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O método éptico mais eficiente de avaliagdo de cérneas doadas, para fornecer um laudo final sobre
elas quanto ao uso em transplante, é contar o nimero de células endoteliais vivas existentes na
mesma (pelo menos 2000 células/mm?, apés preservacao). Microscépios Especulares sao equipa-
mentos comerciais exclusivamente dedicados a este tipo de avaliagao, mas dado seu alto custo, a
maioria dos Bancos de Olhos no Pais nao possuem condigoes financeiras para adquiri-los. Além
disso, a maioria destes microscépios proporciona imagem das células endoteliais das cérneas que
ainda nao foram removidas do globo ocular. Outros, que proporcionam as imagens das células en-
doteliais da cérnea ja preservada, sao extremamente dificeis de focalizar e desencorajam o clinico a
utiliza-lo frequentemente. Por conseguinte, a avaliacdo é feita habitualmente em uma Lampada de
Fenda e apenas o aspecto das células é observado. Para superar as limitagdes de andlise subjetiva,
as dificuldades de manipulagdo e custo alto, desenvolvemos um sistema acoplado a Lampada de
Fenda (magnificagao de 250X da imagem das células, exibida num monitor de PC e um software
dedicado para o tratamento da imagem e contagem de células) capaz de contar as células endoteliais
a um baixo custo, padronizando assim, um laudo final para as cérneas doadas.

The most effective optical method for evaluating donated corneas, in order to provide a diagnos-
tic for the use of it in transplant is to count the number of the living endothelial cells (at least
2000cells/mm? after preservation). Specular Microscopes are equipments which are exclusively de-
dicated for this kind of evaluation. However they are of high cost and most of Eye Banks are not
provided by them. Also, most of them are only able to display the image of the endothelial cells
of corneas which have not yet been removed from the eyeball. Others, which provide the images of
the endothelial cells of the preserved cornea, are extremely hard to focus, discouraging the clinician
to use it frequently. Hence, the usual evaluation is done in a Slit Lamp and just the aspect of the
cells are subjectively observed. In order to overcome the limitations of subjective assessment, the
difficulties of manipulation and high cost, we have developed a system attached to the Slit Lamp
(250X magnification of the image of the cells displayed on a PC monitor and a dedicated software
for image treating and cells counting) which is able to count the endothelial cells providing a lower
cost objective and standard diagnostic of the donated corneas.
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I. Introducao

Para uma melhor compreensao da importancia em
se avaliar o numero de células endoteliais, sera feita a

seguir uma breve descricao sobre a cérnea humana.
I.1 A c6rnea Humana

A parte anterior do olho humano, de aspecto trans-
parente, é a cérnea. Ela possui, de fora para dentro, as

seguintes camadas: o epitélio, o estroma e o endotélio

(veja figura 1). O epitélio é o revestimento externo
da cérnea. Funciona como uma protecao mecanica da
mesma forma como a pele protege as demais regioes
de nosso organismo. O estroma é a cérnea propria-
mente dita pois corresponde a 95% da sua espessura.
2 constituido de tecido fibroso disposto em lamelas
regulares com muito baixa hidratacao e sem nenhum
vaso sangiiineo. Tais caracteristicas respondem por sua
transparéncia acentuada. Finalmente, o endotélio re-

veste a face Interna da cérnea com uma camada tnica



92

de células poligonais.
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Figura 1. Esquematizagdo das camadas da cdrnea.

O endotélio é particularmente importante por ser
o responsavel ativo pela manutencao da desidratacao
da cérnea e, portanto, por sua transparéncia. O pro-
cedimento biolégico é o seguinte: o humor aquoso pe-
netra constantemente dentro da cérnea impulsionado
pela pressao intra-ocular. Com ele vao os alimentos ne-
cessarios para o metabolismo corneano. O retorno desse
liquido para dentro do olho se faz contra o gradiente
pressorico através de um mecanismo ativo mediado pe-
las células endoteliais. Falhando essas células, a cornea
incha e perde a transparéncia.

No controle de qualidade das coérneas doadas para
transplante, a analise do endotélio é, portanto, de fun-
damental importancia. Esta andlise é fator determi-
nante para estabelecer se essa cérnea tem condig¢oes de
permanecer transparente no hospedeiro. Um mal en-
dotélio exclui essa possibilidade. Uma cérnea apropri-
ada para transplante, apds retirada do globo ocular e
preservada, deve ter, pelo menos, 2000 células/mm?.
H4& varios equipamentos comerciais disponivels no mer-
cado - Microscépios Especulares (ME) capazes de pro-
porcionar a contagem das células endoteliais em cérneas
“in situ” (cérneas que ainda nao foram removidas do
globo ocular) e ha poucos deles que sido adequados
para contar o nimero de células em cérneas “in vitro”
(cérneas removidas e preservadas em um recipiente com
um liquido apropriado). E desnecessério dizer que de-
pois que a cornea é removida do globo ocular, ha uma
perda significativa de células endoteliais.

Além disto, os ME possuem um elevado custo, difi-
cultando os Bancos de Olhos de o adquirirem. Para
se ter uma idéia, dos 64 Bancos de Olhos cadastra-
dos no Brasil, apenas 2 deles possuem um ME. Con-
sequentemente, a avaliacao rotineira é realizada em uma
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Lampada de Fenda (LF) - ampliacdo de 40X - e so-
mente o aspecto das células é observado, tornando a
andlise extremamente subjetiva (a figura 2 mostra as
células endoteliais com uma ampliagiao de 40X), impos-
sibilitando, entao, a quantificacao das células. Para su-
perar as limitacoes da avaliacao subjetiva e o alto custo
de aquisicao de um ME, desenvolvemos um sistema de
contagem de células endoteliais de corneas “in vitro”,
acoplado & LF. As LF (biomicroscopios oculares) estao
disponiveis em todos os Bancos de Olhos, e sao uti-
lizadas habitualmente para varios propdsitos, além de
permitir observar o aspecto das células. O sistema de-
senvolvido esta descrito a seguir.

Figura 2. Células endoteliais observadas numa Lampada de
Fenda com uma magnificacao de 40X.

I1. O sistema

Previamente a descricao do sistema, sera feita uma
breve explanacao sobre o procedimento para observacao
da camada endotelial.

II.1 Observacao das células do En-

dotélio®"®

Como o endotélio é uma camada unicelular e, por-
tanto, com espessura bastante delgada, comparada as
demais camadas que compoem a cérnea, é somente
possivel ser observado através do método denominado
“reflexdo especular”®.

A figura 3a mostra o esquema para a observacao das

células endoteliais. Uma fenda de luz incide na cérnea,



Revista de Fisica Aplicada e Instrumentacao, vol. 13, no. 4, Dezembro, 1998 93

em um angulo ideal, que é basicamente obtuso o sufici-
ente para proporcionar a observacao das trés camadas
principais (epitélio, estroma e endotélio) em trés planos
focais diferentes e levemente desviados entre si, como

mostra a figura 3b.

Feixe de Luz
Incidente
Fenda -

Figura 3. (a) Esquematizagao para a observagido da camada
endotelial; (b) Os plano focais das imagens das camadas da
cérnea.

O observador focaliza a Lampada de Fenda (ou bio-
microscdpio) no plano focal desejado, no caso, o en-
dotélio. A luz refletida correspondente as camadas epi-
telial e estromal, que sao de alta intensidade compa-
radas & do endotélio, interferem na imagem na forma
de um borrao luminoso. Como podemos observar na
figura 3b, os feixes de luz refletidos da camada endo-
telial sao muito menos intensos que os do epitélio e do
estroma, e esta é a razao da imagem caracteristica das
camadas da cérnea, composta por trés partes diferentes:
uma de alta luminosidade (parte brilhante correspon-
dente ao epitélio e estroma), outra de baixo contraste
(correspondente ao endotélio), e uma terceira escura,
correspondente as camadas subsequentes do olho. Na
verdade, o endotélio é observado na “penumbra” da luz
que atinge as outras camadas previamente. Podemos

observar uma imagem caracteristica do endotélio cor-
neano na figura 2.

I1.2 Sistema desenvolvido

Foi desenvolvido um sistema éptico de magnificagao,
acoplado a LF exatamente no caminho 6ptico dos raios
paralelos do biomicroscépio. Um conjunto de prismas
(separador de feixes comercial para LF) desvia os raios
para o sistema 6ptico desenvolvido.

Todo o sistema de microscopia especular desenvol-
vido para observacao do endotélio, que é parte do sis-
tema da LF, consiste de quatro partes distintas: 1. o
sistema de projecao, que é a iluminagao da cérnea com
uma luz em forma de fenda; 2. o sistema de ampliagao,
que magnifica a imagem o suficiente para que o ob-
servador possa distinguir o contorno das células; 3. o
sistema de deteccao, que exibe a imagem em um mo-
nitor de PC; 4. um “software” dedicado que processa
a imagem, melhorando seu contraste e possibilitando
uma boa observacao para o clinico. As quatro partes
sao descritas em detalhes a seguir:

I1.2.1 Sistema de Projegao

A coérnea é iluminada pelo préprio sistema de ilu-
minagao da LF. A luz é ligada em sua poténcia maxima
(30W) e ajustada em forma de uma fenda de 2,0mm.

I1.2.2 Sistema de Magnifcagao

O sistema éptico desenvolvido, que proporciona
uma magnificacao de 250X, esta detalhadamente apre-
sentado na figura 4a e uma foto do sistema éptico esta
apresentada na figura 4b. Consiste de trés lentes (dis-
postas de forma a se obter uma distancia focal equiva-
lente a 220mm de uma lente convergente), uma iris, um
espelho, um tripleto (que proporciona uma ampliagao
de 1.6X) e um sistema de ajuste fino. Uma fenda, néo
mostrada na figura 4, é posicionada previamente ao sis-
tema éptico da LF para que seja obtida uma imagem
de melhor contraste do endotélio. Tal fato pode ser me-
lhor compreendido através da figura 3b. Se uma fenda
é posicionada adequadamente apds a luz ser refletida
da cérnea, parte da luz refletida do epitélio e do es-
troma é evitada, proporcionando assim, uma imagem
de menos brilho da camada endotelial, mas com um
contorno mais definido das células, ou seja, um melhor
contraste. Devemos lembrar que a fenda de luz, pro-
jetada na cornea, nao é formada através de raios com-
pletamente paralelos. Eles sao ligeiramente divergentes
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e, apds atingirem a cérnea e serem refletidos (espalha-
dos), divergem cada vez mais & medida que a distancia
do sistema 6tico de captura aumenta. A distancia entre
o sistema 6tico de magnifica¢ao e a cérnea é de 70mm
- como em nosso caso - ou 100mm, dependendo do mo-
delo da LF. Assim, a imagem do endotélio serd mais
escura e de baixo contraste (interferéncia da luz espa-
lhada pelas outras camadas da cérnea).

(A)

Figura 4. (a) Esquematizagao do sistema desenvolvido aco-
plado & Lampada de Fenda; (b) Foto do sistema de magni-
ficagao (250X) desenvolvido para ser acoplado & Lampada
de Fenda.

Esta interferéncia é minimizada ao utilizarmos uma
fenda no caminho ético, apds a luz ser refletida pela
cérnea.

A ampliacao de 250X ¢é suficiente para a clara ob-
servacao das células e, portanto, para conta-las visual-
mente.

I1.2.3 Sistema de deteccao

A imagem é capturada por um detector CCD (sen-
sibilidade de 3lux, 470TV linhas) e é exibido em um
monitor de PC (Pentium 166MHz, 32MB de meméria
RAM) através de uma placa de captura de video co-
mercial (SE-100 da Creative).
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11.2.4 Processando a imagem

A imagem fornecida pelo sistema éptico nao possui
bom contraste para ser exibida ao clinico (vide figura
ba). Um programa dedicado, que processa a imagem
assim que ela é capturada, fo1 desenvolvido para exibir
uma imagem nitida no que se refere ao seu contraste,
brilho e defini¢ao de contorno das células (figura bb). O
tratamento da imagem ¢é feito utilizando-se funcoes de
morfologia matematica. Um “software” dedicado para
capturar a imagem e exibi-la no monitor foi desenvol-
vido, utilizando-se o “software” Delphi 2.0. Além disso,
foi implementado um banco de dados dedicado a Banco
de Olhos nacionais. O “software” permite que clinico
possa contar interativamente o niimero de células/mm?
do endotélio.

(A)

Figura 5. (a) Imagens do endotélio observadas previamente
ao seus processamentos (no monitor, as imagens apresentam
um contraste um pouco melhor do que o impresso, permi-
tindo uma certa visualizagao ao clinico); (b) Imagem do
endotélio processada. As imagens a direita correspondem
as imagens a esquerda processadas.

ITI. Resultados

No sistema desenvolvido, o endotélio cérneano é ob-
servado em seu meio de preservacdo (em Optisol ou
Likorol). O sistema é ajustado de modo que o médico
possa focalizar as células da cérnea pelo monitor ou
pelas lentes oculares da LF.
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A figura 6 mostra uma foto do sistema. A cérnea
preservada pode ser avaliada, previamente ao trans-
plante, em quaisquer das duas camaras imidas dis-
poniveis no mercado: um recipiente de acrilico que
contém o liquido para a preservagao e que permite que a
cérnea possa ser examinada na posicao vertical, ou em
um recipiente de vidro, com o liquido de preservacao,
onde a cérnea fica na posicdo horizontal (a maioria
dos Bancos de Olhos do Pais utiliza este recipiente).
Para isto é necessario utilizar um espelho de alta re-
flexdo (90% de reflexdo para a luz branca) a 45° para
se poder examinar a cérnea (vide figura 6). No reci-
piente de vidro” a qualidade de imagem é mais pobre,
uma vez que ha uma perda de 10% da luz refletida da
cérnea ao atingir o espelho. Porém, muitos dos Ban-
cos de Olhos ainda usam este tipo de camara dmida
por varias razoes, mas que nao sao importantes para
descrever neste momento.

Figura 6. Foto do sistema desenvolvido. Uma cérnea pre-
servada estd sendo avaliada previamente ao transplante.

Para se obter algumas informagoes quantitativas so-
bre as células endoteliais, foi desenvolvido um software
dedicado que possui as seguintes caracteristicas (figura
7):

1. Janela para exibir a imagem (baixo contraste)
em tempo real, em uma tela que possui todos os dados
prévios da cérnea a ser analisada (data do ébito, cau-
sas da morte, nimero do doador, resultado do exame
de sangue do doador, aspectos gerais da cdrnea, etc).
Apo6s um quadro da imagem ser capturado, a imagem
é processada de forma a apresentar melhor contraste e
nitidez.

2. Apds capturada a imagem, o médico seleciona
com o “mouse” uma regido da imagem (desenhando
um quadrado ou desenhando qualquer outra forma) e
marca as células internas utilizando o botao esquerdo
do “mouse” (ao redor 20 células). Entao, o “software”
calcula o nimero de células endoteliais por mm? na
cérnea;

3. A cornea pode ser analisada em varias partes
e um valor médio é apresentado. A figura 7 mostra
dois quadros do “software”. Nao ha nada novo sobre o
procedimento de contagem interativa das células do en-
dotélio (desenhando uma janela e marcando as células
internas a esta janela utilizando o “mouse”) disponivel
no mercado. No entanto, este sistema possibilita captu-
rar uma imagem de partes diferentes da cérnea e fazer
uma média das células contadas, o que é um fator muito
importante na indicagao da cérnea para o transplante.
Além disso, em todos os sistemas disponiveis no mer-
cado, apenas a regiao central da cornea pode ser avali-
ada, enquanto em nosso sistema nao ha nenhum limite
do numero de regides da cérnea para ser examinado;
depende exclusivamente do tempo disponivel do clinico
para avaliar todas as regioes da cérnea. O sistema e
o método de contagem interativo ja estao sendo utili-
zados em um Banco de Olhos de um hospital ptiblico
nacional.

Contagem Interativa

O sistema foi calibrado com um reticulo de precisao
de imagens de quadrados de 50um de largura.

A contagem interativa das células da regiao central
da cérnea (para que pudesse realizar a comparagao com
um sistema comercial) foi realizada em 15 cérneas do-
adas, em nosso sistema e num sistema comercial (Mi-
croscépio Especular da BioOptics - modelo LS2001).
Os resultados da contagem dos dois sistemas estavam
bastante de acordo (diferenca de 5%) e a diferenca ob-
tida nas contagens estao dentro dos limites aceitaveis
para um laudo final quanto a indica¢ao ao transplante.

Contagem Média

Uma das importantes caracteristicas de nosso sis-
tema é a possibilidade da contagem das células em
varias regioes da cornea.

Quanto maior o numero de partes da cérnea avali-
ado, melhor é a precisao do numero de células conta-
das. Varias corneas foram testadas e ha uma diferenca
de 20% entre o nimero de células contadas apenas na
regiao central e a média das contadas em trés regides.
Esta variacao é muito importante para baixas densida-
des de células endoteliais. Mesmo realizando a conta-
gem em varias regides da cornea, ha a imprecisao ine-
rente do sistema (relativamente & Stica e aos métodos
utilizados para calibracao para se obter a relagao do
nimero de pixels e a dimensio em mm), que é de apro-
ximadamente 5%. Porém esta imprecisao esta dentro
dos limites para este tipo de avaliacao.
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Figura 7. O “software” e algumas de suas caracteristicas: (a) Informagoes gerais do doador e janela para captura da imagem;

(b) Anilise biomicroscépica da cérnea.

IV. Conclusoes

O sistema desenvolvido € de facil operacao e foi tes-

tado por todos os funcionarios do Banco de Olhos do

Hospital das Clinicas de Ribeirao Preto. Desde que
todos Bancos de Olhos possuam uma LF (um dos equi-

pamentos exigidos por lei para os Bancos de Olhos bra-
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sileiros) e um PC (Pentium 166MHz, 32MB RAM) que
normalmente é de facil acesso e ja se encontra disponivel
na maioria deles, o custo do sistema é baixo (70% mais
barato que um ME nao incluindo a LF, e 45% mais
barato que o ME incluindo a LF). A LF é de fécil
operacao, uma vez que os clinicos a utilizam rotinei-
ramente para muitos outros exames e, portanto, a ava-
liacao do endotélio em LF, para estes profissionais, é

bastante simples.

Os aspectos mais importantes do sistema desenvol-
vido sao: proporcionar uma avaliacao quantitativa em
varias regides da cornea, ao invés de apenas se avaliar
sua regiao central; possibilidade de avaliacao dinamica
da cérnea (ou seja, o movimento da luz sobre a cérnea
pode ser observado em tempo real no monitor e que
nenhum dos ME comerciais possuem - a imagem destes
é sempre estatica), o que proporciona melhor avaliagio
dos “snail tracks” (pregas formadas na cérnea durante
sua retirada) no sentido de se verificar se ainda existem
células vivas; facil manuseio, uma vez que os clinicos
dos Bancos de Olhos estao habituados a manipular a
LF; preco mais acessivel aos Bancos de Olhos. Todos
estes beneficios sao proporcionados pelas caracteristicas
de LF (h4 alguns sistemas no mercado para observagao
do endotélio, acoplados a LF, que sao especificos para
avaliacao subjetiva e nao proporcionam magnifica¢ao
da imagem maior do que 100X, tornando inviavel sua

contagem).

Os bons resultados obtidos tem permitido fornecer
um diagnédstico padronizado para as cérneas doadas.
Com a implementacao do sistema, algumas das cérneas
que normalmente eram rejeitadas por cuidado exces-
sivo (ou inexperiéncia do clinico) no Banco de Olhos
estao sendo agora utilizadas e, como resultado, mais
cérneas estao disponiveis para pacientes. Também, nos
préximos anos, dados estarao disponiveis relativos ao
sucesso de transplantes como uma funcao de uma ava-

liacao objetiva do endotélio.
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