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Resumo

RESUMO

A fisiologia da renovagao do epitélio da cornea constitui area de ativa
investigacao. A pesquisa foi centrada na regeneracao do epitélio da cérnea em
olhos de coelhos submetidos a tratamentos que a estimulam. Para isto, em um
primeiro grupo experimental, a cérnea (olho direito) de coelhos albinos

(Qrictolagus cuniculus) foi demarcada em sua porgao central com um trépano

de 6 mm e o epitélio periférico em relacdo a marca foi raspado uma ou mais
vezes até o limbo (jungdo esclerocorneana) utilizando-se uma espatula
oftalmica (esclerétomo). Em um segundo grupo, os animais tiveram a cérnea
demarcada com um trépano de 5 mm e o epitélio central dentro da marca foi

raspado uma ou mais vezes. Apds os procedimentos cirurgicos, os animais

receberam bilateralmente uma injegdo intravitrea de 3H-timidina (3H-TdR) e
foram sacrificados em varios intervalos apos a inje¢céo (12 horas a 49 dias). Em

um terceiro grupo, olhos ndo estimulados receberam a injegao intravitrea de

3H-TdR e sacrificados 8-24 horas apds. As corneas foram processadas para
obtencgao de cortes histolégicos, sendo processados para autorradiografia.

Os resultados da autorradiografia das corneas submetidas a
debridamento central demonstraram que o alto indice de marcacédo foi
observado a partir de 2 dias apenas no epitélio neoformado e n&o na periferia e
no limbo. A lesao do epitélio da regido central, mesmo em carater multiplo, ndo
causou estimulo proliferativo no epitélio de revestimento do limbo ou da
periferia da cornea. Nos intervalos mais longos onde se observou persisténcia
da marcagao epitelial, até 7 semanas apos a lesdo, houve expansao centrifuga

da regido contendo altos indices de marcagéo, demonstrando-se o papel quase
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solitario do epitélio central na regeneragao do epitélio corneano, sem qualquer
evidéncia morfoldgica ou autorradiografica da participagao do limbo.

Em condicbes fisioldgicas, foi observada marcagdo das células do
estrato basal do epitélio do limbo (local das possiveis células tronco) em tempos
relativamente curtos (Bhoras-2dias), apds uma Unica inje¢do intravitrea de *H-
timidina. Os dados se opdem aos conceitos correntes de que o estrato basal do
limbo é a “residéncia” de células de ciclo lento, assim como de células que
retém a marcacgao nuclear adquirida em ciclo celular anterior, ambas situacoes
consideradas caracteristicas fundamentais de células tronco.

Os resultados demonstraram a capacidade do epitélio da regidao central
na manutencgéo e regeneracao do epitélio da cérnea. Assim, as lesdes centrais
de até 5 mm foram reparadas com a participacdo exclusiva do epitélio que
existia em torno da ferida. A raspagem periférica, por atingir a regidao do limbo,
causou estimulo para a proliferacdo do seu epitélio, tendo os dados
morfolégicos indicado a sua contribuicio em cerca de 25% para a re-
epitelizacdo. Os experimentos em que ocorreram multiplos debridamentos
periféricos na mesma cornea também demonstraram que o epitélio central ndo
se esgotou na sua capacidade de proliferagao.

Os resultados da presente investigacdo levantam duvidas sobre a
questdo da localizagdo de células tronco epiteliais exclusivamente no limbo,

conceito altamente difundido na literatura oftalmoldgica.



Abstract

ABSTRACT

The proliferation behavior of the corneal epithelium of rabbits was investigated
by autoradiography after intravitreal injections of *H-thymidine (*H-TdR) into
eyes previously treated for central and peripheral epithelial debridement
together with their respective controls. The corneal epithelium of un-stimulated
rabbits killed at 8 and 24hr after a single injection exhibited segments with
unlabeled nuclei all over its extension. At a long time intervals, 28-49 days,
about 20% of the nuclei in the basal stratum were shown to be labeled. The
highest frequencies of labeled nuclei were visualized in the central and
peripheral regions where the corneal epithelium was undergoing regeneration,
as well as around the site of debridement (including the limbal epithelium of
eyes with peripheral scraping), whereas the labeling indexes for the untouched
epithelium were comparable to control eyes. No evidence for the participation of
the limbal epithelium in the regeneration of corneal epithelium could be
detected, even in rabbits with the central region of their corneas scraped thrice.
Also, no indication for the existence of slow-cycling cells could be found in the
limbus in rabbits injected with the DNA precursor. Instead, quick proliferation
and migration were evident for the unique basal stratum in the limbus. Cells
which remained labeled for more than four weeks were detected in all eyes and
this did not depend exclusively on epithelial damage. Therefore, if label-retaining
is the only reliable criterion to characterize stem cells it is suggested that these

ones are located throughout the corneal epithelium.
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Introducdo

1. INTRODUGCAO

1.1.Consideragoes iniciais

A superficie anterior do globo ocular e as superficies internas das
palpebras sao cobertas por um tecido epitelial onde as células, distribuidas em
camadas, encontram-se firmemente unidas umas as outras (Bron et al., 1997).
A principal funcido desse tecido € a protecdo da superficie do olho da
dessecacao e da invasdo microbiana. Serve, também, para a absorcdo de
nutrientes dissolvidos na lagrima, como o oxigénio e a glicose. Na cérnea, em
especifico, ele exerce a sua mais nobre fungdo, ou seja, a de proporcionar
interface lisa, homogénea e transparente, necessaria a visdao. Embora as
caracteristicas das células epiteliais e do cérion subjacente variem conforme a
regido, (conjuntiva, o limbo ou a cérnea), a mucosa ocular tende a reagir como
um todo, em diversas enfermidades. Por isso, essas doengas foram agrupadas
sob o nome de “doengas da superficie ocular” (Nelson et al.,1983). Entretanto,
em virtude das funcdes da superficie ocular estarem intimamente relacionadas
com a lagrima, o conceito foi posteriormente ampliado para “doencas da

superficie ocular e do filme lacrimal” (Tseng e Tsubota, 1997)

1.2. O epitélio da conjuntiva

A conjuntiva € a membrana mucosa que reveste as faces internas das
palpebras e a superficie do ter¢o anterior do olho, exceto a cornea. Ela permite
movimentos independentes das palpebras e globo ocular, fornece muco para
lubrificagdo e contem tecido linféide para a prote¢do imunoldgica. Inicia-se nas
jungdes mucocutédneas das bordas palpebrais, posterior aos orificios das

glandulas meibomianas e termina ao redor da cérnea.

13
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Embora a conjuntiva seja continua, ela é descrita como tendo uma porcao
palpebral e outra bulbar, separadas por dobra tecidual, em fundo de saco,
chamada férnice. Ela é firmemente presa aos tarsos e a jungao cérneo-escleral
e frouxamente aderida aos fornices e ao globo ocular. Em posig¢ao primaria, os
fornices superior e inferior distam aproximadamente 8 milimetros do limbo; o
férnice medial dista 5 e o lateral a 14 milimetros do mesmo. O saco conjuntival
habitualmente acomoda cerca de 7 ul de fluido lacrimal.

Duas estruturas especializadas se apresentam na por¢cao medial da
conjuntiva: a prega semilunar e a caruncula. A primeira € uma dobra de
conjuntiva que se estende do fornice superior ao inferior. Serve como fonte
adicional de conjuntiva, permitindo a rotagao lateral do olho. A segunda,
posicionada medialmente a prega, € essencialmente uma modificacdo do
tecido cutdaneo que alberga pélos, glandulas sebaceas e sudoriparas, nao
sendo, contudo, queratinizada. Outros dois importantes elementos anatémicos
mergulhados na conjuntiva sdo: as glandulas de Krause e as glandulas de
Wolfring. Suas estruturas s&do similares as das glandulas lacrimais. As
primeiras estao localizadas no fornice superior e caruncula e a segundas, nas
porcdes superiores do tarso superior e inferiores do tarso inferior.

Nos cortes histologicos, o epitélio da conjuntiva apresenta multiplas
camadas de células. A fileira de células mais interna, aderida a uma membrana
basal, configura a camada das células basais. Essas células s&o as unicas a
sofrer mitose. A membrana basal as separa do tecido conectivo subjacente
denominado cdrion ou estroma. Acima da camada basal, encontram-se uma ou
mais fileiras de células poligonais e, mais acima, acham-se as fileiras da

camada superficial. As células desta ultima, dependendo da regido ocular,
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apresentam formatos que variam do cilindrico ao pavimentoso, porém, sem
queratinizagcdo e com nucleos evidentes. O nome do epitélio € baseado no
formato dessas células. Assim sendo, as margens palpebrais séo revestidas
por epitélio pavimentoso estratificado. Do tarso ao férnice, ele torna-se
estratificado prismatico. Do férnice ao limbo, ele volta a ser estratificado
pavimentoso, com células basais mais altas, camadas intermediarias mais
numerosas e células superficiais progressivamente mais planas.

As células epiteliais da conjuntiva possuem bordas interdigitadas, unidas
umas as outras por desmossomos. E essa adesdo que da resisténcia mecanica
ao epitélio. As células mais superficiais apresentam ainda as juncoes
ocludentes, que selam os espacos intercelulares. Isto confere ao epitélio a
propriedade de membrana semipermeavel, que facilta a passagem de
moléculas lipossoluveis da lagrima para a conjuntiva e dificulta o movimento de
proteinas e outras substancias hidrossoluveis no sentido oposto. As células
basais se prendem a membrana basal por meio dos hemidesmossomos.

As superficies das células epiteliais da conjuntiva apresentam
microvilosidades e o respectivo glicocélice, ambos responsaveis pela aderéncia
da mucina da lagrima. As células caliciformes sao as principais fontes dessa
mucina, elemento essencial para a lubrificagdo da superficie ocular. Essas
células distribuem-se por toda conjuntiva, na forma isolada ou agrupadas em
criptas mucosas. Elas se originam na camada basal do epitélio e vao se
avolumando a medida que caminham para a superficie. Ao atingir a superficie,
secretam, ou seja, descarregam o conteudo dos seus granulos e assim
permanecem até a sua descamacao. A frequéncia das células caliciformes é

maxima nasalmente, particularmente na prega semilunar, minima no férnice
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temporal superior e nula no limbo e nas jungbes muco-cutaneas das bordas
palpebrais. Seu numero aumenta nas inflamagdes crbénicas e diminui no olho
seco, penfigdide e na deficiéncia de vitamina A.

O cdrion da conjuntiva compde-se de uma camada linféide superficial e
uma camada fibrosa profunda. A camada linféide é a que vem logo abaixo da
membrana basal do epitélio. E constituida por tecido conjuntivo frouxo
contendo uma populacao de linfocitos. Abaixo da camada linféide encontra-se
a camada fibrosa na qual se assentam os nervos, os vasos conjuntivais e as
glandulas de Krause. A configuragdo do corion também varia com a regido do
olho. Na porcao tarsal, ele é sinuoso, formando multiplas elevacbdes, com o
centro ocupado por minusculos vasos sanguineos. Essas elevagoes,
chamadas papilas, sdo niveladas pelo epitélio que as cobre, mantendo plana a
superficie da conjuntiva na regido. No férnice o cérion forma numerosas pregas
e sulcos, em geral transversais. No globo ocular, o cérion apresenta-se liso,
sem pregas ou sulcos. Entretanto, na regido limbica, o cérion forma numerosas
pregas radiadas em torno da cérnea, denominadas cristas papilares, mais
evidentes nas regides inferior e superior. Essas cristas também sao niveladas

pelo epitélio suprajacente.
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1.3. O limbo

O limbo é a zona de transicdo entre a esclera e a cornea. Nessa regido,
o epitélio da conjuntiva bulbar perde as células caliciformes e se continua com
o corneano. A largura da superficie do limbo é de 2 milimetros no meridiano
vertical e de 1,5 milimetros no horizontal. Seu limite corneano anterior é a
borda da camada de Bowman. Seu limite corneano posterior € a borda da
camada de Descemet. Seu limite escleral é uma linha vertical imaginaria que
tangencia o apice do esporéo da esclera.

O epitélio nessa regido é do tipo pavimentoso estratificado. Nos cortes
histologicos, ele apresenta o dobro de camadas celulares que o epitélio
corneano e repousa sobre uma delgada membrana basal continua diretamente
com a da cérnea. Na zona de transicdo entre o epitélio limbico e o corneano
sdo identificadas células basais menores, com nucleos grandes e nucléolos
proeminentes, que determinam um contraste muito tipico nas preparacdes
histologicas (Busacca, 1952). O corion forma numerosas pregas radiais em
torno da cdrnea, conhecidas como cristas papilares. Elas nada mais sao que
papilas alongadas, bem evidentes no limbo inferior e superior e praticamente
inexistentes no nasal e temporal. Os vales, formados entre as cristas, sao
preenchidos por epitélio, que mantém a regularidade da superficie mucosa.
Esses preenchimentos epiteliais sdo visualizados, na biomicroscopia, como
formacdes minitubulares de aspecto vitreo, dispostos como estrias paralelas
em torno da cérnea. Por causa do aspecto, recebem o nome de palicadas de
Vogt. Suas bordas sao tdo mais definidas quanto mais pigmentadas forem as
células basais do preenchimento epitelial. As cristas papilares séo irrigadas por

delicadas alcas vasculares oriundas das artérias episclerais. Os tecidos
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conjuntivos densos da cornea, episclera e esclera formam uma estrutura
continua.

A principal diferenga entre os epitélios da conjuntiva e do limbo é a
auséncia de ceélulas caliciformes no ultimo. A diferenca mais marcante entre a
cérnea e o limbo é a presenga de suprimento sanglineo no tecido conjuntivo
do ultimo.

Estudos mais abrangentes, ja levaram as evidéncias estruturais e
bioquimicas sugestivas ndo s6 da individualidade anatomo-funcional do limbo,
como também, da possibilidade de que a regido seja o reservatorio das células
tronco da cornea (Daniels et al., 2001). Um exemplo tipico dessas evidéncias,
frequentemente citado na literatura, é a presencga das citoqueratinas 3 e 12 em
todo o epitélio da cornea e limbo, com exce¢cao da camada basal do ultimo.
Como estas citoqueratinas sao marcadores da diferenciagcao celular do epitélio
corneano, isto tem sido aceito como prova da baixa diferenciacdo dessas
células basais e, portanto, uma evidéncia indireta de que a regido acomode as
células tronco da coérnea. (Schermer et al.,1986; Kurpakus et al.,1990). Outro
exemplo relaciona-se com o fato de que a maioria das células basais limbicas
ser total ou parcialmente destituido de conexinas (exemplo: integrina a9).
Como essas proteinas sdo necessarias para a formagdo das “jungdes
comunicantes”, presume-se que haja uma falta de comunicagao intercelular na
regidao. Esse fenbmeno seria um indicio da presenga de células indiferenciadas
no limbo. As células completamente desprovidas de conexina 43 seriam células
germinativas primitivas e as parcialmente destituidas dessa proteina seriam

sua mais direta progénie (Matic et al.,1997).
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1.4. O epitélio da cornea

O epitélio da cornea se continua com o do limbo. Sua espessura é em
torno de 50 um. E um epitélio do tipo estratificado pavimentoso. A microscopia
de luz, as células basais compdem uma fileira unica de células colunares que
repousam sobre uma membrana basal lisa. Tal como na conjuntiva, elas sao
mitoticamente ativas. Acima da camada basal encontram-se duas ou trés
camadas de células poligonais e, mais superficialmente ainda, outras duas ou
trés fileiras de células pavimentosas nao ceratinizadas.

A microscopia eletrénica, o epitélio é formado por células com
citoplasma contendo redes de tonofibrilas e escassas organelas. As células
basais sao particularmente ricas em tonofibrilas (flamentos intermediarios
formados por queratinas) ancoradas em desmossomos e filamentos de actina.
As tonofibrilas sdo as responsaveis pela manutencdo da arquitetura celular
enquanto que os filamentos de actina tém papel relevante na migragao celular
por adesao focal, durante o processo de reparacao epitelial. Essas células
estao firmemente aderidas a uma membrana basal por hemidesmossomos. A
membrana basal, por sua vez, une-se ao estroma corneano superficial por
meio de fibras ancorantes.

A camada de células poligonais destaca-se pelo grande numero de
desmossomos. As células da superficie exibem microvilosidades, com
abundante glicocalice. Suas jungdes ocludentes conferem ao epitélio corneano
a propriedade de membrana semipermeavel.

Diferentemente do epitélio conjuntival, o corneano assenta-se sobre uma
camada de tecido conjuntivo compacto, ou seja, sobre a camada de Bowman

do estroma corneano. Esta é uma camada acelular, de 7 a 12 um,
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presumivelmente sintetizada pelos queratocitos superficiais da cornea. Ela é
constituida por delgadas fibrilas colagenas cruzadas em todas as diregbes e
com arranjo condensado. Isto, presumivelmente, lhe confere resisténcia aos
traumas e as invasdes de microorganismos ou de células tumorais. A camada
de Bowman é perfurada por grande quantidade de nervos ndo mielinizados,

que inervam o epitélio da cérnea. Ela ndo tem capacidade de regeneracgao.

1.5. O filme lacrimal

A lagrima oxigena, nutre, lubrifica e lava a superficie ocular, contribuindo
para a vitalidade das células epiteliais, para a protecdo contra a adesdo e
invasdo microbiana e para manutencado das propriedades Opticas da cornea.
Ao longo das bordas posteriores das palpebras a lagrima forma um menisco
cbncavo onde mergulham os pontos lacrimais. Ela é eliminada do saco
conjuntival, parte por absorcéo, parte por evaporagao e parte pelo escoamento
no sistema naso-lacrimal.

O filme lacrimal é composto por trés camadas: uma profunda, de
mucina, uma intermediaria, aquosa e uma superficial oleosa. A camada de
mucina adere-se ao glicocdlice das células epiteliais. E derivada das células
caliciformes da conjuntiva. A mucina reduz a tensao superficial da superficie
epitelial favorecendo sua umidificagdo. Entretanto, estudos atuais sugerem que
a superficie ocular se mantém razoavelmente molhada mesmo na auséncia de
mucina, devido a riqueza de glicocalice das suas células superficiais (Cope et
al., 1986, Liotet et al., 1987; Dilly, 1985).

A camada aquosa € a mais espessa. Contém sais, enzimas,
substancias antimicrobianas (exemplo: lisozima e lactoferrina) e mucina

dissolvida (Bron and Seal, 1986). E secretada pelas glandulas lacrimais
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principais e acessorias. Inumeras células estdo presentes nessa camada,
derivadas do epitélio corneano e conjuntival, assim como do tecido linféide
conjuntival e vasos conjuntivais.

A camada oleosa é a mais superficial e a mais delgada. E derivada
principalmente da secrecdo das glandulas tarsais e, secundariamente, das
glandulas de Zeis. Contém ésteres de acidos graxos e colesterol. A fungao
dessa camada é retardar a evaporacdo do filme lacrimal. E funcionalmente

avaliada pelo teste do tempo de ruptura do filme lacrimal.

1.6. Reproducgao das células epiteliais

As populagbdes celulares dos organismos dos mamiferos podem ser
classificadas (Leblond, 1991) em a) ndo renovaveis (exemplo: neurdnios); b)
em expansao (exemplo: a proliferagcdo observada para o crescimento dos
orgaos) e c) renovaveis (exemplo: sangue e epitélios). Nas populagdes
renovaveis, células germinativas coexistem com células altamente
diferenciadas. As células germinativas, denominadas células tronco, tém
basicamente as seguintes propriedades: (1) sdo pouco diferenciadas, com
poucas organelas citoplasmaticas; (2) tem vida longa, com ciclo lento de
divisao celular; (3) tem a capacidade de divisdo assimétrica. Quando a divisdo
€ assimétrica, uma das células filhas permanece indiferenciada, para recompor
o arsenal celular original, enquanto que a outra se destina a multiplicagao e
diferenciacao (Lanza et al.,2006).

A luz dos conhecimentos atuais, aceita-se que o revestimento da
superficie ocular, a semelhanga do cuténeo, siga o modelo de renovagao

celular mediado por células tronco. Como as células epiteliais da conjuntiva e
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cornea multiplicam-se na camada basal, presume-se que as células tronco se
localizem nessa camada. A questédo ainda a ser respondida € em que regiao da
camada basal elas se encontram.

Relativamente a cérnea, prevalece a idéia de que as células tronco
estejam na camada basal do epitélio limbico. A hipdétese do “nicho de células
tronco” (Schofield,1983), pressupde que essas células estejam abrigadas em
locais que previnam a diferenciagado celular e que esses locais estejam no
limbo. Também presume que as sinuosidades das palicadas de Vogt, ao
aproximarem 0s vasos sanguineos das células basais do epitélio, favoregam o
aporte de substanicas que possam favorecer a “indiferenciacdo” das células
tronco.

Em termos de células tronco, acredita-se na seguinte sequéncia de
eventos: apos a divisao celular uma célula filha permanece como célula tronco,
para recompor o0 nicho, enquanto que a outra torna-se uma “célula
amplificadora transitoria”. As células amplificadoras caminham para centro da
cornea, povoando a camada basal da mesma. Apds novos ciclos de divisao
celular, parte delas entra num processo de diferenciagao terminal, passando
pelos classicos estagios de células poligonais, células escamosas e
descamacao. A outra parte, que ndo seguiu o curso da diferenciagao terminal,

repde as células basais.

1.7. Fatores moduladores e a reparagao do epitélio

A manutencdo da integridade da superficie ocular depende, dentre
outras coisas, da presenca de inumeros fatores moduladores oriundos na
inervagao ocular. Os neurbnios do ganglio trigémeo, por exemplo, liberam

fatores que estimulam as células epiteliais da cérnea a crescer, proliferar e
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diferenciar. Fatores neuroquimicos adicionais sao fornecidos pelo filme
lacrimal. E por isso que os olhos que apresentam problemas da inervacdo da
superficie tém maior risco de lesdes epiteliais. Outros fatores envolvidos
nesses processos sao: a substancia P (SP), o peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP), o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), o fator
neurotréfico ciliar (CNTF), a norepinefrina, a acetilcolina e a neurotensina
(Muller et al., 2003).

No processo de reparagcao da superficie ocular também existem
evidéncias de complexas interagcdes entre as células do epitélio e os
fibroblastos da cornea, mediadas por fatores moduladores. Por exemplo,
quando uma célula epitelial € agredida, ela libera interleucina-1p. Esta, por sua
vez, estimula os fibroblastos do limbo a secretarem o fator de crescimento do
queratinécito (KGF) e os fibroblastos da cornea a secretarem o fator de
crescimento do hepatécito (HGF). Especula-se que o KGF seja um ativador de
mitose das células tronco do limbo e que o HGF estimule a migracdo das

células amplificadoras transitorias em direcdo a cornea (Li and Tseng, 1995).

1.8. Reparo da lesao epitelial da cérnea

A perda de uma area do epitélio da superficie ocular € habitualmente
seguida por uma sequéncia tipica de eventos: logo apods a lesao celular, cessa
imediatamente a atividade mitotica local e a reparagdo se faz pela migragao
das células basais circunjacentes para o centro da lesdo. O movimento das
células, em transito, parece advir de um rearranjo das fibras de actina (Gipson
et al., 1982) dentro das finas extensdes filopddicas das células migrantes

(Pfister, 1975). Para transladarem-se, as células desatam-se das vizinhas e da
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membrana basal e viajam, com movimentos amebdides, até seu curso ser
detido pelo contato com as células de sentido oposto. Entao, elas voltam a se
ancorar na membrana basal e as mitoses retornam, até o restabelecimento da
espessura epitelial original. As jungdes ocludentes se refazem, restaurando a
permeabilidade seletiva do epitélio (Thoft and Friend, 1977).

Quando a perda do epitélio da cérnea é total, incluindo o limbo, a
reparagao € feita pela conjuntiva. A cérnea torna-se coberta por um epitélio
semelhante ao da conjuntiva, contendo células caliciformes e um grau variado
de vascularizagao superficial. O fenbmeno é conhecido como conjuntivalizagéo
da cornea. Com o passar do tempo, o epitélio pode permanecer assim ou
recobrar o fendtipo original. A ultima situagéo foi inicialmente interpretada como
decorrente de uma transdiferenciagdo das células conjuntivais em corneanas
(Thoftt and Friend, 1977). Atualmente, prevalece a hipotese de que essa
recuperacao decorra da proliferacao de células tronco limbicas, poupadas da

destruicado (Tseng et al, 1982).

1.9. A existéncia de ciclo lento e retengao da marcagdo no epitélio da

cornea

A fisiologia da renovagao da célula epitelial da cérnea constitui area de
ativa investigacdo. O epitélio da cornea mantem sua populagdo celular em
equilibrio dindmico entre perda e renovagao, a capacidade de auto-renovacao
rapida e possui um reservatorio de células conhecidas como células tronco,
semelhante a outros 6rgdos que possuem esse tipo de equilibrio (Thoft &
Friend, 1983). Nas situagcdes em que ha necessidade de regeneragao tecidual,

as células germinativas entram em mitose, originando uma célula-filha, que
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permanece como célula germinativa, garantindo a manutengdo das mesmas, e
outra destinada a dividir-se e diferenciar-se na célula epitelial da coérnea
(Tseng, 1989).

A proposta de renovacao do epitélio da cérnea foi apresentada na forma
de Carta aos Editores (Thoft & Friend, 1983), sendo conhecida mais tarde
como a hipétese X, Y, Z. De acordo com ela, a perda das células da superficie
(Z) seria compensada por mitoses que ocorreriam no estrato basal (X) mais a
migragdo das células periféricas (células tronco?) em diregdo ao centro da
cérnea (Y), donde X+Y=Z. Todavia, a participagao das células periféricas (mais
tarde consideradas células tronco por outros investigadores) ainda nao foi
comprovada. Além disso, os dados, que estdo de acordo com estudos
realizados em corneas de rato (Haskjold et al., 1989; Haddad, 2000) sugerem
que as capacidades proliferativas de células basais centrais sdo suficientes
para garantir a renovacao do epitélio da cornea em condig¢des fisioldgicas. A
localizagdo das células tronco para o epitélio da cérnea (Bron et al., 1997)
continua a ser investigada. Duas linhas de pesquisas essenciais tém
prevalecido nessa questdo: a) marcadores moleculares confiaveis para células
tronco (exemplo: ABCG2, P63, a enolase); b) marcagado de DNA caracterizando
células de ciclo lento e as retentoras da marcagao (Haskjold et al., 1989; Beebe
and Masters 1996; Goes et al.,, 2008). A identificagdo das células tronco da
cérnea na regidao limbica tem sido baseada em marcadores (Gerdes et
al.,1983; Zieske et al., 1992; Schlotzer-Scherhardt et al., 2005). Esses
marcadores identificariam caracteristicas especificas das células basais do
limbo, que demonstram que a estrutura histolégica do mesmo € unica. O que

0s marcadores ainda nao conseguiram provar € que essas caracteristicas
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unicas estejam relacionadas ao fato dessas células se comportarem como
células tronco. Todos os trabalhos da Literatura que propdem que as células
germinativas da cérnea estejam situadas no limbo partiram de experimentos
onde o centro da cdrnea é desepitelizado. Com isso a regeneragdo parte
sempre da periferia, donde a conclusdao que o limbo é a fonte das células
epiteliais neoformadas. Investigadores usaram 5-bromo-2-deoxiuridina
associada a imunohistoquimica, e timidina radioativa com a autoradiografia,
que é a mais confiavel técnica para revelar, por longos periodos de tempo,
eventos associados a renovagao da populacédo celular (Leblond 1965, 1991;
Rogers 1979). Uma unica administracdo do marcador de DNA possibilita a
identificacdo de células de ciclo lento e a sua comprovacdo pode ser
conseguida por administragdo multipla ou continua do marcador. A retencao da
marcacao € caracterizada pela persisténcia, durante pelo menos 4 semanas,
de marcacgao adquirida em ciclo anterior (Cotsarelis et al., 1989; Lehrer et al.,
1998; Lavker et al., 2004). Atualmente, em vista da impossibilidade da
caracterizacao de células tronco do epitélio da cornea por imunohistoquimica, o
ciclo lento e a retencdo de marcacdo estdo sendo consideradas as

caracteristicas mais importantes das células tronco.
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2. OBJETIVO

Investigar a regeneragdo do epitélio corneano, apds lesbes parciais em
varias das suas regides, através de autorradiografia, focalizando as
caracteristicas previamente mencionadas para a identificacdo de células

tronco.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Manuseio dos animais

Foram utilizados coelhos albinos New Zealand (Orictolagus cuniculus),

de cerca de 3 meses de idade, com peso corporal entre 2 e 2,5kg, fornecidos
pelo Biotério Central do Campus da USP de Ribeirdo Preto. Os procedimentos
cirargicos descritos a seguir foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (PCARP n°. 2005.1.779.53.5).

Os animais foram anestesiados através de uma injecdo intramuscular
com uma solucédo de ketamina 10% (AGENBER) e xilazina 2% (DOPASER).
Antes do ato cirurgico no olho direito, os olhos foram lavados com solugcéo
salina fisiologica estéril e instilados, no saco conjuntival inferior, com o colirio

anestésico, cloridrato de proximetacaina (Anestalcon-0,5%, ALCON®).

3.2. Grupos Experimentais

3.2.1 Lesao Periférica da cérnea

Utilizando-se microscépio cirurgico Zeiss OPMI 6, as corneas foram
demarcadas em sua porcdo central com um trépano de 6 mm e o epitélio
periférico em relagdo a marca foi raspado até o limbo (jungado esclerocorneana)
utilizando-se uma espatula oftdlmica (esclerétomo). Os animais foram
sacrificados nos intervalos 4, 7, 12 e 36 horas.

Em outra série experimental, logo apds a lesédo periférica, os animais
receberam uma injecao intravitrea de 50uCi/olho de timidina-H ([3H-methyl]-

thymidine (*H-TdR), Amersham, atividade especifica 25 Ci/mmol, GE
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Healthcare) usada para marcacédo de células que se encontram na fase S do
ciclo celular. Esses animais foram sacrificados 12, 24 e 48 horas apods
raspagem. Omitimos a raspagem do epitélio dos respectivos olhos esquerdos,
que serviu como controle.

Num segundo protocolo experimental, foram realizadas trés raspagens
nos olhos direitos em intervalos de uma semana. Um dia apds ultima raspagem
(terceira raspagem periférica), os animais receberam a injegao intravitrea de
3H-TdR. Esses foram sacrificados nos intervalos de 1, 2 e 3 dias apds injecao.
Também foi omitida a raspagem do epitélio do respectivo olho esquerdo, que

serviu como controle.

3.2.2 Lesao Central da cérnea

Num segundo grupo, os animais tiveram as corneas demarcadas com
um trépano de 5 mm e o epitélio central dentro da marca foi raspado.
Imediatamente apds lesdo, receberam injegcao intravitrea de ’H-TdR. Esses
animais foram sacrificados nos intervalos de 1, 2, 3, 4, 14, 28 e 49 dias ap6s
raspagem.

Em outra série de experimentos, o epitélio central foi raspado trés vezes
em intervalos de uma semana. A *H-TdR foi injetada apds o primeiro dia da

ultima raspagem e os animais sacrificados 1 dia apos injecao.

3.2.3 A injecdo intravitrea de *H-TdR em animais ndo estimulados

Nesse grupo experimental, os animais sob condigbes fisiologicas,
receberam a *H-TdR bilateralmente. Foram utilizados nessa série quatro

animais, dois sacrificados 8 horas apos inje¢ao e dois apds 24 horas.
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Apods os procedimentos descritos acima, a lavagem com salina foi feita
apo6s cada raspagem do epitélio e os coelhos receberam instilagdo ocular com
o colirio antibiético gatifloxacino (Zymar®- 0,3%, ALLERGAN) no pés-operatorio

imediato.

3.3. Obtencao das cérneas

Para a retirada das coérneas, coelhos foram injetados, por via
endovenosa, com dose letal tiopental sddico. Apds decapitacdo os olhos foram
enucleados, limpos do excesso de tecidos adjacentes, fixados em formaldeido
4% de preparagao recente, por 24 horas, a temperatura de 4°C. Apds este
tempo, as corneas foram extraidas cortando-se a cerca de 2 mm
posteriormente a zona esclero-corneana e processadas conforme descrito no

item a seguir.

3.4. O processamento das cérneas

ApOs a primeira fixagdo, as coérneas foram divididas em quatro
quadrantes, tomando-se o cuidado de proteger o epitélio contra abrasdes. Um
dos quadrantes foi re-fixado em glutaraldeido a 2,5% em tamp&o fosfato
(Sorensen) 0,1M, pH 7,2, durante 2-4 horas, a temperatura de 4°C e, por sua
vez, dividido em fragmentos menores, identificando-se os centrais e os
periféricos (com a esclera). Esses fragmentos foram processados para incluséo
rotineira em resina, pds fixagdo em tetréxido de 6smio 1% (OsO,). Esse
material foi utilizado para obtencido de cortes semifinos. Quando indicado, as
insercbes dos musculos extraoculares foram identificadas com ponto de fio
cirargico 6-0, antes da enucleagcdo dos olhos. As preparagdes obtidas foram

processadas para analise morfolégica e autorradiografica.
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3.5. Processamento histolégico

Apos a fixacdo descrita acima, os quadrantes de cornea destinados a
inclusdo em parafina foram lavados 3 vezes no mesmo tampao. A seguir, foram
imersos em série de concentragao crescente de etanol, diafanizados em benzol
e impregnados e incluidos em parafina. Apdés a inclusdo, cortes
perpendiculares de 5um de espessura foram colados em laminas,
desparafinizados, corados por HE e montados. Outros cortes, pré-corados ou
nao com acido perioddico-Schiff (PAS) foram processados para autorradiografia.
Finalmente, cortes de parafina foram, também, utilizados para

imunohistoquimica.

Os fragmentos de coérneas destinados a inclusdo em resina hidrofébica
foram fixados como descrito no item anterior. Apos lavagem em tampao fosfato
0,1M, os fragmentos foram desidratados em solugbes de etanol de
concentracdes crescentes, tratados por oxido de propileno, infiltrados em
misturas de Oxido de propileno e resina do tipo epdxi, marca LX 112 (Ladd

Research Ind., Burlington, VT, U.S. A) e incluidos em resina plena.

Cortes semi-finos de 0,75um, obtidos em ultramicrétomo Leica Ultracut
UCT, foram corados com azul de toluidina 1% ou processados para

autorradiografia.

3.6. Coloragao pelo PAS

As laminas destinadas a reagdo de PAS foram lavadas em agua
corrente, por 10 minutos, 3 banhos de agua destilada, imersas em acido
periodico 0,5% por 10 minutos, lavadas em agua destilada e tratadas com

reativo de Schiff (fucsina basica 0,5% em solugado aquosa saturada de anidrido
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sulfuroso) por 20 minutos. Imediatamente apds o tratamento com o reativo de
Schiff, as laminas foram lavadas 3 vezes, 5 minutos cada, em agua sulfurosa
de preparagao recente e, a seguir, em agua corrente por 5 minutos e 2 banhos
de agua destilada. Foram contracoradas fracamente com hematoxilina, lavadas

em agua corrente, em agua destilada e montadas.

3.7. Imunohistoquimica

As laminas, apos desparafinizacdo e hidratacdo, foram tratadas com
peréxido de hidrogénio (H202) 3% por 30 minutos para bloqueio da peroxidase
enddgena e, a seguir, lavadas em agua e salina tamponada com fosfato 0,05M
(PBS). As laminas foram tratadas com solugdo de albumina de soro bovino
(BSA) 2% e Triton X-100, 0,1%, pH 7,4, por 30 minutos a 25°C e, em seguida,
com BSA 1% e Triton X-100 0,5%, por 30 minutos a 25°C. A seguir foram
incubadas com o anticorpo primario monoclonal Anti Pan-citoqueratinas
(SIGMA), por 2 horas, em camara umida, diluido 1:100, em solugédo BSA 1% e
Triton X-100, 0,5%. Foram, entdo, lavadas em PBS por 30 minutos (3 banhos
de 10 minutos) e, logo apds, incubadas com anticorpo secundario IgG gerado
em cabra contra IgG de camundongo conjugado com peroxidase (Hyclone), por
2 horas, em camara umida, diluido 1:200, em solu¢ado de BSA 1% e Triton X-
100, 0,5%. Apos lavagem em PBS, 3 vezes, por 10 minutos cada, foram
tratadas durante 20 a 30 minutos com 3-3°diaminobenzidina (DAB, Sigma)
0,05% com Hy0, 0,02% em tampao Tris-HCL, 0,05M, pH 7,4. A seguir as

[aminas foram desidratadas e montadas em Permount.
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3.8. Autorradiografia

As laminas com cortes de parafinas pré coradas ou ndo pelo P.AS. e
cortes semi-finos corados por hematoxilina férrica (Schantz A, Schecter A.,
1965) foram revestidas em caémara escura com emulsdo fotografica LM1
(Amersham), diluida 1:1 (vol/vol) em &agua destilada. Apds secagem da
emulsao, as laminas foram recolhidas para caixas a prova de luz e expostas
por tempos variaveis a 4° C e em ambiente seco. Ao final do tempo de
exposicao (2 meses), os autogramas foram revelados em revelador fotografico
D-170 (Kodak) e fixados em tiossulfato de sodio a 24%. Ao término do
processamento fotografico, as preparagdes pré-coradas com hematoxilina
férrica e secas ao ar foram montadas em Permount. Os cortes de parafina
foram montados de acordo com a técnica proposta por Kopriwa e Leblond

(1962).

3.9. Contagem das células marcadas

As células marcadas eram reconhecidas pela presenca de graos de
prata sobre os nucleos das células que incorporam *H-TdR durante a fase S do
ciclo celular.

O indice de marcagéao (porcentagem de células marcadas ou numero de
células marcadas em cada 100 contadas) foi obtido por contagem através de
um reticulo de 20X20 divisbes (Zeiss, cat. n° 474004), inserido numa das
oculares do microscépio. Nas condi¢gbes de contagem realizadas, cada divisdo
apresentava 12 um de lado. Para as medidas lineares foi usado o reticulo

Zeiss, cat. n°® 474011.
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O epitélio da cormmea dos olhos de animais nado estimulados e
sacrificados 8 e 24 horas apos injecao, foi dividido em segmentos de 250 um
com ajuda dos discos micrométricos e 0 numero de nucleos marcados com a
timidina foram contados. Considerando que as corneas de coelhos exibem um

raio de 7 mm, 28 medidas foram realizadas do limbo ao centro da cérnea.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas Gerais

Tanto ao exame com a vista desarmada quanto sob exame
microscopico verificou-se que as inser¢does dos musculos extraoculares
ocorriam muito préximas a zona esclero-corneana. Assim, foram observadas
células (fibras) musculares estriadas esqueléticas inserindo-se a 0,4-0,6mm da
borda da membrana de Descemet e 0,65-0,9mm da borda do epitélio corneano
(Figura 1A).

Em regides de insercdo do musculo extraocular, particularmente na
insercdo do musculo reto superior, a vascularizagdo do estroma da cdérnea foi
um achado regular in vivo com microscopio cirurgico e confirmado por
observagbes com a microscopia de luz (Figuras 1A, B). Nesse local, a
vascularizacdo do estroma estendeu-se centripetamente quase 2 mm além da
borda da membrana de Descemet. Em outras inser¢gdes musculares a
vascularizagdo do estroma foi de menor extensdo do que a observada no reto

superior, sendo em média de 512+156um.

Trés regides morfologicamente distintas foram reconhecidas na
transicdo cornea-conjuntiva de coelhos: (1) uma conjuntiva tipica, (2)
intermediaria ou limbo, e (3) a cérnea. Embora essas trés regides foram
sempre identificadas ao redor de toda circunferéncia do olho, suas extensoes
eram variaveis, dependendo da localizacdo das insergdes dos musculos
extraoculares. Cada regido mencionada acima exibia caracteristicas

histolégicas unicas.
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Nos locais de inser¢bes do musculo, o epitélio (25,7£3um espessura) foi
caracterizado por um epitélio basal constituido por células cubdides ou
colunares baixas com citoplasma de pouca afinidade pelos corantes (H.E,
P.A.S. ou hematoxilina férrica). O numero de células claras no estrato basal foi
variavel (11 a 56) assim como suas extensdes (327+110um). Um estrato
intermediario (células aladas) ndo foi observado nessa regido e as camadas
suprabasais do epitélio foram compostas por células escamosas coradas
fortemente por todos os corantes descritos. A média da penetracido centripeta
dos vasos sanguineos no estroma foi 512+156um além da borda da membrana
Descemet, na insercdo do musculo reto superior foi de 2 mm aproximadamente
(Figuras 1A, B).

Nas regides entre insergdes de musculos extraoculares (Figuras 1C, D),
o epitélio exibiu caracteristicas intermediarias da cérnea e da conjuntiva, sendo
destituido de células caliciformes. As células epiteliais basais cubdides, com
coloracédo leve do citoplasma eram escassas (5 a 11). A base das células
constituindo o estrato basal era pregueada, sendo, a membrana basal quase
imperceptivel, com o microscoépio de luz.

As caracteristicas morfolégicas gerais do epitélio da cornea de coelho ja
foram descritas em cortes de parafina e semifino (Haddad, 2000). Sua
espessura variou de 26,1 a 42,8um. As células claras cubdides foram
raramente observadas nesse epitélio e nunca além de uma extensdo média de
60um, como prolongamento do estrato basal do limbo. A jungado epitélio-
estroma era plana, observando-se membrana basal distinta, com
aproximadamente 1um de espessura, fortemente corada por PAS e

hematoxilina férrica.
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Figura 1: Cortes semifinos corados com azul de toluidina (A e B). A: Conjuntiva (cj), cornea
(c), o &ngulo da cadmera anterior (*) e a insercdo do musculo reto superior (m). Pequena cabecga
de seta aponta membrana de Descemet, e a grande, a periferia do limbo. Nota-se
vascularizagdo do estroma estendendo-se para a periferia da cérnea (c). A area entre as duas
setas verticais estéa ampliada em B. i, iris. B: Além da vascularizagéo (*) do estroma, distintas
células claras sdo observadas no estrato basal do epitélio estratificado (setas). Todas as
camadas suprabasais estavam fortemente coradas. O limite entre a conjuntiva e o limbo é
indicado pela cabega de seta. O tipico estroma corneano (cs) € observado na extremidade
direita da figura. C: Visdo panorémica da transigdo conjuntiva (cj) - cornea (c) entre insergdes
musculares. Cortes semifinos corados com hematoxilina férrica (C e D). A conjuntiva (cj) com
seu epitélio contendo células caliciformes é visto a direita e a cérnea (c) a esquerda. Entre eles
ha uma transi¢ao revestida por uma mucosa com epitélio estratificado sem células caliciformes,
alcancando espessura maxima de aproximadamente 50 pym, contendo células basais com a
superficie basal pregueada. O estroma adjacente é vascularizado com fibras colagenas nao
organizadas. O numero de células claras basais cubdides é reduzido nesse epitélio. D: Maior
aumento correspondente a area indicada pelas duas cabecas de setas em C. Os numeros
sobre as barras expressa pm.
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4.2. Autorradiografia dos olhos nao estimulados

Considerando apenas os olhos normais (ndo estimulados) assim como
os controles (olhos esquerdo) nos experimentos das raspagens, 0s nucleos
marcados foram praticamente restritos ao epitélio da cornea, visto que as
células endoteliais ndo estavam marcadas e queratdcitos, muito raramente
exibiram marcagao dos nucleos.

A distribui¢cado das células marcadas a cada 0,25mm de epitélio, do limbo
ao centro da cérnea, em 8 horas apds injegdo pode ser verificada na Figura 2A.
Neste intervalo a marcacido dos nucleos localizados exclusivamente no estrato
basal, com poucas na camada suprabasal, particularmente na periferia,
incluindo o limbo. Em 10 segmentos havia apenas um ou nenhum (em meédia)
nucleo marcado, distribuidos ao acaso no epitélio. Alguns cortes demonstraram
a existéncia de trés segmentos consecutivos sem nenhum nucleo marcado, ou
seja, uma extensao de 0,75mm. Além do mais, 0 numero maximo de nucleos
marcados por segmento raramente atingiu dois. A heterogenidade na
distribuicdo dos nucleos marcados no epitélio da cérnea foi também observada
no intervalo de 24 horas (Figura 2B), embora a média de nucleos marcados por
segmento foi maior do que em 8 horas. Apenas os segmentos da periferia
continham quatro nucleos marcados. O alto desvio padrdo indica a grande

variagao da distribuicdo de nucleos marcados no epitélio.
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Figura 2: Distribuicdo dos nucleos marcados em todo o epitélio da cérnea em cortes de
Earafina nos animais nao estimulados e sacrificados 8 horas (A) 24 horas (B) apds injegdo de
H-TdR. Contagem iniciada no limbo (primeira coluna a esquerda) e completada no centro da
cérnea, com intervalos de 0,25mm cada. Dois animais para cada intervalo (N=4 cérneas). Cada
coluna é a média de nucleos marcados (+s.d.m.) por 0,25mm de segmento do epitélio.
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4.3. A Raspagem Periférica da Cérnea

O epitélio central das cérneas manteve as mesmas caracteristicas
morfolégicas do epitélio estratificado controle. O estroma da cérnea foi exposto
por uma extensao variavel na periferia, sendo obviamente mais extensivamente
exposto nos olhos com intervalo de tempo de 4 horas apds raspagem. No
intervalo de tempo de 7 horas o epitélio estratificado original adelgagou-se mais
proeminentemente e estendeu-se em diregéo a periferia (Figura 3). Neste local,
e sempre em continuidade com o epitélio estratificado da cornea, uma
monocamada de células escamosas ou cubdides baixas foi visualizada
espalhando-se lateralmente, alcancando cerca de 2 mm em 24 horas. Neste
tempo a interrupgao epitelial foi menor que 1 mm. O epitélio neoformado
originado da regido central foi de 2.7 a 3mm nos cortes de parafina, ao passo
que o originado da periferia foi menor que 1 mm e completando a cobertura do
estroma em 48 horas na maioria dos olhos cujo epitélio foi raspado. Ainda
havia descontinuidade epitelial no intervalo de 36 horas, e com 48 horas, este
novo epitélio formado era constituido por duas camadas de células, sendo a
camada superficial composta por células muito delgadas (cerca de 4um de
espessura), coradas fortemente por hematoxilina férrica ou PAS positivas.

No intervalo de 12 horas apds a raspagem epitelial, células marcadas
com ®H-TdR eram muito raras na cérnea, inclusive no seu epitélio.

No primeiro dia apés a raspagem do epitélio periférico o epitélio
neoformado (Figura 4B) apresentava células marcadas principalmente no
segmento que surgiu a partir do epitélio central. Queratdcitos marcados
tornaram-se evidentes a partir do segundo dia e se localizavam na zona de

debridamento (Figura 4C).
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A Zml B g
Figura 3: Fotomicrografias de cortes de corneas incluidas em parafina. Os cortes foram
submetidos a reacdo imunohistoquimica indireta usando-se o anticorpo Pan-citoqueratina. A
figura é o resultado de duas fotomicrografias montadas, sendo uma a sequéncia da outra. A:
Seta aponta a frente de avancgo do epitélio remanescente em diregdo a area lesada. B: Regido
contigua a area exibida em A, mostrando parte do epitélio ndo lesado.
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Figura 4: Autogramas de cortes de corneas incluidas em parafina apdés uma raspagem
periférica. Coloragdo com hematoxilina e eosina apds o processamento autorradiografico. A:
Animal sacrificado 12 horas apds a raspagem. Seta aponta frente de avango em diregédo a
periferia, ndo se observando nucleos marcados. B: Apds 24 horas poucos nucleos marcados
no epitélio em monocamada (cabega de setas) na regido intermediaria. C: No intervalo de 48
horas, o epitélio ja totalmente reconstituido e forte marcagdo na maioria das células epiteliais
(cabega de seta). Notam-se queratocitos marcados na regido cujo epitélio foi removido (seta).
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4.4. Multiplas Raspagens Periféricas da Coérnea (trés raspagens)

A interrupcdo causada através raspagem do epitélio periférico da
cornea, como descrita em métodos, deixou a area do estroma desnudo por
uma extensdo de aproximadamente 4 mm entre a borda do epitélio central
remanescente (intacto) e a regido esclerocorneana. As figuras de mitoses
foram raras no epitélio neoformado apdés 1 dia da raspagem. Apos 48 horas,
todas as corneas estavam cobertas por epitélio.

O epitélio central intacto, apresentando todas as camadas, 1dia apds
injecdo °H-TdR, continha raros nicleos marcados. Um segmento de 3 mm,
contendo 760 nucleos, visualizados em cortes semifinos, exibiram apenas 1-2
nucleos marcados. Na periferia, onde se originou o epitélio neoformado, o
indice de marcagdo aumentou nas células da camada basal incluindo toda a
extensdo do epitélio neoformado (Figura 5). O indice de marcagdo na camada
basal foi maior do que 70%. O pré-existente epitélio do limbo, bem como a
regido periférica do epitélio neoformado foi também altamente marcada. Os
dados obtidos no autograma no intervalo de 2 dias foram similares aqueles
observados em 1 dia apds administracdo do precursor DNA. No intervalo de 3
dias um grande numero de nucleos marcados, particularmente na camada
basal, pode ser visualizado no epitélio aparentemente intacto assim como nas
proximidades do local do epitélio neoformado atingindo valores préximos 100%
(Figura 5D). Nos intervalos de 2 e 3 dias apds injecao foram frequentes as
células das camadas suprabasais marcadas em toda extensdo do epitélio
neoformado. Foi encontrada marcagcao dos queratécitos em todos os olhos
experimentais, particularmente na area do estroma desnudo que foi exposto a

raspagem epitelial (Figuras 5B, D).
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Figura 5: Fotomicrografias de cortes semifinos (A-C) de cérneas em varios dias apés as trés
raspagens do epitélio periférico.

A- Regiao do limbo 1 dia apds injegéo de *H-TdR. A maioria das células da camada
basal encontra-se marcada.

B- Regido intermediaria 2 dias apos injegao, praticamente todas as células epiteliais
encontram-se marcadas. Nota-se marcagao dos queratocitos (seta).

C- Aspecto da regido central da cérnea no intervalo de 1 dia. O epitélio central
intacto é observado a esquerda (cabegca de seta aberta), ao passo que a
transicdo e o epitélio neoformado estédo a direita. Praticamente todas as células
da camada basal do epitélio neoformado encontram-se marcadas. Nao ha
marcagao de queratécitos nessa regido.

D- Corte em parafina da regiao similar a mostrada em C, 3 dias apés inje¢do. Uma
continua fila de nucleos fortemente marcados é visualizada no estrato basal em
toda extens&o do corte. Queratécitos marcados s&o observados a esquerda da
cabeca de seta aberta que limita a regido do epitélio regenerado.
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4.5. A raspagem central da cérnea

O epitélio neoformado foi observado recobrindo totalmente a area
debridada desde o primeiro dia apds raspagem (Figura 6A) e era constituido
por uma camada basal composta por células cubdides ou colunares baixas
exibindo leve coloragao. A porcado suprabasal continha uma ou duas camadas
de células escamosas fortemente coradas. A autorradiografia dos cortes
semifinos ilustradas nessa série de experimentos estdo agrupadas nas figuras
6-8 e suas respectivas analises quantitativas nas figuras 9 e 10.

O indice de marcagao no intervalo de 1 dia foi 5,5£1,5 para regiao do
epitélio neoformado e 4,8+0,6 para o epitélio da periferia a 0,5 mm - 1 mm do
limbo (Figuras 6A,G; 7A; 9). Em geral, as marcagées dos nucleos foram
dispersas, e mais raramente visualizadas como, por exemplo, na Figura 6A.

Apods 2 dias da raspagem, as caracteristicas morfolégicas do epitélio
neoformado foram similares aquelas descritas para 1 dia, exceto o estrato
superficial que estava mais espesso devido ao aumento do numero de
camadas de células escamosas (Figura 6B). Neste intervalo alto indice de
marcacao foi observado no epitélio neoformado: 72+9,5 contra 5,1+1,0 para o
epitélio intacto da periferia da cornea. A maioria dos nucleos marcados foram
localizados no estrato basal com muito poucos na camada suprabasal (Figuras
6B, H).

Apo6s 3 dias da raspagem do epitélio central, o epitélio neoformado era
composto por quatro camadas, uma basal sendo similar a descrita para o
intervalo anterior e o restante, composto por células escamosas. O indice de
marcacgao atingiu 8819 contra 8,6+1,6 para o epitélio periférico da cornea

(Figuras 6C, I; 9). Algumas células claras basais do epitélio do limbo estavam
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marcadas (Figura 7C). Isso nem sempre foi observado no total de olhos
utilizados para esta série de experimentos (Figura 7). Queratécitos marcados
foram visualizados no estroma logo abaixo do sitio da raspagem epitelial
(Figura 6D-F; 8C).

Com 4 dias o epitélio neoformado exibiu caracteristicas morfolégicas de
um normal, incluindo a presencga do estrato intermediario. Nucleos marcados
foram detectados ndao apenas no estrato basal, mas também na camada
interna do estrato superficial (Figuras 6D,J; 7D; 9). Neste intervalo o indice de
marcacao foi 71x4,7 no centro e 17+ 8,8 na periferia.

Nos intervalos 14 (Figuras 6E,K), 28 (Figuras 6F,L) e 49 dias apos
raspagem, os indices de marcagao foram respectivamente, 99+0,6, 91+2,3 e
75%9,3 para o epitélio central da cérnea. A intensidade da marcagao do nucleo
diminuiu nos intervalos de 28 e 49 dias, e isso tornou mais evidente na periferia
da cornea (Figuras 7E; 8 e 9). No olho do animal controle sacrificado no
intervalo 49 dias os nucleos exibiram marcagao principalmente na regiao
central da cornea em todas as camadas do epitélio, incluindo o estrato basal. A
marcacao da periferia da cornea e limbo foi extremamente fraca e infrequentes
(Figuras 8D-F).

A marcacéao de todas as camadas epiteliais foi observada apenas no 14°
dia. Nos intervalos curtos de tempo (1 e 2 dias), o epitélio remanescente (ndo
raspado) em torno da lesdo estava mais fino do que na periferia, embora tendo
no minimo trés camadas de células.

O indice de marcagao, de 70% ou mais, do epitélio corneano nao se

restringia a area debridada, de 5 mm na regido central, uma vez que nos
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intervalos superiores a 2 dias a sua extensdo aumentou, atingindo até 8,5 mm
nos intervalos mais longo (Figura 10).

A comparacgao entre o indice de marcacgao das células epiteliais no limbo
do controle e dos olhos raspados revelaram niveis comparaveis de proliferagao
(Figura 9A), exceto para o intervalo de tempo de 14 dias quando o indice de
marcacao dos olhos controle foi mais do que o dobro nos olhos experimentais.
A alta resolugdo da autorradiografia mostrou que até nos intervalos de tempo
curto apos raspagem e injegao 3H-TdR as células marcadas do limbo estavam
preferencialmente localizadas no estrato suprabasal na maioria dos olhos,
ambos raspados e controle (Figura 7).

Os dados mostrados na Figura 9B revelam que os indices de marcagao
na periferia (intacta) do epitélio da cérnea operada foram similares ao controle,
uma situagdo completamente diferente quando comparados aos valores
observados na regido central (Figura 9C) onde o epitélio neoformado era
composto por células que exibiam uma alta frequéncia de nucleos marcados
com *H-TdR de 2 a 49 dias, apos raspagem.

4.6. Multiplas Raspagens Centrais da Cornea (trés raspagens)

Os resultados dos experimentos foram similares aos obtidos numa
simples raspagem dos animais sacrificados 2 dias apos injecdo °H-TdR
(Figuras 6B, H; 11). A alta frequéncia dos nucleos marcados foi observada no
epitélio neoformado (sitio da raspagem), bem como na regido ao seu redor,
aparentemente intacta. Marcagao dos queratocitos foi observada no sitio da
raspagem. O limbo exibiu poucos nucleos marcados que estavam
predominantemente localizados nas camadas suprabasais; a marcagdo no

epitélio periférico da coérnea foi infrequente (Figura 11 A-B).
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14 dias

Figura 6: Fotomicrografias de cortes semifinos de cérneas em diferentes intervalos de tempo
apos raspagem de 5 mm da regido central e injecdo de *H-TdR. Centro (coluna esquerda) e
suas respectivas regides periféricas (coluna direita). Cabegas de seta indicam a membrana
basal e setas queratécitos marcados. Graos de prata por ndcleo sdo numerosos. Note a
diferenca da marcacéo no epitélio neoformado central e a regido periférica ndo estimulada.
Barra: 20 uym.
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Figura 7: Fotomicrografias de cortes semifinos do limbo apds raspagem de 5 mm da regido
central e injecao de "H-TdR. O intervalo de tempo entre a raspagem e o sacrifico esta indicado
no canto direito de cada figura. Apenas o animal sacrificado 3 dias exibiu marcagéo no estrato
basal. A maioria das células marcadas se localiza nas camadas suprabasais de 1 a 28 dias
apos a raspagem. Cabecas de seta indicam a membrana basal e setas apontam as células
epiteliais marcadas. Asteriscos indicam os vasos. Barra: 25 ym.
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Figura 8: Fotomicrografias de cortes de cérneas de animal sacrificado 49 dias apds raspagem
central do epitélio da cérnea e uma Unica injecdo de *H-TdR (A-C); olhos controle do mesmo
animal (D-F). Fraca marcacao dos nucleos foi visualizada no epitélio do limbo assim como na
periferia da cérnea de ambos os olhos. A marcagao dos nucleos foi frequente e conspicua no
epitélio central nos olhos experimentais (C) e controles (F). Queratécitos marcados sao
observados apenas na regido central da cérnea debridada (C). As letras no canto superior
direito de cada figura, indicam as regibes: L: limbo; P: periferia e C: cérnea. As setas apontam
as células epiteliais marcadas.
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Figura 9: indices de marcagéo (+ desvio padrdo da média) das células epiteliais do limbo (A),
periferia da cornea 0,5 - 1 mm (B) e cérnea central (C) dos animais em diferentes intervalos de
tempo apds a raspagem central nos olhos direito (s-*) e os respectivos indices dos olhos
controle ( o— 0). Note que os indices de marcag¢ao nos olhos experimentais e controles foram
similares no limbo exceto no intervalo de tempo de 14 dias no controle (A). Nado houve
diferencas na periferia da cérnea em ambos os grupos (B). O indice de marcacéo no epitélio
neoformado atingiu altos valores entre 2 e 49 dias.
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Figura 10: Area do epitélio central exibindo 70% do indice de marcagéo, nos diferentes
intervalos de tempo apds raspagem central do epitélio mais a injecdo de *H-TdR.
Autorradiografia de cortes de cérneas incluidos em parafina.
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Figura 11: Fotomicrografias de cortes semifinos de corneas apos trés raspagens na regido
central e injecao de *H-TdR um dia apos a terceira raspagem. Sacrifico 1 dia apos injegdo. A:
LIMBO - poucas células suprabasais marcadas (setas); B: PERIFERIA - trés nucleos marcados
sdo visualizados no epitélio; C: Area da raspagem exibindo uma continua fileira de células
basais marcadas; note também marcacgéo dos queratdcitos. D: Corte obliquo, epitélio da cérnea
adjacente a borda da area lesada; numerosas células marcadas, predominantemente no
estrato basal. Cabecas de seta indicam a membrana basal e setas apontam as células
epiteliais marcadas.
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5. DISCUSSAO

Tem sido proposto, usando-se apenas analises morfolégicas, que o
principal evento envolvido na reparagao do epitélio da cérnea, durante o
primeiro dia, é o deslizamento de células e ndo sua proliferagdo (Kuwabara et
al.,, 1976; Hutcheon et al.,, 2007). Os resultados mostrados nas analises
morfolégicas e autorradiograficas acrescentam mais evidéncias para este
conceito. Isto também esta de acordo com o esperado para a duragao do ciclo
celular que é de aproximadamente 24 horas (Alberts et al., 2008). Desse modo,
seria necessario a proliferagdo das células do estrato basal, migragdo e
diferenciacao das células filhas em escamosas para fechar a interrupgao,
dentro de 24 horas, com um epitélio estratificado (Figura 6A). Tal evento nao
pode ser explicado somente pela proliferagdo celular num periodo de 24 horas.

E provavel que a raspagem funcione como estimulo para que as células
epiteliais remanescentes ou outro tipo celular da cdérnea ou as gléndulas
lacrimais liberem fatores de crescimento que induzam direta ou indiretamente a
replicagéo celular na cornea (Klenkler et al., 2004).

Os resultados da autorradiografia demonstraram que o alto indice de
marcacao foi observado a partir de 2 dias apenas no epitélio neoformado e nao
na periferia e no limbo (Figuras 6-9). Isto significa que a les&o na regido central
nao estimulou o limbo ou epitélio da periferia da cérnea a proliferar (Figuras 6
G-L), como proposto para o camundongo, em condigdes experimentais

similares (Cotsarelis et al., 1989; Lehrer et al., 1998; Lavker et al., 2004).

A lesédo do epitélio da regido central, mesmo em carater multiplo, n&o

causou estimulo proliferativo no epitélio de revestimento do limbo ou da
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periferia da cérnea (Figura 11). Entretanto, o debridamento do epitélio da
regido periférica, proxima ao limbo, além de estimular com grande intensidade
o epitélio central, provocou também proliferagéo do epitélio do limbo (Figura 5).
Em ambos os casos, o deslizamento epitelial inicial, visando ao fechamento da
lesdo, causou diminuicdo da sua espessura o que funcionou como estimulo a
proliferagdo. Quando se provocou a lesao central, com 5 mm de didametro, o
deslizamento epitelial ndo causou diminui¢do na periferia da cérnea, ja que o
evento foi observado principalmente no epitélio em torno do debridamento
(Figura 6).

Nos intervalos mais longos onde se observou persisténcia da marcagao
epitelial, até 7 semanas apds a lesdo, houve expansao centrifuga da regido
contendo altos indices de marcagao (Figura 10), demonstrando-se o papel
quase solitario do epitélio central na regeneragdo do epitélio corneano, sem
qualquer evidéncia morfoldgica ou autorradiografica da participagdo do limbo
(Figuras 6 e 7).

Nos trabalhos realizados com a cérnea de camundongos a destruigéo do
epitélio central foi feita com produto quimico (alcool), associada ou ndo com
lesdo mecanica (revisto em Majo et al., 2008). Considerando as reduzidas
dimensdes da cérnea do camundongo (cerca de 4,5 mm de arco), o tamanho
da area nominalmente lesada (1 mm) e a difusibilidade do alcool, é bem
provavel que a lesdo epitelial tenha ultrapassado o limite planejado de 1 mm e
que tenha atingido as cercanias do limbo. Assim, ocorreu um estimulo do
epitélio limbico e periférico corneano para o reparo da lesdo. Tal situacdo foi
também verificada na coérnea de coelhos, quando se realizou o debridamento

periférico que atingiu os limites do limbo (Figuras 4 e 5). Entretanto, os mesmos
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experimentos indicaram a importante fungao do epitélio central na regeneracgao
epitelial, conforme observado nos intervalos mais curtos (12-36 horas), quando
se verificou que o epitélio central contribuiu com cerca de 75% para o
fechamento da ferida.

Outro ponto a ser considerado sao as caracteristicas morfolégicas do
limbo do coelho, quando comparadas as do humano ou do camundongo
(Figura 1). A heterogeinidade do limbo do coelho ficou claramente demonstrada
pelo minucioso estudo morfolégico empreendido com os microscépios de luz e
eletrénico (Godes et al., 2008), em amostras sistematicamente colhidas de olhos
de coelhos (Figura 1). Na imensa maioria dos trabalhos realizados com olhos
humanos e de camundongo nenhuma indicacédo existe sobre o local exato da
colheita das amostras, tal como a sua localizagao por quadrante, por exemplo,
(Dilorio et al., 2005; DePaiva et al., 2006; Majo et al., 2008). Além disso, as
amostras de limbo obtidas de coelhos, medindo cerca de 2 mm de largura
(Espana et al., 2003; Wang et al., 2003) podem conter tecido de trés regides:
cérnea periférica, limbo e conjuntiva, uma vez que o limbo do coelho nao
ultrapassa 0,6 mm em extensao (Gdes et al., 2008).

Em condi¢des fisioldgicas, foi observada marcacdo das células do
estrato basal do epitélio do limbo (local das possiveis células tronco) em
tempos relativamente curtos (6horas-2 dias), apés uma unica injegao intravitrea
de °H-timidina (Gées et al., 2008). Além disso, observou-se que células dos
estratos suprabasais também se apresentavam marcadas, indicando que as
células basais, apos a mitose, podem migrar rapidamente para as camadas
suprabasais. No intervalo de 28 dias apds inje¢cdo, a marcagéo no limbo era

praticamente inexistente no estrato basal, permanecendo apenas nos
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suprabasais, enquanto que na cérnea a marcagao nuclear ocorria em todas as
camadas, havendo cerca de 20% de marcagédo no estrato basal (Gées et al.,
2008). Esses dados se opdem aos conceitos correntes de que o estrato basal
do limbo é a “residéncia” de células de ciclo lento, assim como de células que
retém a marcacao nuclear adquirida em ciclo celular anterior, ambas situacdes
consideradas caracteristicas fundamentais de células tronco (revisdo Schlétzer-
Schrehardt e Kruse 2005). Essas seriam as células que adquiririam estimulo
para proliferagdo, apés lesao no epitélio central (revisdo em Lavker et al.,
2004), na cornea de camundongos. Entretanto, tal ndo ocorreu no coelho
(Figuras 6 e 7). Além disso, a autorradiografia de alta resolugao (Salpeter et al.,
1974) em cortes semifinos de limbo conduziu a resultados que indicaram as
células basais do limbo desprovidas das caracteristicas das células tronco.

A marcacgao do epitélio corneano, em condigdes fisioldgicas, 8 horas e
24 horas apds uma Unica injecdo de °H-TdR, estd resumida na figura 2. Se
auséncia de marcacao nuclear, nesses intervalos, indica a existéncia de ciclo
lento, tal evento foi observado em todas as regides da cérnea de coelhos.
Portanto, ndo existe na cérnea uma regido preferencial que abrigue células
epiteliais de ciclo lento.

As células que retiveram marcagao nuclear por periodos longos, ou seja,
até 7 semanas apds uma unica injecédo intravitrea do marcador radioativo,
foram observadas nos estratos suprabasais do limbo e em todos os estratos do
epitélio corneano, incluindo-se o basal. Atualmente, retencdo de marcagéo vem
sendo considerada como a mais fidedigna caracteristica das células tronco
(revisdo Schldtzer-Schrehardt e Kruse 2005). Assim, se tal caracteristica é a

“marca” das células tronco, estas existiram em toda a extensdo da coérnea e
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nao no limbo, partindo-se da premissa de que a sua localizagédo no estrato
basal seja igualmente importante na sua caracterizagao (Figuras 8 D-F; 9).

Os resultados também demonstraram a capacidade do epitélio da regido
central na manutengao e regeneragao do epitélio da cornea. Assim, as lesdes
centrais de até 5 mm foram reparadas com a participacao exclusiva do epitélio
que existia em torno da ferida, conforme ja discutido anteriormente (Figuras 6-
11). Mais importante foram os experimentos em que ocorreu a eliminagao
mecanica do epitélio da regido periférica uma (Figuras 3 e 4) e mais vezes
(Figura 5). Quando o fechamento (re-epitelizagdo) da superficie do estroma
ainda estava incompleto (36 horas), foi possivel medir a extensao do epitélio
originado das regides central e periférica, tendo-se observado que a regiao
central contribuiu com cerca de 75% da area recoberta. Tal achado morfolégico
foi corroborado pelos resultados da autorradiografia que demonstraram
frequente marcacéo nuclear no epitélio neo-formado (Figura 5B), a partir da
regidao em que o epitélio original comegou a adelgagar-se (Figura 5C). O
estimulo para a proliferagéo celular continuou nos intervalos mais longos apos
o debridamento, quando se observou marcacao nuclear praticamente total no
estrato basal tanto do epitélio neo-formado como no epitélio original (Figura 5
D). O debridamento periférico, por atingir a regido do limbo, também causou
estimulo para a proliferacdo do seu epitélio (Figura 5A), tendo os dados
morfologicos indicado a sua contribuicdo em cerca de 25% para a re-
epitelizagao.

Os experimentos em que ocorreram multiplos debridamentos periféricos
na mesma cérnea também demonstraram que o epitélio central ndo se esgotou

na sua capacidade de proliferagdo. Além disso, 0os experimentos em que 0s
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debridamentos multiplos ocorreram na regido central (Figura 11) ja indicavam
tal possibilidade.

Em conjunto, os resultados da presente investigagao levantam duvidas
sobre a questao da localizacdo de células tronco epiteliais exclusivamente no

limbo, conceito altamente difundido na literatura  oftalmoldgica.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram concluir que:

1.

O debridamento unico ou multiplo de area central, de 5 mm de
didmetro, causada por eliminacdo mecanica do epitélio, foi
reparado com a participacao exclusiva do epitélio que existia em

torno da ferida.

. O debridamento periférico, por atingir a regiao do limbo, também

causou estimulo para a proliferagao do seu epitélio, tendo os
dados morfoldgicos indicado a sua contribuicdo em cerca de
25% para a re-epitelizagdo. Entretanto, a maior participagéo no
reparo epitelial decorreu da proliferacdo de células da regido

central.

As multiplas raspagens periféricas na mesma cérnea também
demonstraram que o epitélio central ndo se esgotou na sua

capacidade de proliferacéao.

A presente investigacao levanta duvidas sobre a questdo da

localizacao de células tronco epiteliais exclusivamente no limbo,

conceito altamente difundido na literatura oftalmoldgica.
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