&cido cloridrico, e ap6s examinado com microscépio Optico e fotografado. Foi
avaliada a morfologia endotelial das regides central, superior, inferior, temporal e nasal
da cornea. De cada regido da cornea, foram analisadas 100 células endoteliais. Foi
realizada a analise de variancia (ANOVA). Resultados: A porcentagem média de
células hexagonais na regido superior da cérnea foi de 57,78 £ 3,14 %, na regido
inferior foi de 58,62 £ 6,413 %, na regido temporal foi de 56,14 + 6,749 %, na regido
nasal foi de 56,88 £ 6,296 %, na regido central dos equinos foi de 55,43 £ 4,464 %. O
percentual de células com menos de seis lados foi 22,72 + 3,04 % para a regido central,
20,81 + 3,534 % para a regido superior, 20,14 £+ 3,82 % para a regido inferior, 21,66 *
4,04 % para a regido temporal, 21,60 £ 3,04 % para a regido nasal. O percentual de
células com mais de seis lados foi de 21,85 + 3,99 % para a regido central, 21,31 + 3,81
% para a regido superior, 21,24 + 4,08 % para a regido inferior, 22,2 + 4,88 % para a
regido temporal, 21,52 + 4,71 % para a regido nasal. Com relacdo a morfologia néo
houve diferenca estatisticamente significante entre as regibes da cornea avaliadas.
Conclusdo: A microscopia Optica e a coloragdo com vermelho de alizarina
possibilitaram a analise e a documentacdo do endotélio da cornea de equinos. No que

diz respeito a morfologia, ndo existem diferencas entre as regides da cdrnea de equinos.

Descritores: equinos, morfologia, endotélio da cérnea.



ABSTRACT

Objective: The endothelium is a single layer of flattened, interlocking polygonal cells
lining the posterior surface of the cornea; its main function is to maintain the
transparency of this structure. The objective was to evaluate the morphology of different
regions of the equine cornea by optical microscopy after staining with alizarin red.
Procedures: 16 eye bulbs of eight horses, male or female, of different ages were
studied. The corneal endothelium was stained with alizarin red vital dye (Alizarin Red
S, Sigma Aldrich), previously dissolved in isotonic solution (0.2g / 100 mL) with pH
adjusted to 4.2 with hydrochloric acid. The corneal endothelium was examined by
optical microscope and photographed. Endothelial morphology of central, superior,
inferior, temporal and nasal cornea was evaluated. One hundred endothelial cells of
each cornea region were analyzed. Analysis of variance (ANOVA) was performed.
Results: The percentage of hexagonal cells in the upper region was 57,78 + 3,14 %, in
the lower region was 58,62 *+ 6,413 %, in temporal region was 56,14 * 6,749 %, in the
nasal region was 56,88 + 6,296 %, in the central region was 55,43 = 4,464 %. The
percentage of cells with less than six sides was 22,72 + 3,04 % for the region central,
20,81 + 3,534 % for the upper region, 20,14 + 3,82 % for the lower region, 21,66 + 4,04
% for the temporal region, 21,60 + 3,04 % for the nasal region. The percentage of cells
with more than six sides was 21,85 + 3,99 % for the region central, 21,31 + 3,81 % for
the upper region, 21,24 + 4,08 % for the lower region, 22,2 + 4,88 % for the temporal
region, 21,52 = 4,71 % for the nasal region. Regarding to morphology there was no
statistically significant difference between the regions of the evaluated corneas.
Conclusion: Optical microscopy and staining with Alizarin red enabled the analysis and
documentation of the corneal endothelium of horses. There are no differences in
endothelial cell morphology in different regions of the cornea of horses.

Keywords: horses, morphology, corneal endothelium.
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1 INTRODUCAO

O endotélio corneano é uma monocamada de células achatadas, poligonais e
interligadas que recobrem a superficie posterior da cornea (TUFT & COSTER, 1990;
McCAREY et al., 2008). Na maioria dos vertebrados, 0 mosaico endotelial € formado
por células com formato hexagonal, embora também possam ser encontradas células
com quatro, cinco, sete e oito lados (SVEDBERGH & BILL, 1972; COLLIN &
COLLIN, 1998, PIGATTO, 2004a).

O endotélio da cornea é derivado da crista neural durante o desenvolvimento
embrionario (BAHN et al., 1986; BOURNE, 2003). Desempenha um papel importante
na regulacdo da hidratacdo do estroma e na manutencdo da transparéncia da cornea. Esta
funcdo é executada por meio de bombas metabolicamente ativas no endotélio da cornea
(ABIB, 2006; ABIB et al., 2012).

Para analise morfométrica e morfoldgica da célula endotelial deve-se avaliar: a
rea celular + DP (mm?), a densidade de células (célulassmm?), polimegatismo
(coeficiente de variagdo, CV), e pleomorfismo (% de células de 6 lados). Estes
parametros morfologicos sdo importantes na sadde da cornea (LAING et al., 1976;
GWIN et al., 1982; PIGATTO et al., 2004a; RUGGERI et al., 2010). Os valores de
referéncia em algumas espécies ja foram estudados, incluindo: humanos (LAULE et al.,
1978; ABIB & BARRETO, 2001), suinos (TAMAYO-ARANGO et al., 2009), coelhos
(SAILSTAD & PEIFFER, 1981; ALP et al., 2000; OJEDA et al., 2001), cdes (GWIN et
al., 1982; RODRIGUES et al., 2006; PIGATTO et al., 2008), equinos (ANDREW et al.,
2001; LEDBETTER & SCARLETT, 2009), lhamas, alpacas (ANDREW et al., 2002),
gatos (PEIFFER et al., 1981; FRANZEN, 2010), ovinos (BRANDAO et al., 2006),
pinglins de Magalhédes (PIGATTO et al., 2005b) e jacarés do pantanal (PIGATTO et al.,
2004b).

Vérias técnicas podem ser utilizadas com o objetivo de avaliar o endotélio da
cornea, incluindo métodos de investigacdo clinica e os estudos in vitro. Das técnicas
preconizadas, a coloracdo por vermelho de alizarina € uma técnica in vitro de facil e
répida execucdo, e de baixo custo (SPERLING, 1977; RUIZ, MEDRANO & ALIO,
1991). O vermelho de alizarina é um corante intercelular que cora a membrana de

Descemet (IGNACIO et al., 2005) e pode aumentar a visibilidade do contorno celular e
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assim permitir uma estimativa mais confidvel dos pardmetros morfoldgicos
(RODRIGUES et al., 2009; RUGGERI et al., 2010).

Estudos foram realizados utilizando a microscopia especular para analise do
endotélio da cdrnea de equinos, avaliando somente a densidade endotelial (ANDREW et
al., 2001; LEDBETTER & SCARLETT, 2009). Com o advento de novas técnicas de
avaliacdo endotelial, grandes avancos foram obtidos no que diz respeito a analise
endotelial. No entanto, no que diz respeito a morfologia das células do endotélio da
cérnea de equinos ndo foram encontradas referéncias detalhadas a respeito do tema.
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2 OBJETIVO

Avaliar a morfologia endotelial das regides central, superior, inferior, temporal e
nasal do endotélio da cornea de equinos (Equus caballus), com o corante vital vermelho

de alizarina, através de imagens obtidas por microscopia optica.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Anatomofisiologia da cornea

A clrnea é a extensao transparente da esclera e faz parte da tunica fibrosa do
bulbo do olho. A transicdo entre a esclera opaca e a cOrnea transparente ocorre
abruptamente na jungdo corneoescleral, também conhecida como limbo (BANKS,
1992). A funcdo principal corneal € a refracdo dos raios luminosos (MURPHY et al.,
2012).

Histologicamente a cornea de equinos possui quatro camadas, incluindo o
epitélio, o estroma, a membrana de Descemet e o endotélio (MURPHY et al., 2012). A
nutricdo da cornea é feita através de processos de difusdo do plexo venoso perilimbal e
também, em menor escala, do humor aquoso e filme lacrimal pré-corneal (BANKS,
1992).

A cdrnea é ricamente suprida por nervos sensoriais derivados da ramifica¢do do
quinto nervo craniano (SLATTER, 2005). No limbo existem vasos sanguineos que
assumem importante papel nos processos inflamatorios, na nutricdo da cérnea e na
cicatrizacao corneal (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

A transparéncia corneana deve-se a auséncia de vasos sanguineos, linfaticos e de
pigmento, sua superficie epitelial ndo é queratinizada, as fibras nervosas sao
amielinicas, o controle do estado de deturgescéncia realizado pelo endotélio e a
disposicao regular e altamente organizada das fibras colagenas no estroma (SLATTER,
2005).

A clrnea em equinos apresenta um formato oval, com o didmetro horizontal
ligeiramente maior do que o didmetro vertical. Normalmente, a cornea de equinos

adultos mede em torno de 29,7 a 34,0 mm horizontalmente e 23,0 a 26,5 milimetros
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verticalmente, e 20,5 a 26,6 milimetros horizontalmente e 19,5 a 24,0 milimetros
verticalmente em cavalos mais jovens (ANDREW & WILLIS, 2005; CLODE, 2011).
Em cavalos da raca Rocky Mountain, o diametro da cdrnea e sua espessura aumentam
com a idade (RAMSEY et al., 1999), enquanto que ndo foram observadas variagdes
estatisticamente significativas na espessura da cornea com o avanco da idade, sexo, ou
densidade de células endoteliais, em Mini Horse ou cavalos de outras racas (ANDREW
etal., 2001; PLUMMER et al., 2003).

Em estudos usando a paquimetria ultrassonica em equinos foram encontrados
uma espessura corneana central média de 770-893 microns (RAMSEY et al., 1999;
PLUMMER et al.,, 2003; ANDREW et al., 2001; MOCHAL et al., 2010). Em
comparagdo com outros mamiferos, a cornea equina é relativamente plana quando
comparada a outras espécies, com uma curvatura media de 16,46 £ 1,5 D em cavalos
adultos. Em cavalos da raca Rocky Mountain a curvatura media foi em torno de 20,59 +
1,72D (CLODE, 2011). A espessura corneana apresenta-se significativamente mais
espessa nas regides dorsal e ventral em relagdo a regido central, medial e lateral. Potros
com menos de um ano de idade apresentam 15,4 D, sendo de 1,06-6,14 D maior que a

curvatura da cérnea medida para cavalos adultos (TOWNSEND et al., 2013).

3.2 Endotélio corneano

O endotélio constitui-se na estrutura mais posterior da cornea, sendo
embriologicamente derivado da crista neural (JOHNSTON et al., 1979; BAHN et al.,
1986; BOURNE, 2003). E uma monocamada de células poligonais uniformes em forma
e tamanho, tendo a maioria formato hexagonal (RAO et al., 1982; DOUGHTY, 1998)
porém, podem ser encontradas celulas com quatro, cinco, sete e oito lados (TUFT &
COSTER, 1990; DOUGHTY, 1998). Em humanos e leporinos a cornea saudavel possui
entre 65 e 75% das células com padrdo hexagonal (RAO et al., 1982; AABERG, 1984;
DOUGHTY, 1998).

A membrana celular do endotélio tem uma face posterior formada por
microvilosidades e uma face anterior voltada a membrana de Descemet. Estas faces
possuem vesiculas pinociticas, contendo substancias que serdo utilizadas pelas células
estromais da cornea (TUFT & COSTER, 1990; BOTEON, 2000).

O endotélio da cornea, em sua superficie posterior, entra em contato com o

humor aquoso, estando na face anterior em intimo contato com a membrana de
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Descemet. Lateralmente, continua como endotélio do trabeculado escleral (ABIB,
2000).

A superficie celular anterior do endotélio esta 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, sdo estruturas
gue aumentam a superficie posterior das células endoteliais (BOTEON, 2000). As
interdigitacdes sdo prolongamentos da membrana lateral das células endoteliais,
responsaveis pelo aumentando da superficie de contato entre elas. As interdigitacdes
podem estar associadas a fungdo de bomba ativa destas células (OJEDA et al., 2001).
Ao longo das margens laterais das células endoteliais, hd as juncbes celulares, tipo
zonula occludens, a qual une as células do ter¢o posterior proxima a camara anterior, e
em macula occludens e macula adherens, as quais se encontram nos dois tercos
anteriores das membranas laterais, porém sdo raras. A macula adherens foi denominada
anteriormente de desmossoma (BOTEON, 2000).

O citoplasma da célula endotelial € rico em organelas como mitocdndrias,
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 metabolitos. Os granulos de pigmento podem aparecer
no citoplasma, provavelmente provenientes da melanina fagocitada que fora liberada
pelo estroma da iris ou pelo epitélio pigmentar (MISHIMA, 1982; TUFT & COSTER,
1990).

A técnica de microscopia especular permite avaliar a densidade endotelial e
documentar as células do endotélio da cérnea de humanos e animais (ABIB, 2000;
PIGATTO et al., 2006). Andrew e colaboradores (2001) avaliaram o endotélio da cérnea
de equinos utilizando a microscopia especular de ndo contato e obtiveram densidade
endotelial média de 3155 células por milimetro quadrado, ndo apresentando variagdo
significativa em relacdo ao sexo e em relacdo ao olho direito e esquerdo. No entanto nédo
verificaram diminuicdo da densidade celular estatisticamente significativa com o avanco

da idade. A densidade endotelial média na por¢do ventral da cornea de equinos foi de
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2968 celulas por milimetro quadrado, sendo significativamente menor que a densidade
média nas por¢des medial e lateral, com valores de 3259 células por milimetro quadrado
e 3250 células por milimetro quadrado, respectivamente. N&o foi encontrada diferenca
significativa entre as regies dorsal e central, com valores de 3086 e 3216 células por
milimetro quadrado.

Num estudo em equinos, Ledbetter e Scarlett (2009), utilizando a microscopia
confocal encontraram densidade celular média na regido central de 3002 células por
mm?, e o endotélio composto por uma camada uniforme de células predominantemente
hexagonais e pentagonais, com tamanho de 20-25 um de diametro.

3.2.1 Fisiologia endotelial

A transparéncia e espessura corneal normal é mantida pelo endotélio da cérnea
através da funcdo de barreira bioldgica, pela bomba endotelial metabolicamente ativa
(MISHIMA, 1982; YEE et al., 1985). A saida de fluido da cdrnea depende do
metabolismo aerdbico por meio do transporte ativo de ions de bicarbonato, sédio e
potassio. A energia utilizada na forma de ATP é produzida a partir da glicose nas
mitocondrias, atraveés do ciclo de Krebs e da via das pentoses-fosfato. O oxigénio
requerido pelas células endoteliais é difundido primariamente através da cémara
anterior. O movimento de fluido através 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 permeabilidade endotelial estd relacionada com o peso molecular de cada
substancia; assim, os solutos passam por difuséo simples, através dos espacos teciduais.
A passagem de solutos reflete a paténcia dos complexos juncionais desta camada
celular, considerando-se que as juncOes gap Sdo as principais barreiras contra a
permeabilidade dos solutos (MISHIMA, 1982).

3.2.2 Reparacao endotelial

A regeneracdo endotelial é espécie-dependente. Em algumas espécies, incluindo

seres humanos adultos, primatas, felinos e caninos, as células endoteliais apresentam
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baixa atividade mitotica; em vez disso, elas aumentam de tamanho e migram para
manter a monocamada funcional (VAN HORN et al., 1977; GWIN et al., 1982).
Existem estudos nessas e em outras especies que comprovam a assertiva (VAN HORN
etal.,, 1977; RAO et al., 1978; BEFANIS et al., 1981; ILMONEN et al., 1984; OLSEN

& DAVANGER, 1984; MATSUDA et al., 1985; LANDSHMAN et al., 1988; HUANG
et al.,, 1989; PETROLL et al., 2001). Em coelhos, além de hipertrofia e migracao
celular, a reparacéo endotelial ocorre devido a mitose celular (OLSEN & DAVANGER,

1984; MATSUDA et al., 1985; ICHIJIMA et al., 1993).

O endotélio corneano esta sujeito a perda de células por uma serie de fatores;
esta perda esta associada com uma diminuicdo de fungdo da barreira endotelial
(O’NEAL et al., 1986; GONZALEZ-MEIJOME et al., 2010), cuja caracterizacio
quantitativa € de interesse clinico para monitorar a saude da cornea (DOUGHT, 1989;
GONZALEZ-MEIJOME et al., 2010).

Ao longo da vida acontece uma diminuicdo da fisioldégica na densidade
endotelial. A densidade das células endoteliais diminui com aumento da idade em
diversas espécies. Em humanos, a perda celular € mais intensa nos primeiros cinco anos
de vida, em parte devido ao aumento do bulbo ocular e crescimento da cornea (TUFT &
COSTER 1990; ABIB, 2000). Entretanto, diversas afec¢cBes também podem reduzir a
densidade endotelial abaixo do limite minimo para a manutencdo da transparéncia
corneana: traumas mecanicos ou quimicos, hipertensdo ocular, cirurgias intraoculares,
toxicidade a farmacos intracamerulares, doencas sistémicas como Diabetes mellitus e
inflamacédo intraocular podem ocasionar diversos graus de lesdo endotelial. Estima-se
gue sejam necessarias ao menos de 10 a 15% de células da densidade endotelial normal
para manter a transparéncia da cérnea (MISHIMA et al.,1982; TUFT & COSTER,
1990). Edema da cornea ocorre quando um numero critico minimo da densidade de
células endoteliais é atingido. Este numero ndo foi ainda estabelecido em cavalos
(GILGER & STOPPINI, 2011).

Em equinos, disfuncdo endotelial associada tanto com distrofia ou degeneragéo
das células endoteliais € uma condicdo relativamente rara, podendo ser unilateral ou
bilateral, sem predilecdo por raca (CLODE, 2011). Diversas afec¢fes também podem
afetar a densidade endotelial como cornea globosa em cavalos da ragca Rocky Mountain,
uveite recorrente, luxacao anterior da lente e glaucoma (ANDREW et al., 2001).

Quando as celulas do endotélio morrem, as remanescentes ndo tém capacidade

para se multiplicar rapido o suficiente para substituir as perdidas; essas se hipertrofiam e
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migram para cobrir o defeito e manter a preservacdo do mosaico em monocamada
(SHENG & BULLIMORE, 2007). Porém, nem todas as células do endotélio
hipertrofiam-se em grau semelhante; algumas células tornam-se maiores que outras e,
ocorre aumento na variacdo dos formatos e tamanhos das células. Dois termos clinicos
diferentes sdo wusados para designar tais mudancas, no tamanho da célula
(polimegatismo) e aparéncia geométrica celular (pleomorfismo) (GONZALEZ-
MEIJOME et al., 2010).

O aumento na variacdo de areas de células individuais, ou seja, polimegatismo
ou o coeficiente de variacdo (CV) é reflexo da reparacdo de células endoteliais. Células
de seis lados indicam uma distribui¢do uniforme da tenséo de superficie da membrana e
de células normais. O poligono que tem a area de superficie maior em relacdo ao seu
perimetro € o hexagono. Assim, a forma da célula mais eficiente para cobrir uma area
dada é a hexagonal; ou seja, uma cOrnea perfeita deveria ter 100% de
hexagonos (TANIMURA, 1981; McCAREY et al., 2008). Em coOrneas saudaveis de
humanos, espera-se um percentual minimo de 60% de células hexagonais. O estresse
para as células endoteliais resultara numa diminuicdo da distribuicdo normal e uma
porcentagem menor de 60% de células de seis lados (McCAREY et al., 2008).

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). As células adjacentes quebram suas
ligacOes intercelulares e desenvolvem pseudopodos, migrando em media 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. As 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 movimentacgao € inibida
pelo contato celular, ocorrendo uma onda inversa de células se reposicionando
(WEIMAR et al., 1980; TUFT & COSTER, 1990).

Inmeros estudos, valendo-se da microscopia especular, corantes vitais e
microscopia eletronica de varredura, demonstraram 0 processo de reparagdo endotelial
em diversas especies animais (SAILSTAD & PEIFFER, 1981; REHANY et al., 2000;
HOFFMAN et al., 2009). Avaliacdes do endotélio corneano foram realizadas em

humanos, camundongos, macacos, gatos, peixes, equinos, cdes, coelhos, pingins,
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jacarés, avestruzes, ratos e suinos entre outros (BOURNE & KAUFMAN, 1976;
SVEDBERGH & BILL, 1972, VAN HORN et al., 1977; GWIN et al., 1982; Mac
CALLUM et al., 1983; COLLIN & COLLIN, 2000; ANDREW et al., 2001; PIGATTO
et al., 2004b; PIGATTO et al., 2005a; PIGATTO et al., 2005b; PIGATTO et al., 2006;
SEYHMUS et al., 2006; TAMAYO-ARANGO et al., 2009).

3.3 Métodos de avaliacao do endotélio corneano

A observacdo do mosaico endotelial pela primeira vez foi relatada em 1920 por
\ogt, utilizando a biomicroscopia com lampada de fenda, realizando-se a microscopia
especular pela técnica de iluminacédo direta focal com grande magnificacdo. Na pratica,
esse exame € limitado, pois a magnificacdo insuficiente e o movimento do olho
examinado comprometem a avaliacdo (JURKUNAS & COLBY, 2005).

A anélise do endotélio da cdrnea tem se tornado cada vez mais importante
devido ao crescente numero de cirurgias intraoculares (TUFT & COSTER, 1990; ABIB
& BARRETO JUNIOR, 2001; KLAIS et al., 2003). As principais técnicas e
instrumentos para avaliagdo clinica do endotélio corneal s&o: biomicroscopia com
lampada de fenda, microscopia especular, microscopia confocal, paquimetria e
fluorofotometria. Apos avaliagcdo das vantagens e desvantagens de cada técnica, foi
possivel concluir que cada uma delas tem sua indicacdo e modalidade clinica na pratica
oftalmologica diaria JURKUNAS & COLBY, 2005).

A microscopia especular pode fornecer uma anélise morfoldgica ndo-invasiva da
camada de células endoteliais da cornea de individuos envolvidos em ensaios clinicos. A
analise fornece uma medida da reserva fisiologica de células endoteliais no
envelhecimento, procedimentos cirurgicos oculares, exposicdo farmacéutica e, estado de
satde geral do endotélio da cérnea (McCAREY et al., 2008). O microscépio especular
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 uma imagem
semelhante a um espelho, em que o angulo da reflexdo é igual ao angulo da incidéncia.
A luz especular é transmitida ao microscépio, formando entdo uma imagem do
endotélio corneano, que pode ser capturada, armazenada e analisada (LAING et al.,
1979; ABIB, 2000).
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A microscopia eletronica de varredura (MEV) é o método de avaliacdo mais
comumente utilizado para obter informacdes sobre a ultraestrutura endotelial. Esta
técnica tem sido empregada em estudos relacionados a morfologia corneana (OJEDA et
al., 2001), a toxicidade de farmacos intracamerulares (ALP et al., 2000; HOLLEY et al.,
2002; LIOU et al., 2004; SEYHMUS et al., 2006) e a eficicia de meios de preservacao
da cornea (ARNDT et al., 2001). A MEV tem sido amplamente utilizada na avaliacdo
ultraestrutural e morfométrica do endotélio de aves, caninos, felinos, roedores, peixes,
anfibios, suinos e primatas (COLLIN & COLLIN, 2000; PIGATTO et al., 2004a;
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 eletronica de varredura, foi avaliada a densidade endotelial, o
polimegatismo, o polimorfismo, bem como os aspectos ultraestruturais do endotelio
como a presenga e tamanho dos cilios, das microvilosidades e interdigitacdes (COLLIN
& COLLIN, 2000).

Na microscopia confocal, os raios de iluminagédo e de observacdo sdo focados no
mesmo plano da cornea e duas fendas séo inseridas nos planos de imagem de cada raio
(KLAIS et al., 2003). Este arranjo éptico é chamado confocal porque delimita a luz do
plano de foco e reduz a contribuicdo de luz fora do foco (CAVANAGH et al., 2000;
KLAIS et al., 2003). Mudando-se a posi¢do do plano focal, é possivel a obtencéo de
imagens de diferentes profundidades, permitindo examinar todos os componentes
celulares da cérnea, camada por camada, de maneira tridimensional ndo invasiva
(HARA et al., 2003).

A paquimetria da cdérnea pode ser realizada através da paquimetria ultrassénica,
bem como utilizando o microscopio especular de contato e de ndo contato, havendo boa
correlacdo entre estes métodos (MODIS et al., 2001). A medida de espessura da cornea
pela paquimetria mostra de modo indireto a fungdo endotelial, porque esta reflete o
estado de sua deturgescéncia.

A fluorofotometria indica de forma quantitativa, atraves da analise da passagem
da fluoresceina pelo endotélio, a integridade do efeito barreira. De forma geral, a
permeabilidade a fluoresceina estd aumentada apos lesdes endoteliais, assim como em
doencgas endoteliais como a distrofia endotelial de Fuchs (MISHIMA, 1982; TUFT &
COSTER, 1990).

Na avaliacdo morfologica e morfométrica do endotélio corneano de humanos e
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de animais, podem ainda ser empregados metodos de analise in vitro, como a
microscopia eletronica de transmisséo e a utilizagdo de coloragdes vitais (GWIN et al.,
1982; YEE et al., 1987; COLLIN & COLLIN, 1998; ABIB, 2000; CAVANAGH et al.,
2000; KAFARNIK et al., 2007).

A andlise do pleomorfismo e do polimegatismo sdo parametros importantes para
a determinacdo da funcdo endotelial e para a anélise do endotélio como tecido vivo.
Pode ser determinada também a funcdo metabodlica do endotélio, a funcdo da bomba
endotelial, da integridade do efeito barreira e da paquimetria da cornea. Todos estes
métodos tém o objetivo de avaliar a funcdo endotelial (MISHIMA, 1982; TUFT &
COSTER, 1990; ABIB, 2000).

Atualmente, o mosaico endotelial pode ser observado e sua aparéncia
quantificada com precisdo, utilizando técnicas modernas, como microscopia especular
de contato e de ndo-contato e microscopia confocal. Utilizando estas técnicas,
descritores quantitativos podem ser facilmente obtidos por analise de imagem para
quantificar indiretamente o grau de polimegatismo e pleomorfismo do mosaico
endotelial (GONZALEZ-MEIJOME et al., 2010).

Parametros utilizados para quantificar a funcdo endotelial sdo a densidade das
celulas endoteliais, o tamanho médio celular, o coeficiente de variagdo na area da célula
(CV), percentual de células hexagonais e a paquimetria (EDELHAUSER et al., 2004;
PATEL et al., 2005, GONZALEZ-MEIJOME et al., 2010; PIRIE et al., 2013). O
percentual de células hexagonais ou indice hexagonalidade (HI) e a frequéncia relativa
das diferentes formas de células tém sido considerados como indices de pleomorfismo
endotelial (MATSUDA et al., 1985; GONZALEZ-MEIJOME et al., 2010).

3.3.1 Microscopia Optica e corantes vitais

Os corantes vitais sdo compostos quimicos que se ligam a tecidos ou células
vivas. O uso desses corantes emergiu recentemente como importantes e eficazes
adjuvantes cirargicos para melhorar a visualizacéo de tecidos oculares (RODRIGUES et
al., 2009).

Os corantes vitais associados a metodos histoldgicos séo utilizados para avaliar a
viabilidade, os graus de dano a superficie celular e a morfologia endotelial (SPERLING,
1977; DOUGHTY, 1989; RUIZ, MEDRANO & ALIO, 1991). As técnicas histologicas

podem fornecer dados importantes em casos de cOrneas edemaciadas, cuja analise ndo é
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possivel com a microscopia especular (GEROSKI & EDELHAUSER, 1989).

As técnicas histoldgicas obrigam a excisdo da cdrnea e sua imersdo em solugoes
de coloracdo. A imagem resultante das celulas endoteliais dependera da seletividade
topografica do método de coloracdo utilizado. Os corantes mais utilizados séo o
vermelho de alizarina, o nitrato de prata, a hematoxilina e o azul de tripano
(SPERLING, 1977; DOUGHTY, 1989).

As técnicas oferecem variacdes quanto aos niveis de hidratacdo, induzindo a
riscos de distor¢do das células endoteliais. O endotélio pode, ainda, estar distorcido pela
acdo da pressdao sobre a cornea, durante a montagem para captura da imagem
(DOUGHTY, 1989). A éarea celular endotelial média diminui em torno de 30%, quando
comparada com a area in situ avaliada a microscopia especular (GEROSKI &
EDELHAUSER, 1989). N&o obstante as limitaces, a microscopia de luz com corantes
vitais € um método simples, rapido e pratico (TAYLOR & HUNT, 1981), além de
possuir baixo custo (RUIZ, MEDRANO & ALIO, 1991). Avaliaces toxicoldgicas e
quanto a estocagem em bancos de olhos tém sido realizadas valendo-se dessa técnica
(MANNIS et al., 1998; DOUGHTY, 1989; MEANS et al., 1995; WERNER et al., 1998;
RODRIGUES et al., 2009).

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 cérnea de coelhos (14%), porém, a porcentagem de células hexagonais
permaneceu inalterada. Nas células endoteliais humanas, ndo foram observadas
diferencas significativas na area ou no formato celular, quando comparados os dados
morfomeétricos obtidos pela coloragéo vital com os da microscopia especular.

A alizarina vermelha é um corante intercelular que cora a membrana de
Descemet (IGNACIO et al., 2005) e pode ser util para delinear a margem de células
viaveis e ndo viaveis (RODRIGUES et al., 2009). O azul de tripano é muito utilizado,
em combinacdo com o vermelho de alizarina, para avaliagdo do ndcleo, das bordas
celulares do endotélio e areas com auséncia de células endoteliais (SPERLING 1977,
TAYLOR & HUNT, 1981).

O método mais comum de determinar morte celular ou lesdes nas areas nédo
vistas por microscopia especular é através da dupla coloracdo de corantes vitais,
utilizando azul de tripano e vermelho de alizarina. Esta técnica in vitro foi usada para

determinar trauma celular agudo e morte celular por manipulagbes cirdrgicas em
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laboratério. Estudos sobre coloracdo vital das células endoteliais foram feitos com a
avaliagdo fotografica para analisar quantitativamente e qualitativamente a perda de
células (SAAD et al., 2008).
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4 ARTIGO

Este artigo foi escrito conforme as normas da revista Veterinary Ophtalmology

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

MORFOLOGIA CELULAR ENDOTELIAL DE DIFERENTES REGIOES DA
CORNEA DE EQUINOS (Equus caballus) APOS COLORACAO COM
VERMELHO DE ALIZARINA

Claudia S. Faganello', Vanessa Ruiz*, Maria C. C. de Andrade’, Jo&o A.T. Pigatto®

Resumo

Objetivo: O endotélio € uma monocamada de células achatadas, poligonais e
interligadas que recobrem a superficie posterior da cornea, sendo fundamental na
manutencdo da transparéncia desta estrutura. Objetivou-se avaliar a morfologia de
diferentes regides da cornea de equinos apo6s coloracdo com vermelho de alizarina
utilizando a microscopia Optica. Procedimentos: Foram estudados 16 bulbos oculares
de oito equinos, machos ou fémeas, de diferentes faixas etarias. O endotélio das corneas
foram corados com o corante vital vermelho de alizarina (Alizarin Red S, Sigma
Aldrich), dissolvido previamente em solugéo isotonica (0,29/100mL), com pH ajustado
para 4,2 com &cido cloridrico, e apés examinados com microscopio éptico e
fotografados. Foi avaliada a morfologia endotelial das regides central, superior, inferior,
temporal e nasal da cornea. De cada regido da cornea, foram analisadas 100 celulas
endoteliais, avaliando a morfologia endotelial. Foi realizada a analise de variancia
(ANOVA). Resultados: A porcentagem media de células hexagonais na regido superior
da cornea foi de 57,78 + 3,14 %, na regido inferior foi de 58,62 * 6,413 %, na regido
temporal foi de 56,14 + 6,749 %, na regido nasal foi de 56,88 + 6,296 %, na regido
central dos equinos foi de 55,43 + 4,464 %. O percentual de células com menos de seis
lados foi 22,72 + 3,04 % para a regido central, 20,81 £ 3,534 % para a regido superior,
20,14 £ 3,82 % para a regido inferior, 21,66 + 4,04 % para a regido temporal, 21,60 +
3,04 % para a regido nasal. O percentual de células com mais de seis lados foi de 21,85

+ 3,99 % para a regido central, 21,31 + 3,81 % para a regido superior, 21,24 + 4,08 %
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para a regido inferior, 22,2 + 4,88 % para a regido temporal, 21,52 £ 4,71 % para a
regido nasal. Com relacdo a morfologia ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre as regides da cdrnea avaliadas. Conclusdo: A microscopia éptica e a
coloragdo com vermelho de alizarina possibilitaram a analise e a documentacdo do
endotélio da cornea de equinos. No que diz respeito a morfologia, ndo existem

diferencas entre as regides da cornea de equinos.

Descritores: equinos, morfologia, endotélio da cérnea.

Abstract

Objective: The endothelium is a single layer of flattened, interlocking polygonal cells
lining the posterior surface of the cornea; its main function is to maintain the
transparency of this structure. The objective was to evaluate the morphology of different
regions of the equine cornea by optical microscopy after staining with alizarin red.
Procedures: 16 eye bulbs of eight horses, male or female, of different ages were
studied. The corneal endothelium was stained with alizarin red vital dye (Alizarin Red
S, Sigma Aldrich), previously dissolved in isotonic solution (0.2g / 100 mL) with pH
adjusted to 4.2 with hydrochloric acid. The corneal endothelium was examined by
optical microscope and photographed. Endothelial morphology of central, superior,
inferior, temporal and nasal cornea was evaluated. One image of each cornea region
with 100 endothelial cells was analyzed. Analysis of variance (ANOVA) was
performed. Results: The percentage of hexagonal cells in the upper region was 57,78 +
3,14 %, in the lower region was 58,62 + 6,413 %, in temporal region was 56,14 + 6,749
%, in the nasal region was 56,88 * 6,296 %, in the central region was 55,43 + 4,464 %.
The percentage of cells with less than six sides was 22,72 + 3,04 % for the region
central, 20,81 + 3,534 % for the upper region, 20,14 + 3,82 % for the lower region,
21,66 + 4,04 % for the temporal region, 21,60 + 3,04 % for the nasal region. The
percentage of cells with more than six sides was 21,85 + 3,99 % for the region central,
21,31 + 3,81 % for the upper region, 21,24 + 4,08 % for the lower region, 22,2 + 4,88 %
for the temporal region, 21,52 + 4,71 % for the nasal region. Regarding to morphology
there was no statistically significant difference between the regions of the evaluated

corneas. Conclusion: Optical microscopy and staining with Alizarin red enabled the
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analysis and documentation of the corneal endothelium of horses. There were no
morphology differences between regions of the equine cornea.

Keywords: horses, morphology, corneal endothelium.
INTRODUCAO

O endotélio corneano € uma monocamada de células achatadas, poligonais e

interligadas que recobrem a superficie posterior da cérnea (*?). Na maioria dos

vertebrados, 0 mosaico endotelial consiste em células com formato hexagonal, embora

também possam ser encontradas células com quatro, cinco, sete e oito lados (*©).

O endotélio da cdrnea reveste a superficie posterior da cérnea, sendo derivado da

crista neural durante o desenvolvimento embrionario (). Desempenha um papel
importante na regulacdo da hidratacdo do estroma e na manutencdo da transparéncia da

cornea. Esta funcdo € executada por meio de bombas metabolicamente ativas no

endotélio da cornea (°*9).

A andlise endotelial inclui avaliagdo da area celular, da densidade de células, do

polimegatismo e do pleomorfismo. Esses parametros morfoldgicos e morfométricos séo

11-15

importantes ferramentas para avaliar a salde fisioldgica da cérnea (7). Ja foram

realizadas avaliacdes endoteliais em algumas espécies, incluindo: humanos (***%),

19-22 6, 11, 23 24-26 28—29)
)

suinos (*), coelhos (**%%), caes ( ), equinos (**?), Ihamas, alpacas (*'), gatos (

pingliins de Magalhaes (*) e jacarés do pantanal (*°).

Vaérias técnicas podem ser utilizadas com o objetivo de se avaliar o endotélio da
coérnea. Incluem-se os métodos de investigacdo clinica e os estudos in vitro. Das
técnicas preconizadas, a coloragdo por vermelho de alizarina € uma técnica in vitro de

facil e rapida execucdo, além de possuir baixo custo (3**

). O vermelho de alizarina é
um corante intercelular que cora a membrana de Descemet (*?) e pode aumentar a
visibilidade do contorno celular e assim permitir uma estimativa mais fidedigna dos
parametros morfométricos e morfolégicos (**3).

No entanto, ao se recorrer a literatura, ndo foram encontrados estudos sobre a
morfologia das células do endotélio das diferentes regifes da cornea de equinos normais
saudaveis.

Objetivou-se avaliar a morfologia das células do endotélio de diferentes regides

da cdrnea de equinos utilizando o corante vermelho de alizarina e a microscopia optica.
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MATERIAIS E METODOS

Foram estudados 16 bulbos dos olhos de oito equinos (Equus caballus), machos
ou fémeas, de diferentes idades, selecionados em abatedouro inspecionado pelo Servico
de Inspecdo Federal, na cidade de Sdo Gabriel no Rio Grande do Sul, Brasil.
Imediatamente ap0s o abate, realizou-se enucleacdo subconjuntival e acondicionamento
dos bulbos oculares em cdmara Umida até a realizacdo da microscopia Optica. Todos 0s
olhos foram submetidos ao exame oftalmico, que incluiu biomicroscopia com lampada
de fenda’ e prova da fluoresceina. Somente foram incluidos bulbos oculares higidos.

As corneas foram removidas, posicionadas com o endotélio virado para cima e
lubrificadas com solucéo fisiologica. Ato continuo, foram realizadas quatro incisGes nas
extremidades da cornea, para facilitar a acomodacgéo da cdrnea sobre a l&mina, devido
a0 seu tamanho.

Impregnou-se a superficie endotelial, instilando aproximadamente 0,5 mL do
corante vital vermelho de alizarina (Alizarin Red S, Sigma Aldrich), dissolvido
previamente em solucdo isotonica (0,2¢g/100mL), com pH ajustado para 4,2 com acido
cloridrico. O corante foi mantido durante dois minutos sobre o endotélio e apds, foi
irrigado com solucéo salina balanceada. Uma camera digital® (Sony Cyber-Shot DSC
W?730S) com adaptador para acoplamento ao microscopio 6ptico® foi usada para
fotografar o endotélio da cérnea. O aumento do campo visual usado para analise do
endotélio foi de 40 vezes nas diferentes regides da cornea, aproximadamente a 3-5 mm
do limbo. Para andlise endotelial foi utilizado microscépio éptico, e a morfologia
celular endotelial de 100 células de cada regido avaliada com o recurso Paint do
Microsoft Windows. Em cada imagem de célula foi adicionado um numero relativo ao
nimero de lados que esta célula apresentava, analisando o numero de celulas
circunvizinhas. Todas as avaliagdes foram realizadas pelo mesmo avaliador.

Foi avaliada a morfologia endotelial das regiGes central, superior, inferior,
temporal e nasal da cornea. A andlise estatistica foi realizada através da anélise de

variancia (ANOVA), e foram descritas as medidas pela média e o desvio padréo.

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

2 Fluoresceina sodica a 1%, Allergan Produtos Farmacéuticos Ltda.
3 Camera digital Sony Cyber-Shot DSC W730S.

4 Microscopio Binocular Physis modelo EXP 100.
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RESULTADOS

Com a microscopia optica foi possivel visibilizar um padrdo regular de células
poligonais uniformes e continuas (Figura 1). De cada regido da coérnea foram
encontradas células com cinco, seis e sete lados principalmente, com a presenca de um

nimero minimo de outras formas (Figura 2).

Figura 1: Fotomicrografia do endotélio corneal normal de equino com a coloracao
vermelho de alizarina com aumento de 40 vezes.
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Figura 2: Fotomicrografia do endotélio corneal normal de equino apds coloracéo
com vermelho de alizarina. Nota-se endotélio integro com padrdo regular de células
poligonais e predominio da forma hexagonal (55%) com aumento de 40 vezes.

A porcentagem média de células hexagonais na regido superior da cornea foi de
57,78 + 3,14 %, na regido inferior foi de 58,62 + 6,413 %, na regido temporal foi de
56,14 £ 6,749 %, na regido nasal foi de 56,88 + 6,296 %, na regido central dos equinos
foi de 55,43 £ 4,464 % (p:0,338). O percentual de células com menos de seis lados foi
22,72 £+ 3,04 % para a regido central, 20,81 + 3,534 % para a regido superior, 20,14 *
3,82 % para a regido inferior, 21,66 + 4,04 % para a regido temporal, 21,60 + 3,04 %
para a regido nasal (p:0,818). O percentual de células com mais de seis lados foi de
21,85 *+ 3,99 % para a regido central, 21,31 + 3,81 % para a regido superior, 21,24 +
4,08 % para a regido inferior, 22,2 + 4,88 % para a regido temporal, 21,52 + 4,71 % para
a regido nasal (p:0,811). Com relacdo a morfologia ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre as regides da cornea avaliadas.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os parametros morfologicos sdo importantes para a avaliacdo da cornea. O
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pleomorfismo ou coeficiente de hexagonalidade ou indice de hexagonalidade; definida
como a fracdo de células hexagonais em relacdo ao numero total de células permite a
caracterizacdo da morfologia das células endoteliais.

A opcéo pelo estudo in vitro, utilizando animais destinados ao abate facilitou a
realizacdo do projeto, devido a objetividade na coleta dos dados, facilidade para
obtencdo das amostras, concentrando todos os procedimentos em um unico local. Além
disso, com a opcdo pelo estudo in vitro foi evitado o sacrificio de animais para
realizacdo da pesquisa. Estudos prévios, realizados com bulbos oculares enucleados
demonstraram ser possivel avaliar o endotélio da cdrnea em até seis horas post-mortem
sem que ocorressem alterages estruturais (*4%* 2 343),

A enucleagdo subconjuntival e a manutengdo dos olhos em camara Umida
permitiram a realizacdo dos exames, sem interferir na transparéncia das amostras,
preservando a estrutura endotelial. Esta metodologia ja foi utilizada em outros estudos e

mostrou-se eficaz (% 2% *°

). Neste estudo, logo apds o abate, os bulbos dos olhos foram
mantidos em camara umida com solucdo salina a 0,9%. A utilizacdo dos olhos em até
duas horas ap0s a enucleacdo, permitiu a manutencdo da ultraestrutura endotelial.

Foi possivel a obtencdo de imagens nitidas do mosaico endotelial das regides
superior, inferior, temporal, nasal e central da cérnea dos equinos utilizando-se o
microscopio Optico em todos os bulbos oculares avaliados.

A fim de aumentar a visibilidade do contorno celular e, assim, permitir uma
estimativa mais confidvel dos pardmetros morfométricos descritos acima, o corante de
alizarina vermelha foi utilizado neste estudo in vitro.

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

12,36-37

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 (*°).

Embora em imagens coradas com vermelho de alizarina mostrem contornos
celulares mais visiveis e melhor delineados, sua contagem manual € uma tarefa de
muitas horas. Isto leva muitas que o ndmero de células descrito seja reduzido para
apenas algumas dezenas, que afetam significativamente a precisdo da estimativa de
parametros.

No presente trabalho, foi capturada uma imagem de cada area avaliada nas
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regides superior, inferior, temporal, nasal e central respectivamente. A fim de excluir a
regido periférica das imagens, em que o contraste € mais baixo e muitas vezes impedem
a deteccdo contornos celulares, e para manter o nimero de celulas analisadas num total
de 100 celulas, uma regido de interesse foi escolhida manualmente em cada imagem.
Ato continuo, foram marcadas as células com o nimero respectivo de lados dentro de
cada célula e isso foi possivel devido ao uso do recurso Paint do Microsoft Office.

As imagens especulares obtidas podem ser analisadas atraves de diferentes
métodos, entre eles 0 método do reticulo fixo, 0 método do reticulo variavel, o0 método
de comparacéo, o método dos cantos celulares e o método dos centros celulares (* 3 4).
O método de reticulo variavel foi utilizado para a contagem de lados das células
endoteliais da cornea de equinos. A precisdo deste método depende da decisdo subjetiva
e da marcacdo das células.

Os estudos encontrados na literatura a respeito da comparacdo da densidade
endotelial das regides central e periférica da coOrnea por microscopia especular
apresentaram resultados controversos. Estudos prévios reportaram que em humanos,
coelhos e cées, ndo houve diferenca significativa nos parametros endoteliais entre as

regibes centrais e periféricas de corneas saudaveis (> ™+

). No entanto, Amann et al.
(2003)(*°) concluiram, através da microscopia especular e de métodos histolégicos, que
a cornea de humanos possui uma densidade endotelial maior nas regides paracentral e
periférica quando comparadas com a regiao central.

Estudos prévios, utilizando métodos histoldgicos de avaliacdo da densidade
celular, demonstraram que na regido central do endotélio da cdrnea a densidade foi de
10% a 15% menor que na regido periférica (**). 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 cadaveres humanos, observaram uma densidade celular na regido
central do endotélio da cornea 10% superior a da regiao periférica.

A quantificacdo da variacdo na forma celular é denominada pleomorfismo e
pode ser determinada pelo célculo do percentual de células endoteliais com formato
hexagonal (*). O endotélio corneano é uma monocamada constituida, em sua maioria
por células hexagonais, mas que podem apresentar quatro, cinco, sete ou até oito lados

(*?). Resultados de estudos anteriores reportaram que ndo houve diferenca significativa

11, 30

quanto ao pleomorfismo em funcdo da idade (* ) e a inexisténcia de diferencas, em

relacdo aos parametros endoteliais obtidos entre os bulbos dos olhos direito e esquerdo

em caninos, suinos, equinos e felinos (* 19 242940y
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Os resultados observados no presente estudo mostraram que o endotélio normal
de equinos consistiu em uma monocamada de células hexagonais, em sua maioria, no
entanto, também foram observadas células com quatro, cinco, sete, oito e nove lados. O
pleomorfismo entre os quadrantes estudados ndo apresentou diferenca significativa,
apresentando valores semelhantes, os quais ficaram entre 52,23% a 64,54%. O padrdo
regular de células poligonais, avaliado através da microscopia Optica, com predominio
de formato hexagonal, foi similar ao descrito em outras espécies (2 28 2934, 35,:39.43.44)
gue corrobora com o resultado do presente estudo.

No estudo de Pigatto et al. (2008) (*°) foram avaliados 20 olhos de 10 cées,
machos ou fémeas, com seis anos de idade e observou-se que o endotélio corneano
normal na espécie € constituido por uma monocamada de celulas poligonais de tamanho
e formato uniformes. Em relagdo ao pleomorfismo das células do endotélio, a maioria
das células apresentaram 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%. No estudo de Vicenti (2004) (*%),
valendo-se da microscopia especular de contato para analise do endotélio da cornea de
suinos jovens, foi observado um padréo 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, 0 cdo e o humano
apresentaram um padrdo regular de células endoteliais hexagonais, em sua maioria.
Sailstad & Peiffer (1981) (%) avaliaram, através da microscopia especular, o endotélio
da cornea de 14 coelhos jovens, da raca Nova Zelandia branca. Como resultados,
obtiveram que as células endoteliais da regido central formaram um padrdo de mosaico
endotelial com células predominantemente hexagonais, semelhante ao que foi
encontrado no presente estudo.

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 cdrnea foi de 3155 + 765 célulass/mm2. A densidade celular decresceu com
o envelhecimento. Ndo houve diferenca significativa neste pardmetro relacionada ao
sexo dos animais. Os valores ndo foram significativamente diferentes entre os olhos
direito e esquerdo do mesmo animal. Contudo, neste estudo, ndo houve relato sobre
indice de hexagonalidade do endotélio da cornea de equinos.
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Resultados de estudos anteriores reportaram que ndo houve diferenca
significativa quanto ao pleomorfismo em funcéo da idade (***°).

No presente estudo ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas em relacdo ao pleomorfismo nas regides estudadas entre os bulbos dos
olhos direito e esquerdo. Estudos prévios relataram a inexisténcia de diferencas, em
relagdo aos parametros endoteliais obtidos entre os bulbos dos olhos direito e esquerdo
(13, 15, 19, 24, 28, 29, 34, 35, 39, 45)'

A microscopia Optica e a coloracdo com vermelho de alizarina possibilitaram a
analise e a documentacao do endotélio da cérnea de equinos.

Com base nos resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que o
endotélio da cornea de equinos é formado por células poligonais de padréo regular, com
predominio do formato hexagonal. Além disso, ndo existem diferencas em relacdo a

morfologia endotelial nas diferentes regides da cornea de equinos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel com a microscopia Optica avaliar, documentar e analisar a
morfologia de diferentes regides do endotélio da cornea de equinos. Os dados obtidos
com o presente estudo servirdo como referéncia na avaliacdo do endotélio da cornea de

equinos.
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