Contagem eletrdnica das células endoteliais da cérnea
Uma adanlacio nacional slmnllﬂeada‘e de halixo custo
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A estimativa da densidade das células
endoteliais corneanas faz-se necessdaria sm
vdrias situagdes clinicas como um método
de avaliagdo da viabilidade de cérneas doa-
doras ou, em casos experimentais, onde
sdo estudados os efeitos de certos procedi-
mentos ou uso de substdncias nocivas ao en-
dotélio.

Essa mesma estimativa pode ser realiza-
da basicamente em duas formas: dentro de
uma darea previamente estabelecida, ou atra-
vés de uma drea varidvel. Na primeira, de-
limitamos uma drea de dimensdes conheci-
das e contamos todas as células nela con-
tidas, com excegao das que tocam dois la-
dos perpendiculares do retangulo (por exem-
plo: o lado inferior e lateral direito). Isso
é feito para evitar a possibilidade de se su-
perestimar a densidade endotelial, através do
seu efeito de borda (‘‘edge effect”), estuda-
do inicialmente por Gundersen em 1977 (2).
Apods a contagem, divide-se o numero de cé-
lulas obtidas pela drea conhecida, conseguin-
do-se assim a densidade endotelial. Na se-
gunda, ao contrario de pré-estabelecer uma
area, vamos incluir um maior numero pos-
sivel de células cujos bordos estejam niti-
dos em nosso campo de Observacio, calcu-
lando-se entao, a seguir, a drea que estas
ocupam, 0 que pode ser feito ainda por di-
versos meétodos (5).

A analise endotelial por drea pré-esta-
belecida mostraria uma imagem mais fide-
digna da densidade endotelial da cérnea (4),
pois 0 método de andlise por drea varidvel
tenderia a subestimar a populagao endote-
lial, especialmente em amostras pequenas,
como € o caso das fotografias obtidas por
microscopio especular.

Aliado a este fato, a andlise por area va-
ridvel utiliza-se de equipamentos mais dis-
pendiosos, sendo mais trabalhosa e necessi-
tando de pessoal técnico especializado.

A andlise endotelial por drea fixa ou preé-
estabelecida seria, além de mais acurada,
mais barata e rapida, de procedimento mais
simples e, portanto, mais acessivel a um nu-
mero maior de pesquisadores.

O procedimento de contagem manual do
numero de células, dependendo de uma me-
nor magnificacao da fotografia e, portanto,
de um maior numero de c€lulas englobadas,
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torna-se cansativo, moroso e sujeito a erros
freqiientes. Por outro lado, se ampliamos a
fotografia, diminuimos o numero de cé€lulas,
correndo o risco de tornar a amostra menos
representativa do endotélio corneano, tra-
zendo a necessidade de um maior numero
de fotografias.

Procuramos entao um aparelho que faci-
litasse a contagem desse grande numero de
c€lulas que se apresenta, principalmente em
situacOes de pequeno aumento. Assim, na
inexisténcia de aparato nacional disponivel
adaptamos no projeto técnico, com a cola-
boracdao da Trinduz Eletrdnica *, um apare-
lho simples para a contagem endotelial, ba-
seados em uma descricio semelhante de
Alanko e Airaknensen (1), procurando adap-
tar aos materiais disponiveis no parque na-
cional e de baixo custo.

Utilizamo-nos de uma calculadora de me-
moria permanente, sem constante, e de bai-
X0 consumo (uso de duas pilhas pequenas
de vida média de 1 ano), um fio condutor
duplo flexivel, uma caneta ‘“hidrocor”, um
micro interruptor e um tubo de aluminio
(Figura A).

O fio foi conectado no moddulo padrao
da calculadora e a um micro-interruptor que
se adapta em lugar da tampa da carga da
caneta. Na base do interruptor hda uma ros-
ca, na qual € finalmente enroscado um tu-
bo de aluminio (manguito) que envolve a
caneta e lhe dd o suporte. Isso possibilita,
além do seu baixo custo, a troca por dife-
rentes cores, permitindo marcar diferentes
tipos de células (lesadas, nao lesadas etc.). A
cada leve toque da caneta sobre a c€lula, cor-
responde a um impulso que vai adiciona-la
no visor da calculadora.

O procedimento de contagem € o se-
guinte:

1. Ligar a calculadora (tecla ON) e limpar
a memoria (tecla MC).

2 Introduzir a drea do retingulo em mm?
de tecido fotografado a ser contatado
(teclar a area no visor e apés M+, 0
(zero), +, 1 (um)).

3. Inicie a marcagdo com a caneta, sempre
verificando, nesta etapa, se no toque da
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Fig. A:

(1) Mdquina calculadora:
rosca onde vai ser enroscado o manguito
no interior do manguito, ajustada em contato com o interruptor.

caneta o visor aumenta a contagem. Caso

contrario, reinicie no item 1.

4. Terminada a contagem, diminua uma uni-
dade pela célula que nao foi contatada

ao se entrar 1 no visor para se iniciar a

operacido; teclar -, MR, —, e o visor

apresentarda o nimero de células con-
tadas por mma?.

O procedimento de contagem pode ser
realizado em fotografias, slides projetados
na parede, ou numa tela de ampliagao.

Quando nao em operagao, a calculadora
pode ser utilizada para outras finalidades,
sem alteracdo de suas fungodes.

O método descrito acima € de baixo cus-
to, nao cansativo e pode ser usado para con-
tagem de células de outros tipos de tecidos
ou outras finalidades que necessitem de
contagem numeérica com controle visual si-
multaneo.

RESUMO

Baseando-se em descrigdo original anterior foi feita
uma adaptagéo destinada a facilitar a contagem de cé-
lulas endoteliais da cérnea em preparagdo plana, utili-
zando materiais mais baratos e facilmente disponiveis
em nosso pais. Foi usada basicamente uma ma&quina
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(2) Micro-interruptor com cabo conectado a este e a

(4); (3) Caneta ‘hidrocor’’ que se adapta

calculadora aritmética simples, um micro-interruptor e
uma caneta ‘‘hidrocor’’. O aparelho pode ser utilizado
também em qualquer outro procedimento que necessite
de contagem numérica com controle visual.

SUMMARY

Based on a previous original description we adapted
a device to facilitate the corneal endothelial cells coun-
ting, utilizing cheaper materials and easily found in
our country. Pasically made out of a simple aritmetic
calculator, a microinterruptor and a soft point pen.
It can also be used for any other counting procedure
that needs numerical counting with visual controle.
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