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RESUMO

Objetivo: Determinar se existe diferencga entre os resultados da semiologia endotelial corneal,
empregada na microscopia especular, que considera a amostra endotelial contida em uma
Unica imagem, e a obtida quando a amostragem € orientada por software especifico, em tantas
imagens e células quanto indicadas por este software.

Métodos: Foi realizado um estudo transversal, comparando as amostras endoteliais com e
sem a intervencdo do software. A amostra foi composta de 298 olhos de 149 pacientes,
divididos em dois grupos: Grupo 1: composto pelos dados amostrais dos exames considerados
corretos pelo software Cells Analyzer par rec com 1 imagens e Grupo 2 que foi subdividido em

2 grupos- Grupo 2 A: composto pelos dados amostrais da primeira imagem dos exames

considerados incorretos pelo software Cells Analyzer par grec; € - Grupo 2 B: composto pelos

dados amostrais dos exames que consideram tantas imagens quantas necessarias para que o
exame seja considerado completo pela andlise do software Cells Analyzer par. gec. Foram
realizadas trés tipos de comparagao : comparagao 1: Grupo 1 X Grupo 2 A; comparagao 2-
Grupo 2 A X Grupo 2 B e comparagao 3 - Grupo 1 X Grupo 2 B.

Resultados: As trés comparagdes demonstraram que 0s grupos apresentam perfis amostrais
distintos, porém, dentro dos grupos estudados - Grupo 1, Grupo 2 A e Grupo 2 B - existe um
perfil de homogeneidade amostral evidenciado pelo resultado da analise estatistica empregada
a partir de dados amostrais calculados pelo Cells Analyzer par. rec N@ amostra composta pelos
298 exames endoteliais estudados.

Conclusao: O estudo dos dados amostrais sem e com a intervengdo do software Cells
Analyser par. rec S€ mostrou estatisticamente diferente, com amostras maiores e erros
amostrais menores, 0 que evidencia a importancia do seu uso para se obter exames de

microscopia especular de cornea com representatibilidade, padronizagédo e reprodutibilidade.
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ABSTRACT

Purpose: To describe differences among number of cells, evaluated endothelial area and
relative error comparing endothelial samples from one endothelial image with endothelial
samples obtained from guidance of a specific software, with number of cells and images as
many as necessary.

Methods: A transversal study was performed, comparing the endothelial samples with and

without intervention of the software. The sample consisted of 298 eyes of 149 individuals. The

sample was divided in two groups: group 1: data from 141 eyes considerate correct with one
image; group 2: in 157 eyes was necessary to get more than one image for the sample be
admited as correct; the group 2 was further divided into two subgroups: 2.A: the data of the first
image and group 2. B: data of complete sample. Three comparasions were perfomed:
comparation 1: Group 1 x Group 2 A; comparation 2: 2AX 2 B and comparation 3: Group A X
group 2. B.

Results: The statistic comparations of sample’s data (number of counting cells, evaluate field,
and relative error) of the Group 1 X group 2 A, Groups 2 A X 2 B and Group A X group 2 B;
showed that groups had different sample.

Conclusion: The study of sample’s data with or without the analysis of the software Cells
Analyzer par. pec Showed statistically significant differences showing clearly the importance of
using it in order to obtain representative, standardized and reproducible specular microscopy

exam.
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1 INTRODUGAO



O endotélio corneal é formado por uma camada Unica de células hexagonais
aderidas a membrana de Descemet, que reveste posteriormente a cérnea. Tem as funcgdes de
barreira a entrada de fluidos e de bomba ativa para transporte de ions e agua para a camara
anterior, mantendo a transparéncia corneal, ou seja, prevenindo o edema corneal, que pode

levar a baixa da visao. (Abib, 2000; Krachmer et al., 2005) (Figura 1)

endotélio

Figura 1: Microscopia eletrénica de varredura com aumento de 640 X: endotélio e membrana

de Descemet normais. (Fonte: Abib, 2006)

A avaliagdo e o estudo do endotélio corneal na clinica oftalmoldgica séo realizados
principalmente pela microscopia especular, introduzidos por Maurice em 1968. A partir dai,
outros microscépios especulares de contato e de ndo-contato foram desenvolvidos para estudo
do endotélio corneal in vivo. Como o endotélio corneal é considerado amitético,
o desenvolvimento dessa nova técnica proporcionou a avaliagdo da sua vitalidade: com a
idade, apds cirurgias intra-oculares, nos usuarios de lentes de contato, promovendo grande

avanco no estudo morfoldgico do endotélio. (Maurice, 1968; Landesz et al.,1995)



A microscopia especular € uma técnica nao invasiva, de facil realizagdo, baseada na
reflexdo de um feixe luminoso incidente sobre a superficie do endotélio corneano, em que parte
reflete de forma especular, e é captado pelo microscépio especular, que apresenta a imagem
endotelial magnificada por um conjunto eletrénico (Figura 2). A imagem endotelial captada pelo
aparelho é direcionada ao software que procede as andlises quantitativa e qualitativa. A
avaliacdo quantitativa é realizada pela estimativa da densidade endotelial, e a qualitativa por
meio de estudo do tamanho e forma das células; presenca de estruturas depositadas na
superficie endotelial, e do estudo das alteracbes morfolégicas do endotélio corneano ou

membrana de Descemet. (Abib, 2000; Schor, Chamon, 1996; Phillips et al., 2005). (Figura 2)

Figura 2: 2 A: Representagao grafica da reflexao especular do raio luminoso incidente sobre a
superficie endotelial; 2 B: Imagem de microscopia especular do endotélio normal. (Fonte:
Phillips et al., 2005)

O software Cells Analyser par rec complementa a tecnologia dos microscépios

especulares existentes, pela incorporagédo dos resultados destes equipamentos, obtendo o erro



amostral e inferindo-lhes validade estatistica e conseqientemente médica, para auxiliar os
diagnésticos e condutas clinicas ou cirurgicas, elevando a qualidade deste procedimento a um
novo patamar de confiabilidade médica. O software Cells Analyzer par. grec calcula o erro
amostral em exames ja realizados, se é pequeno e toleravel ou grande e nao toleravel; indica o
nuamero de células que devem ser consideradas para tornar o resultado do exame endotelial

representativo da realidade do mosaico endotelial como um todo. (Abib, 2006).

1.1 Hipdteses

Os dados amostrais (o erro relativo, o nimero de células contadas, area das amostras)
endoteliais obtidos com e sem a intervencéo do software Cells Analyser pat. rec, Orientando o
nuamero de células que devem ser contadas, para se obter uma confiabilidade de 95%, sao
estatisticamente diferentes.

Os dados semiolégicos (o erro relativo, o nimero de células contadas, area das

amostras endoteliais) obtidos com e sem a intervencao do software sao iguais.

1.2 Relevancia

A microscopia especular € a técnica diagndstica atualmente mais utilizada para
avaliagao qualitativa e quantitativa do endotélio corneal, sendo de vital importancia na pratica
clinica, principalmente nos pré-operatérios de cirurgias intra-oculares e selecdo de cérnea
doadora para transplantes. A tecnologia dos microscopios especulares existentes ndo permite
o conhecimento do erro relativo, o que pode ocasionar uma interpretagéo errdnea do resultado

final.



2 OBJETIVOS



2.1 Objetivo geral

Estudar imagens endoteliais da coérnea, obtidas pela microscopia especular,
comparando a amostra desta - contida em uma Unica imagem - com a composta por tantas
imagens quantas necessarias para validagdo estatistica do exame, segundo orientagao do
software especifico para determinacdo do tamanho amostral em exames de microscopia

especular de cérnea.

2.2 Objetivo especifico

Conhecer o perfil dos dados amostrais - numero de imagens, de células endoteliais,
area endotelial avaliada e erro amostral - dos exames realizados com uma Unica imagem e
com amostra endotelial composta por tantas imagens quanto necessarias para validar

estatisticamente o exame.



3 REVISAO DA LITERATURA



3.1 Anatomia da cornea

Nishida (2005) relatou que a cornea é um tecido transparente, avascular, medindo
horizontalmente 11 a 12 mm e verticalmente 9 a 11 mm, na superficie anterior. A
espessura corneal central e periférica média é de aproximadamente 0,5 e 0,7 mm,
respectivamente. A cornea é o elemento refrativo primério do sistema visual, contribuindo

com 74% do poder diéptrico do olho. (Figura 3)

Cérnea —

Figura 3: Desenho esquemédtico de corte longitudinal do globo ocular evidenciando a

cornea. (Fonte: Kanski, 2002)

Krachmer et al. (2005) afirmaram que a cornea humana é composta por cinco
camadas: epitélio com sua membrana basal, camada de Bowman, estroma, membrana de

Descemet e endotélio. (Figura 4)



" I epitélio

e camada de
™ Bowman

estroma

membrana de
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Figura 4: Corte histologico demonstrando as camadas da cornea. (Fonte: AAO, 2006)
3.2 Endotélio

3.2.1 Histologia

Kreutziger (1976) estudou a morfologia e a relagdo das membranas plasméticas das
células endoteliais da cornea de coelhos, pela adi¢gao de lanténio nas preparag¢des submetidas
a microscopia eletronica de transmissdo (MET). Constatou a presenca de interdigitacoes
extensas entre as células endoteliais e a ocorréncia de varios complexos juncionais dos tipos
“gap junction” e “tight junction”.

Waring Il et al. (1982) descreveram o endotélio corneano como uma camada Unica de

células de aproximadamente 18 a 20 micra de largura, 4 a 6 micra de espessura, que revestem
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posteriormente a cérnea. As células endoteliais apresentaram morfologia predominantemente

hexagonal, formando um verdadeiro mosaico.

3.2.2 Fisiologia

Edelhauser et al. (1981) perfundiram o endotélio com solucdo salina balanceada de
diferentes osmolaridades. Notaram que com a perfusdo hiposmética houve aumento da
espessura corneal; o contrario ocorreu com solucdo hiperosmética. No entanto, a estrutura
celular observada, a microscopia eletrénica de varredura (MEV) e microscopia especular de
cérnea (MEC), ndo sofreu alteragdes. A espessura corneal voltou a normalidade quando se
usou uma solucao de perfusédo com 300 mOsm/l. Os autores concluiram que o endotélio
corneal pode tolerar solu¢gdes com osmolaridade de 200 a 400 mOsm/l sem ruptura celular,
desde que ions essenciais estejam presentes na solugao a ser utilizada.

Waring Ill et al. (1982), apds extensa revisdo de literatura, relataram que a coérnea
apresenta a importante funcdo de manter a transparéncia e espessura corneal por basicamente
dois mecanismos: barreira e bomba endotelial. A barreira endotelial diminui a hidratacdo da
cérnea pela resultante do somatorio de todos os complexos juncionais (tight e gap junctions) e
a bomba endotelial pelo transporte ativo de ions, decorrentes da atividade das enzimas
Na+/K+-ATPase e da anidrase carbdnica, do endotélio para a cAmara anterior, culminando com
o retorno da agua.

Mishima (1982) afirmou que a lesdo significativa de células endoteliais (nUmero de
células abaixo do limiar de 400 a 700 células/mmz) decorrente de causas inflamatérias, ou por
trauma cirdrgico (cirurgia de catarata e de glaucoma), leva & faléncia endotelial e conseqiente
edema da cérnea, com perda localizada de sua transparéncia, evoluindo para uma
descompensacado e faléncia corneal permanente, com importante comprometimento da

acuidade visual. (Figura 5)
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Figura 5: Edema corneal por descompensagéo e faléncia endotelial (Fonte: Foto da autora)

3.2.3 Regeneracao endotelial

Binder, Binder (1957) estudaram, pela microscopia Optica, a regeneracao do endotélio
corneal de coelhos sob condi¢des normais e durante a cicatrizacdo ap6s trauma mecénico com
espatula romba. Encontraram evidéncias de divisdo celular amitdtica nos endotélios
examinados.

Capella (1972) comparou a regeneragcdo endotelial humana com a de coelhos e
macacos apds trauma, por microscopia eletrénica de transmisssdo. Concluiu que o processo
de regeneragao celular no homem ocorre de forma semelhante a dos animais, pelo
repovoamento celular da area desnuda por mecanismos como diferenciacdo retrdgrada,
expansdo e possivel divisdo celular. No entanto, em certas doengas humanas, como nas
ceratopatias bolhosas, tais mecanismos de regeneragdo ndo atuaram de maneira adequada,
resultando no surgimento de uma camada de células multinucleadas.

Van Horn et al. (1977) estudaram a regeneracao endotelial apds destruicao de 10, 50 e
90% do endotélio corneal central de coelhos e gatos, pela paquimetria, microscopia eletrénica

de transmisséo e andlise auto-radiografica, observando que a regeneracao endotelial no coelho
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ocorreu em 10 dias por mitose celular, em contraste com o pequeno nimero de divisdes
celulares encontrado nas células endoteliais do gato, que promoveram a regeneragao celular
pelo processo de alargamento e migracdo de células. Concluiram que a regeneracao endotelial
na cérnea do gato apresenta um padrao semelhante ao da cérnea humana.

Laing et al. (1983) estudaram cdrneas humanas e traumatizadas pela microscopia
especular. Encontraram células grandes, de formato irregular e multinucleado, que supdem
tratar-se de coalescéncia de células.

Yee et al. (1985) estudaram a recuperacao da fungdo de bomba do endotélio corneal
de coelhos apés lesdo por congelamento. Avaliaram o tecido por varios métodos: paquimetria
optica, ligacdo com a Ouabaina Tritiada (avalia a fungdo de bomba do endotélio), montagem
em camaras de perfusdo (avaliam a funcao endotelial de barreira), coloragdo com vermelho de
Alizarina e azul de Tripan, microscopia especular de campo amplo com morfometria assistida
por computador e microscopia eletrbnica de varredura. Concluiram que a recuperagao
funcional do endotélio lesado precede a sua reorganizagdo morfolégica e que este processo
pode ser dividido em trés estagios: estagio | com a cobertura inicial da area lesada por células
pleomérficas e fusiformes, formando barreira funcional incompleta e com minima capacidade
de bombeamento; estagio Il: células assumem um aspecto mais achatado, formando poligonos
irregulares e com capacidade quase normal de bombeamento, e estagio Ill: remodelamento da
camada celular, que retoma seu aspecto usual de mosaico celular.

Matsuda et al. (1985) pesquisaram a cicatrizagdo do endotélio corneal de coelhos in
vivo apds trauma mecénico com fio de seda 4-0, por microscopia especular de grande campo
associada a morfometria celular assistida por computador. A regido traumatizada foi
acompanhada por exames seriados (0, 3, 12, 24, 48 horas apds a lesdo) e um animal foi
utilizado como modelo de comportamento das células no processo de cicatrizagdo. Concluiram
que as células proximas a lesdao tendem a migracdo para o local da mesma, com evidente
modificacdo de sua morfologia no periodo compreendido entre trés e doze horas de trauma. No
periodo entre 24 e 48 horas pds-trauma, a superficie lesada ficar completamente recoberta de

células grandes e irregulares.
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3.2.4 Alteracoes decorrentes da idade

Bourne, Kaufman (1976) estudaram o endotélio corneal central de 40 individuos de 6 a
80 anos pela microscopia especular de cérnea, e encontraram decréscimo significante do
nuamero de células endoteliais com a idade.

Laule et al. (1978), apds avaliacdo da densidade endotelial nas vérias faixas etérias,
relataram que a mesma apresenta um decréscimo gradativo desde o nascimento até a morte,
com aparecimento de areas endoteliais com aparéncia de auséncia de células na regido central
em 12% dos individuos na terceira década de vida e 67% em individuos na nona década de
vida.

Waring Il et al. (1982) relataram que com a idade ocorre perda celular, que nao
consegue ser suprida com a divisdo das células remanescentes e que, para restabelecer a
barreira funcional, se alargam de forma desigual, causando irregularidade do tamanho

(polimegatismo) e na forma (pleomorfismo). (Figura 6)

Figura 6: Foto de microscopia especular: 6 A: paciente com 17 anos, com endotélio regular,

6 B: paciente de 82 anos com alteracao no formato e tamanho das células. (Fonte: Abib, 2006)
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3.2.5 Semiologia endotelial

Mishima (1982) avaliou a fungdo e a morfologia do mosaico endotelial por trés técnicas:
paquimetria, microscopia especular e fluorfotometria corneal. A paquimetria avalia a espessura
corneal e indiretamente a funcdo endotelial; a microscopia especular avalia a funcédo e
morfologia do mosaico, e a fluorfotometria nos permite uma avaliagdo direta do estado
funcional da barreira endotelial.

Abib (2000) introduziu o conceito de monitoramento biolégico, fundamentado na
medicina ocupacional, que é o acompanhamento de uma variavel da biologia do corpo humano
(mosaico endotelial) capaz de indicar alteragbes da fisiologia de um determinado érgao ou
tecido (cérnea), conseqiiente a exposicdo de um determinado agente (lentes de contato,
procedimentos cirdrgicos intra-oculares com ou sem implantes intra-oculares, dentre outros).
Uma vez que o mosaico endotelial e suas células podem ser monitorados com confiabilidade e
reprodutibilidade, o monitoramento biolégico do endotélio da cérnea torna-se uma necessidade,
pois a cornea € uma estrutura anatémica que possui caracteristicas de uma lente biologica,
transparente, sendo esta caracteristica mantida pela fungao das suas células endoteliais.

Jurkunas, Colby (2005) relataram que as principais técnicas e instrumentos para
avaliagao clinica do endotélio corneal sdo: biomicroscopia com a lampada de fenda,
microscopia especular, microscopia confocal, paquimetria e fluorfotometria. Apds avaliagao das
vantagens e desvantagens de cada técnica, concluiram que cada uma delas tem sua indicacédo
e modalidade clinica na pratica oftalmoldgica diaria.

Abib (2006) discorreu sobre a semiologia do mosaico endotelial e da célula endotelial
pela microscopia especular de cérnea. A semiologia do mosaico endotelial avalia a densidade
celular, com o objetivo de estimar quantitativamente o niumero de células existentes em cada
um dos milimetros quadrados de area existente neste mosaico, além de avaliar

estruturas anexas tais como células inflamatérias, depoésitos endoteliais, dobras da membrana



15

de Descemet, vesiculas, entre outros. Na avaliagdo semioldgica da célula endotelial estuda-se:
1 - Tamanho celular endotelial médio ou area celular que representa o tamanho médio
de uma determinada populacdo de células estudadas. Sua unidade de area é o um2
2 - Coeficiente de variagao: a populagao de células endoteliais apresenta normalmente um
determinado padrdo de dispersdao de tamanho em torno de um médio, esta dispersdo é
chamada de polimegatismo e também é indicativa de diminuigdo da reserva funcional destas
células ou mesmo estresse ou sofrimento. O dado semiol6gico que avalia o polimegatismo é o
coeficiente de variagdo (CV) que é dado pelo desvio padrao do tamanho celular médio dividido
pelo tamanho celular médio, podendo ser expresso em termos decimais ou percentuais;
3 - Percentual de células hexagonais: a morfologia da célula endotelial normal é
predominantemente hexagonal, uma pequena parte da popula¢do destas células pode ter seu
nuamero de lados diferente, sendo maiores ou menores que seis. Esta variagdo do nimero de
lados é denominada de pleomorfismo e ¢ indicativa de diminuigdo da reserva funcional destas
células ou mesmo estresse ou sofrimento. Este aspecto morfolégico celular é avaliado pelo

percentual de células com menos de seis lados, seis lados e mais de seis lados.

3.3 Microscopia especular

3.3.1 Principio fisico

Phillips et al. (2005) discorreram sobre o principio fisico da microscopia especular de
cérnea. Quando o feixe luminoso incide sobre uma superficie ocorrem trés efeitos: a reflexao, a
transmissao e a absor¢do. O mais importante na microscopia especular é a reflexao deste, que
se da quando o angulo de recepgao é igual ao de incidéncia. Dessa forma, parte do feixe
luminoso incidente sobre o endotélio reflete de forma especular, sendo capturado pelo aparelho
de microscopia especular de cornea, formando a imagem. Na cérnea normal, a maioria do feixe

luminoso é transmitida pela cérnea. (Figura 7)
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Figura 7 — Reflexdo em uma superficie entre dois meios transparentes. Reflexdo especular:

angulo do raio incidente (84) € igual ao angulo do raio refletido (8’4); o angulo de refragao (65)

depende dos indices refrativos dos meios. (Fonte: Abib, 2000)

3.3.2 Cronologia do desenvolvimento da microscopia especular de cérnea

Maurice (1968) proporcionou um grande avango na pesquisa envolvendo o endotélio
corneal, pois foi quem primeiramente descreveu a microscopia especular, que se baseia na
reflexdo de um feixe luminoso incidente sobre a superficie regular do endotélio da cornea, onde
parte reflete de forma especular, permitindo a observagéo in vivo das células endoteliais, sem
causar lesao as mesmas.

Laing et al. (1975) modificaram o microscopio descrito por Maurice (1968), permitindo a

execucao de exames in vivo e o registro fotografico dos mesmos.
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Bourne, Kaufman (1976) introduziram melhoramentos na técnica da microscopia
especular in vivo, permitindo melhor resolugdo das imagens obtidas, fotografia do tecido e
contagem celular. Atestaram a simplicidade do exame em humanos e sua relativa inocuidade.

Binkhorst et al. (1978) realizaram um estudo do endotélio corneal, pela microscopia de
cérnea de pacientes submetidos a cirurgia de catarata com implante de lente intra-ocular, e
concluiram que a microscopia ajuda na avaliagdo da viabilidade do endotélio corneal, antes do
surgimento de sinais de descompensagao corneal. Encontraram diminuicdo da densidade
celular do endotélio nos pacientes operados de catarata com implante de lente intra-ocular.

Laing et al. (1979) avaliaram o endotélio corneal central pela microscopia especular,
descrevendo o padrdo morfométrico normal do endotélio como uma camada de células
contiguas, com bordas bem definidas.

Neubauer et al. (1984) estudaram a viabilidade endotelial de cérneas armazenadas a
uma temperatura de 4°C em diferentes tipos de conservacdo (cAmara Umida, meio de
McCarey-Kaufman e meio de cultura de tecido TC-199). Utilizaram uma modificagdo da técnica
de microscopia especular usada por Bourne, em que os autores realizaram andlise corneal
pela sua face endotelial e o azul de Tripan como corante vital. Os autores relataram uma
melhor condicdo de avaliacdo das cérneas doadoras com a técnica modificada, com imersao
da lente do microscépio especular de contato em &gua, trabalhando a uma distancia de nove
milimetros.

Lohman et al. (1981) realizaram estudo com microscopia especular de contato com
imersao da lente objetiva em fluoreto de magnésio, que resultou em decréscimo no indice de
refracdo e promoveu contato estavel com a cérnea, obtendo assim uma visdo alargada do
endotélio, permitindo também, com a mudanca do foco, a avaliagdo de outras camadas da
cérnea.

Yee et al. (1985) estudaram o endotélio corneal de varias espécies animais (inclusive o
coelho) pela microscopia especular, comparando os achados entre si. Calcularam a densidade
endotelial, indices de polimegatismo e pleomorfismo. Concluiram que seus achados sugeriam
uma correlacdo entre a morfologia do endotélio, a filogenia dos vertebrados e sua capacidade

funcional.
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Yee et al. (1986) desenvolveram um método para obtencdo da densidade celular e
coeficiente de variagdo, por comparagdo com painéis pré-determinados de delineamento
celular.

Geroski, Edelhauser (1989) procederam estudo morfométrico do endotélio corneal,
comparando os métodos de microscopia especular de grande campo com a coloragao

vermelha de Alizarina.

Doughty (1992) estudou o formato celular do endotélio corneano de coelhos,
considerando a simetria dos lados das células, ou seja, quao mais hexagonal seria sua forma.
Pela de digitalizacdo de micrografias produzidas por outros autores, assinalou que o0s
indicadores empregados na andlise da simetria das células deveriam ser adequados para levar
em conta a regularidade da parede celular e ndo necessariamente sua semelhanga com um
hexagono perfeito. Esta outra forma de medida levaria em conta apenas a medida da area
celular e seu perimetro, agrupando as células de acordo com seu tipo e fornecendo a area
celular média para cada grupo, juntamente com o desvio-padrdo e uma medida da assimetria
da distribuicdo (skewness coefficient). Assim sendo, o coeficiente de variacdo seria um
indicador de valor duvidoso, especialmente para relatar mudangas nas células endoteliais.

Dick et al. (1996) realizaram um estudo da perda celular do endotélio corneal central de
58 pacientes submetidos a facoemulsificagcdo, com implante de lente intra-ocular em incisdes
de 3,5 e 5,5 mm e encontraram uma perda celular significativamente menor em pacientes com
incisdes de 3,5 mm.

Larssom et al. (1996) estudaram o endotélio corneal através da microscopia especular
de contato e avaliagdo da permeabilidade e autofluorescéncia do endotélio, em individuos
portadores de Diabetes Mellitus tipo | e Il, comparando-os entre si e com individuos sadios.
Encontraram um aumento do pleomorfismo, polimegatismo e autofluorescéncia do endotélio
em individuos portadores de Diabetes Mellitus tipo | em relagdo ao grupo controle.

Alves (2001) estudou o efeito da lidocaina a 1% sem preservante sobre o endotélio

corneal de coelhos, pela microscopia especular de cérnea (MEC) de contato e microscopia
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eletrbnica de varredura (MEV), relatando a importancia do uso da MEC na avaliagao

guantitativa e qualitativa do endotélio corneal.

3.3.3 Classificacao dos Microscoépios especulares

Benetz et al. (1999) concluiram que o sistema de analise de imagem do KONAN
NONCON ROBO-CA SP-8000® poderia ser usado em triagens clinicas de larga escala para
avaliagao da perda celular, e que o microscépio especular de ndo-contato tem varios beneficios
clinicos como o conforto do paciente, a facilidade de uso do aparelho e o pequeno tempo gasto

na realizagdo do exame. (Figura 8)

Figura 8: Microscépio especular de ndo-contato NONCON ROBO-CA SP-8000®. (Fonte: Foto
da autora)

Abib (2000) aborda sobre os principais modelos de microscépios especulares em uso
pelo mundo: 1) Microscépios especulares de contato: BIO OPTICS LSM 12000, LSM 12000
CT, LSM 2200, LSM 2100E, LSM 2100C, LSM 2000C, TOMEY EM-1100, KEELER KONAN,
CELL MAX; 2) Microscépios especulares de ndao-contato: NONCON ROBO SP-6000, NONCON
ROBO PACHY SP-9000; SEED SP-500, TOPCON SP 1000 e SP-2000P; 3) Os microscépios

confocais NIDEK CONFOSCAN 3 e CORNEA CONFOCAL
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Jurkunas, Couby (2005) discorreram sobre os varios modelos de microscépios
especulares disponiveis no mercado, classificados quanto a existéncia de contato ou ndo com
a cérnea. Relataram que ainda podem ser classificados quanto ao modo de analise dos dados
em ndo automatizados, semi-automatizados e automatizados. Nos n&o automatizados a
avaliagao endotelial fica a cargo do operador, por meio de comparacao do endotélio em anélise
com grades predeterminadas que fornegam padrdes de densidade endotelial e morfologia
celular. Nos semi-automatizados sao oferecidos recursos para analise endotelial, porém é
necessario que o operador do equipamento interaja com o software e a imagem endotelial
captada. Os automatizados oferecem recurso informatizado para a analise endotelial, sem que
haja necessidade de o operador interagir com o software do aparelho ou com a imagem
endotelial captada. Concluiram que os melhores equipamentos sdo os semi-automatizados

pela sua precisao.

3.3.4 Softwares para analise das imagens endoteliais

3.3.4.1 Surgimento dos softwares

Siesrtsema et al. (1993) estudaram as amostras endoteliais utilizando um software de
andlise de imagem, desenvolvido pelos autores, que inseriu diretamente a imagem do
microscopio especular no computador pelo digitalizador de video em combinagdo com um
software de modificagcdo de imagem, diminuindo o tempo de andlise. Para as analises,
utilizaram um reticulo fixo, cujas bordas celulares internas tinham sido circundadas, eliminando
as células cujas bordas tocavam as laterais do reticulo. Foi calculada a area celular de cada
célula circundada, e, a partir dessa medida, calcularam-se a densidade celular, a area celular
média e seu desvio padrao. Também se calculou a poligonalidade. Os autores avaliaram de 42
a 92 células por imagem, mas recomendaram que fossem avaliadas de 75 a 100. Os autores
concluiram sugerindo que o método de andlise computadorizada em questao teria melhor
sensibilidade se associado a um microscopio especular de contato de campo alargado.

Landesz et al. (1995) realizaram um estudo comparando o software para analise da

imagem endotelial do microscopio especular KONAN NONCON ROBO-CA SP-8000® com o
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software dos microscépios especulares ZEISS ® e KONAN KEELER SP-3300®. Os autores
concluiram que nédo se pode fazer um bom intercdmbio entre as informagdes fornecidas pelos
dois softwares, que 0 KONAN NONCON ROBO-CA SP-8000® seria indicado para uma rapida
andlise morfométrica endotelial e que 0 KONAN KEELER SP-3300® seria 0 mais indicado
para estudos detalhados e fotografias do endotélio corneal.

Vecchi et al. (1996) avaliaram a densidade endotelial corneal utilizando o microscépio
especular TOPCON SP 1000® e software Image-NET ® na forma automatizada, semi-
automatizada e manual. Os resultados do estudo concluiram que a forma automatizada nao
apresenta a precisdo necessaria para o seu uso clinico. No estudo ndo foi encontrada
diferenca estatisticamente significante entre a forma ndo automatizada e a manual.

Benetz et al. (1999) encontraram uma densidade endotelial significativamente maior na
andlise realizada pelo sistema de andlise de imagem da KONAN ® com reticulo fixo quando
comparada com a da densidade endotelial pelo sistema de analise de imagem da Bio-Optics
Bambi ®.

Ohno et al. (1999) estudaram o endotélio corneal de 26 cérneas de 13 individuos
normais e 41 cérneas de 28 individuos que tinham realizado ceratoplastia penetrante, através
do microscépio especular de nao-contato KONAN NONCON ROBO-CA SP-8000® e do
microscopio especular de contato KEELER- KONAN SP- 580. Para analise das imagens
utilizou-se o software BAMBI versao 6.1 da Bio-Optics, apds calibragdo, com dois métodos: o
de marcacgao dos centros celulares da KONAN ROBO® e o das bordas da Bio-Optics BAMBI.
Os autores concluiram que as imagens do microscopio especular automatico de ndo-contato
podem ser comparadas com as da microscopia especular de contato para afericdo da
densidade, somente se ambas estiverem adequadamente calibradas para medidas e escalas

externas.

3.3.4.2 Métodos de determinacao da densidade celular

Alanko, Airaksinsen (1981) definiram o método de analise de imagem para determinagéo

da densidade celular pelo reticulo fixo (fixed frame) pela contagem de células inseridas em um
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retangulo de area conhecida, desenhado na foto obtida pelo microscépio especular. As células,
tocando dois lados perpendiculares do retangulo, ndo sdo consideradas na contagem, e a
divisdo do numero de células contadas pela area do retangulo fornece a densidade celular em

mm?. (Figura 9)

Figura 9: Desenho esquematico do método de analise do reticulo fixo: somente as células

dentro do retdngulo serdo contadas. (Fonte: Phillips et al., 2005)

Benetz et al. (1999) descreveram o método da marcagdo dos centros celulares para
avaliagdo da densidade endotelial com a marcagéo do centro de um grupo de células vizinhas
(marcagéao de aproximadamente 50 células); com célculo da densidade celular por mm? pela

divisdo do nimero de células contadas pela area ocupada por elas. (Figura 10)
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Figura 10: Avaliacdo da densidade endotelial pelo método de marcagéo dos centros celulares
realizada pelo Bambi 2000 Plus®. (Fonte: Abib, 2006)

Phillips et al. (2005) abordaram a determinag&o da densidade celular pelo método do
reticulo variavel (variable frame), que é feito pelo contorno das bordas de um grupo de células
escolhidas, recomendando que se conte de 75 a 100 células por imagem. A densidade por
mm? é calculada pela divisdo do nimero de células contadas pela area celular. O autor
considerou esse método mais exato que o do reticulo fixo, pois todas as células delimitadas

sdo contadas. (Figura 11)

Figura 11: Desenho esquematico do método de analise do reticulo mével: as bordas de um

grupo de células sao circundadas. (Fonte: Phillips et al., 2005)
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3.3.5 Analise critica do atual estado da microscopia especular

Rao et al. (1978) realizaram um estudo do endotélio corneal central e periférico pela
microscopia especular de contato em pacientes submetidos a facectomia, e ap6s encontrarem
um padréo celular endotelial, diferente na periferia em relagdo a cérnea central, concluiram que
a microscopia especular ndo deve ficar confinada a regido central, com risco de produzir
resultados que nao representam o mosaico endotelial.

Hirst (1980), apds revisao da literatura disponivel sobre microscopia especular, afirmou
que algumas questbes basicas sobre padronizacdo, reprodutibilidade, documentacdo e
aplicagao dos resultados da semiologia do endotélio corneal pela microscopia especular de
cérnea ainda necessitam de respostas. Aponta alguns problemas metodolégicos do exame,
como a inacessibilidade ao endotélio corneal periférico (dois a trés milimetros do limbo); a
dificuldade da MEC de avaliar areas com edema; o pequeno numero de células avaliadas por
alguns autores que contam de 5 a 100 células por imagem, comprometendo a
representatividade do exame e, conseqlientemente, a reprodutibilidade do exame; além dos
problemas de interpretagdo, como o tempo de seguimento do endotélio de um paciente

submetido a uma cirurgia intra-ocular.

Schor, Chamon (1996) consideraram a MEC um exame especifico de indicagbes
limitadas e do alto custo, sendo economicamente vidavel em servicos que realizam muitos
procedimentos corneais ou instituicdes de pesquisa. Concluiram que o exame é muito Util em
certas situagbes, tendo menor importancia na pratica clinica.

Abib (2006), apds revisao extensa da literatura, concluiu que os aparelhos disponiveis
no mercado calculam a mediana ou média; desvio padrdo para densidade celular; tamanho
celular médio; coeficiente de variagao; percentual de células com menos de seis € mais de seis
lados, e fator de forma. Alguns aparelhos avaliam poucos destes parametros, outros sdo mais
completos e avaliam todos, porém nenhum deles fornece o comparativo dos valores
encontrados no paciente em exame, com os valores médios encontrados na populagao normal

em mesma faixa etéria, além de néo fornecerem indicacdo alguma da quantidade de células a
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serem avaliadas para que a amostra examinada tenha validade estatistica e,

consequientemente, validade médica.

3.3.6 Software para determinacdo do erro amostral e do tamanho da amostragem

endotelial

Abib (2006) demonstra, por meio do Cells Analyzer pat. rec, SOftware cuja finalidade de
laboratorio estatistico para analise de amostras endoteliais, obtidas pela microscopia especular
de cérnea, o erro existente no processo de amostragem em exames realizados, orientando o
tamanho da amostra endotelial a ser considerada na amostragem desta, para que o exame
adquira confiabilidade e reprodutibilidade, além de realizar andlise etaria dos dados
semioldgicos investigados pela microscopia especular de cérnea. O autor aponta como
limitacbes do software doengas que se caracterizam pela presenca de alteragdes focais do
mosaico endotelial, tais como cérnea “guttata”, distrofia de Fuchs, distrofia polimorfa posterior,
sindrome endotelial iridocorneal, dentre outras; presenca de mosaicos endoteliais com falhas

no revestimento das células.



4 MATERIAL E METODOS
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4.1 Caracterizacao e populacao do estudo

4.1.1 Caracterizacdo do estudo

Trata-se de um estudo transversal que apresenta, como vantagem, a objetividade na
coleta dos dados, resultados de facil interpretacdo, facilidade para obtencdo de amostras
representativas da populacdo, boa opgédo para descrever as caracteristicas dos eventos na
populagdo. Apresenta, como desvantagens, o fato de que condi¢cdes de baixa prevaléncia
exigem amostras de grande tamanho, e que dados da exposi¢do atual podem nao representar

a exposicao passada. (Pereira, 2000)

4.1.2 Populacao do estudo

e Populacao: seres humanos

e Base: olhos

e Alvo: microscopia especular de cérnea

e Amostra: dados do endotélio corneal, obtidos do banco de dados de exames de
microscopia especular de cérnea da Clinica de Medicina Especializada,

Curitiba, Parana.

4.2 Apreciacio pelo Comité de Etica em Pesquisa

Para fins de apreciacdo dos aspectos éticos implicados em pesquisa em seres
humanos, o projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, da

Universidade Catélica de Goias, sob o niumero CAAE- 0847.0.000.168-06. (Anexo 1)
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4.3 Material

4.3.1 Selecao da amostra

Foi feito um levantamento consecutivo de todos os exames de microscopia especular
de cérnea, realizados no periodo de setembro a novembro de 2005, no Servigo de Cdérnea da

Clinica de Medicina Especializada, totalizando 416 olhos de 212 pacientes.

Dos 416 olhos, foram avaliados 213 olhos direitos e 203 esquerdos.

Desses, foram excluidos 118 exames - 76 por estarem incompletos para a metodologia
utilizada e 42 por nao apresentarem boas condicbes técnicas para analise endotelial no
ndimero de imagens necessarias para a metodologia do estudo, em decorréncia de doencas
que causam diminui¢cdo da transparéncia corneal ou altera¢des focais do mosaico endotelial. A

amostra foi entao constituida de 298 olhos, 149 direitos e 149 esquerdos.

4.3.2 Critérios de Inclusdo e Exclusao

4.3.2.1 Critérios de inclusao

Cada exame incluido deve ter nUmero suficiente de imagens endoteliais que propiciem
a aplicacdo da metodologia a seguir apresentada. O exame deve ter sido realizado na cérnea,
cuja condicdo de transparéncia determine boa qualidade de imagem endotelial, para que a
metodologia de marcagéo das células endoteliais € de analise do tamanho da amostra possa

ser feita de modo preciso.

4.3.2.2 Critérios de exclusao

Presenca de lesdes complexas anexas ao mosaico endotelial que comprometam a
superficie posterior do mosaico endotelial, de forma total ou parcial, encontradas na cérnea
“guttata”, distrofia endotelial de Fuchs, distrofia polimorfa posterior e sindrome endotelial

iridocorneal.
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4.4 Métodos

4.4.1 Caracterizacdo da amostra

A amostra foi caracterizada quanto ao sexo, idade, estado e/ou situagao endotelial, e
dados semiol6gicos das imagens endoteliais (densidade endotelial, &rea celular, coeficiente de

variagao e percentual de células hexagonais).

4.4.2 Microscopia especular de cérnea

Os exames de microscopia especular de cérnea foram realizados com microscépio
especular de alta ampliacdo, semi-automatizado, de contato, Bio-Optics® LSM 2000C." (Figura

12)

Figura 12: Microscépio especular de contato BIO-OPTICS® LSM 2000C.

(Fonte: Foto da autora)

' Bio-Optics® LSM 2000C Bio Optics Inc, Porthland, USA
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4.4.3 Técnica utilizada para a captacao das imagens endoteliais

A descri¢do da técnica utilizada para a realizagdo do exame de microscopia especular
de contato é a preconizada por Abib, 2000, adaptada para a utlizagdo do

Cells Ana/yzer PAT. REQZE

0 Anti-sepsia da lente objetiva com alcool a 90%° previamente ao exame;
Instilagéo de colirio de cloridrato de proximetacaina a 0,5% (anestalcon 0,5%® 4);

0 Posicionamento do paciente;

1 Deslizamento da lente objetiva sobre a superficie corneal com o objetivo de focalizar

area do mosaico endotelial com boa qualidade técnica para captura;
1 Captura digital e analise das imagens do mosaico endotelial.

Todos os exames foram realizados pelo mesmo médico oftalmologista, treinado na

aquisicao, processamento e obtencido dos dados das amostras endoteliais em estudo.

4.4.4 Captura da amostragem endotelial

A captura da amostragem endotelial foi realizada com a obtencado de imagens do
mosaico endotelial pelo microscopio especular de cérnea com a técnica acima descrita.

(Figura 13)

2 Cells Analyzer pat. rec. Technicall, Sao Paulo, Brasil
3 Alcool a 90%.J.R.D. IndUstria Farmacéutica Ltda, Goiania, Brasil.
* Anestalcon 0,5% ®Alcon Laboratérios do Brasil Ltda, Sao Paulo, Brasil
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Figura 13: Tela do software Bambi 2000 plus® apds a captacdo da imagem pelo microscopio

especular. (Fonte: Foto da autora)

4.4.5 Marcacao das células endoteliais

Apds a captura das imagens endoteliais, consideradas como amostras, todas as

células contidas nas imagens foram marcadas pela técnica da marcagéao dos centros celulares.

As células endoteliais da linha externa nao foram consideradas para a determinagédo dos dados

semioldgicos do endotélio corneal, e delinearam a margem celular mais externa da area do

mosaico endotelial circunscrito por esta linha externa de células. (Figura 14)
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Figura 14: Tela fornecida pelo software Bambi 2000 plus®, demonstrando a marcagao dos

centros celulares. (Fonte: Foto da autora)

4.4.6 Avaliacao das imagens endoteliais pelo sofiware Bambi 2000 Qlus®5

Em cada uma das imagens foram calculados pelo software Bambi 2000 plus® os
seguintes dados semiol6gicos: (Figura 15)
1 - Densidade endotelial (células/mma?);
2 - Tamanho celular endotelial médio ou area celular (um3);
3 - Coeficiente de variacao;

4 - Percentual de células hexagonais.

3> Bambi 2000 plus® Bio Optics Inc, Porthland, USA
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Figura 15: Laudo fornecido pelo software Bambi 2000 plus®, demonstrando os dados

semiolégicos calculados. (Fonte: Foto da autora)

4.4.7 Utilizacao do Cells Analyzer par. rec, para andlise das amostras endoteliais

4.4.7.1 Poder estatistico amostral

Na utilizacdo do Cells Analyzer par rec, para andlise das amostras endoteliais,

inicialmente o poder estatistico amostral foi escolhido (grau de confianca de 95% com erro

relativo planejado de 5%). (Figura 16)
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Figura 16: Tela fornecida pelo software Cells Analyzer pat gec., demonstrando a escolha do

grau de confianca. (Fonte: Foto da autora)

4.4.7.2 Alimentando o Cells Analyzer

Apos a escolha do erro relativo, o software Cells Analyzer pat. rec. fOi alimentado com:
- Dados do paciente

Todo paciente incluido no estudo teve sua idade considerada no Cells Analyzer pat. rec.

para efeito de andlise amostral do mosaico endotelial em exame. (Figura 17)
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Figura 17: Tela fornecida pelo software Cells Analyzer par gec., demonstrando a insergao dos

dados de identificacao do paciente. (Fonte: Foto da autora)

-Dados semioldgicos das imagens endoteliais

O software Cells Analyzer par. gec. foi alimentado com os dados semiolégicos das

imagens endoteliais, calculados pelo software Bambi 2000 Plus ® (densidade endotelial, area

celular, coeficiente de variagédo e percentual de células hexagonais). (Figura 18)
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Figura 18: Tela fornecida pelo software Cells Analyzer par gec., demonstrando a insergcao dos
dados semiolégicos da imagem endotelial avaliada pela microscopia especular. (Fonte: Foto da

autora)

4.4.8 Interpretacao do erro amostral na primeira imagem

Utilizou-se como critério para determinagéo da validade amostral, com a separagao dos
exames estatisticamente completos dos incompletos, o preconizado pelo software Cells
Analyzer par. rec, mediante a comparacao do erro relativo planejado com o erro calculado, a

partir do nimero de células endoteliais incluidas na amostra endotelial considerada.

O Erro relativo calculado maior que o erro relativo planejado: O Cells Analyzer pat. rec. indica
amostragem insuficiente em tamanho, determinando aumento da contagem de células
endoteliais em imagens distintas das anteriormente adquiridas pelo microscépio especular e

analisadas pelo software Bambi 2000 plus®. (Figura 19)
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Figura 19: Tela fornecida pelo software Cells Analyzer pat. rec, demonstrando que o erro relativo

calculado foi maior que o planejado. (Fonte: Foto da autora)

O erro relativo calculado menor que o planejado indica amostragem suficiente em nimero de

células consideradas.

4.4.9 Aumento da amostragem endotelial nos exames com numero de células

insuficientes

Nos olhos em que o Cells Analyzer par. gec. indicou amostragem insuficiente,
adquiriram-se imagens distintas do mosaico endotelial, com subseqliente marcagao de células,
a fim de gerar dados amostrais referentes a nova imagem e a inser¢cdo dos dados calculados

pelo Bambi 2000 plus®, no Cells Analyzer par. rec, como complementagcdo amostral.
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Apds, verificou-se o tamanho da amostra endotelial era suficiente para validar a amostra

endotelial da microscopia especular. (Figura 20)
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Figura 20: Tela fornecida pelo software Cells Analyzer pat. gec., demonstrando a insercao de

novas imagens. (Fonte: Foto da autora)

Quando o software Cells Analyzer pat. rec. COnsiderou a amostra suficiente, o exame foi

encerrado.

Quando o software Cells Analyzer pat. rec. COnsiderou a amostra insuficiente, os dados
de novas imagens foram inseridos até que o software Cells Analyzer pat rec. indicasse erro

amostral calculado inferior ao amostral planejado.

4.4.10 Dados amostrais calculados pelo Cells Analyzer pat rec.

Apds a obtencdo das imagens e do nimero de células endoteliais necessarias para a
validade estatistica das amostras nos casos estudados, foram considerados, no estudo, os

seguintes dados amostrais calculados: (Figura 21)
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-NUmero de células contadas;

-Numero de imagens consideradas;
-Area endotelial avaliada (um?);
-Equivaléncia (mm?);

-Erro amostral (erro relativo calculado).

¥
g
¥
¥
g
L

Figura 21: Tela fornecida pelo software Cells Analyzer par. rec, demonstrando os dados
semiol6gicos do exame composto por trés imagens endoteliais e respectiva andlise amostral

estatistica. (Fonte: Foto da autora)
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4.4.11 Dados da semiologia endotelial calculados pelo Cells Analyzer par gec.

A partir dos exames realizados sob a orientagdo do tamanho amostral para o mosaico
endotelial de cada cérnea foi calculado o resultado de cada um dos dados semioldgicos da
semiologia endotelial, tais como densidade endotelial, area celular média, coeficiente de

variacao e percentual de células hexagonais, porém estes nao foram os objetivos do presente

estudo. (Figura 22)
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Figura 22: Laudo fornecido pelo software Cells analyzer pat. gec. (Fonte: Foto da autora)

4.5 Caracterizacao dos grupos

- Grupo 1: composto pelos dados amostrais dos exames considerados corretos pelo

software Cells Analyzer par. rec. Onde o erro relativo foi inferior a 5%, observando-se uma s6

imagem do mosaico endotelial.

- Grupo 2 A: composto pelos dados amostrais da primeira imagem dos exames

considerados incompletos pelo software Cells Analyzer par rec, (erro relativo superior a 5%).
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- Grupo 2 B: composto pelos dados amostrais dos exames que consideram tantas
imagens quantas necessarias para que o exame fosse considerado completo pela analise do

software Cells Analyzer par. rec., com erro relativo inferior a 5%.

4.6 Apresentacao dos dados amostrais dos exames endoteliais

Para os trés grupos estudados, as varidveis quantitativas dos dados amostrais
calculadas pelo software Cells Analyzer par. rec. foram relatadas por meio de estatistica

descritiva: valor maximo e minimo, média e desvio padréo.

-Grupo1,2Ae2B
Numero de imagens consideradas;
Ndmero de células contadas;
Area endotelial avaliada (pm2);
Equivaléncia (mm?);

Erro amostral (erro relativo calculado).

4.7 Comparacoes realizadas com os dados amostrais obtidos e metodologia -
estatistica utilizada

Comparacao 1:

Grupo 1 X Grupo 2 A

Os dados amostrais comparados, para amostras ndo pareadas, foram o nimero de
células contadas, a area endotelial avaliada, a equivaléncia da area total avaliada em relagéao

ao mm? e erro amostral, pelo teste t - Student bicaudal com nivel de significAncia de 99%

(p<0,01).
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Comparagéao 2:
Grupo 2 A X Grupo 2B

Os dados amostrais comparados, para amostras pareadas, sdo o numero de células
contadas, area endotelial avaliada, equivaléncia da area total avaliada em relagdo ao mmz e

erro amostral, pelo teste t - Student bicaudal com nivel de significancia de 99% (p<0,01).
Comparacao 3:

Grupo 1 X Grupo 2 B

Os dados amostrais comparados, para amostras nao pareadas, sdo o numero de
células contadas, area endotelial avaliada, equivaléncia da area total avaliada em relacdo ao

mm? e erro amostral, pelo teste t - Student bicaudal com nivel de significancia de 99% (p<0,01).

Os célculos matematicos foram realizados com ajuda dos programas de computagcado SPSS

for Windows verséao 8.0 (SPSS, EUA) e Excel 2000 (Microsoft Corporation, EUA).
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5.1 Resultados obtidos segundo a caracterizacao da amostra

5.1.1 Idade

A idade dos pacientes variou de 13 a 87 anos, com média de 48 £ 19.

5.1.2 Sexo

Quanto a distribuicao por sexo, 96 (64%) individuos eram do sexo feminino e 54 (36%)

do sexo masculino.

5.1.3 Indicacdo do exame de microscopia especular

A situagéo do mosaico endotelial, na indicagdo do exame de microscopia especular, foi
considerada normal em 46% dos olhos examinados, em 33% foi compativeis com uso de
lentes de contato; em 10% compativel com estado endotelial péds-cirirgico; em 4% com
degeneracdo endotelial; em 4% com uveite, e em 3% foram compativeis com glaucoma.

(Grafico 1, Tabela 1)

Tabela 1 - Distribuicdo e freqiiéncia dos pacientes por indicagdo do exame de microscopia

especular de cérnea. (Brasilia; 2006)

Ndmero de olhos examinados

Normais 139 (46%)
Lentes de Contato 98 (33%)
Cirurgia 28 (10%)
Degeneragodes 12 (4%)
Glaucoma 10 (3%)
Uveite 11 (4%)

Total 298 (100%)
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Gréfico 1 - Distribuicdo dos pacientes nos grupos 1 e 2 de acordo com estado endotelial.

(Brasilia; 2006)
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5.1.4 Dados semioldgicos referentes a primeira imagem endotelial

Os dados da semiologia endotelial que descrevem a primeira imagem endotelial dos

298 exames de microscopia especular do estudo encontram-se abaixo relatados.

A menor densidade endotelial foi de 1.161 células/mm?2 e a maior de 4.078 células/mmz2,

com média de 2.822 + 558 células/ mm2. (Tabela 2)

A menor area celular média foi de 140 um2 e a maior foi de 962 um?, com média de 372

+ 107 um2. (Tabela 2)

O menor coeficiente de variagao foi de 0,19 e o maior de 0, 467, com média de 0, 289

+ 0,04. (Tabela 2)

O menor percentual de células hexagonais foi de 23% e o maior de 81,9%, com média

de 57 £ 8,5%. (Tabela 2)
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Tabela 2 - Dados semioldgicos da primeira imagem dos exames do universo amostral.

(Brasilia, 2006)

Variavel Densidade Area celular Coeficiente Percentual de células
endotelial (um?) de variagdo  hexagonais (%)
(células/mm?)

Média
2822 + 558 372 £ 107 0,289+0,04 57%8,5

5.2 Demonstrativo do tamanho das amostras endoteliais para obtencao de validade

estatistica

5.2.1 Numero de imagens necessarias por exame

A amostra foi composta de 298 olhos, destes, 141 (47%) olhos necessitaram de
apenas uma imagem para realizar o exame orientado pelo software Cells Analyzer pat. rec, 143
(47,6%) olhos necessitaram de duas imagens, 12 (4%) olhos de trés imagens, e 2 (0,7%) olhos

de quatro imagens. (Tabela 3, Gréfico 2)

Tabela 3 - Distribuicdo dos exames de acordo com o numero de imagens necessarias para

validar estatisticamente o exame (Brasilia, 2006)

Numero de imagens Numero de casos estudados

para validar exame

1 141 (47%)
2 143 (48%)
3 12 (4%)
4 2 (1%)

)

Total 298 (100%
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Gréfico 2 - Distribuicdo dos exames de acordo com o numero de imagens necessarias para

validar estatisticamente o exame (Brasilia, 2006)
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Nos 298 olhos estudados sob a orientacao do Cells Analyzer pat. gec., © nUmero médio

de imagens consideradas no exame, para o perfil do microscopio especular marca Bio-Optics®,

foi de 1,7 £ 0,6 imagens por exame.

5.2.2 Numero de exames por situacao clinica considerados corretos com uma ou com

mais de uma imagem.

Dos 139 olhos com endotélio normal, 78 (56,1%) foram considerados corretos com

uma imagem, e 61 (43,9%) necessitaram de aquisicao da nova imagem ou imagens.

Dos 98 olhos de usuarios de lentes de contato, 44 (44,9%) foram considerados corretos

com uma imagem, e 54 (55,1%) necessitaram de aquisicdo de nova imagem ou imagens.

Dos 28 olhos com estado endotelial pds-cirurgico, 9 (32%) foram considerados corretos

com uma imagem, e 19 (68%) necessitaram de aquisicdo de nova imagem ou imagens.
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Dos 12 olhos com degeneracao endotelial, 1 (8,3%) foi considerado correto com uma

imagem, e 11 (91,7%) necessitaram de aquisicdo de nova imagem ou imagens.

Dos 10 olhos com glaucoma, 3 (30%) foram considerados corretos com uma imagem, e

7 (70%) necessitaram de aquisicdo de nova imagem ou imagens.

Dos 11 olhos com uveite, 6 (54,5%) foram considerados corretos com uma imagem, e

5 (45,5%) necessitaram de aquisicdo de nova imagem ou imagens.

A Tabela 4 demonstra a freqiiéncia dos pacientes por situa¢éo endotelial, na indicacéo
da microscopia especular, com o numero de casos e respectiva freqliéncia de exames
estatisticamente corretos com uma imagem e exames estatisticamente corretos com mais de

uma imagem endotelial.

Tabela 4 - FreqUiéncia dos pacientes por indicacdo do exame de microscopia especular de

cérnea (Brasilia, 2006)

Corretos com Corretos com mais de Amostra total

uma imagem uma imagem
Normais 78 (56%) 61 (44%) 139 (46%)
Lentes de contato 44 (45%) 54 (55%) 98 (33%)
Cirurgia 9 (32%) 19 (68%) 28 (10%)
Degeneragodes 1 (8%) 11 (92%) 12 (4%)
Glaucoma 3 (30%) 7 (70%) 10 (3%)
Uveite 6 (54%) 5 (46%) 11 (4%)

Total 141 (47%) 157 (53%) 298 (100%)
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5.2.3 Numero de células contadas por exame

Nos 141 olhos avaliados com uma imagem, o nimero médio de células contadas foi de

135 + 22 células.

Nos 143 olhos avaliados com duas imagens, o numero médio de células contadas na

primeira imagem foi de 107 £ 25 e na amostra final com duas imagens foi de 212 £ 55 células.

Nos 12 olhos avaliados com trés imagens, o nimero médio de células contadas na

primeira imagem foi de 77 + 23 e na amostra final com trés imagens foi de 233 £ 74 células.

Nos dois olhos avaliados com quatro imagens, o nimero médio de células contadas na
primeira imagem foi de 54 + 14 e na amostra final com quatro imagens foi de 230 + 7 células.

(Tabela 5, Grafico 3)

Tabela 5 - Nimero de casos e células na primeira imagem e na amostra total validados com 1,

2, 3 ou 4 imagens (Brasilia, 2006)

Numero de imagens Numero de Numero médio de Numero médio de

para validar olhos estudados . . células na amostra
células na primeira

exame total
imagem

1 141 (47,3%) 135+ 22 135 + 22

2 143 (48%) 107 £ 25 212 + 55

3 12 (4%) 77 £23 233+ 74

4 2 (0,7%) 54 + 14 2307
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Gréfico 3 - Numero de células na primeira imagem e na amostra total validados com 1, 2, 3 ou

4 imagens (Brasilia, 2006)
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5.3 Dados amostrais representativos dos grupos estudados

5.3.1 Grupo 1 - Exames validados com uma imagem

5.3.1.1 Numero de Células Contadas
Nos olhos validados com uma imagem, o nimero minimo de células contadas foi de 32 e 0
maximo de 176, com média de 135 + 22 células. (Tabela 6)
5.3.1.2 Area endotelial avaliada (um?)
Nos olhos validados com uma imagem, a area da amostra endotelial minima foi de
20.874 um? e a maxima de 86.798 pm?, com média de 43.557 + 5.596 um?>. (Tabela 6)

5.3.1.3 Equivaléncia em mm? da area endotelial avaliada

Nos olhos validados com uma imagem, o minimo valor da equivaléncia foi de 0,14 X

0,14 mm2 e o maximo foi de 0,29 x 0,29 mmz2.
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5.3.1.4 Erro amostral ou erro relativo calculado

Nos 141 olhos analisados sob orientagdo do Cells Analyzer par. gec. COM uma imagem,
o valor do erro relativo minimo encontrado foi 3% e do maximo foi de 4,99% e a média

encontrada foi de 4,33 £ 0,44. (Tabela 6)

Tabela 6 - Dados amostrais dos exames concluidos com uma imagem endotelial (Brasilia,

2006)

Variavel NlUmero de Area Erro amostral
células endotelial (erro relativo
contadas avaliada (um2)  calculado)

Exames

concluidos com
135+ 22 43.557 + 5.596 43+0,4

uma imagem

5.3.2 Grupo 2 - Exames validados com mais de uma imagem

5.3.2.1 Grupo 2 A — Dados amostrais referentes a primeira imagem

(amostra rotineira, parcial ou incompleta)

5.3.2.1.1 Numero de células contadas

Nas 157 imagens iniciais que compdem o grupo 2 A, o nimero minimo de células

contadas foi de 43 e 0 maximo de 176, com média de104 * 27 células. (Tabela 7)



52

5.3.2.1.2 Area endotelial avaliada (um?)

Nas 157 imagens iniciais que compdem o grupo 2 A, a &rea da amostra endotelial
minima foi de 4.060 pm? e a maior de 46.336,2 pm?, com média de 40.046 + 5.918 pm®.

(Tabela 7)

5.3.2.1.3 Equivaléncia em mm? da area endotelial avaliada

Nas 157 imagens iniciais que compdem o grupo 2 A, o menor valor de equivaléncia foi

de 0,16 X 0,16 mm2 e o maior de 0,22 X 0,22 mm?2.

5.3.2.1.4 Erro amostral ou erro relativo calculado

Nas 157 imagens iniciais que compdem o grupo 2 A, o minimo erro relativo calculado

foi de 5 e 0 maior de 10, com média de 6 + 1. (Tabela 7)

Tabela 7 - Dados amostrais dos exames concluidos no grupo 2 A (Brasilia, 2006)

Variavel Numero de Area Erro amostral
células endotelial
contadas avaliada

Exames

concluidos com
' 104 + 27 40.046 +5.918 6+1
uma imagem
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5.3.2.2 Grupo 2 B- Dados amostrais referentes as amostras estatisticamente corretas -

amostras completas sob orientacao do Cells Analyzer par. rec.

5.3.2.2.1 Numero de Células Contadas

Nas 157 imagens que compdem o grupo 2 B, 0 nimero minimo de células contadas,
na amostra endotelial completa, foi de 54 e 0 maximo de 344, com média de 214 + 54 células.

(Tabela 8)

5.3.2.2.2 Area endotelial avaliada em pm?

Nos 157 exames que compdem o grupo 2 B (amostra endotelial completa), a area da
amostra endotelial minima foi de 43.778 pm® e a da maxima foi de 171.536 pm?, com média de

83.316 + 17.455 pm®. (Tabela 8)

5.3.2.2.3 Equivaléncia em mm? da area endotelial avaliada

Nos 157 exames que compdem o grupo 2 B (amostra endotelial completa), o menor

valor de equivaléncia foi de 0,21 X 0,21 mm?2 e o0 maior de 0,41 X 0,41 mm2.

5.3.2.2.4 Erro amostral ou erro relativo calculado

Nos 157 exames que compdem o grupo 2 B (amostra endotelial completa), o minimo

erro relativo calculado foi de 3,2 e 0 maior de 4,9, com média de 3,9 = 0,56. (Tabela 8)

Tabela 8 - Dados amostrais dos exames concluidos no grupo 2 B (Brasilia, 2006)

Variavel Numero de Area Erro amostral
células endotelial (erro relativo
contadas avaliada (um?) calculado)

Exames

concluidos com
' 214 £+ 54 83.316 + 17455 3,9+0,56
uma imagem
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5.4 Comparacoées realizadas dos dados amostrais

5.4.1 Comparaciéo 1

Compararam-se 0s seguintes dados amostrais: nimero de células contadas, area
endotelial avaliada (um?), equivaléncia (mm?2) e erro amostral (erro relativo calculado) entre os

grupos 1 X 2 A.

5.4.1.1 Numero de células contadas

O numero médio de células contadas no grupo 1 foi de 135 + 22 e no grupo 2 A de 103

+ 28 células.

A comparagao da média do numero de células contadas entre os grupos 1 e 2 A, pelo
teste t - Student bi-caudal para amostras nao pareadas, apresentou diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos com p<0,01. (Tabela 9, Gréfico 4)

Tabela 9 - Andlise estatistica do niumero de células consideradas entre os grupos 1 e 2 A

(Brasilia, 2006)

Variavel Grupo 1 Grupo 2 A P bi-caudal

. . 135 + 22 104 + 27 8x10%®
NuUmero de células

contadas

(Teste t - Student)



55

Gréfico 4 - Média do numero de células contadas nas amostras endoteliais, nos grupos 1 e 2 A

(Brasilia, 2006)
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5.4.1.2 Area endotelial avaliada (um?)

A média da area endotelial avaliada no grupo 1 foi de 43.557 + 5.596 umz, € no grupo

2 A foi de 40.046 + 5.918 um®.

A comparagédo da média da area das amostras endoteliais entre os grupos 1 e 2 A,
pelo teste de t — Student bi-caudal com amostras despareadas, apresentou diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos p < 0,01. (Tabela 10, Grafico 5)

Tabela 10 - Analise estatistica das areas das amostras endoteliais consideradas entre os

grupos 1 e 2 A (Brasilia, 2006)

Variavel Grupo 1 Grupo 2 A P bi-caudal

Area da amostra 43.557 + 5.596 40.046 +5.918 1,1x10%
endotelial (um?)

(Teste t - Student)
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Grafico 5 - Area média das amostras endoteliais nos grupos1 e 2 A (Brasilia, 2006)
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5.4.1.3 Erro amostral ou erro relativo calculado

A média do erro amostral no grupo 1 foi de 4,3 £ 0,44 eno grupo 2 de 6 = 1.

A comparagao dos erros relativos entre os grupos 1 e 2 A, pelo teste de t — Student bi-
caudal com amostras despareadas, apresentou diferenca significativa entre os grupos com p <

0,01. (Tabela 11, Grafico 6)

Tabela 11 - Andlise estatistica do erro amostral entre os grupos 1 e 2 A (Brasilia, 2006)

Variavel Grupo 1 Grupo 2 A P bi-caudal

4,3 +0,44 6+1 6,6 x 10
Erro amostral

(Teste t - Student)



57

Gréfico 6 - Erro amostral entre os grupos 1 e 2 A (Brasilia, 2006)
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5.4.2 Comparacao 2

Os resultados a seguir apresentados referem-se a comparagéao entre o Grupo 2 A -
constituido pelos dados amostrais da primeira imagem endotelial captada pelo microscépio

especular e Grupo 2 B - constituido pelos dados da analise da amostra final.

5.4.2.1 Numero de células contadas

A média do numero de células contadas no grupo 2 A foi de 104 £ 27 e a média no

grupo 2 B foi de 214 £ 54.

A comparagao da média do numero de células contadas entre os grupos 2 A e 2 B,
pelo teste t - Student bi-caudal para amostras pareadas, apresentou diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos com p< 0,01. (Tabela 12, Grafico 7)
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Tabela 12 - Andlise estatistica do nimero de células consideradas entre os grupos 2 Ae 2 B

(Brasilia, 2006)

Variavel Grupo 2 A Grupo 2 B P bi-caudal

74
NGmero de 104 + 27 214 £ 54 5x10

células contadas

(Teste t - Student)

Gréfico 7 - Média do nimero de células contadas nas amostras endoteliais dos grupos 2 Ae 2 B

(Brasilia, 2006)
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5.4.2.2 Area endotelial avaliada (um?)

A média da area endotelial avaliada no grupo 2 A foi de 40.046 + 5.918 pm?, e no grupo

2 B de 83.316 + 17.455 pm”.
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A comparagédo da média da area das amostras endoteliais entre os grupos 2 A e 2 B,
pelo teste de t — Student bi-caudal com amostras pareadas, apresentou diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos p < 0,01. (Tabela 13, Grafico 8)

Tabela 13 - Andlise estatistica da area da amostras endoteliais consideradas entre os grupos

2 A e 2 B (Brasilia, 2006)

Variavel Grupo 2 A Grupo 2 B P bi-caudal

Area da amostra 40.046 +5.918 83.316 + 17.455 8x 10

endotelial (um?)

Hm?

(Teste t - Student)

Grafico 8 - Area média das amostras endoteliais nos grupos 2 A e 2 B (Brasilia, 2006)

90.000

o]
@
w
[

80.000

70.000

60.000

50.000

40.000

m Grupo 2 B

30.000

20.000
10.000

Area da amostra endotelial



60

5.4.2.3 Erro amostral ou erro relativo calculado

A média do erro amostral no grupo 2 A foi de 6 £ 1, e no grupo 2 B de 3,9 £ 0,56.
A comparacao dos erros relativos entre os grupos 2 A e 2 B, pelo teste de t — Student bi-caudal
com amostras pareadas apresentou diferenga significativa entre os grupos com p < 0,01.

(Tabela 14, Grafico 9)

Tabela 14 - Analise estatistica do erro amostral entre os grupos 2 A e 2 B (Brasilia, 2006)

Variavel Grupo 2 A Grupo 2 B P bi-caudal

62
Erro amostral 6+1 3,9£ 0,56 1x10

(Teste t - Student)

Grafico 9 - Erro amostral entre os grupos 2 A e 2 B (Brasilia, 2006)
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5.4.3 Comparacéo 3

Foi realizada uma comparagao dos dados amostrais: nimero de células contadas, area
endotelial avaliada (um?), equivaléncia (mm?) e erro amostral ou erro relativo calculado entre os

grupos 1 X 2 B.

5.4.3.1 Numero de células contadas

A média do nimero de células contadas no grupo 1 foi de 135 + 22, e a do grupo 2 B

foi de 214 + 54.

A comparagao da média do nimero de células contadas entre os grupos 1 e 2 B, pelo
teste t - Student bi-caudal para amostras ndo pareadas, apresentou diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos com p < 0,01. (Tabela 15, Gréfico 10)

Tabela 15 - Andlise estatistica do numero de células consideradas entre os grupos 1 e 2 B

(Brasilia, 2006)

Variavel Grupo 1 Grupo 2B P bi-caudal

. . 135 + 22 214 + 54 1,7x10%
NuUmero de células

contadas

(Teste t - Student)
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Gréfico 10 - Média do numero de células contadas nas amostras endoteliais nos grupos 1 e 2 B

(Brasilia, 2006)

250

214

200

150

-
w
(&)}

O Grupo 1
m Grupo 2B

100

50

Média de células contadas

5.4.3.2 Area endotelial avaliada (um?)

A média da area endotelial avaliada no grupo 1 foi de 43.557 + 5.596 umz, € Nno grupo
2 B de 83.316 + 17.455 pm~.
A comparacao da média da area das amostras endoteliais entre os grupos 1 e 2 B, pelo

teste de t — Student bi-caudal com amostras ndo pareadas, apresentou diferenga

estatisticamente significativa entre os grupos com p < 0,01 (Tabela 16, Grafico 11).

Tabela 16 - Andlise estatistica da area das amostras endoteliais consideradas entre os grupos

1 e 2 B (Brasilia, 2006)

Variavel Grupo 1 Grupo 2 B P bi-caudal

Area da amostra 43.557 + 5.596 83.316 + 17.455 1,4x10%

endotelial (um?)

(Teste t - Student)
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Grafico 11 - Area média das amostras endoteliais nos grupos 1 e 2 B (Brasilia, 2006)
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5.4.3.4 - Erro amostral ou erro relativo calculado

A média do erro amostral no grupo 1 foi de 4,3 + 0,44, e no grupo 2 B foi de 3,9 + 0,56.

A comparacao dos erros relativos entre os grupos 1 e 2 B, pelo teste de t — Student bi-
caudal com amostras ndo pareadas, apresentou diferenca significativa entre os grupos com p <

0,01 (Tabela 17, Gréfico 12).

Tabela 17 - Andlise estatistica do erro amostral entre os grupos 1 e 2 B (Brasilia, 2006)

Variavel Grupo 1 Grupo 2 B P bi-caudal

4,3 +0,44 3,9+0,56 5x10°
Erro amostral

(Teste t - Student)
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6.1 Metodologia

A escolha do tema desta pesquisa deve-se a observancia, nos eventos cientificos e na
clinica diaria, de inimeras aplicagdes da microscopia especular de cornea, associados ao
interesse de se conhecer a qualidade dos dados amostrais obtidos dos exames de microscopia

especular.

O advento da microscopia especular por Maurice (1968), os aperfeicoamentos que se
seguiram, por Laing et al. (1975), permitiram a execucdo de exames in vivo com registro
fotografico do mosaico endotelial. Bourne & Kaufman (1976) introduziram melhoramentos na
técnica da microscopia especular in vivo, permitindo melhor resolugdo das imagens obtidas -

fotografia do tecido e realizagao de contagem celular.

Os recursos de automatizagédo tornaram a captagao de imagens do endotélio da cérnea
muito simples, e os softwares a semiologia do endotélio muito pratica. O exame é atualmente
acessivel, ndo invasivo e com amplas indicagées na pratica clinica diaria. (Siertsema et al.

1993)

Porém todo esse desenvolvimento e praticidade ndo foram de encontro a
reprodutibilidade e a confiabilidade do exame, pois se tornaram comuns casos em que havia
flutuacoes dos resultados entre exames de um mesmo paciente, em diferentes momentos.

(Hirst, 1980)

O Cells Analyzer pat. rec. Vislumbra um novo patamar de confiabilidade para o exame
de MEC, pois este software realiza o trabalho de laboratério estatistico desenvolvido para
andlise do tamanho da amostra endotelial necesséria para que cada caso estudado adquira
confiabilidade estatistica a luz do poder estatistico amostral aceito pela ciéncia médica na
literatura pesquisada, além de auxiliar na andlise dos dados semiolégicos endoteliais
mensurados em relacdo a valores representativos de normalidade para a faixa etaria do

paciente em exame. (Abib, 2006)
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E sabido que para o exame de microscopia especular de cérnea adquirir validade
estatistica, seu resultado deve representar a realidade do mosaico endotelial da cérnea, tendo
erro amostral aceito pela ciéncia médica contemporanea (Abib, 2006). A inexisténcia de relatos
cientificos sobre o erro amostral em exames de microscopia especular ja realizados também é

um dos fatores motivadores do estudo.

Waring Il et al. (1982) afirmaram que a microscopia especular € um recurso
importante para o estudo da morfologia endotelial, o que foi confirmado pela Academia
Americana de Oftalmologia (AAO, 1997) e corroborado por outros autores, tais como Glasser et

al. (1985), Kim et al. (1998).

Entretanto, mesmo com o desenvolvimento tecnolégico, Hirst (1980) e Abib (2006)
apontaram dificuldades, ou seja, questionamentos basicos, que permanecem sem respostas a
serem elucidadas, para que o0 exame adquira confiabilidade e reprodutibilidade. O
desenvolvimento de um novo software, que calcula o erro relativo, indicando o nimero de
células e o tamanho da amostra, tornando o exame da microscopia especular de cornea
reprodutivel e padronizada, despertou o interesse para a realizacdo de um estudo comparativo

das amostras endoteliais com e sem a intervencao do software.

A escolha dos autores pelo modelo de estudo transversal deveu-se a objetividade e a
facilidade na coleta dos dados, obtendo-se, com isso, resultados de facil interpretagédo para
obtencdo de amostras representativas da populacdo estudada e para descricdo das

caracteristicas dos eventos na populacao. (Flecther, 1996; Pereira, 2000)

Optou-se por estudar, de forma consecutiva, todos os casos de microscopia especular
de cornea, realizados em determinado periodo, pois desta forma a rotina metodoldgica do
estudo sera aplicada a rotina da realizagdo do exame em servigo de cornea, para demonstrar o

perfil das amostras endoteliais examinadas pela microscopia especular.

A inclusdo de casos foi baseada na boa qualidade das imagens e na existéncia destas

em numero suficiente para que a metodologia preconizada pelo Cells Analyzer par. rec,



68

pudesse ser aplicada. Os casos com diminui¢cdo da transparéncia corneal que prejudicassem a
qualidade das imagens endoteliais foram excluidos, representados por cicatrizes e edema de
cérnea. De igual forma, excluidos do estudo os casos de doencgas endoteliais que cursem com
auséncia de células endoteliais em determinada &area ou areas do mosaico endotelial,
diminuindo a populagéo de células endoteliais existentes na superficie posterior da cérnea, pois
ndo se dispde, até o momento, de método diagndstico nado invasivo para quantificar a
superficie endotelial afetada por doenga com este comportamento, tais como cérnea “guttata”,

distrofia endotelial de Fuchs, distrofia polimorfa posterior, sindrome endotelial-irido-corneal.

A amostra considerou olhos direito e esquerdo, pois, pela natureza unilateral de
determinadas condigbes clinicas ou cirlrgicas, existem justificativas para diferencas endoteliais
entre os olhos. O elevado nuimero de olhos estudados é fator positivo para que se possa

estudar amostra com tal heterogeneidade.

A idade dos pacientes, cujos exames foram realizados, variou da segunda a nona
década de vida, evidenciando a heterogeneidade etaria. Fato que reforca a necessidade de
auxilio informatizado para calculo do tamanho amostral para a microscopia especular de
cérnea. Bourne, Kaufman (1976) encontraram decréscimo significativo do numero de células
endoteliais com a idade; Abib (2000) além de encontrarem decréscimo significativo do nimero
de células endoteliais com a idade, também demonstraram que, para pessoas de uma mesma
idade, existem, em condi¢cdes de normalidade, diferentes valores de densidade endotelial. O
Cells Analyzer pat. gec, POr considerar este padrao de variabilidade endotelial inerente a idade,

€ capaz de calcular o tamanho da amostra endotelial especifica, individualizando o exame.

Outro fator que denota a heterogeneidade da amostra dos exames endoteliais é a
diversidade de estado dos mosaicos endoteliais estudados, tais como: normal, com sofrimento
secundério ao uso de lentes de contato, alteragbes inerentes a cirurgias intra-oculares,
degeneracdes endoteliais, glaucoma e uveite. Nestas condigbes clinicas, coexistem

densidades normal ou diminuida, area celular normal ou aumentada, polimegatismo normal ou
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aumentado, pleomorfismo normal ou aumentado, associados ou isolados, mas presente nas

corneas examinadas, o que representa a realidade da rotina do exame. (Laing et al., 1979)

6.2 Microscopia especular de cornea

Os exames de microscopia especular de cérnea foram realizados com microscopio
especular de alta ampliacdo, semi-automatizado e de contato. Segundo Waring Il et al. (1982),
0 microscépio especular de contato obtém imagens com boa resolugdo, entretanto a
manipulagdo da cornea pode induzir artefatos e uma menor toler&ncia ao exame pelo paciente.
Este tipo de aparelho pode captar grande nimero de diferentes imagens com facilidade, basta,
para tal, deslizar a objetiva sobre a superficie da cérnea. Ja o microscopio especular de nao-
contato é mais tolerado pelo paciente, pois possui grande aumento, mas com menor resolugao
que os microscépios especulares de contato. Este tipo de aparelho pode captar, com
dificuldade, limitado numero de imagens endoteliais devido ao mecanismo de autofocalizagéo e
autocentragem existente nos modelos atuais. Este automatismo facilita a aquisicdo da imagem,

mas tende a limitar o nUmero desta.

A escolha do microscopio de contato da marca Bio-Optics® para a pesquisa ocorreu
por se tratar do padrdo ouro, o mais utilizado em pesquisas. (Laing et al., 1983; Neubauer et

al., 1984; Diaz-Valle et al., 1998; Alves, 2001)

A técnica de realizacdo do exame foi baseada na literatura com captacao de imagens
do disco central da cérnea, que possui como limite a média periferia corneal. Esta sistematica

melhora a representatividade do exame, como demonstrado por Rao et al. (1978).

Todos os exames foram realizados pelos mesmos pesquisadores, treinados na
aquisicdo e no processamento das imagens endoteliais para obtencdo dos dados da
semiologia em estudo. A metodologia de marcagao dos centros celulares foi realizada por um

unico operador experiente. Phillips et al. (2005) afirmaram que esta técnica produz resultados
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mais fidedignos quando comparada as técnicas dos reticulos fixo e mével. Importante para tal

precisdo € que todas as células sejam cuidadosamente marcadas.

Para a determinacdo do erro amostral existente em uma imagem ja processada pelo
microscopio especular ou mesmo para calcular o tamanho da amostra endotelial, nimero de
células a serem contadas, o Cells Analyzer pat. rec. Utiliza grau de confianga que pode variar de
90 a 99%, para tanto se optou por 95% por ser aceito pela ciéncia médica e por ser
tecnicamente viavel. O erro relativo do estudo foi o utilizado para este grau de confianga (5%).

(Abib, 2006)

Em relacdo a situagdo do mosaico endotelial, na indicacdo do exame de microscopia
especular, aproximadamente metade dos exames realizados foram considerados normais.
Neste grupo estado incluidos exames pré-operatérios para cirurgias de catarata, o que eleva
consideravelmente o nimero de olhos com endotélio considerados normais. A microscopia
especular no pré-operatério de catarata é exame aceito como rotina na detecgao do risco

corneal. (Oshika et al., 1998; Stumpt, 2000; Pereira, 2004)

Os dados semiolégicos da primeira imagem endotelial demonstraram a
heterogeneidade amostral existente no endotélio das cérneas examinadas, pois se nota grande
variacao da densidade endotelial (859 a 4.078 células/mm?) e da area celular média (245 a
1.164 um?2), do polimegatismo (coeficiente de variacdo de 0,19 a 0,507) e do pleomorfismo

(hexagonalidade celular de 20% a 81,9%).

Em situagdes de anormalidade existe maior necessidade de imagens complementares.
Considerando-se que o tamanho do campo endotelial captado pelo microscépio especular nao
€ variavel, se as células endoteliais forem pequenas um grande nimero delas podera estar
incluido em uma Unica imagem. A medida que o tamanho das células endoteliais aumenta o
namero de células contidas no mesmo tamanho de campo serdo menores, dessa forma

imagens complementares far-se-a0 necessérias. Isso justifica a necessidade de mais de uma
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imagem endotelial principalmente nos casos em que o tamanho celular é maior (densidade

endotelial menor). (Price, Cheng, 1981; Siertsema et al., 1993)

Outra justificativa para a necessidade de aumentar o nimero de imagens endoteliais no
processo de amostragem de suas células € o aumento da variabilidade da morfologia das
células existentes no mosaico em exame, pois, quanto mais homogéneo for o tamanho das
células endoteliais menor sera o da amostra, quanto mais heterogéneo for o tamanho das
células endoteliais maior devera ser o da amostra, ou seja, maior 0 numero de células a serem

contadas a fim de tornar a amostra representativa. (Hirst, 1980)

Segundo Laule et al. (1978); Mishima (1982) e Waring Il et al. (1982) a populacao de
células tende a decrescer com a idade, aumentando a heterogeneidade da morfologia de suas
células; isso evidencia quao complexa pode ser a determinacdo do tamanho da amostra
endotelial, nimero de células a serem contadas, para que a amostragem endotelial incluida no
exame obtenha a representatividade do mosaico endotelial examinado a luz da técnica
amostral estatisticamente aceita pela medicina, com erro estatisticamente tolerado (inferior a

5%).

O Cells Analyzer pat. rec., POr ser um laboratério estatistico voltado para o calculo do
erro amostral e do tamanho das amostras endoteliais a serem consideradas, torna-se recurso
extremamente importante para que se conhegca o erro existente em um exame realizado,
tornando possivel a distingdo entre os exames representativos ou nao da realidade do mosaico
endotelial (Abib, 2006). A metodologia empregada demonstrou como o Cells Analyzer par rec €

efetivo nesta separacéo.

Dos 298 olhos examinados, 141 (47%) necessitaram de apenas uma imagem para
fornecer o nimero suficiente de células necessarias para validar o exame, dos 157 restantes
(53%) fez-se necessario aumentar o numero de imagens consideradas e o niumero de células

contadas para que o erro amostral passasse a ser estatisticamente tolerado. Estes resultados
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demonstraram que, se o erro relativo ndo fosse calculado, mais da metade dos exames teriam

amostras nao representativas da realidade do mosaico endotelial.

Sobre o0 numero de células contadas por exame, alguns tépicos devem ser
comentados. Toda vez que se pretende utilizar um determinado niumero de células endoteliais
para determinar erro amostral, a area das células contadas deve ser conhecida. Dessa forma,
0 numero de células consideradas na amostragem deve ter sido circundado por uma linha
externa de células marcadas, pois este € o método empregado pelo software Bambi 2000
Plus®, bem como pelo software de varios modelos de microscépio especular da Konan.

(Vecchi et al., 1996)

Uma vez que o estudo calculou 135 células como nimero médio de células contadas
no grupo 1, é correto afirmar que o nimero de células marcadas por imagem foi em torno de
30% acima deste valor. Nao se fez mencao, na literatura pesquisada, a quantidade de células
endoteliais desconsideradas da contagem pelos softwares utilizados, mas nao desnecessarias,
pois os limites internos destas determinam os limites externos das circunscritas por essa linha
de células. Estudos para determinar a quantidade de células desconsideradas por essa

metodologia de marcagao celular devem ser realizados.

Evidenciou-se que o numero médio de células endoteliais contadas na primeira
imagem, de exames com diferentes nUmeros de imagens necessérias para valida-lo, diminuiu a
medida que aumentou o nimero de imagens necessarias, 0 que demonstra que quanto menor
o0 numero de células contadas por imagem maior sera a necessidade de imagens endoteliais
complementares. Isto pode ocorrer pelo aumento da area celular ou da diminuicdo da

densidade endotelial.

Uma das dificuldades em se imaginar a dimensdo do mosaico endotelial examinado
ocorre, pois poucos microscopios especulares apresentam a area total ocupada pela
amostragem endotelial, seja em quantas imagens e quantas células forem necessérias. Para

dificultar este dado é demonstrado em umz. O Cells Analyzer pat. rec, transforma esta area
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estimada em um? para a equivalente em mm?. No grupo 1 a superficie média do mosaico
avaliada variou de 0,14 X 0,14 mm? a 0,29 X 0,29 mm?2; no grupo 2 A variou de 0,16 X 0,16

mm? a 0,22 X 0,22 mm2, e no grupo 2 B variou de 0,21 X 0,21 mm2 a 0,41 X 0,41 mm?2.

Quanto ao erro amostral representado no estudo pelo erro relativo calculado, em todos
os exames realizados que compuseram o grupo 1, foi inferior a 5% tendo como média 4,33 +
0,44. E condicdo, para que a amostragem seja representativa da realidade do mosaico
endotelial, o erro relativo calculado tornar-se inferior ao planejado, se isso ndo ocorrer existe a
necessidade de aumentar-se a amostragem. Caso ndo aumente, o intervalo de confianca da

variavel mensurada serd maior do planejado.

No grupo 2 A o erro amostral variou de 5,1% a 11%, com média de 6 + 1,8. Este erro
amostral, por ser superior ao do planejado, ou seja, 5%, indica que novas imagens, sempre
distintas das anteriores, deverdo ser consideradas no processo de amostragem endotelial.
Apds a complementagédo da amostra, com a obtengdo das amostras endoteliais e numero de
células especificos para cada caso, respeitando-se o indicado pelo Cells Analyzer par. gec. € @
metodologia anteriormente descrita, o erro amostral no grupo 2 B variou de 3,2 a 4,9, com

média de 3,9 + 0,56.

6.3 Comparacoes realizadas entre os grupos estudados

As comparagdes a seguir comentadas utilizaram dados das amostras endoteliais
partindo da hipétese nula, de que ndo existem diferengas entre os dados amostrais calculados
pelo Cells Analyzer par. rec, @ partir dos dados da semiologia endotelial das imagens do

mosaico endotelial processadas pelo software Bambi 2000 Plus®.

6.3.1 Comparacao 1

Nesta, por indicacdo do Cells Analyzer par gec, 0 dados amostrais dos exames do

Grupo 1 sdo comparados com os dados amostrais do Grupo 2 A. Evidenciou-se diferenga
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estatisticamente significativa entre os grupos comparados, rejeitando-se a hipétese nula para

todos os dados amostrais comparados.

6.3.2 Comparacao 2

Nesta, os dados amostrais dos exames do Grupo 2 A, por falta de células endoteliais
na amostra, foram comparados com os dados amostrais dos mesmos exames apds a
complementacdo amostral indicada pelo Cells Analyzer par. rec (Grupo 2 B). Evidenciou-se
diferenca estatisticamente significativa entre os exames incompletos quando comparados com
seus respectivos resultados finais, considerados completos — com nimero adequado de células

- rejeitando-se a hip6tese nula para todos os dados amostrais comparados.

6.3.3 Comparacéao 3

Nesta, por indicagdo do Cells Analyzer par. gec, 0S dados amostrais dos exames do
Grupo 1 foram comparados com os do Grupo 2 B, evidenciando-se, assim, diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos comparados. Rejeitou-se a hipétese nula para

todos os dados amostrais comparados.

A metodologia utilizada procurou evidenciar diferenga entre 0 exame de microscopia
especular incompleto, com uma Unica imagem endotelial e o exame completo, com tantas
imagens e células quantas necessarias, considerando-se a imagem inicial como parte da
amostra completa, ou seja, a evidéncia das diferencas entre dados amostrais de exames
realizados de forma incompleta com o resultado final dos mesmos exames apos
complementacdo. O desenho do presente estudo ndo deve ser confundido com o estudo
comparativo de exame incompleto com exame completo que somente utiliza imagens

endoteliais distintas das que gerou o exame incompleto.

Fica clara a existéncia de diferenca estatistica entre os dados das amostras endoteliais
dos exames de microscopia especular de cérnea, quando comparadas as amostras endoteliais

de uma Unica imagem endotelial, com amostras endoteliais obtidas sob orientacdo de software
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especifico, com tantas células e imagens quantas indicadas por este, porque as comparagdes
realizadas demonstraram resultados estatisticamente inquestionaveis, pois o valor de p

calculado tende a zero.

O software Cells Analyzer pat. rec foi objetivo em orientar a determinacao do tamanho
das amostras endoteliais e em calcular o erro amostral nos exames de microscopia especular.
Ficou demonstrada sua importancia na rotina do exame endotelial para que se realizem

exames com representatividade e reprodutibilidade.

Sugere-se, como forma de padronizagdo, que o calculo do tamanho amostral e a
determinagéo de erro amostral sejam utilizados de forma rotineira nos servigos que dispéem de

microscopio especular de cornea.
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Com base nos resultados obtidos neste estudo pode-se concluir que:

1- ApO6s o estudo das imagens endoteliais da cérnea, obtidas pela microscopia
especular, comprovou-se diferenca estatistica entre os dados amostrais (nimero de células e
da area das amostras endoteliais e erro amostral) dos exames de microscopia especular,
quando comparadas amostras endoteliais de uma Unica imagem, com amostras obtidas sob

orientacao de software especifico, com tantas células e imagens quantas indicadas por este.

2 - As trés comparagdes demonstraram que 0s grupos apresentam perfis amostrais
distintos, porém, dentre os grupos estudados - Grupo 1, Grupo 2 A e Grupo 2 B — existe, para
cada um deles, perfil de homogeneidade amostral evidenciado pelo resultado da analise
estatistica empregada a partir de dados amostrais calculados pelo Cells Analyzer par. rec Na

amostra composta pelos 298 exames endoteliais estudados.

3 - O estudo dos dados amostrais, sem e com a intervencdo do Cells Analyzer par. gec,
mostrou-se estatisticamente diferente, com amostras maiores e erros amostrais menores apds

a intervencao do software Cells Analyzer par. rec.
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Anexo 2

GLOSSARIO ENDOTELIAL

Barreira Endotelial: estrutura anatobmica formada pelo conjunto de todos os
complexos juncionais existentes no mosaico endotelial com o objetivo de minimizar a

hidratagao corneal.

Bomba Endotelial: estrutura funcional formada pelo somatério da atividade
enzimatica existente nas membranas das células endoteliais com objetivo de desidratar a

cérnea direcionando parte do seu conteddo aquoso para a camara anterior.

Coeficiente de variagdo: descritivo da semiologia do endotélio da cérnea responsavel

pela estimativa da dispersdo do tamanho (area) de suas células.

Densidade endotelial: descritivo da semiologia do endotélio da cérnea responsavel pela
estimativa do nimero de células contidas em cada milimetro quadrado da &rea do mosaico

endotelial.

Descompensacgao corneal: cérnea com edema que apresenta celularidade endotelial

inferior ao limiar que consegue manté-la transparente.

Endotélio da Cornea: tecido epitelial monoestratificado e pavimentoso que reveste a

superficie posterior da cérnea.

Epitélio Posterior da Cérnea: denominacado anatdmica preconizada, para a estrutura
anatémica conhecida como endotélio da cérnea, pela Federation Committee on Anatomical
Terminology, organizacdo que normatiza a terminologia anatémica humana, reconhecida e

traduzida pela Sociedade Brasileira de Anatomia.
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Estruturas anexas ao mosaico endotelial: alteragbes da membrana de Descemet de
origem inflamatéria ou néo, formagdes celulares da membrana de Descemet ou até mesmo
corpos estranhos de origem traumatica ou iatrogénicas que possam ser encontrados no
mosaico endotelial e que gerem ao exame de microscopia especular imagens distintas das

imagens das células endoteliais.

Limiar de descompensagéao: quantidade minima de células endoteliais capaz de manter
a cOrnea sem edema e transparente, & estimado segundo a literatura, entre 700 a 400

células/mmz.

Mosaico endotelial: conjunto de células endoteliais que revestem toda a superficie

posterior da cérnea, dispostas uma ao lado da outra em uma Unica camada.

Percentual de células hexagonais: descritivo da semiologia do endotélio da cornea

responsavel pela estimativa do percentual de células com seis lados.

Pleomorfismo: variagdo da morfologia das células endoteliais assumindo formas
distintas da hexagonal, ou seja, células com qualquer niumero de lados que nao seja seis: trés,

quatro, cinco, sete, oito, nove ou mais.

Polimegatismo: variagcdo do tamanho (area) das células endoteliais com preservacao

do formato hexagonal.
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Anexo 3

GLOSSARIO ESTATISTICO

Amostra: € um subconjunto ou parte de um total, deve ser representativa da populacéo
de onde foi extraida, deve ser parecida qualitativamente e quantitativamente com a populagéo

de onde foi extraida.

Amostra Standard: € a amostra calculada pelo Cells Analyzer par grec. para 0s
aparelhos que nao fornecem o CV, utilizando o padrao de variagao da area celular endotelial a
partir de valores representativos de normalidade endotelial para as vérias faixas etarias da vida
humana.

Amostra Personalizada: é a amostra calculada pelo Cells Analyzer par. pec. para 0s
aparelhos que fornecem o CV, utilizando o padrdo de variagdo da area celular endotelial que
caracterize a cornea em exame. E a forma mais precisa de se calcular a amostra endotelial.

Desvio-Padrdo: € uma medida que descreve a dispersdao de uma variavel expressa
numericamente em torno de sua média, seja para mais ou para menos. Em outras palavras

representa a dispersdo dos dados ao redor da média.

Erro alfa ou erro tipo I: em um teste estatistico, o erro alfa significa achar uma diferenga que na

realidade nao existe. Relaciona-se com falso positivo.

Erro beta ou erro tipo Il: em um teste estatistico, o erro beta significa ndo achar uma

diferenca que na realidade existe. Relaciona-se com falso negativo.

Erro relativo planejado: participa do poder estatistico de uma amostra.
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Erro relativo calculado: € o erro relativo encontrado toda vez que se conhece o
tamanho de uma amostra, pode ser menor que o planejado, neste caso existe validade

amostral, pode ser maior que o planejado, neste caso nédo existe validade estatistica.

Especificidade: é a propor¢édo de individuos sem a doenga que tem um teste negativo

para a mesma.

Grau de confianca: é o grau de estabilidade existente em uma medida quando ela é

repetida em condigdes idénticas.

Inferéncia estatistica: é a extrapolacéo das conclusdes obtidas a partir de uma amostra

para a populacédo da qual foi retirada.

Intervalo de confianca: é a faixa de valores que uma determinada variavel pode
assumir, depende de sua média e do erro relativo calculado na amostra de onde foi retirada.
Podem ser calculado, na rotina do Cells Analyzer par. gec., relativamente a 90%, 95% e 99%.
Quando a amostra endotelial for reduzida, o intervalo de confianca da variavel estudada sera

amplo e onde a diminuir quanto maior for a amostra analisada.

Média aritmética: ou simplesmente média, é definida como a soma dos valores

observados em uma amostra, dividida pelo nimero de observagoes.

Poder estatistico de uma amostra: é determinado considerando-se o grau de confianga
planejado para a amostra (freqientemente utiliza-se 90%, 95% ou 99%), o erro relativo
planejado (frequentemente utiliza-se 0,1 ou 10%, 0,05 ou 5% e 0,01 ou 1%) e o erro relativo

calculado.

Populacdo: é o conjunto que contém todos os individuos com uma caracteristica

comum que os delimite.
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Sensibilidade: é a proporgao de individuos com doenga que tem um teste positivo para

a mesma.



