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Resumo: O objetivo deste estudo foi determinar a morfologia das células endoteliais nas diferentes
regifes do endotélio da cérnea bovina saudavel por meio de microscopia éptica. Foram estudados
20 globos oculares de 10 bovinos machos da raca Brangus, com idade de 24 meses. O endotélio da
coérnea foi corado com o corante vital vermelho de alizarina e, em seguida, examinado no microscépio
optico e fotografado. Trinta células endoteliais de cada regido da cérnea foram incluidas na analise. A
morfologia das células endoteliais foi analisada nas regides central, superior, inferior, lateral e medial
da cérnea. As comparacdes entre as regides foram realizadas usando medidas repetidas de analise
de variancia (ANOVA). As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas em P < 0,05.
As células endoteliais normais eram principalmente hexagonais (83,7%), pentagonais (7,45%) e hepta-
gonais (8,8%), com um numero minimo de células de outras formas presentes. Ndo foram observadas
diferencas estatisticas na morfologia das células endoteliais quando comparadas as diferentes regides
da cérnea. Em relacdo a morfologia das células endoteliais ndo houve diferencas entre as regides da
cornea estudadas.

Palavras-chave: cornea; endotélio; morfologia; corante vital; bovinos.

Abstract: The aim of this study was to determine the endothelial cell morphology in the different
regions of healthy bovine corneal endothelium using optical microscopy. Twenty eyeballs from 10 male
Brangus cattle, aged 24 months, were studied. The corneal endothelium was stained with the vital dye
alizarin red and then examined with an optical microscope and photographed. Thirty endothelial cells
from each corneal region were included in the analysis. Endothelial cell morphology was analysed in
the central, superior, inferior, lateral and medial regions of the cornea. Comparisons between regions
were performed using repeated measures analysis of variance (ANOVA). Differences were considered
statistically significant at P < 0.05. Normal endothelial cells were mainly hexagonal (83.7%), pentagonal
(7.45%) and heptagonal (8.8%), with a minimal number of cells of other shapes present. No statistical
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differences were observed in the endothelial cell morphology when comparing different regions of the
cornea. Regarding endothelial cell morphology, there were no differences between the corneal regions.

Keywords: cornea; endothelium; morphology; vital dye, cow

1. Introdugao

O endotélio corneano é composto por células poligonais dispostas em uma unica camada
na porcao posterior da cérnea. Na maioria dos vertebrados, o mosaico endotelial é formado
por células com seis lados". A densidade e a morfologia das células endoteliais mudam ao
longo da vida®. Além disso, o numero dessas células diminui com o avanco da idade, proces-
sos traumaticos, inflamacdo e outras distrofias. Essa diminui¢do celular resulta em um deslo-
camento e remodelamento das células a fim de preencher os espacos restantes sem deixar
lacunas no mosaico®. O objetivo da avaliagdo corneana é determinar a condi¢do geral do
tecido, particularmente a das células endoteliais®. O conhecimento da forma e do tamanho
das células endoteliais corneanas é importante, pois sao os melhores indicadores da funcao
e integridade celular. Esses parametros morfoldgicos, que estimam a saude corneana, foram
referenciados em outros estudos com diferentes espécies, incluindo galinhas®, coelhos®,
chinchilas?, ovinos®?, cabras?, cdes(" 121319 marmosets!', equinos!'®'), corujas‘®, penguins
de Magalhdes, avestruzes??, jacarés do Pantanal®" e suinos??, entre outras.

A coloracdao com vermelho de alizarina e a observa¢do sob microscopia optica é uma
técnica ex vivo facil, rapida e econémica®@?*?4, O vermelho de alizarina tem sido utilizado em
diversos estudos e demonstrou ser eficaz como um indicador especifico das bordas interce-
lulares das células endoteliais!’>'62425 Como ha variacdes nos parametros endoteliais cor-
neanos entre as espécies, o conhecimento dos parametros normais para cada espécie é
fundamental. Estudos sobre a cdérnea bovina sao escassos?). Existem poucos estudos nos
quais a morfologia das células endoteliais corneanas bovinas foi analisada. ?72®, O objetivo
deste estudo foi determinar a morfologia das células endoteliais nas diferentes regides do
endotélio corneano bovino saudavel.

2. Materiais e métodos

Vinte bulbos oculares de 10 bovinos da raca Brangus, machos, com idade de 24 meses,
foram estudados. Os olhos foram obtidos de um matadouro inspecionado pela Divisao de
Inspecao de Produtos de Origem Animal (CISPOA). De acordo com a Resolu¢do Normativa
Concea n°. 55, de 5 de outubro de 2022, que atualiza o texto da Diretriz Brasileira para o
Cuidado e a Utilizagdo de Animais em Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica, a vali-
dacdo pelo CEUA (Comité de Etica no Uso de Animais) para este estudo ndo foi necesséria,
uma vez que envolve um método substitutivo de ensino e o uso ético de cadaveres obtidos
de forma ética®?. A enucleacao foi realizada imediatamente apds o abate, e os bulbos ocu-
lares foram armazenados individualmente em camaras umedecidas. Todos os olhos passa-
ram por exame oftalmoldgico, incluindo biomicroscopia com lampada de fenda (Kowa SL-15,
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Japdo) e coloragao com fluoresceina (Fludiag; 1% de fluoresceina sddica, Brasil) no Servico de
Oftalmologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Olhos que apresen-
taram qualquer opacidade, observada no exame com lampada de fenda, ou coloracao posi-
tiva da cérnea com corante de fluoresceina foram descartados e ndo incluidos no estudo. O
botao corneo-escleral foi removido e colocado em uma placa de Petri com o endotélio volta-
do para cima. A coloracao foi realizada com alizarina vermelha diluida a 0,2% (Alizarin Red S,
Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). A preparacao do corante envolveu a homogeneizagao de 0,2
g de p6 de alizarina vermelha em 100 ml de solucdo salina a 0,9% usando um agitador mag-
nético por duas horas. O pH da mistura foi ajustado para 4,2 usando hidréxido de aménio
diluido (0,1% da substancia em solucdo salina isoténica), com o pH controlado usando um
medidor de pH digital portatil (PH-100B, Phtek). Para a técnica de coloracao, foram instiladas
quatro gotas do corante, cobrindo toda a superficie posterior da cérnea. Apds 2 minutos, o
endotélio corneano foi lavado com solucao salina a 0,9%. O botdo cérneo-escleral foi coloca-
do sobre uma lamina de vidro, com a face epitelial em contato com a lamina de vidro e a face
endotelial voltada para cima. Fotomicrografias das regides central, superior, inferior, lateral
e medial das cérneas foram capturadas aleatoriamente (Figura 1). Um microscépio 6ptico
(Nikon Eclipse E200) com um sistema de captura de imagem acoplado (EO-0813C Edmund
Optics) foi utilizado. Com uma ampliacdo de 40x, uma imagem foi obtida para cada regido
estudada. Com o software de edicao de imagens, a morfologia de 30 células endoteliais de
cada regiao da cérnea foi analisada. As informac¢&es foram registradas em uma planilha de
dados, e todas as analises foram realizadas pelo mesmo avaliador. Os dados foram inseridos
no Microsoft Excel e posteriormente exportados para o SPSS v. 20.0 para analise estatistica.
As percentagens celulares foram descritas usando média e desvio padrao2.

Andlise estatistica

As comparacdes entre as regides foram realizadas utilizando analise de variancia de me-
didas repetidas (ANOVA). O teste t Student para amostras pareadas foi utilizado para compa-
racdes entre os olhos. Um nivel de significancia de 5% foi considerado para as comparacdes
estabelecidas.

3. Resultados

Com a microscopia Optica, e apds a coloracao com alizarina vermelha, foi possivel obter
imagens de todas as amostras e regides examinadas. Além disso, foi possivel documentar
e estudar a morfologia das células endoteliais corneanas. Das 20 cérneas estudadas, as cé-
lulas endoteliais normais eram principalmente hexagonais (74,1%), pentagonais (14,17%) e
heptagonais (10,95%), com um ndmero minimo de células de outras formas presentes (qua-
dradas, octogonais, eneagonais). A média percentual de células hexagonais foi de 72,3+9,1%
na regiao central, 73,5+8,4% na regido inferior, 72,849,3% na regiao lateral, 75,0+7,0% na
regidao medial e 76,8+9,7% na regido superior. A média percentual de células pentagonais
foi de 15,615,7% na regido central, 15,0+4,8% na regiao inferior, 15,315,4% na regido lateral,
12,745,2% na regido medial e 12,1£5,0% na regiao superior. A média percentual de células
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heptagonais foi de 11,2+3,5% na regido central, 11,1+4,2% na regido inferior, 10,8+5,5% na
regido lateral, 11,0+4,2% na regido medial e 10,6+4,1% na regido superior. Nao foi observada
diferenca significativa na forma celular do endotélio ao comparar os olhos direito e esquer-
do. Nao foram observadas diferencas estatisticas na morfologia das células endoteliais ao
comparar diferentes regides da cornea.

.
l =

Figura 1 Fotomicroscopia 6ptica de endotélio corneano saudavel de bovinos corados com alizarina
vermelha e magnificacdo de 40x. A: Regido inferior do endotélio da cérnea; B: Regido lateral do
endotélio da cérnea; C: Regido superior do endotélio da cérnea; D: Regiao medial do endotélio da
cornea; E: Regiao central do endotélio da cérnea.

4. Discussao

A camada endotelial corneana € crucial para manter a transparéncia da cérnea. Como
0s parametros endoteliais da cornea variam entre as espécies, é importante conhecer os
parametros normais para cada espécie. Para estudos in vivo, a microscopia especular e a
microscopia confocal destacam-se como algumas das técnicas mais aplicadas para analise
endotelial ®. Para analise ex vivo, as técnicas mais utilizadas sao a microscopia eletrénica de
varredura e a microscopia Optica utilizando corantes vitais!!71214.16.2530-33)
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A microscopia especular é o método padrao para a avaliacdo das células endoteliais da
cornea®+22, No entanto, a microscopia especular apresenta uma limitacao, a qual se da pela
dificuldade em obter imagens de cérneas ndo transparentes. Portanto, nessas condicdes, es-
tudos ex vivo sao frequentemente necessarios para analisar as células endoteliais corneanas.

No presente estudo, olhos obtidos de descartes de abatedouros foram avaliados, o que
representa uma alternativa pratica para o desenvolvimento de pesquisa cientifica sem a ne-
cessidade de sacrificar animais exclusivamente para esse fim. No estudo atual, a manutencao
do bulbo ocular em uma camara umida mostrou-se eficaz, pois todas as cérneas permane-
ceram transparentes até o momento da analise por microscopia 6ptica. Estudos anteriores
mencionaram que a técnica de enuclea¢do subconjuntival, combinada com o armazenamen-
to das amostras em uma camara Umida e analise dos bulbos oculares dentro de seis horas
apos a morte, preservou a integridade da cornea2'41619 Embora este estudo tenha sido
conduzido em olhos enucleados, os dados obtidos no presente estudo podem ser compara-
dos com aqueles encontrados em analises futuras com microscopia especular e confocal. A
morfologia endotelial ndo é alterada como resultado da colora¢do com alizarina vermelha.

O conhecimento da forma e do tamanho das células endoteliais da cdrnea é importante,
pois sao os melhores indicadores da funcdo e integridade celular. Esses parametros morfolo-
gicos, que estimam a saude corneana, tém sido referenciados. Estudos sobre os parametros
do endotélio corneano de bovinos sao raros®). No presente estudo, a anadlise do endotélio
de cdérneas bovinas saudaveis foi realizada utilizando 0,2% de alizarina vermelha, o que per-
mitiu a nitida identificacao das bordas celulares. A técnica de coloragdo descrita por Taylor &
Hunt® foi utilizada, com apenas uma modificacdo no tempo de imersao da amostra, junta-
mente com microscopia optica para captura de imagens. A avaliacdo do endotélio corneano
através da coloracao vital € um método simples, de baixo custo, rapido e pratico!'262%, O
numero de células que devem ser contadas para obter dados reprodutiveis e confidveis nao
foi estabelecido, mas estudos anteriores recomendaram analisar pelo menos 30 células de
cada cérnea?. Neste estudo, 30 células endoteliais foram analisadas em cada uma das re-
gides da cornea.

Na pesquisa atual, imagens nitidas do endotélio corneano de bovinos das regides cen-
tral, inferior, lateral, medial e superior foram capturadas com sucesso utilizando microscopia
Optica em todas as corneas avaliadas. Apenas corneas de bovinos machos foram examina-
das neste estudo. No entanto, o género nao foi considerado como uma variavel, pois ha
relatos em pesquisas com outras espécies que ndao encontraram diferencas significativas no
endotélio corneano entre animais machos e fémeas®©3439),

Os parametros mais utilizados para a avaliacao endotelial sdo a densidade celular e a
morfologia endotelial®”. No presente estudo, a morfologia das células endoteliais de diferen-
tes regibes da cornea foi analisada. Visto que ha retracdo celular e alteracdes na contagem
de células endoteliais apds a coloracdo com alizarina vermelha, a densidade nao foi analisa-
da neste estudo. A porcentagem de células hexagonais € um dos parametros mais utilizados
para indicar a saude do endotélio corneano.
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No estudo relatado aqui, considerando todas as imagens analisadas, a variacao na por-
centagem de células hexagonais ficou entre 71% e 79%. Em cOrneas saudaveis de outras
espécies em que a morfologia endotelial foi estudada, com diferentes métodos de avaliacao,
a maioria das células é hexagonal, conforme Tabela 1 (6.1214.16.19,28.36,38)

Tabela 1 - Comparacdo da porcentagem de hexagonalidade de células endoteliais corneanas em
diferentes espécies e métodos de avaliagao.

Hinning Média: Microscopia éptica e coloracdo

Caes o Média de pleomorfismo: 78,4%
etal 3 anos com vermelho de alizarina
Pigatto ) ) o
| 6 anos Caes Microscopia especular Média de pleomorfismo: 68%
eta

Pigatto ) o Microscopia eletréni- .
Juvenis Pinguins Média de pleomorfismo: 80%
etal ca de varredura

Gallicchio Média: 12- )
Bovinos Microscopia especular Média de pleomorfismo: 74,3%
etal 24 meses

Fonte: a propria autora.

A porcentagem de hexagonalidade encontrada depende da espécie e da idade dos
animais avaliados. Em um estudo realizado em cérneas equinas, Faganello e colaborado-
res '™® encontraram uma porcentagem de células hexagonais entre 55% e 57%. HUnning e
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colaboradores?, em seu estudo sobre células endoteliais corneanas em cdes, encontraram
uma porcentagem média de células hexagonais entre 77% e 80%. Uma limitagdo do presente
estudo é que todos os animais tinham a mesma idade. Isso ocorreu porque foram utiliza-
dos olhos doados apds o abate. Todos os animais abatidos eram machos da mesma idade.
Apesar dessa limitacdo, o estudo foi capaz de quantificar a morfologia das células endoteliais
corneanas em bovinos de dois anos de idade. Além disso, foi possivel comparar os dados
obtidos de diferentes regides de corneas saudaveis. Bu e colaboradores® encontraram 66%
de células hexagonais em camundongos. Na espécie humana, foi possivel observar que a
porcentagem de células hexagonais do endotélio corneano diminui com o envelhecimen-
to®”. Este estudo € essencial para possibilitar pesquisas semelhantes nas cérneas de bovinos
afetados por doencas que levam a opacidade corneana difusa, juntamente com outros sinais
oftalmoldgicos que contribuem para a perda da transparéncia corneana em bovinos.

5. Conclusao

No presente estudo, a microscopia dptica e a coloracdo com alizarina vermelha per-
mitiram a analise e documentacao do endotélio corneano bovino. Em relacdo a morfologia
das células endoteliais, ndo ha diferencas entre as regides da cornea bovina saudavel. Essas
informacdes sobre a morfologia endotelial serao fundamentais para futuros estudos clinicos
e experimentais nos quais cérneas bovinas serao analisadas.
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