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EFEITOS DO FUCOIDAM DE Fucus vesiculosus SOBRE A MORFOLOGIA, A
PLOIDIA E O METABOLISMO DO ENDOTELIO CORNEAL DE COELHOS

RESUMO - A cornea atua como principal elemento refrativo do olho, para tal
tem que manter-se transparente. O endotélio corneal € um peca chave para essa
manutencao, possuindo mecanismos como a bomba de Na+ e K+ que ajudam a
garantir a desturgescéncia corneal. Descompensacdes endoteliais constituem uma
importante indicacdo de transplante da cornea, uma vez que as ceélulas endoteliais
corneais apresentam limitada capacidade proliferativa. Entretanto, transplantes séo
procedimentos cirdrgicos complicados e de elevado custo. Alternativas e
coadjuvantes medicamentosos vém sendo estudadas. O fucoidam é uma substancia
que, dentre outras propriedades, promove migracdo e proliferacdo celular, portanto
objetivou-se, com a presente pesquisa, avaliar seus efeitos sobre a morfologia, a
ploidia e o metabolismo de células endoteliais da cérnea de coelhos, apos crioleséo
experimental. Para tal, foram realizadas avalia¢cdes quanto a morfologia e viabilidade
celular empregando-se dupla marcacao com corantes vitais (alizarina vermelha e azul
de tripan) e ultraestrutural pela microscopia eletronica de transmisséo e de varredura.
Outrossim, avaliou-se a morfometria in vivo e in vitro de seguintes parametros: numero
de células, densidade, hexagonalidade e coeficiente de variacao celulares. Estudou-
se 0 metabolismo dessas células empregando-se a imunofluorescéncia com
observacdo em confocal dos anticorpos Ki-67, Na+K+/ATPase, n-Caderina e Zo-1,
conjugados com Alexafluor-488. Visando-se a conseguirem conhecimentos adicionais
relativos a atividade nuclear durante o processo de cicatrizacdo do endotélio corneal
na presenca de fucoidam foram analisados, a partir da reacéo de feulgen, perimetro
e area nucleares, além da supraorganizacdo da cromatina. A criolesdo ensejou piora
de todos parametros morfométricos, com diminuicdo das células, densidade celular,
do percentagem de células padrdo com 6 lados e aumento no coeficiente de variagao,
a retomada aos valores normais com o decorrer do tempo foi melhor em olhos tratados
com fucoidam. Nas cérneas que nao receberam fucoidam observou-se células
desvitalizadas em todo decorer do tempo de avaliagdo. Houve diminuicdo da
expressao das proteinas de juncédo celular (n-Caderina e Zo-1) logo apés a leséo e
aumento progressivo no decorrer do tempo, em contrapartida o contrario ocorreu com
Ki-67, revelando aumento na proliferacdo celular apds lesdo e baixa das expressao
das demais proteinas, com notavel estimulacdo na presenca do fucoidam. As
caracteristicas do comportamento nuclear, como descompactacdo da cromatina na
presenca do fucoidam puderam ratificar essa proliferacdo. O fucoidam atuou na
modulagdo a reparagéo cicatricial, revelando cicatrizes menos opacas, estimulando a
proliferacdo celular e mediando a expresséo das proteinas de ligacdo e atuando na
protecdo contra morte celular.

Palavras-chave: criolesédo, polissacarideo sulfato, reparacao cicatricial, cromatina
nuclear, proliferagcéo celular.
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FUCOIDAM OF Fucus vesiculosus EFFECTS ON MORPHOLOGY, PLOIDY
AND METABOLISM OF RABBIT CORNEAL ENDDOTHELIUM

ABSTRACT - The cornea as the main refractive element of the eye, which
has to remain transparent. The corneal endothelium is a key piece for this
maintenance, having mechanisms such as the Na + and K + pump that help to ensure
corneal dysurgescence. Endothelial decompensations are an important indication for
corneal transplantation, since the corneal endothelial cells have limited proliferative
capacity. However, transplants are complicated and expensive surgical procedures.
Alternatives and drug coadjuvants have been studied. Fucoidam is a substance that,
among other properties, promotes cell migration and proliferation, therefore, the
objective of this research was to evaluate its effects on the morphology, ploidy and
metabolism of rabbit cornea endothelial cells after experimental cryoinjury. For this,
evaluations were made for morphology and cell viability using double labeling with
vital dye (alizarin red and tripan blue) and ultrastructural analysis by transmission and
scanning electron microscopy. Morphometry (in vivo and in vitro) of the following
parameters were also evaluated: cell number, cell density, hexagonality and
coefficient of variation. The metabolism of these cells was studied using
immunofluorescence with confocal observation of the Ki-67, Na + K + / ATPase, n-
Caderin and Zo-1 antibodies, conjugated to Alexafluor-488. In order to obtain
additional knowledge regarding the nuclear activity during the healing process of the
corneal endothelium in the presence of fucoidam were analyzed, from the feulgen
reaction, nuclear perimeter and area, in addition to the chromatin supraorganization.
Cryoinjury resulted in worsening of all morphometric parameters, with cell decrease,
cell density, the percentage of standard cells with 6 sides and increase in coefficient
of variation, the recovery to normal values with time was better in eyes treated with
fucoidam. In the corneas that did not receive fucoidam devitalised cells were observed
throughout the evaluation time. There was a decrease in the expression of the cellular
junction proteins (n-Caderin and Zo-1) shortly after injury and progressive increase
over time, whereas the opposite occurred with Ki-67, revealing increased cell
proliferation after injury and low expression of the other proteins, with remarkable
stimulation in the presence of fucoidam. The characteristics of nuclear behavior, such
as the decomposition of chromatin in the presence of fucoidam, could confirm this
proliferation. Fucoidam has been involved in modulation of scar repair, revealing less
opaque scars, stimulating cell proliferation and mediating the expression of binding
proteins, and acting to protect against cell death.

Keywords: cryoinjury, sulphate polysaccharide, wound healing, nuclear
chromatin, cell proliferation.
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1. INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO) 253 milhGes de pessoas
tém deficiéncia visual. Destas, 36 milhdes tem diagnostico de cegueira (IAPB, 2015).
Dentre as causas ensejantes destacam-se as opacidades da cérnea, que ocupam 0
4° lugar (1,7%) entre a populacdo em geral e 25,8% dos pacientes cegos sao devidos
a catarata (2°lugar) (IAPB, 2015), portanto, é razoavel estimar que numeroso
pacientes serdo submetidos a cirurgia de catarata no futuro préximo, e que uma
parcela desses pacientes sofrerdo dano significativo ao endotélio corneal durante a
cirurgia, podendo necessitar futuramente de transplantes de cérnea ou endotélio para
restauracao visual.

Estimativas da WHO apontam que aproximadamente 80% da cegueira mundial
é evitavel (WHO, 2007, IAPB, 2015), entretanto o tratamento atual na maioria dos
casos é cirurgico e dispendioso. O desenvolvimento de tratamentos farmacéuticos tem
caracter urgente e necessario.

Muitos autores na area de Medicina Regenerativa dedicam-se a cultivar
células endoteliais da cornea, no entanto, o0 método ainda estd em evolucéo e, por
enguanto, ndo conseguiu-se obter, de forma consistente, células morfologicamente
saudaveis e em alta densidade (Koizumi et al., 2012). O desafio é estudar e
desenvolver alternativas clinicas de tratamentos a lesdo endotelial, as quais
fornecam um endotélio corneal saudavel e com elevada densidade celular.

O grupo de pesquisa em Oftalmologia Veterinaria, da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV), UNESP, Campus de Jaboticabal, implementou linha
de pesquisas, cuja meta é potencializar a evolucao da triade custo-risco-beneficio que
acompanha o emprego de células progenitoras, de biomembranas e de polimeros na
pratica oftdlmica, com énfase em manejo de afeccbes corneais, notadamente na
reparacdo de danos epitélio-estromais. Dentre esses estudos, destaca-se o de
Aldrovani et al., (2014) que verificaram que membranas sintéticas de alginato e
guitosana contendo fucoidam promovem expansado ex vivo de células epiteliais do
limbo corneoescleral de coelhos, sem, contudo, afetar sua condi¢do de célula tronco.

Percebeu-se a necessidade de se estudar o endotélio corneal. Ressalta-se que
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devido a relativa inacessibilidade, h4 menos estudos de reparagdo cicatricial e
comportamento celular nesta camada da cornea.

Como aventado por Dithmer et al. (2014) o fucoidam é uma substancia nao
nociva para retina, que reduz o VEGF e a angiogénese in vitro. Outrossim, promove
migracao e proliferacdo de células in vivo ou em cultura, como demonstrado por
estudos preévios (Giraux et al., 1998, Cui et al., 2014, Bouvard et al., 2015, Yang et
al., 2016), objetivou-se, com a presente pesquisa, avaliar seus efeitos sobre a
morfologia, a ploidia e 0 metabolismo de células endoteliais da cérnea de coelhos,
apos criolesdo experimental provocada por nitrogénio liquido (Koizumi et al., 2012,
Zhao et al., 2015, Okumura et al., 2016b).

2. REVISAO DA LITERATURA

A cérnea atua como principal elemento refrativo do olho. Isto exige
transparéncia Optica e curvatura ideal, regular e lisa. Na maioria das espécies, ela é
composta por cinco camadas: o epitélio, a camada de Bowman, o estroma, a
membrana de Descemet, e 0 endotélio (Kaye e Pappas, 1962, Cintron et al., 1982,
Hayashi et al., 2002). Um estudo definiu uma nova camada na cérnea humana,
caracterizando-a como bem definida, acelular, localizada na regido pré-Descemet, e
denominada de Dua (Dua et al., 2013).

A cérnea se mantém transparente por apresentar caracteristicas como
auséncia de vasos sanguineos (com excecao do limbo), espagamento e organizacao
regulares de fibras coldgenas estromais e pelas fungbes de bomba e de barreira
exercidas pelo endotélio (Bonanno et al., 2012).

O endotélio corneal € uma monocamada de células dispostas em forma de
mosaico hexagonal regular, que reveste a face posterior da cérnea. Sua principal
funcéo é preservar a deturgescéncia do estroma corneal (Srinivas et al., 2012), ou
seja, manter a hidratacdo correta da cérnea. Este controle € dependente de um
complexo mecanismo conhecido como “Pump-Leak” (bomba e vazamento), sendo

que as propriedades de transporte ativo do endotélio representam a “bomba” e a



pressdo de enchimento estromal representa o "vazamento". O funcionamento da
bomba é dependente da ativagdo da enzima Na*/K*ATPase, da presenca de HCO3"
e de CI, e da atividade de anidrase carbdnica (Bonanno et al., 2012). A barreira fisica,
responsavel pelo enchimento estromal, relaciona-se a integridade das juncbes de
adesdo, “tight junction”, como exemplo, no endotélio corneal, tém-se as zbénulas de
oclusdo (ZO-1), as quais exercem funcdo de vedacdo ao limitar a difusdo de
substancias e de portdo ao bloquear o refluxo das mesmas (Srinivas et al., 2012).

A perda de transparéncia corneal, secundaria a alteracdes endoteliais,
constitui importante indicacdo de transplante da cérnea (Srinivas et al., 2012). A
distrofia corneal endotelial de Fuchs e descompensacgéo decorrente de cirurgia de
catarata (ceratopatia bolhosa) séo as principais causas de disfuncdo endotelial da
cornea (Okumura et al., 2016b).

Conquanto as células endoteliais corneais apresentam elevada quantidade de
mitocondrias, elas apresentam limitada capacidade proliferativa e raramente exibem
mitose (Okumura et al., 2016), quando a replicacao ocorre, a taxa de divisao celular
é lenta e insuficiente no intuito de substituir as células perdidas (Joyce et al., 2003).
A cicatrizacdo de feridas do endotélio corneal decorre de migracdo compensatoria,
propagacédo das células remanescentes (Okumura et al., 2015) e poliploidizacdo do
genoma por endo-replicacdo de DNA, o que implica no surgimento de células
tetraploides e octaploides (Losick, 2016). Por conseguinte, danos criticos induzem
insuficiéncia na cicatrizacao da ferida e perda de funcédo (Okumura et al., 2016a).

Estudos a respeito das caracteristicas morfologicas, morfométricas e
biomoleculares do endotélio corneal tém sido desenvolvidos com para avaliarem-se
parametros relacionados as diferentes espécies (Ubels et al., 2000, Berchet et al.,
2015, He at al., 2016, Faganello et al., 2016), as disfuncdes endoteliais (Koizume et
al., 2012, Okumura et al., 2016), a reparacao cicatricial deste tecido frente aos
insultos (Petroll et al., 2001, Nakano et al., 2008, Han et al., 2013, Kim et al., 2014,
Choi et al., 2015, Kwon et al., 2015, Okumura et al., 2015, Okumura et al., 2016), a
gualidade do tecido doador (Canais et al., 1999, Schroeter e Rieck, 2009), dentre
outros.

Notadamente, corantes vitais associados a métodos histolégicos séao

empregados para avaliar a morfologia endotelial, os graus de danos a superficie e a
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viabilidade celular (Sperling, 1977). O vermelho de alizarina € um corante intercelular
gue cora a membrana de Descemet (Ignacio et al., 2005). Células lesionadas, com
alteracdo na membrana plasmatica, se tornam permedaveis ao azul de tripan,
mostrando colora¢do azul em seus nucleos (Taylor e Hunt, 1981). Dupla coloracéo do
endotélio da cornea com azul de tripan e vermelho de alizarina é o método mais
comum para diferenciar células viaveis e ndo viadveis em areas onde as células ndo
podem ser identificadas pela microscopia especular (Sperling, 1977; Taylor e Hunt,
1981, Park et al., 2012).

As diferentes modalidades de transplante de cérnea, ceratoplastias penetrante
e ceratoplastias endoteliais, permanecem como Unica opc¢do terapéutica definitiva
para o tratamento da disfuncdo endotelial da cornea. Tratam-se de procedimentos
cirargicos relativamente complexos e de elevado custo, cujo sucesso depende
diretamente da biocompatilidade doador-receptor, da preservacdo da cornea doada,
da higidez das cérneas doada e receptora e da resposta inflamatéria e imunolégica
do paciente (Coster et al., 1981, Tan et al., 2012, Koudouna et al., 2017), além da
habilidade do cirurgido. Questbes como a escassez de corneas (dados estatisticos
revelam que no mundo existe uma cérnea disponivel para cada 70 necessérias) (Gain
et al., 2016) e a rejeicdo do enxerto, permanecem por ser resolvidas. E necessario,
portanto, desenvolverem-se métodos e terapias que estimulem a regeneracao das
células endoteliais corneais (Ho et al., 2015).

Nenhuma terapia medicamentosa foi aprovada para a pratica clinica, embora
agentes farmacéuticos estudados, tais como EGF (Hoppenreijis et al., 1992), PDGF
(Hoppenreijis et al., 1994), FGF-2 (Lu et al., 2006), conexina 43 (Nakano et al., 2008)
e mais recentemente os inibidores de ROCK (Ripasudil, Y-27632) (Okumura et al.,
2015a, Okumura et al., 2016b) promoveram capacidade de induzir proliferacéo de
células endoteliais corneais.

Diferentes modelos experimentais de les&o do endotélio corneal sédo descritos
na literatura, alguns buscam mimetizar a perda gerada durante a cirurgia de catarata
empregando o facoemulsificador na camara anterior por um periodo de tempo
(Okumura et al., 2015), outras déo-se por inducéo de uma lesdo por escarificagao
diretamente ao endotélio através de um acesso a camara anterior (Petroll et al.,
2001, Nakano et al., 2008, Okumura et al., 2011, Okumura et al., 2016) e outras
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buscam gerar lesdes que mimetizam doencas do endotélio como a ceratopatia
bolhosa, como na inducédo por contato com nitrogénio liquido (Koizume et al., 2012,
Han et al., 2013, Kim et al., 2014, Okumura et al., 2016).

O fucoidam foi inicialmente identificado por Kylin (1913), definido como uma
classe de sulfatados ricos em fucose (polissacarideos fucolisados), encontrados,
principalmente, em algas marinhas marrons, em equinodermas (Hu et al., 2015) e
ervas marinhas (Kannan et al., 2013). As atividades bioldgicas do fucoidam variam
de acordo com a espécie, 0 peso molecular, a composicao, a estrutura e 0 método
de obtencéo (Fitton et al., 2015). Esses polissacarideos apresentam propriedades
terapéuticas, podendo atuar como agentes anti-inflamatorios (Carvalho et al., 2014,
Lean et al., 2015), imunomoduladores (Zhang et al., 2014), antitumorais (Kwak et al.,
2014), antiangiogénicos (Koyanagi et al., 2003, Dithmer et al., 2014, Bouvard et al.,
2015), antioxidantes (Yuan e Macquarrie, 2015), anticoagulantes (Ozaltin et al.,
2016), antivirais (Synytsya et al., 2014), antibacterianos (Besednova et al., 2015) e
osteogénicos (Hwang et al., 2016).

Héa estudos sobre a acdo do fucoidam em células endoteliais de diferentes
tecidos. Giraux et al. (1998) demonstraram que ele pode regular mecanismos de
proliferacdo e de migracdo das células do endotélio vascular humano.
Aparentemente, o fucoidam promove migragcao celular endotelial por atuar na via
PISK/AKT (Bouvard et al., 2015). Outro estudo revelou haver protecdo do endotélio
vascular, mediante estimulos de agentes antioxidantes e anti-inflamatérios, com
consequente reducdo na pressdo sanguinea basal, em modelo animal de diabetes
tipo 2, tratado com fucoidam (Cui et al., 2014). Recentemente, Yang et al. (2016)
mostraram a acdo do fucoidam ao inibir a linfangiogénese, por meio diminuicdo da
expressao de VEGFR3 e PROX1 nas células do endotélio linfatico.

Atualmente ha poucos relatos sobre utilizacédo do fucoidam em Oftalmologia.
Gan et al. (1999) demonstraram que o fucoidam foi capaz de modular infiltracdo
leucocitaria na cornea de coelhos. Dithmer et al. (2014) demonstraram que ele &
capaz de reduzir a angiogénese no epitélio pigmentar da retina in vitro, por atuar
sobre a expressdo do VEGF sem ensejar toxicidade.

A injuria ao endotélio corneal provoca a diminuicdo na densidade de células

endoteliais, uma vez que o mecanismo de reparagao cicatricial cursa com apoptose



das células atingidas, e migracéo e distribuicdo das células remanescentes, dada a
limitada capacidade de proliferacao deste tipo celular (Joyce, 2003). Adicionalmente
danos severos podem suscitar transformacdo fibroblastica, que é um tipo de
transformacao endotélio-mesénquima (Lee et al., 2004).

Em alguns casos € o tipo de estimulos e/ou o grau de estimulos que determina
se as células morrem por apoptose ou necrose. Em doses baixas, uma variedade de
estimulos nocivos, tais como calor, radiacdo, hipéxia e drogas citotoxicas podem
induzir apoptose, mas estes mesmos estimulos pode resultar em necrose em doses
mais elevadas. O modo de morte gera impacto sobre o resultado do tecido lesado,
pois células necréticas aumentam as respostas inflamatérias, enquanto que as
apoptoticas inibem a expressao de citocinas pré-inflamatérias (Bruewer et al., 2003).
Além disso, as células que morrem por apoptose, podem ser resgatadas por estimulo
a secrecao de fatores que exercam funcdo neurotrofica e antiapoptotica (Koh et al.,
2009). Finalmente, a apoptose é fundamental para manutencdo da homeostase e
cicatrizacdo de feridas, assim como ocorre no processo de proliferacdo e organizacao
do tecido corneal (Wilson et al., 1996).

As mitocondrias desempenham um papel importante no processo de apoptose.
Tanto a via extrinseca quanto a intrinseca convergem ao nivel mitocondrial e
desencadeiam a permeabilizacdo da membrana mitocondrial. O grupo Bcl (B-cell
lymphoma-2-), da familia de genes da leucemia de células B/linfoma-2, representa
proteinas ancoradas na membrana celular mitocondrial, encarregadas de inibir a
apoptose. Tais proteinas expressam-se, preponderantemente, em condi¢cdes
homeostéticas normais (Pinazo-Dura et al., 2013). Entretanto, podem apresentar
elevada expressdo em situacdes em que haja estimulos anti-apoptéticos. Koh et al.
(2009) demonstraram altos niveis de mRNA de Bcl-2, em endotélio corneal de olhos
com leséo por estresse oxidativo, tratados com peptideo intestinal vasoativo (VIP). O
mesmo estudo revelou que pacientes tratados com VIP também apresentaram
aumento na expressao de N-caderina, comparativamente aos nao tratados.

A N-caderina ou caderina 2 (CDH2) € uma proteina de adesao que pertence a
uma superfamilia. Entre as caderinas classicas, N-caderina & a de maior expressao
no endotélio corneal (Derycke e Bracke, 2004). Vassilev et al. (2012) observaram que

ela é essencial para a manutengao da estrutura normal do endotélio corneal em ratos



adultos.

Numerosas mutacdes afetam mediadores de fases especificas da apoptose
(Wilson et al., 1996). Assim como iimportantes afec¢Oes oftalmicas cursam com
mudancgas no epigenoma e na cromatina (Cvekl e Mitton, 2010; Zhou et al., 2011; Yan
et al., 2014; Agardh et al., 2015).

A diferenciacéo, proliferacdo e homeostase dos tecidos e células relacionadas com
0 segmento anterior do olho sdo processos dinamicos que dependem nado apenas da
sequéncia de DNA, mas também das alteraces sobre quimicas em nucleotideos
individuais. De fato, o padrdo de expressao do gene nao é diretamente ditado por uma
sequéncia primaria de DNA, mas também depende de outros mecanismos, tais como
atividade pés-transducdo do miRNA, metilacdo no DNA ou modificacdes nas histonas
reguladas pela epigenética (Bonnin et al., 2014).

O termo epigenética foi originalmente atribuido a eventos biolégicos nao
explicaveis por principios genéticos. Conrad Waddington (1942), a quem foi dado crédito
de cunhar o termo, definiu epigenética como "o ramo da biologia que estuda as interacées
causais entre 0s genes e seus produtos, os quais trazem o fenétipo para o ser".
Representa uma ciéncia de vanguarda e refere-se as marcac6es herdaveis (por exemplo,
heterocromatizacao) na expressao génica (i.e., marcas epigenéticas), sem mudancas na
sequéncia primaria do DNA.

Portanto, através da modulacdo da expressédo dos genes, a epigenética promove
mecanismos para se produzirem fontes adicionais de conhecimento das informagdes
genéticas envolvidas em diferentes processos. A andalise das alteracBes ensejadas pelo
tratamento com fucoidam sobre a supraorganizacdo da cromatina e o conteudo de
DNA em nucleos interfasicos de células endoteliais da cérnea, podera permitir o
entendimento de flutuacbes em atividade génica e em progressao de ciclo celular, as
quais podem interferir (positiva ou negativamente) na homeostasia do endotélio
corneal, e consequentemente na transparéncia corneal.

Estudaram-se as condi¢des clinicas do endotélio corneal, notadamente a
transparéncia e a espessura corneais, e a morfologia das células endoteliais. Avaliou-
se, por imuno-histoquimica, se o fucoidam atua na reparacdo do tecido endotelial
lesado, mantendo-o ou restaurando-o. Ademais, avaliou-se se o fucoidam altera o

metabolismo nuclear das células endoteliais, promovendo altera¢cdes na ploidia e



no estado de funcionalidade da cromatina.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Consideragbes quanto a Etica

A pesquisa foi realizada atendendo-se as normas da Association for Research
in Vision and Ophthalmology (ARVO). Outrossim, sob a expressa autorizagdo da
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) das Faculdades de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias (FCAV) (protocolo n°® 16.799/16) e de Medicina (FMB) (certificado n°
1203/2017), da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Jaboticabal e
Campus de Botucatu, respectivamente. Todos os procedimentos in vivo foram
realizados na Unidade Experimental (UNIPEX) da FMB. E os procedimentos in vitro
no Laboratério de Oftalmologia Veterinaria da FCAV, em laboratérios da UNIPEX e
em centros especializados terceirizados. Os principios éticos estabelecidos pelo
“Canadian Council on Animal Care (Principles of Laboratory Care, NIH publication no
85-23, revised 1996)” foram obedecidos.

3.2 Obtencéo do colirio de fucoidam e regime de tratamento

O extrato de fucoidam de Fucus vesiculosus (Shaanxi Jintai Biological
Engineering) foi enviado a Eye Pharma (S&o Paulo, Brasil) para a manipulacéo sob a
forma de colirio. Para se obter a maxima concentragéao, possivel, na formulacdo do
colirio, concentracdes entre 0,5% (Aldrovani et al., 2014) e 5% (Gan et al., 1999) foram
testadas. A concentracdo 1% colirio foi a escolhida por ser a maior concentracdo em
que obteve-se uma suspensdo homogénea e estavel, sem deposicdo de material
sélido no fundo do frasco. Foram também realizados testes primarios para escolha da
metilcelulose como veiculo na formulacao do colirio de fucoidam 1%. As substancias
testadas foram a4gua para injetaveis, solugéo fisiologica e metilcelulose 0,5%. As duas

primeiras resultaram em suspensdo turva com a matéria-prima se sedimentando



rapidamente, a ultima resultou numa suspensao turva, na qual a matéria-prima fica
dispersa e estavel.

Outrossim, metilcelulose € um agente viscoelastico com propriedades
emolientes e lubrificantes que, além de reduzir o atrito entre palpebra e cérnea dando
conforto ao paciente na utilizagdo do colirio, também possibilita um leve aumento da
viscosidade podendo prolongar a permanéncia do principio ativo na superficie do olho.

Foram confeccionados dois tipos de colirios, um contendo fucoidam 1%
acrescido do veiculo (metilcelulose 0,5%) e um apenas de veiculo. Os colirios foram
armazenados em frascos protegidos da luz, estéreis, em refrigerador com temperatura
entre 6 e 10°C.

O inicio do tratamento deu-se 24 horas pés-inducdo da lesdo, cumprindo-se o
regime de 1 gota, em ambos os olhos, a cada 12 horas, por até 28 dias consecutivos
(Okumura et al., 2015b, Okumura et al., 2016b).

3.3 Animais e delineamento experimental

Foram utilizados 48 coelhos (Oryctolagus cuniculus), da raca Nova Zelandia
Branco, adultos, machos ou fémeas, com peso médio de 3,00 kg, mantidos em biotério
controlado (com temperatura mantida entre 16-22°C), separados individualmente, em
gaiolas apropriadas, limpas e higienizadas, dieta a base de racdo comercial e de agua
potavel, ad libitum.

Previamente a inclusdo na pesquisa, eles foram avaliados a semiotécnica
oftdlmica balizada no teste lacrimal de Schirmer, na biomicroscopia com lampada de
fenda, na tonometria de rebote, na oftalmoscopia binocular indireta e na prova do
tingimento pela fluoresceina. Apenas os livres de alteragcdes oculares e em aparente
higidez sistémica foram utilizados.

Os coelhos foram distribuidos em dois grupos principais. O grupo Controle (GV)
composto por 18 animais (n=18), tratados com veiculo sob forma de colirio e 0 grupo
Tratado (GF) composto por 30 animais (n=30), tratados com colirio de fucoidam na
concentracédo 1%. Todos os animais sofreram inducao experimental de criolesdo do
endotélio corneal em seus olhos esquerdos (OE).

Consideraram-se como valores de referéncia, para cada técnica, a média dos
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resultados obtidos em olhos direitos (OD) (sem les&o) do grupo Controle.

3.4 Procedimento anestésico e cirargico

A anestesia dissociativa foi induzida pela associacdo de xilazina (5mg/kg) e
cetamina (20mg/kg), via intramuscular. Realizou-se a antissepsia empregando-se
solucdo aquosa de iodopovidona 10% nas palpebras. Empregou-se, em
complementacéo a anestesia geral, colirio de tetracaina contendo 0,1% de Fenilefrina
(Alcon, Sao Paulo, Brasil). Realizou-se a antissepsia da cornea e da conjuntiva com
solucdo de iodopovidona 10%, na diluicdo 1:50, v/v, em solucdo salina. Apos
isolamento do campo operatorio, foi realizada uma blefarostase mecanica
(Blefarostato de Barraquer, Steel inox, Sao Paulo, Brasil).

A inducdo da lesdo do endotélio corneal deu-se por criolesdo, conforme
descrito na literatura (Okumura et al., 2011, Okumura et al., 2016b). A cabeca de
uma crioprobe, de aco inoxidavel, medindo 7 mm de didmetro e 1,5 cm de
comprimento (HR Instrumental, SP), foi imersa em nitrogénio liquido durante 3
minutos, em seguida posicionou-se a probe em contato com o centro da cérnea de
coelho durante 15 segundos (Fig.1). Este procedimento ndo provoca cegueira
completa ou qualquer efeito adverso grave geral. Todos os procedimentos foram
realizados pelo mesmo cirurgido (G.A.S.).

Figura 1. Imagens ilustrativas da inducao de criolesdo na area central da cérnea de coelho. Em A,
cabeca da crioprobe imersa em nitrogénio liquido, em B, contato da face cbéncava da
crioprobe com face convexa central da cérnea, em C, aspecto imediato apos a inducao da
lesdo. Unidade de Pesquisa Experimental UNIPEX/ FMB/ UNESP, Botucatu, SP, 2019.

Realizaram-se estudos in vivo visando-se avaliar as alteragdes clinicas
ensejadas do processo de reparacdo de lesdo no endotélio corneal, pés-lesédo
induzida empregando-se criolesdo, mormente aquelas relacionadas a transparéncia
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corneal, bem como observar as a¢des do colirio de fucoidam na modulagéo da leséo.
Para tal, realizou-se a afericdo da presséo intraocular, a afericdo da espessura

corneal, além da captura e analise de imagens do olho e do endotélio corneal.

3.5 Tonometria de rebote

A pressao intraocular (P10) foi avaliada antes das cirurgias (momento 0) e nos
poOs- operatorios a cada 2 dias, até o 28°dia. Tomaram-se medidas centrais (leséo)
empregando-se tonometria de rebote (Tonovet, Icare, Finlandia), mediante contencéo
fisica delicada, evitando-se compressao do pescoco e jugular. Considerou-se, para
cada olho, em cada avaliacdo, a média, calculada automaticamente pelo aparelho, de
seis medidas consecutivas.

As avaliacbes foram realizadas sempre no mesmo horario, para minimizar

possiveis erros relativos a oscilagfes naturais do ritmo circadiano.

3.6 Paguimetria ultrassonica

A espessura corneal foi avaliada antes das cirurgias (momento 0) e nos poés-
operatorios a cada 2 dias. Tomaram-se medidas centrais (lesdo) e periféricas
(perilesdo), empregando-se paquimetria ultrassdnica (PachPen, Accutome, PA,
EUA), mediante contencao fisica delicada, evitando-se compressdo do pescoco e
jugular. Considerou-se, para cada olho, em cada avalia¢do, a média de nove medidas

consecutivas, calculada automaticamente pelo aparelho.

3.7 Microscopia especular

Avaliou-se a evolucao cicatricial da cornea, por meio de fotografias dos olhos,
capturadas pelo exame de microscopia especular de ndo contato (Microscopio
Especular Tomey EM 3000, Japédo). Outrossim, a partir deste exame avaliarem-se a
morfologia e morfometria das células do endotélio corneal. Dentre os parametros
avaliados a partir de imagens do geradas pelo exame, destacam-se o namero de

células contadas, o coeficiente de variacdo (CV), a densidade e o plemomorfismo
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(hexagonalidade) celulares. A avaliacédo deu-se antes das cirurgias (momento 0) e nos
pés- operatérios de 7, 14, 28 dias, tomando-se medidas centrais (regido da lesédo) e

periféricas (regido perilesdo).
3.8 Eutanasia e coleta das corneas

Foram empregados os seguintes tempos experimentais, 7, 14 e 28 dias, de
acordo com os estudos previos de Okumura et al. (2015b), Okumura et al. (2015a) e
Koizume et al. (2012), respectivamente. Em cada um dos periodos experimentais, um
terco dos animais (n=16) de ambos os grupos (GV n=6/ GF n=10), foi sorteada e o0s
animais sofreram eutanasia mediante overdose anestésica com Tiopental sédico 100
mg/kg (Thiopentax, Cristélia, Itapira, SP, Brasil) intravenoso. Ap0s esta anestesia
profunda, injetou-se cloreto de potassio (Samtec, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) 5 ml por
animal via intravenosa, pela veia marginal da orelha.

Para resseccao e coleta da cornea realizou-se uma incisdo 360° perilimbar
(cerca de 0,2 cm do limbo) com auxilio de lamina de bisturi n°15. As cérneas foram
delicadamente lavadas com solucao salina balanceada (BSS, EyePharma, Séo Paulo,
SP, Brasil) (Fig.2).

Procedeu-se, entdo, os estudos microestruturais ex vivo, que visaram
caracterizar as respostas das células endoteliais da cornea a lesdo provocada por
criolesdo, com énfase a morfometria, morfologia, vitalidade, proliferacdo, migragéo e
adesdo celular. Ademais, avaliou-se o impacto, ensejado pelo tratamento, a

supraorganizacdo cromatinica e a ploidia nestas células.

3 ‘0

-, b
Figura 2. Imagens ilustrativas da coleta da cérnea de coelhos, em A olho apoiado com um “cachecol’
feito com gaze, em B a resseccdao cirurgia da cornea a partir de uma inciséo perilimbal 360°,
em C a coOrnea apoiada em uma base de trépano Coronet. Unidade de Pesquisa
Experimental UNIPEX/ FMB/ UNESP, Botucatu, SP, 2019.
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3.9 Morfologia, morfometria e vitalidade celular por dupla coloracéo vital com

Alizarina vermelha e Azul de tripan

Primeiramente a alizarina vermelha (Alizarin Red S, Sigma-Aldrich, A5533,
Missouri, EUA), foi preparada em concentracao 0,2% pH 4,2, mediante diluicdo em
agua deionizada e acerto do pH com HCI 1:1 (HCI diluido em partes iguais de acido e
agua destilada). O azul de tripan utilizado foi o pronto para uso a 0,1% (Azul de Tripano
0,1% Ophthalmos, Eyepharma, SP, Brasil).

Apébs a excisdo das corneas as mesmas foram lavadas delicadamente com
BSS (solucédo salina balanceada), colocadas em base de trépano da marca Coronet,)
com a face endotelial voltada para cima, e em seguida preenchidas com azul de
tripano, por 120 segundos. Terminado o tempo, foram lavadas com BSS e ap0s
coradas sob imers&o, com vermelho de alizarina, durante 90 segundos (Fig.3A).

Retiradas do corante, as corneas foram rapidamente lavadas com BSS e
fixadas em paraformaldeido (PFA) 2%, por 15 min, em seguida trepanadas na area
central, com trépano corneal com diametro de 8,75 mm (Katena, NJ, EUA). Os botdes
corneais foram montados em laminas histolégicas com gotas de BSS, com o endotélio
voltado para cima e laminula fixada com fita adesiva, tipo micropore (técnica “flat-
mounted”).

Para as andlises morfologicas e morfométricas das membranas celulares do
endotélio corneal marcadas pelo corante de alizarina, e da desvitalidade celular
revelada pela marcacdo nuclear do corante azul de trypan, as laminas foram
observadas em microscopia de luz (LMD 650, Leica, Wetzlar, Alemanha) e
capturaram-se imagens de seis diferentes campos da amostra, uma da area central
(leséo), quatro imagens da regido perilesdo, com magnificacdo de 20x. E uma imagem
da area total do botdo corneal, com magnificagéo de 1,25x.

Obtiveram-se valores referentes ao numero de células contadas, ao coeficiente
de variagdo (CV), a densidade e ao plemomorfismo (hexagonalidade) celulares
(Fig.3C). Para tanto, as fotomicrografias digitalizadas, convertidas para escala em tons
de cinza e processadas empregando-se o software VorocellPlusl.0 (Eyetec, S&o
Carlos, Brasil). Outrossim, valores referentes a area de desvitalidade celular, marcada

pelo corante nuclear, foram obtidos a partir do célculo de percentagem da area com
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marcacao nuclear pela area total do botéo corneal (Fig.4), empregando-se o software
ImageJ (1.51J8).

Figura 3. Imagens ilustrativas do procedimento de coloragédo histologica vital de dupla marcacéo com
azul de tripan, em A, e vermelho de alizarina, em B. Em C, endotélio corneal de coelhos
higido negativo para tripan com membranas celulares coradas com alizarina. Unidade de
Pesquisa Experimental UNIPEX/ FMB/ UNESP, Botucatu, SP, 2019.

| Dados do Exame |
,. ]

Total de células: 1019

N.© imagens usadas: 1

Area analis. (um?2): 387978
Densidade (cel/mm?2): 3026
Polimegatismo (%): 31.316
Area Minima (um2): 91.12
Area Média (um2): 330.41
Area Maxima (um?2): 1234.41
Pleomorfismo (%): 46.08
Desvio Padrdo: 330.41

Polimorfismo

Quantidade

L w — e - .
Figura 4. Imagens ilustrativas, em A, da fotomicrografia do endotélio corneal de coelho
corado com alizarina e morfometricamente avaliado com auxilio do software
Vorocell. Em B e C, analise pelo software ImageJ da éarea relativa ao dano
endotelial resultante da criolesdo, corada com azul de tripan. Unidade de
Pesquisa Experimental UNIPEX/ FMB/ UNESP, Botucatu, SP, 2019.
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3.10 Imunofluorescéncia

Avaliou-se a distribuicdo, nas células endoteliais da cornea, da marcacdo dos
anticorpos primarios relativos a proliferacéo celular Ki-67 (Dako, clone MIB1), a funcéo
de bomba do endotélio Na+/K+ATPase (Millipore, 05-369 clone c464-6), & adeséo
celular n-Caderina (Termofisher, CDH2 3B9 333900) e a juncdo celular ZO-1
(Termofisher, TIP1 ZO1-1A12 RC234446).

As cérneas coletadas foram colocadas em base de trépano Coronet e fixadas
em PFA 0,5% por 30 minutos, em temperatura ambiente. Em seguida elas foram
apoiadas em lamina de cera ortodontica (Cera Rosa n°7 Lysanda, SP, Brasil) e
cortadas em quadrantes com navalha, de alto perfil, para micrétomo (Dura Edge, Easy
path). Cada quadrante, foi destinado a avaliacdo de um dos anticorpos primarios,
citados no paragrafo anterior.

As amostras foram colocadas, separadamente, em “Eppendorf” de 2ml, no qual
foi realizada toda a reacéo de imunofluorescéncia.

Primeiramente, acrescentou-se, no “Eppendorf’ contendo a amostra, tampao
PBS por 5 minutos. Apds descartado o PBS, adicionou-se Triton X-100 1% durante 5
minutos, em temperatura ambiente; em seguida, lavaram-se as amostras, com
tampdo PBS 3 vezes e realizou-se o bloqueio de proteina com BSA (soro albumina
bovina) a 4%, durante 30 minutos, a 37° C. As amostras foram entdo incubadas em
anticorpo primario, na diluicdo 1:200, por 60 minutos, a 37°C. Decorrido esse tempo,
elas foram lavadas em tampao PBS por 3 vezes, e incubadas em anticorpo
secundario, na diluicdo 1:500 (Alexafluor 488, Invitrogen, A11001), durante 60
minutos, a 37°C. Prosseguiu-se a lavagem com tampao PBS por 3 vezes, seguida de
contracoloracédo nuclear com emprego de DAPI (46Diamidino2fenilanina) 1:500, por
15 minutos em temperatura ambiente. As amostras foram entdo lavadas com PBS e
montadas em laminas histologicas, com gotas de PBS e laminulas fixadas com fita
adesiva, tipo Micropore (técnica “flat-mounted”), com o endotélio voltado para cima.
Como controle negativo, empregou-se, sob as mesmas condi¢cbes de reacdo, o
anticorpo primario E-caderina (Zymed, 33-4000), proteina ausente no endotélio
corneal (Forest, et al., 2005; He, et. al., 2016).

A imunomarcagdo de Na/KATPase, n-Caderina e Zo-1 foi avaliada em
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Microscopio Confocal de Varredura a Laser (SP5 Leica, Wetzlar, Alemanha), obtendo-
se imagens resultantes da varredura completa de toda espessura do endotélio
corneal, de cada area de interesse (Centro de Microscopia Eletronica- CME, IBB,
UNESP, Botucatu). As amostras foram fotografadas em duas regides distintas, uma
na lesdo corneal e outra na regiao perilesdo. Logo depois, transmitidas ao computador,
onde foram digitalizadas e analisadas em “software” (ImageJ, National Institute of Health,
USA), convertidas com ajuste 58/255 e, a partir da area total, calculou-se a percentagem
de area marcada (Fig.5). Para a analise das células em proliferacdo marcadas pelo
anticorpo primario Ki-67 avaliou-se, em todas as amostras, toda a extensdo do
quadrante corneal destinado a essa proteina, fazendo-se a contagem das células

com presenca fluorescéncia nuclear (conjugado Ki-67/Alexa fluor 488 positivo).

90448 14157 O

21.132 47286 19

Figura 5. Imagem llustrativa da andlise das fotomicrografias de imunofluorescéncia,
do endotélio corneal de coelho, pelo software ImagedJ. Unidade de
Pesquisa Experimental UNIPEX/ FMB/ UNESP, Botucatu, SP, 2019.

3.11 Microscopia de varredura e de transmissao

Corneas destinadas a analise morfologica descritiva ultraestrutural, foram
seccionadas ao meio, sendo meia cOrnea avaliada por microscopia eletrbnica de
varredura e meia cérnea por microscopia eletrénica de transmissao.

As amostras avaliadas por varredura foram fixadas em glutaraldeido 3%; apds
a fixacdo as amostras foram tratadas com tetroxido de 6smio e desidratadas em

solucdes crescentes de etanol. Em seguida, foram secadas em camara de dioxido de


https://www.google.com.br/search?rlz=1C1GGRV_enBR753BR753&q=Wetzlar+Alemanha&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MDQvSclVgjAts4yrtLSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFAJewRmNEAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwje7JLzq-3bAhWGHpAKHVNJB_MQmxMI7AEoATAU
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carbono (37°C e sob presséo de 1500 PSI), metalizadas em ouro e montadas com fita
adesiva. As imagens foram obtidas de microscépio modelo FEI QUANTA 2000 (Centro
de Microscopia Eletrénica IBB UNESP, Botucatu), em aceleracdo 12,5Kv, em
aumentos de 800, 1000 e 2000x.

Para microscopia eletronica de transmissao, empregou-se como fixador a
solucdo de Karnovsky (Mistura de Glutaraldeido e Paraformaldeido) (Karnovsky,
1965). O material foi recortado em fragmentos de até 2 mm?® de lado, esse
procedimento foi realizado sobre cera de dentista com algumas gotas de fixador, com
lamina de micrétomo. Foi escolhido, para andlise, o fragmento situado cerca de 4 mm
do centro da cornea, representando a regido de transicao da lesdo. Apdés as amostras
serem retiradas do fixador, elas foram lavadas 3 vezes, de 5 minutos cada, em tampéao
fosfato 0,1M pH7,3. Em seguida, colocou-se o material imerso em tetroxido de ésmio
2% por duas horas. Prosseguiu-se lavando o material 3 vezes, de 10 minutos, em
adgua destilada e colocou-se o material imerso em acetato de uranila 0,5% por cerca
de 2 horas, a desidratacdo foi realizada em série crescente de acetona. Para a
inclusdo em resina colocou-se, inicialmente, o0 material em uma mistura 1:2 de resina
Araldite® + Acetona 100%, descansando 12 horas em temperatura ambiente. O
material foi, entdo, colocado em resina pura por cerca de 1 hora em estufa a 37°C. As
amostras foram incluidas e adicionadas cataisador em molde apropriado e
armazenadas em estufa a 60°C por 3 dias para cura. O bloco passou pelo
procedimento de obtencéo de cortes ultrafinos (aproximadamente 90nm) colocados
em grades apropriadas. Finalizando o processamento com o contraste em solugéo
saturada de acetato de uranila em alcool 50%, por cerca de 20 minutos e em citrato
de chumbo por 10 minutos. As imagens foram obtidas de microscépio modelo JEOL
JEM-100CXIl (Laborat6rio Multiusuario de Microscopia Eletrbnica FMRP, USP,
Ribeirdo Preto), em aumentos de 10000 e 20000x.

3.12 Topoquimica para detec¢cdo de cromatina/DNA
As cérneas foram apoiadas em base de trépano tipo coronet e fixadas com PFA

0,5%, por 15 minutos e, entéo, foram cortadas, na regido central, com trépano de 8,75 mm.

Os cortes foram submetidos a reacéo de Feulgen, método classico para deteccdo de DNA
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nuclear (BIESTERFELD et al., 2011).

A hidrdlise acida da reacéo de Feulgen foi feita com HCI4M (Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil), em temperatura ambiente de 25°C (VIDAL et al., 1998; MORAES et al., 2005;
MELLO et al.,, 2009). Primeiramente, o tempo 6timo de hidrélise (que promove
depurinagéo do DNA, sem remocao de pirimidinas), de 100 minuos, foi estabelecido para
os olhos controles, por meio da construcdo de curvas de hidrélise de Feulgen (tempos
com variacéo entre 30 a 120 minutos, com intervalos de dez minutos) (Fig. 6). O material
hidrolisado foi exposto, por 40 minutos, ao reativo de Schiff (Merck, Darmstadt,
Alemanha), as amostras foram lavadas e montadas em laminas histologicas com
laminulas fixadas com fita adesiva, tipo micropore.

As laminas coradas com Feulgen foram avaliadas em seguida em microscopia de

luz.

VALORES DE 10D (AU)
o
N

20 30 40 50 60 70 80 90 100

TEMPOS DE HIDROLISE (MIN)

Figura 6. Em A e B, fotomicrografias representativas da coloracéo
nuclear por reagdo Feulgen no endotélio corneal de coelhos,
analisados em microscopio de luz, objetiva de 40 acrescida de
optovar de 1,25, em A, sem filtro e em B, com filtro interferencial
com comprimento de onda de 546. Observar o formato e
tamanho caracteristico do nicleo, assim com sua densidade.
Régua 50um. Em C, curva de hidrélise 4cida da reacéo de
Feulgen, em endotélio corneal higido de coelho para
padronizacdo do tempo 6timo de hidrélise-100 min.
Laboratério de Oftalmologia Veterinaria da FCAV, UNESP,
Jaboticabal, SP, 2019.
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Para a avaliacdo da supraorganizagdo cromatinica e conteido de DNA, os nucleos
celulares corados com Feulgen foram analisados em microscopio de luz (BX-53,
Olympus, Toquio, Japao) munido de objetiva de 40x, optovar de 1,25, lampada de
halogénio de 100 Watts, iluminacdo de Kohler e filtro interferencial com comprimento de
onda de 546 nm. Com video-cAmera, as imagens nucleares foram transmitidas do
microscopio para um computador, onde foram digitalizadas e analisadas em “software”
(ImageJ, National Institute of Health, USA). As imagens digitalizadas, em cores, foram
convertidas para sistema binario com até 256 pixels, com variacdo de zero a 255. As
condigbes de operacdo do microscopio, com especial atencdo para a intensidade de
emissdo da luz pela lampada de halogénio e o angulo de abertura do diafragma do
condensador, foram idénticas para todas as amostras estudadas. Nucleos sobrepostos
ou “sem foco” ndo foram analisados.

ApoOs calibracdo espacial do sistema de video-analise de imagens (com régua
milimetrada, dividida em 100 partes) e segmentagdo semi-automatica dos nucleos,
parametros geométricos, densitomeétricos e texturais, de consoante com 0s que seguem,
foram quantificados para se estabelecerem fenétipos nucleares e estados morfofuncionais
de cromatina (Moraes et al., 2005; Mello et al., 2009; Felisbino et al., 2011):

o area nuclear total, em pmz;
o perimetro nuclear, em um;
o densidade 6ptica (DO) do ndcleo inteiro, que informa sobre os niveis de

condensacéo ou compactacdo da cromatinalpara calcular a DO, niveis de cinza médio
foram convertidos para absorbancia, empregando-se funcéo logaritmica de base dez;
o densidade optica integrada (DOI) do nucleo inteiro, que informa sobre os

valores Feulgen-DNA;

3.13 Estatistica

Foi realizado um teste de Normalidade dos dados e para aqueles que
apresentaram uma distribuicdo assimétrica dos dados foi ajustado um Modelo Linear
generalizado com distribuicdo gamma para comparagdo de grupo versus momento
em cada olho, seguido de comparagBes mdultiplas, jA para as variaveis que

apresentaram uma distribuicdo simétrica, ajustou-se um modelo misto seguido de
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Tukey para as comparag6es multiplas considerando grupo versus momento em cada
olho. E para as variaveis que representam contagens, foi ajustado um Modelo Linear
generalizado com distribuicdo binomial negativa para comparacao de grupo versus
momento em cada olho, seguido de comparacfes multiplas. Considerou-se p<0,05
como nivel de significancia. O programa utilizado para realizar as analises foi o

programa SAS versao 9.4.

4. RESULTADOS

4.1 Tonometria de rebote

Os valores relativos a analise da PIO estédo apresentados na tabela 1. O valor
de referéncia foi de 12,07 (DP 0,87) mmHg. Os olhos esquerdos, com leséao, do grupo
controle, representado por animais tratados com colirio somente com veiculo
apresentou, no periodo de 28 dias, uma média de 10,27 mmHg, semelhante a média
encontrada no grupo tratado com fucoidam (10,11 mmHg) nao havendo diferenca
estatistica entre os tratamentos.

Para olhos esquerdos, com lesdo, a avaliacdo de ambos 0s grupos de
tratamento, a cada dois dias, revelaram padrao semelhante de flutuacéo da pressao,
nao havendo influéncia do tratamento para este parametro. As diferencas encontradas
(p<0,05) foram entre os periodos de avaliacao, observando-se os menores valores de
PIO (GV 6,93/ GF 7,12 mmHg) no dia 3 pés inducao da crioleséo.

A partir do sétimo dia as pressdes, em ambos 0s tratamentos, atingiram cerca
de 10 mmHg e, com excecao de pequenos picos de aumento nos dias 7, 14 e 18,
mantiveram-se nessa media até o final da avaliacao, aos 28 dias, sendo que o grupo
controle estava com uma pressao ligeiramente maior que fucoidam (GV11,00/
GF10,27 mmHg). Nao obstante, ambos controle e fucoidam permaneceram abaixo do

valor de referéncia (p<0,05) (Fig.7).
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Tabela 1.
Resultado da avaliagcdo da PIO em olhos de coelhos com crioles@o em olho esquerdo
tratados com fucoidam 1% ou controles (tratados comente com veiculo). Avaliagéo
realizada a cada 2 dias por um periodo de 28 dias, com auxilio de tonometria de rebote

iTonovet Icarei. Unidade de Pesiuisa Eﬁerimental UNIPEX/ EMB/ UNESP| Botucatu|

Presséo Intraocular (mmHg)

FUCOIDAM VEICULO
OE oD OE oD
m édia (xDP) m édia (xDP) m édia (xDP) m édia (xDP)

0 13,39(+1,90)®°“ 12,06(+2,30) 11,53 (+2,45)®° 11,73 (+2,25)

Z 1 8,97 (£2,83)°  12,61(+2,56)  8(+1,96)°*  12,8(+2,68)
n 37,12 (+2,15)°fEMkIme 15 18 (+1,83) 6,93 (+2,49)°E"K 11 53 (+1,60)
o 5  7,94(1,95)°"" 11,52 (+1,80) 7,87 (+1,88)™™" 12,2 (+2,37)
e 710,24 (+2,29)""  13,03(+2,31) 9,93 (+1,75)®  13,8(+2,96)
ﬁ 9 9,14 (+1,13)°  10,73(+1,88)  9(+0,94) 11 (+1,94)

i 11 10,64 (+1,87)%%  11,55(+1,87) 10,9(+2,08)"  11,5(+1,84)
2 14 10,68 (+1,55)™  11,5(+1,65) 12,1(+2,88)"™ 12,4 (+2,63)
d 16 10,64 (+1,63)°  11,55(+2,21) 10,6(+0,89) 11,4 (+1,14)
¢ 18 10,36 (£1,36) 11,91 (+1,14) 12,6(+2,97)°" 13,8 (+2,49)
R 20  1027(£2,10)%  11,27(£1,79) 10,6(+1,67)  12,2(1,92)
N 22 10,18 (+1,60) 10,73 (+2,20) 10,8 (+2,05) 11,2 (+1,48)
° 24 11,45(+2,34)™ 11,27 (+2,00) 10,8 (+1,64) 11,8 (+0,84)
e 26 10,45(+1,37)"  10,55(+1,37) 11,4(+1,52)" 12,2 (+1,10)

28 10,27 (+1,68)° 11,36 (+1,96) 11 (i1,22)I 11,6 (+2,88)
OE, olho esquerdo com criolesao central; OD, olho direito sem les&o; DP, desvio padréo.
Referéncia, 12,07 (+0,84) mmHg.
Letras iguais na mesma coluna representam as diferencas estatisticas (p<0,05).

PIO (mmHg)
16
14
{ Y
12 W
10 N e pL IR B 4 e
\ 7 e’
8 \,,_._,4
6
4
2
0
0 1 3 5 7 9 11 14 16 18 20 22 24 26 28
dias
fucoidam_OE fucoidam OD e= @ e veiculo OF e yeiculo OD

Figura 7. Resultados da avaliagdo da PIO, por tonometria de rebote, em
coelhos com criolesdo corneal em olho esquerdo, tratados com
colirio de fucoidam a 1% ou com veiculo. AvaliagOes realizadas
no periodo da manh4, a cada dois dias, durante o periodo de 28
dias. Unidade de Pesquisa Experimental UNIPEX/ FMB/ UNESP,
Botucatu, SP, 2019.
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4.2 Paquimetria ultrassonica

Os valores relativos a analise da espessura corneal por paquimetria
ultrassonica estao apresentados na tabela 2 e figura 8. O valor de referéncia para
espessura corneal de coelhos foi de 378,54 pum.

Observou-se impossibilidade de realizagcdo do exame padrédo, no centro da
cornea, nos periodos iniciais de avaliacdo pés inducdo da lesdo, revelando que os
valores de espessura apresentavam-se acima do limite superior de leitura do aparelho
que é de 999 um.

Ambos grupos apresentaram diminuicdo progressiva da espessura corneal,
entretanto, observou-se que essa diminuicdo foi mais rapida no grupo tratado com
fucoidam, podendo ser aferida aos 7° dia, e o grupo veiculo s6 obteve mensuracgéo a
partir do 9° dia de avaliagdo. Durante os periodos de impossibilidade do exame na
regido central da cérnea, aferiu-se a espessura na regiao perilesao.

Ao final do periodo de avaliacdo as corneas de ambos 0s grupos ainda estavam
mais espessas comparativamente ao valor referéncia (GV 402,80 /GF 419,91um),
sem diferenga entre eles (p>0,05).

As diferencas encontradas baseiam-se na comparacéo entre o momento 0 (GV
367,13/GF 383,73 um) (pré leséo), e os periodos posteriores a indu¢éo da lesdo, com
aumento da espessura da cérnea (p<0,05), havendo diferenca estatistica até o dia 14
no GV (449,30 um) e dia 16 no GF (459,27).

Espessura Corneal Lesdo A Espessura Corneal Perilesdo B
1200 600
1000 - -y P
o 500 ',. S=ao
00 ’ \ P - e —————
] \ 400 e - o
. ] \ b
600 4 \ 300
200 l‘ . L"“~o---o-.=_ -
200
200
100
0
0 1 3 5 7 9 11 14 16 18 20 22 24 26 28 0
dias o 1 3 5 7 9 dias
fucoidam_OE fucoidam_OD == 4 == veiculo_OF =@ yveiculo_0D fucoidam_OE fucoidam_OD ==« @ vejculo_OF ==—@==veiculo_OD

Figura 8. Resultados da avaliacdo da espessura corneal, por Paquimetria ultrassdnica (PachPen,
Accutume), em coelhos com criolesdo corneal em olho esquerdo, tratados com colirio de
fucoidam a 1% ou com veiculo. Em A, regido da Lesao, em B, perilesdo. Avaliacdes
realizadas no periodo da manha, a cada dois dias, durante o periodo de 28 dias. Observar
gue no local da lesdo a espessura nao foi aferida pelo paquimetro atingindo valores
superiores a 999um e que a partir de 20 dias a espessura retorna aos valor padrao. Unidade
de Pesquisa Experimental UNIPEX/ FMB/ UNESP, Botucatu, SP, 2019.
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4.3 Microscopia especular

Nas fotos das cérneas capturadas pelo microscopio especular, para analisar o
endotélio, foi possivel observar que a area central de lesdo de olhos tratados com
veiculo, ao final do periodo de avaliagédo de 28 dias, ficou demarcada, revelando uma
cicatriz mais opaca, em comparagao aos animais com olhos tratados com fucoidam
(Fig.9).

Os resultados da microscopia especular quanto a quantidade de células
avaliadas, densidade celular, hexagonalidade celular e coeficiente de variacéo
celular, tanto na regiao da lesdo quanto perilesédo, estdo apresentados contiguos aos
valores, para as mesmas variaveis, encontradas na coloracao por alizarina vermelha,
nas tabelas 3 e 4 e figuras 10 e 11.

Os achados para valores referéncia do presente estudo foram: células
avaliadas (262,68 céls.), densidade (2652,02 céls./mm?), hexagonalidade (61,37 %)
e coeficiente de variacao (25,53 %).

No primeiro dia de avaliacdo, pés inducdo da leséo, observou-se dificuldade
em se executar o exame padrdo, na regido central da cornea em olhos com leséo,
em decorréncia do edema corneal. Observando-se uma baixa quantidade de células,
de densidade e hexagonalidade celulares com alto grau de variagdo da morfologia
das células no grupo fucoidam, com p<0,05, comparativamente ao momento 0. No
GV o exame central apresentou-se inexequivel aos 7 e 14 dias (Fig.10).

Observou-se melhora em todos os parametros analisados no decorrer do

periodo de andlise (p<0,05), ndo havendo diferenca entre os tratamentos (p>0,05).
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7 dias 14 dias 28 dias

Veiculo

Fucoidam

Figura 9. Imagens de corneas de olhos esquerdos de coelhos, que sofreram criolesdo, obtidas
de microscopio especular. Revelando a reparacao cicatricial da criolesdo Animais
tratados com colirio de fucoidam a 1% ou com veiculo, fotos registradas aos 7, 14 e
28 dias po6s indugéo da lesao. Observar a diferente evolucao da leséo central corneal
em ambos os grupos. Unidade de Pesquisa Experimental UNIPEX/ FMB/ UNESP,
Botucatu, SP, 2019.
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Figura 10. Gréficos dos resultados da analise morfométrica de contagem de nimero de células,
densidade celular, hexagonallidade celular (pleomorfismo) e coeficiente de variagédo
celular (polimegatismo), empregando-se a microscopia especular de ndo contato in
Vivo e a marcagéo com corante vital de alizarina vermelha in vitro, do endotélio corneal
de coelho, com crioleséo, tratados com fucoidam a 1% ou veiculo, aos 7, 14 e 28 dias.
Observar que a presenca da lesdo central impossibilitou a realizacdo do exame de
microscopia especular aos 7 e 14 dias no grupo veiculo. Unidade de Pesquisa
Experimental UNIPEX/ UNESP, Botucatu, SP, 2019.
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. Graficos dos resultados da anélise morfométrica de contagem de niumero de células,
densidade celular, hexagonallidade celular (pleomorfismo) e coeficiente de variacdo
celular (polimegatismo), empregando-se a microscopia especular de ndo contato in
vivo e a marcagdo com corante vital de alizarina vermelha in vitro, do endotélio
corneal de coelho, com crioleséo, tratados com fucoidam a 1% ou veiculo, aos 7, 14
e 28 dias, na regiado perilesdo. Unidade de Pesquisa Experimental UNIPEX/ UNESP,
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4.4 Histopatologia e morfologia por coloragdao vital

A dupla marcacéao com alizarina vermelha 0,2% pH4,2 e azul de tripan 0,1% foi
efetiva para observacao, tanto da morfologia da membrana celular das células do
endotélio corneal revelando a estrutura do mesmo, quanto da vitalidade pela
integridade do tecido.

Olhos direitos, sem lesédo, revelaram o padrdo hexagonal caracteristico do
endotélio corneal, ao ser corado pela alizarina vermelho e auséncia de coloracéo

nuclear pelo azul de tripan, demonstrando a integridade celular (Fig. 12).

1,25x 6,3x 20x

Alizarina
+Tripan

Figura 12. Fotomicrografias representativas do padrdo de marcacao no endotélio corneal de coelhos
submetidos a dupla coloragéo vital com Vermelho de Alizarina (A5533, Sigma-Aldrich) como
marcador de membrana, e com Azul de Tripan (0,1% Eyepharma) como marcador nuclear.
Observar a caracteristica tecidual de monocamada de células hexagonais reveladas pela
marcacao da membrana com a Alizarina, e a auséncia ou minima marcacao nuclear com
Tripan em endotélio higido. Unidade de Pesquisa Experimental UNIPEX/ FMB/ UNESP,
Botucatu, SP, 2019.

Aos 7 dias de avaliacdo, olhos lesados, tanto tratados com veiculo, quanto
tratados com fucoidam, demonstraram um desarranjo tecidual. Em olhos do grupo
veiculo observou-se expressivos pleomorfismo e polimegatismo celulares, com a
presenca de células se projetando, com lados alongados (Fig.13).

Olhos tratados com fucoidam revelaram maior homogeneidade celular, com
menor distorcdo na morfologia nos diferentes periodos de avaliacdo (7, 14, 28 dias),
e aumento progressivo na organizacéo celular ao decorrer do tempo (Fig.13).

Olhos tratados com veiculo revelaram desvitalidade celular, com presenca de
nacleos corados pelo azul de tripan, em todos os periodos de avaliacdo (Fig.13).
Houve diferenca percentual da area de lesdo (area com marcacgéo nuclear, em relacéo

a area total do botdo corneal analisado) entre os grupos veiculo e fucoidam aos 7 e
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aos 28 dias (p>0,05). Sendo, aproximadamente, duas vezes maior em olhos tratados
somente com veiculo (GV 3,76/ GF 1,49 %) (Tab. 5).

Tabela. 5
Resultados guanto a percentagem de area com leséo,
corada com azul de tripan, emrelagéo a area total do
bot&o corneal corado pela tecnica de dupla coloragdo com
corante vital, no endotélio corneal de coelhos com
criolesdo corneal em olho esquerdo, tratados com colirio
de fucoidam a 1% ou com veiculo, nos diferentes periodos
de avaliacdo ( 7, 14, e 28 dias). Unidade de Pesquisa
Experimental UNIPEX/ FMB/ UNESP, Botucatu, SP, 2018.

Areacom desvitalidade celular%

Fucoidam OE Veiculo OE
Média DP Média DP
7 11,88 401 1962 1,56
14 6,42°¢ 1,63 5,67° 0,9
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Figura 13. Fotomicrografias representativas da marcacéo a dupla marcagdo com corante vital com
Vermelho de Alizarina (A5533, Sigma-Aldrich) como marcador de membrana, e com Azul
de Tripan (0,1% Eyepharma) como marcador nuclear, em endotélio corneal de coelho,
com criolesdo, tratados com fucoidam a 1% ou veiculo, aos 7, 14 e 28 dias. Observar 0
desarranjo tecidual nos periodos iniciais pés indugdo da lesdo, com células alongadas
pleomorficas, notadamente no grupo veiculo, com aumento rearranjo tecidual ao passar
do tempo em ambos 0s grupos. Presenca de marcacdo nuclear com tripan, notadamente
no grupo éiculo, revelando maior quantidade de desvitalidade celular em todos os

periodos avaliados. Régua 20u. Unidade de Pesquisa Experimental UNIPEX/ FMB/
UNESP, Botucatu, SP, 2019.
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4.5 Imunofluorescéncia

A microscopia confocal em varredura permitiu a construcdo de imagens planas
e nitidas do endotélio corneal, mediante formacao da imagem a partir da varredura do
endotélio corneal no sentido apical-basal, aproximadamente, a cada 50 um. Sendo
que todos os anticorpos avaliados foram marcados em OD do grupo controle,
demonstrado o padrdao de marcacéao (Fig.14).

A marcacdo com Ki67 permitiu a observacdo de células em proliferacdo em
ambos o0s grupos, conquanto a contagem de células marcadas revelou maior
expressao no GF e por um periodo de tempo mais prolongado (Tab. 6 e Fig. 15).

Relativamente a imuno-marcacao dos anticorpos primarios de bomba de sédio
e potassio Na+/K+ATPase, de adesao celular n-Caderina e da proteina de juncdo
celular ZO-1, nao foi possivel a comparacao estatistica, entre os diferentes momentos
de avaliacdo, uma vez que houve diferencas na espessura e edema corneais no
decorrer dos 28 dias, necessitando uma adaptacdo na intensidade do laser do
microscépio confocal para obterem-se as imagens.

Referente a marcacdo do anticorpo primario de bomba de sédio e potassio
(Na+/K+ATPase), observou-se, na area da lesdo, menor expressdao no GV em
comparacao ao GF em todos os momentos de avaliagdo, notadamente aos 7 e 28
dias. O GV apresentou maior expressao no dia 7, relativamente aos diferentes
momentos avaliados. Nao obstante, o GF apresentou aumento progressivo em sua
marcacao (Fig. 16, 17 e 18).

Observou-se que a marcacdo da proteina de adesdo celular n-Caderina
apresentou expressao progressiva em ambos 0s grupos, sendo que no momento
inicial de avaliacao da regido da leséo (7 dias), essa proteina foi menos expressa nos
olhos tratados com fucoidam em comparacao aos tratados com veiculo (Fig. 16, 19, e
20).

A proteina de jungéo celular ZO-1 teve progressiva marcacao no decorrer do
tempo de avaliacdo, entretanto, foi possivel analisar teve maior expressao no grupo
GV em relacdo ao GF, com excecao do dia 28, onde a expressédo maior no GF. Houve
um aumento expressivo na marcagao aos 28 dias, em relacdo aos 7 e 14 dias em

ambos 0s grupos, sendo maior no GF (Fig. 16, 21 e 22).
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Tabela 6.

Resultados quanto ao n°de células marcadas a Imunofluorescéncia para marcador de proliferagéo celular, Ki-67,
no endotélio corneal de coelhos com criolesédo corneal em olho esquerdo, tratados com colirio de fucoidam a 1%
ou com veiculo, nos diferentes periodos de avaliagao ( 7, 14, e 28 dias). Unidade de Pesquisa Experimental
UNIPEX/ FMB/ UNESP, Botucatu, SP, 2018.

Contagem céls. Marcadas Ki-67

FUCOIDAM VEICULO
OE oD OE oD
média (+DP) m édia (xDP) média (xDP) m édia (xDP)
Imunofluorescéncia total do botéo 7 30,66 (+2,08)"* 1,66 (+1,15) 21,00 (+1,41)**" 2,50 (+0,70)
Confocal corneal 14 24,33 (+5,85)** 0,33(20,57) 11,50 (+0,70)** 1,00(1,41)
28 22,00 (+2,00)"° 0,33 (£0,57) 10,00 (+0,00)*° 0
Referéncia 1,16 (+1,32)

OE, olho esquerdo com crioleséo central; OD, olho direito sem lesé&o; DP, desvio padréo.
Letras mailsculas iguais na mesma linha representam diferencas estatisticas(p <0,05) no mesmo mmomento, em tratamentos diferentes.
Letras mindsculas iguais na mesma coluna representam diferencas estatisticas (p<0,05) no mesmo olho, em diferentes momentos.

7 dias 14 dias 28 dias

Veiculo
(40x)

Fucoidam
(20x)

Figura 15. Fotomicrografias representativas da marcagcdo nuclear, a imunofluorescéncia com
observacao em microscopia confocal, da proteina Ki-67 (1:200,Dako clone MIB1) conjugada
com anticorpo secundario alexafluor-488 (verde) e marcagdo nuclear com DAPI (azul) em
endotélio corneal de coelho, com crioles&o, tratados com fucoidam a 1% ou veiculo, aos 7,
14 e 28 dias. Observar maior marcacdo no grupo fucoidam, em todos os momentos,
notadamente aos 7 e 14 dias de avaliacdo, sendo que houve diminuicdo da expresséo aos
28 dias de avaliagdo. Régua 50 pm. Unidade de Pesquisa Experimental UNIPEX/ FMB/
UNESP, Botucatu, SP, 2019
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Figura 16. Graficos dos resultados de % de é&rea marcada (distribuicdo de marcacao), a
imunofluorescéncia das proteinas Na+/K+ATPase, n-Caderina e ZO-1, em endotélio
corneal de coelho com criolesédo, tratados com colirio de fucoidam a 1% ou com veiculo e
analisados, nas regides da lesé@o e perilesdo, aos 7, 14 e 28 dias, pelo software ImageJ.
Régua 50 um. Unidade de Pesquisa Experimental UNIPEX/ FMB/ UNESP, Botucatu, SP,

2019.
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4.6 Microscopia de varredura e de transmissao

Varredura

As amostras fotografadas por varredura revelaram o padrdo de monocamada
de células hexagonais, caracteristica do endotélio corneal em olhos direitos, sem
leséo (Fig.23).

1000x 2000x 5000x

Microscopia
Eletronica
Varredura

Figura 23. Fotomicrografias representativas do padrao ultraestrutural do endotélio corneal de coelhos,
a microscopia eletronica de varredura. Observar a estrutura caracteristica do tecido, uma
monocamadas de células hexagonais. Centro de Microscopia Eletrdnica/ IBB/ UNESP,
Botucatu, SP, 2019.

No momento 7 o local de indugcdo da criolesdao apresentava maior
descaracterizagao tecidual no GV, em relacdo ao GF.

Ademais, no dia 14 foi possivel visibilizar, na regido da criolesdo, em animais
do grupo controle (GV) uma area com células de maior heterogeneidade do tecido que
gera diferentes reflexdes do eixo de elétrons, correspondente com a ruptura da
membrana e exposi¢do do conteudo degenerado dentro da célula (Fig. 24).

Os olhos que sofreram criolesdo apresentaram maior variabilidade na
morfologia celular, com acréscimo ou decréscimo no numero de lados pleomorfismo
celular observados, mormente, nas avaliagdo aos 14 e 28 dias. A instilagéo de colirio
de fucoidam 1% ensejou maior niumero de imagens com células menores, com menor
namero de lados (<6), perceptivel, principalmente nos olhos avaliados aos 28 dias,
em contrapartida, olhos tratados apenas com veiculo apresentaram células maiores,
com maior numero de lados (>6) tanto na regido da lesdo quanto perileséo,

observando-se células com até 12 lados (sinalizado por uma estrela na figura 24).
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Transmissao
Obtiveram-se micrografias de células do endotélio corneal de coelho

morfologicamente normais (olhos direito do GV) (Fig.25).

5000x 40000x 80000x

Microscopia
Eletrénica
Transmissdo

Figura 25. Fotomicrografias representativas do padréo ultraestrutural do endotélio corneal de coelhos,
a microscopia eletrbnica de transmissdo. Observar em A, as camadas da cOrnea,
destacando-se o0 endotélio como uma monocamda de células com nucleos ligeiramente
alongados (seta), o estroma como tecido homogéneo acelular (asterisco) e o epitélio,
multiicamada de células (estrela). Em B, as organelas celulares tais como nucleo (asterisco),
mitocdndria (cabeca de seta), reticulo endoplasmatico (seta), complexo de golgi (estrela) e
vesicula (seta grossa). Em C, jun¢Ges celulares dos tipos de oclusdo, como Tight junction
(zbnulas ocludens, como Zo-1) (asterisco) e de adeséao (caderinas como n-Caderina) (seta).
Centro de Microscopia Eletrdnica/ IBB/ UNESP, Botucatu, SP, 2019.

Alteragdes ultra-estruturais decorrentes da lesdo e do processo cicatricial
encontradas foram: presenca organelas celulares como mitocondrias em maior
expressdo, menor expressao das jungdes e adesdes celulares, presenca de vesiculas
com debris celulares, projec6es da membrana e alteracdes nucleares (Fig.26).

Notou-se quantidade aumentada de vesiculas em olhos pés lesdo, em todos os
momentos de avaliacdo, notadamente nos olhos tratados com veiculo. No mesmo
grupo observou-se endotélios com citoplasma em clara evidéncia de degeneracao,
apresentando rompimento da membrana plasmatica com extravasamento de
conteldo, rarefacdo citoplasmatica e nuclear, sugestivas de necrose celular. Houve,
também, a neoformacao de material eletrondenso semelhante a matrix extracelular,
observado por entre as células em degeneracgéo (Fig.26).

Em contrapartida células do GF apresentou caracteristicas relacionadas a
reciclagem da membrana, como moderada presenca de vesiculas, formacdo de
células multinucleadas, observando-se, no momento 28 dias, imagens que sugerem

o fusionamento entre ndcleos vizinhos, além de manter a estrutura tecidual
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comparativamente aos olhos referéncia (Fig. 25 e 26).
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Figura 26. Fotomicrografias representativas da analise ultraestrutural a microscopia eletrénica de transmisséo, do
endotélio corneal de coelho, com criolesdo, tratados com fucoidam a 1% ou veiculo, aos 7, 14 e 28 dias.
Observar as alteragdes na morfologia celular pés indugéo da lesdo, notadamente no grupo veiculo, com
a presenga de projecSes de membrana (asterisco), vesiculas (estrela), degeneragéo do citoplasma com
rompimento da membrana (seta) e presenga de material eletrondenso semelhante a matriz extracelular
entre as células em degeneragdo com nucleo arredondado caracteristico de necrose e transformacéo
tecidual (cabeca de seta). No grupo fucoidam observou-se menor quantidade de alteragdes
morfolégicas com a presenca de algumas vesiculas, e imagem sugestiva de fusdo celular com
surgimento célula mulinucleada (seta grossa). Centro de Microscopia Eletrdnica/ IBB/ UNESP,
Botucatu, SP, 2019.
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4.7 Topoquimica para deteccdo de cromatina/DNA

A reacdo de Feulgen foi efetiva na deteccdo das alteracdes nucleares em
cromatina. Foram realizadas 5 fotomicrografias, das quais uma foi da area central do
do bot&o corneal, regido da leséo e as outras da regiao perilesdo, com filtro passa
banda com comprimento de onda de 546 nm (Fig. 27), para posterior andlise nuclear.

Os valores de média, com desvios padrdo, para as areas e 0s perimetros
nucleares das células endoteliais corneais que compuseram os diferentes grupos da
pesquisa estdo apresentados na Tabela 7.

Valores de area e de perimetro observados para nucleos celulares endoteliais
em corneas sem leséo que receberam fucoidam 1% por 7, 14, ou 28 dias nao diferiram
daqueles observados para amostras controle (valores de referéncia, correspondendo
ao conjunto de dados obtidos de todas células em cérneas sem lesdo que receberam
veiculo) (p>0,05 para todos, pos-teste de Tukey)

Na area central da criolesdo, o endotélio em amostras tratadas com fucoidam
apresentou nucleos celulares menores, comparativamente ao controle (p<0,05).
Nucleos na area central da criolesdo em corneas tratadas com veiculo, na avaliacdo
do dia 7, apresentaram area elevada e perimetro reduzido. Todavia, esses ndcleos
diminuiram em tamanho e a partir da avaliagdo de 14 dias foram menores do que
agueles do controle sem leséo (p<0,05).

Nas amostras tratadas com fucoidam, os tamanhos dos nudcleos na
periferia/bordas da criolesdo néo diferiram dos observados nos controles, apds 14 e
28 dias de tratamento (p > 0,05). Tal achado contrasta com o observado nas cérneas
tratadas com veiculo, em que os valores de area nuclear para células endoteliais nas
bordas da crioles&o foram menores que os dos controles (p<0,05).

A instilacdo de fucoidam ensejou descompactacdo cromatinica em células
endoteliais da cérnea sem lesdo. Valores reduzidos de DO foram observados nas
células endoteliais ocupando a area central da criolesdo do dia 7 até o dia 28 de

avaliacdo (p<0,05 vs. referéncia/controle) (Tab. 8).
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Tabela 7

Parametros de video analise de imagens relacionados & geometria (3rea e perimetro) das celulas endoteliais comeais

Sem lesdo
Fucoidam
7 dias 999 187 a662 133 18,662 173 17,872 0,91
14 dias 9768 113 8172 0,67 1859 153 17558 1,86
28 dias 928 138 8342 103 18588 177 17,032 1,00
Placebo
7 dias 979 145 8168 164 18,508 160 17,392 1,10
14 dias 95402 153 879 0,63 18,40: 189 17,682 2,92
28 dias 9645 189 8182 124 18122 157 17,300 1,50
Apos lesao
Fucoidam
7 dias B6BRE 110 7163 107 17,408 264 15,698 1,98
14 dias 820F 120 875 136 1858% 108 17,202 0,35
28 dias 52717 104 819 111 16,860 259 18,098 229
Flacebo
7 dias 10,668 1,03 7180 114 1353 150 1691t 0,85
14 dias 854 0,91 7,118 163 15,94bd D97 17,082 1,53
28 dias 5447 104 hare 1,04 15,6004 1,44 16,4028 203
Referéncia 9642 1,89 839 153 18,322 1,70 1743 1,46

¥, média; DP, desvio padriio.

Letras diferentes na mesma coluna representam as diferengas estatisticas (Tukey).

Diferencas com P < 0,05 foram consideradas significativas.

Periferia no grupo sem lese corresponde 3s margens do bot3o cormneal analisado. Apos lesdo, periferia corresponde as
bordas da crioinjuria.

Nas corneas com criolesdo, o tratamento com fucoidam foi associado com
mudancas significativas (reducdo) em DO na avaliacdo do dia 28 (p<0,05).
Diferentemente, o veiculo ensejou flutua¢des nos valores de DO, notadamente nas
células endoteliais no centro da criolesdo, sugerindo um aumento no estado de
compactacao da cromatina no dia 7, seguido por afrouxamento de cromatina no dia
14 das avaliagOes.

No dia 28 das avaliacfes os valores de DO estavam reduzidos nos nucleos das
células endoteliais na periferia da crioleséo corneal tratada com fucoidam (p<0,05 vs.
referéncia), e elevados nas amostras que receberam veiculo (p<0,05) (Tab. 8).

Os valores Feulgen-DNA (I0D) mostraram-se elevados em nucleos de corneas
sem lesao tratadas com fucoidam por 7 ou 14 dias (p<0,05). Nas corneas injuriadas,
28 dias de tratamento com fucoidam, bem como com veiculo, foram associados com
reducdo nos valores Feulgen-DNA das células ocupando o centro da criolesao (p<0,05
vs. referéncia). A perda de DNA foi mais significativa nas amostras que receberam
veiculo (valor de IOD 48% menor que aquele encontrado nos controles), do que nas

tratadas com fucoidam (34%).
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Nas bordas da criolesdo, nenhuma diferenca em IOD foi observada entre
células endoteliais em cérneas que receberam fucoidam ou veiculo por 28 dias
(p>0,05).

Tabela 8

Pardmetros de video andlise de imagens relacionados ao estado de compactagio da cromatina (OD) e aos valores Feulgen-
DNA (10D) das células endoteliais cormeais

0.001 0.001 0.001 0.001
Sem les@o
Fucoidam
7 dias D782 0,02 D81zt 003 9,050 1,42 7468 1,04
14 dias 0,74¢ 0,04 0,788 0,01 9,400« 1.53 7.842 0,94
28 dias 0,7e° 0,03 0,73¢ 0,01 7213 1,75 6,262 0,52
Placebo
7 dias 0,832 0,02 D81t 003 7,793 147 6,642 0,90
14 dias 0,822 0,02 DA84sd 003 7,292 117 6,902 1,09
28 dias D80st 0,05 0,832 0,02 7,152 1,79 6,292 1,03
Apods lesao
Fucoidam
7 dias 0,832 0,02 0854 003 8.698= 1,07 6,022 0,76
14 dias 0,842 0,03 0,832 0,02 7152 0,93 5,97¢ 0,85
28 dias 0, 74¢ 0,05 0,77 0,02 5,004 0,93 473= 077
Flacebo
7 dias 0,782bc 0,04 0,77e 0,05 5,854 1,08 6,802 0,72
14 dias 0,934 0,02 0,364 0,02 7,342 0,98 6,253 0,54
28 dias 0,542 0,03 0,364 0,01 3,962 0,91 530 1,05
Referéncia 0,832 0,03 0,832 0,03 7,653 1,71 6,132 1,00

X, média; DP. desvio padrao; UA, unidades arbitrarias; OD, densidade dptica; 10D, densidade optica integrada.

Letras diferentes na mesma coluna representam as diferencas estatisticas (Tukey).

Diferencas com F < 0,05 foram consideradas significativas.

Periferia no grupo sem lesac corresponde as margens do betdo corneal analisade. Apos lesao, periferia corresponde as bordas
da crioinjuria.

5. DISCUSSAO

Coelhos adultos da raca Nova Zelandia representam um modelo adequado
para a pesquisa de engenharia do endotélio corneal humano, uma vez que
compartilham semelhancas estruturais e fisiologicas (Valdez-Gacia et al., 2015). No
presente estudo foi possivel realizar diferentes avaliacdes. Em olhos sem leséo,
obtiveram-se respostas claras e semelhantes aos padrées observados na literatura
para espécies em geral. Ndo obstante, € importante ressaltar que cérneas de coelhos
apresentam capacidade de regeneracdo natural apés 4 semanas ().

A inducéo da criolesdo demostrou-se eficiente em mimetizar afeccbes de

cursam com descompensacdo do entoléio corneal, com caracteristicas como
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alteracdo na morfologia das células e alteragdo do metabolismo com disfuncédo de
proteinas que agem na manutengdo da deturgescéncia corneal, instrinsecas do
endotélio corneal como a Na+/K+ATPase, 0 Zo-1 e a n-Caderina (Bonano et al.,
2012, Srinivas et al., 2012), de consoante com 0s métodos de criolesdo encontrados
na literatura (Koizume et al., 2012, Okumura et al., 2016a, Han et al., 2013). Trata-se
de um modelo que mantem a maior padronizacdo e reprodutibilidade, dentro os
descritos na literatura. A limitacdo desse modelo experimental é que a permeabilidade
da cornea ao colirio pode estar aumentada uma vez que a lesdo néo se limita ao
endotélio, se extendendo desde o epitélio (Okumura et al., 2015).

Com esse modelo tem-se a manutencao da membrana de Descemet e das
células da periferia (perilimbais), fatores importantes para que haja migracdo e
proliferacéo da células do endotélio corneal (Choi et al., 2015, Soh et al., 2015).

Aventa-se a teoria de que proteinas de ligacao célula-célula podem atuam
inibindo a proliferagdo celular no endotélio corneal, mantendo as células quiescentes
na fase G1 do ciclo celular. Ap6s um desequilibrio ha um gatilho para estimulo da
atividade celular desencadeando a continuacdo do ciclo com consequente mitose e
proliferacéo celular (Joyce, 2003). De consoante com resultados observados por He
et al. (2012) nos quais em olhos sem leséo a proliferacdo foi quase nula, iniciando
apenas na regidao marginal da cornea com migragao centripeta apos a inducéo de uma
leséo central. Esta teoria mostrou-se plausivel em nosso estudo ao observarmos que,
apos a lesdo, ha diminuicdo com aumento progressivo da marcacgao de proteinas de
juncéo celular (n-Caderina e Zo-1) e, concomitantemente, o contrario acontece com o
quantitativo de células em proliferacao (marcadas com Ki-67).

O fudoidam demonstrou-se capaz de aumentar o estimulo a proliferacao de
células do endotélio corneal.

Notou-se evidéncia da acdo do fucoidam no controle da apoptose ao
observar-se atenuacdo de alteracbes nuleares e citoplasmaticas, com tentativa de
adequacao ao novo ambiente, corroborando com estudos encontrados na literatura
para outras partes do olho, como a acdo dessa substéncia na protecdo contra o
estresse oxidativo as células da retina em vitreoretinopatia progressiva (Zhang et al.,
2018) e em retinopatia diabética (Xi et al., 2015). A formacao de tecido semelhante a

matrix extracelular em olhos néo tratados com fucoidam é explicado pois danos
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severos ao endotélio corneal induzem a transformacao fibroblastica (transformacéo
endotélio-mesénquima) ( Lee et al., 2004, Lee et al., 2006).

A microscopia eletrénica de transmissdo observou-se, também, nucleos
normais caracteristicos da fase de interfase do ciclo celular, no qual a maior parte da
cromatina esta no estado descondensado (eucromatina). Nos endotélios do GV notou-
se a presenca de nuacleos com formatos irregulares, com certa dissolucdo da
cromatina e perda da coloracdo do nucleo, caracteristicos de necrose celular. A
marcacdo de Feulgen a presenca de nucleos menores com cromatina frouxa
(descondensada) pode-se admitir que este fato deveu-se a proliferacao celular, sendo
essas caracteristicas atribuidas a célula jovem, uma vez que confirmou-se a
imunohistoquimica a presenca de proliferacdo celular maior nesse grupo.

A reparacdo cicatricial decorre essencialmente de um estimulo inflamatério
inicial. Essa inflamacédo pode culminar em dois fechamentos como resultado a injuria:
a remodelacdo com regeneracao tecidual, ou a fibrose tecidual (Vidmar et al., 2017).
Descobrirem-se fatores que estimulem a remodelacdo/regeneracdo e inibam a
necrose/fibrose tecidual é o foco de estudos que visam alternativa de tratamentos para
diferentes tipos de descompensacédo do endotélio corneal.

Neste sentido, observa-se que autores como Okumura, Koizume e seus
colaboradores acreditam que os inibidores de Rock atuam nessa modulacdo ao
atuarem na adeséo e proliferacdo celular e inibirem a apoptose (Koizume et al., 2012,
Okumura et al., 2015a, Okumura et al., 2015b, Okumura et al., 2016, Okumura et al.,
2017). Sustentando-se essa mesma hipétese, o fucoidam foi escolhido para nosso
estudo com base em estudos preliminares do nosso Grupo.

Obtivemos dados semelhantes aos encontrados na literatura, da agao
protetora exercida pela substancia em diferentes tecidos (Fitton et al., 2015). Em seu
trabalho, Meekins et al. (2016), concluiram que o inibidor de Rock H-1152 estimulou
significativamente a migragcdo e proliferacdo de células do endotélio corneal,
resultados similares aos ensejados pelo fucoidam.

O estudo com dupla marcacao de coloragéo vital, com alizarina vermelha e
azul de tripan, € amplamente empregada para avaliacdo da higidez do tecido para
transplantes corneais, todavia pouco empregada em estudos de reparacéao cicatricial

em modelos de lesdo (Canais et al., 1999, Schroeter e Rieck 2009, Koizume et al.



52

2012. Em nosso trabalho a acéo protetora do fucoidam também péde ser visibilizada
a marcacao nuclear com o azul de tripan, no qual observou-se menor éarea de células
marcadas, ou seja, manutencdo da membrana sem exposicdo do nucleo. A técnica
revelou-se adequada, de baixo custo e facil execucéo.

Koh et al. (2009) demonstraram que o estimulo a alta expressado de n-
Caderina mediante um estresse tecidual pode indicar uma acgéo antiapoptética.
Achados do presente estudo revelaram que houve maior expressdo dessa proteina
aos 14 e 28 dias em olhos tratados com fucoidam, e que nos olhos-controle a maior
expressao foi somente na resposta imediata até 7 dias pos-lesdo, revelando maior
estimulo antiapoptético durante a modulacdo da reparacdo cicatricial nos olhos
tratados com fucoidam.

Observou-se que a maioria dos padrbes avaliados, como a espessura
corneal, a hexagonalidade celular e as expressdes de proteinas de ligacdo, da enzima
da bomba de sédio e potassio e de proliferagdo celular, evoluiram com o tempo,
notadamente nos olhos tratados com fucoidam.

Avancos nos estudos da fisiopatologia de afec¢cbes que cursam com
descompensacao do endotélio corneal permitem compreender como alternativas
terapéuticas podem se mostrar promissoras, uma vez que a cirurgia permanece como
sendo Unica alternativa para importante doencas como a Distrofia Corneal Endotelial
de Fuchs (Okumura et al., 2018) e a ceratopatia bolhosa p6s-facectomia.

Nossa pesquisa sustenta que trés principais fatores induziram a regeneracao
corneal corroborando com dados da literatura.

Primeiramente a presenca da lesdo diminuiu a expressao de proteinas de
ligacdo, como ZO-1 e n-Caderina, desencadeando a ativacao do ciclo celular (Joyce,
2003). Outro fator foi a manutencao das células da periferia corneal, dada a leséo ser
central, essas possuem uma atividade celular constante do tipo centripeta (Bogerd et
al., 2018). Finalmente, a influéncia do fucoidam na modulacéao da reparacéo cicatricial
ao estimular a bomba de sédio e potassio e na inibicdo da necrose celular ao estimular
a reciclagem da membrana e, ultraestruturalmente, caracteristicas celulares que

indicaram a tentativa de readequacao a uma situagao fisiologica.
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6. CONCLUSAO

Portanto, conclui-se que o fucoidam pode ser uma substancia promissora na
restauracdo da transparéncia corneal em descompensacéo endotelial, ao modular a
cicatrizacdo estimulando a proliferacéo celular e controlando alteracdes de correntes

do estresse tecidual, como transformacao fibroblastica e necrose.
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