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Avaliação da cinética do epitélio corneano com
marcadores de proliferação celular

INTRODUÇÃO

Apesar do sucesso cirúrgico já ser obtido em mais de 95% dos pacien-
tes submetidos à cirurgia refrativa por Excimer laser, persistem problemas
como regressão miópica e opacidades corneanas(1). A ablação do estroma
corneano pelo Excimer laser pode desencadear uma resposta hiperprolife-
rativa compensatória do epitélio e/ou dos ceratócitos do estroma, que
pode ser responsável pela regressão do resultado obtido inicialmente. A
hiperplasia do epitélio corneano, documentada histologicamente e clini-
camente, ocorre em até 65% das córneas submetidas ao Excimer laser(2-3). O
estudo da proliferação do epitélio corneano, com o uso de marcadores
laboratoriais, pode ajudar na elaboração de planos de tratamento mais
previsíveis e eficazes, assim como, a compreensão de uma grande varieda-

Descritores: Epitélio da córnea; Ciclo celular; Proliferação celular

Objetivo: Avaliar a cinética celular do epitélio corneano de coelhas em
três situações: controle, hiperproliferação e hipoproliferação celular, com
a utilização dos marcadores de proliferação celular BrdU, Ki-67/MIB-1
e AgNOR. Métodos: Foram utilizadas quinze coelhas albinas que tiveram
seus olhos aleatoriamente divididos em 3 grupos (A, B e C). O grupo A
incluiu olhos que foram submetidos à instilação de tampão fosfato (total
de 10 olhos); o grupo B, instilação de tampão fosfato após a remoção de
uma área central do epitélio corneano de 10 mm (total de 10 olhos) e o
grupo C, instilação de 5-fluoruracil em superfície ocular íntegra (total de
10 olhos). Resultados: Os resultados da média e desvio-padrão do número
de células marcadas pela BrdU nos grupos A, B e C foram, respectiva-
mente, de 7,17 ± 0,74; 35,00 ± 3,01 e 0,22 ± 0,1 células marcadas por 100
células basais. As diferenças entre os grupos foram estatisticamente sig-
nificantes. A média e o desvio padrão do número de células marcadas
utilizando o Ki-67 foram de 7,55 ± 1,22 no grupo A; 35,55 ± 3,84 no grupo
B e 0,34 ± 0,14 no grupo C. As diferenças entre os grupos foram esta-
tisticamente significantes. A média e o desvio-padrão da medida da área
das NORs no grupo A foram de 1,92 ± 0,24, no grupo B foram de 3,61
± 0,27 e no grupo C foram de 1,71 ± 0,26. Conclusões: Os marcadores
BrdU, Ki-67 e AgNOR apresentaram uma correlação positiva e esta-
tisticamente significante nas situações de proliferação celular avaliadas
(controle, hiperproliferação e hipoproliferação); o emprego do AgNOR
não permitiu identificar diferenças na proliferação celular nas situações
controle e hipoproliferação e houve maior concordância de resultados
entre a BrdU e o Ki-67 nas três situações de proliferação celular.

RESUMO

70(6)19.pmd 18/12/2007, 21:33953



Arq Bras Oftalmol. 2007;70(6):953-60

954 Avaliação da cinética do epitélio corneano com marcadores de proliferação celular

de de processos fisiológicos e patológicos, tais como resposta
ao uso de drogas, trauma ou cirurgia.

A cinética do epitélio corneano também pode ser alterada
por várias drogas oftálmicas de uso tópico(4-8). Estudos utili-
zando marcadores de proliferação celular demonstraram que
drogas como 5-fluoruracil e mitomicina C diminuem, de for-
ma importante, o número de mitoses no epitélio corneano(9-10).

Grande número de trabalhos, utilizando marcadores de pro-
liferação, foi realizado para estudo das neoplasias(11). Inde-
pendentemente das suas causas primárias, as neoplasias apre-
sentam distúrbios no controle do ciclo celular que levam ao
aumento da proliferação celular. O estudo da proliferação ce-
lular, ao lado de pesquisas sobre os eventos que regulam o
ciclo celular, tem trazido informações importantes para o prog-
nóstico e orientação terapêutica desses pacientes(12).

Os marcadores de proliferação celular mais utilizados na
prática clínica atualmente são: Bromodeoxiuridina (BrdU),
Ki-67(MIB-1) e AgNOR. A bromodeoxiuridina (5-bromo-2’-
deoxiuridina), também designada por BrdU, é uma pirimidina
análoga da timidina e é seletivamente incorporada ao DNA
celular durante a fase S do ciclo celular(2-3). Anticorpos anti-
BrdU, por meio da técnica imuno-histoquímica, permitem a
identificação das células que incorporaram este precursor in
vivo ou in vitro.

A incorporação da BrdU é uma alternativa ao método da
timidina tritiada, sem o inconveniente da utilização de marca-
dores radioativos(13). Além do estudo da cinética do ciclo
celular, a bromodeoxiuridina também é útil na detecção de
alterações cromossômicas; na avaliação da sensibilidade das
células tumorais à quimioterapia ou radioterapia; na detecção
da reatividade de linfócitos estimulados por antígenos e na
avaliação dos efeitos inibitórios ou estimulatórios de substân-
cias na proliferação celular, tais como, fatores de crescimento
ou citocinas(11).

As AgNORs (regiões organizadoras nucleolares) são alças
de DNA que possuem os genes do RNA ribossômico e estão
localizadas nos cromossomos acrocêntricos 13, 14, 15, 21 e
22(14). Proteínas ácidas não-histonas, tais como, RNA polime-
rase I, C23 ou nucleolina e B23 apresentam sítios de ligação
com as AgNORs e estão envolvidas na organização funcional
e estrutural dos nucléolos(15). Essas proteínas apresentam afi-
nidade pela prata, precipitando-se sob a forma de grumos no
nucléolo, técnica que foi denominada AgNOR(16).

O número médio de AgNORs por núcleo e/ou a medida da
sua área refletem a atividade proliferativa de uma população
celular(11). As AgNORs aumentam durante a fase G1, alcançan-
do um valor máximo durante a fase S(15).

Alguns autores consideram as AgNORs um indicador da
atividade metabólica celular por sua relação com o RNA ri-
bossômico e, desta forma, com a síntese de proteínas(1,11).

Os métodos imuno-histoquímicos da proliferação celular
baseiam-se na detecção de antígenos, como o Ki-67, cuja ex-
pressão tenha relação qualitativa ou quantitativa com uma ou
mais fases do ciclo celular(17-18).

Em 1983, foi descrita a preparação de um anticorpo
monoclonal dirigido a um antígeno nuclear presente em
células em proliferação, que foi chamado de Ki-67(19). A
natureza molecular do antígeno identificado pelo Ki-67 per-
manece desconhecida, mas supõe-se que corresponda ao
produto de uma seqüência gênica que codifica uma proteína
não-histona de massa molecular aparente de 345-395 Kd,
cuja presença é absolutamente necessária para a manutenção
da proliferação celular(20).

Esse antígeno é expresso durante todo o ciclo celular,
exceto em G1 precoce e G0, sendo que sua expressão anti-
gênica aumenta durante a última metade da fase S, alcançan-
do um pico máximo na fase G2 e mitose(21).

A meia-vida do antígeno Ki-67 é curta, situando-se em
torno de menos de uma hora após a mitose, o que é uma van-
tagem, já que garante apenas a marcação das células que
tenham saído do ciclo celular(22).

A produção de dois novos anticorpos (MIB-1 e MIB-3),
que são capazes de detectar a expressão da proteína Ki-67
em material embebido em parafina, tornou possível a avalia-
ção da proliferação celular em material de arquivo, mesmo
em blocos de parafina estocados por muitos anos(23).

O objetivo deste trabalho é avaliar a cinética celular do
epitélio corneano de coelhas em três situações de prolifera-
ção celular (controle, hipoproliferação e hiperproliferação),
com a utilização dos marcadores de proliferação celular: Bro-
modeoxiuridina (BrdU), Ki-67(MIB-1) e AgNOR.

MÉTODOS

Utilizaram-se 15 coelhas albinas da raça Nova Zelândia,
espécie Oryctolagus cuniculus, com idade entre dois e três
meses, tratadas de acordo com as normas recomendadas pelo
Colégio Brasileiro de Experimentação Animal.

As coelhas foram colocadas em gaiolas individuais e tive-
ram, para sua identificação, as orelhas direitas numeradas de 1
a 15, com caneta hidrográfica. Após pesagem e exame na
lâmpada de fenda para afastar inflamações ou alterações da
superfície córneo-conjuntival e palpebral, tiveram seus olhos
aleatoriamente divididos em 3 grupos para avaliar diferentes
situações de proliferação celular: grupo A (controle), B (hiper-
proliferação celular) e C (hipoproliferação celular). Desta for-
ma, o grupo A incluiu olhos que foram submetidos à instila-
ção de tampão fosfato (total de 10 olhos); o grupo B, olhos
que foram submetidos à instilação de tampão fosfato após a
remoção de uma área central do epitélio corneano (total de 10
olhos) e o grupo C, instilação de 5-fluoruracil na superfície
ocular íntegra (total de 10 olhos).

Para serem submetidas à remoção da área central do
epitélio corneano, as coelhas foram anestesiadas com inje-
ções intramusculares de 0,6 ml/kg de peso de Rompum a 2%
e de 1,05 ml/kg de peso de Ketalar. Após a irrigação da
superfície córneo-conjuntival com solução de cloreto de
sódio a 0,9%, demarcou-se com trépano, não cortante, de 10
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mm de diâmetro (marca Petrovich), a área central do epitélio
da córnea a ser removida nos olhos do grupo B. Desta forma,
o epitélio corneano foi removido com um bisturi lâmina 15,
respeitando os limites demarcados pelo trépano. A compro-
vação da remoção foi verificada por meio da instilação de
duas gotas de fluoresceína sódica a 2%.

Nos olhos do grupo C, iniciou-se a instilação de colírio de 5-
fluoruracil (10 mg/ml, pH de 8,5 e osmolaridade de 307 mOsm/l)
e nos olhos dos grupos A e B, de tampão fosfato (pH de 8,5 e
osmolaridade de 307 mOsm/l) na dosagem de uma gota a
cada duas horas, seis vezes durante o dia por quatro dias (96
horas).

Em todos os animais, 15 horas antes do sacrifício, reali-
zou-se uma injeção na veia marginal da orelha de solução
contendo 50 mg/kg de peso de 5-bromo-2’-deoxiuridina
(BrdU), diluída em 30,3 mg/ml de solução salina tamponada
com fosfatos (PBS) com pH igual a 7,4.

Nos exames de controle, realizados a 96 horas do início
do experimento, constatou-se reepitelização completa das cór-
neas do grupo B. Após esses exames, todos os animais foram
sacrificados e instilaram-se em ambos os olhos gotas de for-
mol a 10% tamponado.

As córneas foram retiradas, fixadas em formol e incluídas
na parafina. A identificação das córneas seguiu a seguinte
padronização: o número do animal (1 a 15) acompanhado da
especificação com relação ao olho direito ou esquerdo (D ou
E, respectivamente).

Cortes histológicos de 5 µm dos tecidos incluídos em
parafina foram submetidos às técnicas imuno-histoquímicas
para os marcadores BrdU e Ki-67 e histoquímica para a reação
do AgNOR. Posteriormente, foram analisadas, sem que hou-
vesse conhecimento prévio da droga administrada ou de que
grupo provinha o animal.

Nas lâminas coradas pelos marcadores BrdU e Ki-67 fo-
ram contadas, sob microscopia óptica e em aumento de 400
vezes, o número total de células marcadas por 100 células
basais. O número total de células contadas, por lâmina, foi de
1.000 células basais, de limbo a limbo, em todos os grupos.

Nas lâminas coradas pela técnica do AgNOR foram medi-
das as áreas das regiões organizadoras nucleolares (AgNORs)
de 100 células basais do epitélio corneano. Essa medida foi
realizada no Analisador de Imagens Digitais (marca Leica
Q500IW Imaging Workstation, Image Processing and Ana-
lysis System; Software QWin -USA) acoplado a uma câmera
de vídeo (marca JVC TK-C1380E) do Laboratório de Cito-
logia do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de São Paulo. Este sistema detectou, na imagem
digitalizada, pixels que apresentavam limiar de coloração
equivalente ao das AgNORs em estudo.

Os dados numéricos estatísticos foram apresentados por
meio de médias aritméticas, desvios-padrão, medianas, quar-
tis, intervalos de confiança e valores mínimos e máximos.

Como os dados neste estudo não possuíam distribuição
gaussiana, foram utilizados testes estatísticos não-paramétricos:

a) Prova de Kruskal-Wallis (H) - para comparações dos
resultados obtidos com cada marcador nos diferentes grupos
de proliferação celular.

b) Prova das comparações múltiplas pareadas de Dunn (Q)
- para comparações múltiplas de cada marcador nos diferen-
tes grupos de proliferação celular.

c) Correlação não-paramétrica de Spearman, para com-
parações dos resultados obtidos entre dois marcadores nos
diferentes grupos de proliferação celular.

RESULTADOS

Células consideradas positivas, ou marcadas pela BrdU,
apresentavam núcleos de coloração escura e estavam presentes
na camada basal e suprabasal do epitélio, nos espécimes dos 3
grupos. A figura 1 ilustra o padrão de marcação da BrdU nos
diferentes grupos. Em algumas lâminas (Figuras 1A e 1B),
detectaram-se células aos pares (células recém-divididas).

Os valores do número total de córneas (N), mediana, quar-
til inferior e superior, média, desvio-padrão, intervalo de
confiança (IC), valores mínimo e máximo, assim como o re-
sultado da prova de Kruskal-Wallis (H) para o marcador BrdU
nos diferentes grupos encontram-se na tabela 1.

A análise de variância, utilizando o teste de Kruskal-Wal-
lis, demonstrou que as diferenças nos três grupos foram estatis-
ticamente significativas (H=25,88 e p<0,0001*). Os resultados
da prova das comparações múltiplas pareadas de Dunn
(Q<0,05*) também foram estatisticamente significantes.

A figura 2 é uma representação gráfica das variações en-

Figura 1 - (A e B) Microscopia óptica de espécime contendo epitélio
corneano do grupo A. Nota-se a disposição das células marcadas na
camada basal e suprabasal do epitélio (bromodeoxiuridina; contra-
coloração com Hematoxilina de Mayer, 400X). (C) Microscopia óptica
de espécime contendo epitélio corneano do grupo B. Nota-se epitélio
com poucas camadas (reparação do defeito epitelial). Presença de
numerosas células marcadas nas camadas basal e suprabasal do
epitélio (bromodeoxiuridina, 400X). (D) Microscopia óptica de espécime
contendo epitélio corneano do grupo C (bromodeoxiuridina, 400X).
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contradas no número de células marcadas usando o marcador
BrdU nos 3 grupos (A, B e C).

A figura 3 ilustra o padrão de marcação do Ki-67 nos
diferentes grupos. As células marcadas pelo Ki-67 apresenta-
vam núcleos de coloração marrom e estavam presentes na
camada basal e suprabasal do epitélio. Células aos pares (cé-
lulas recém-divididas) podiam ser detectadas em algumas lâ-
minas (Figuras 3A e 3B).

Os valores do número total de córneas (N), mediana,
quartil inferior e superior, média, desvio-padrão, intervalo de
confiança (IC), valores mínimo e máximo, assim como o re-
sultado da prova de Kruskal-Wallis (H) para o marcador Ki-
67 nos diferentes grupos encontram-se na tabela 2.

As diferenças nos resultados obtidos nos 3 grupos foram
estatisticamente significantes pela prova de Kruskal-Wallis
(H= 25,85 e P<0,0001*). Os resultados da prova das compara-
ções múltiplas pareadas de Dunn (Q<0,05*) também foram
estatisticamente significantes.

A figura 4 é uma representação gráfica das variações en-
contradas no número de células marcadas usando o marcador
Ki-67 nos 3 grupos (A, B e C).

As regiões organizadoras nucleolares (AgNORs), coradas
pela prata, foram detectadas como grânulos escurecidos, por
vezes de coloração marrom, localizados no interior dos nú-
cleos celulares. As AgNORs foram detectadas nas células de
todas as camadas do epitélio corneano, mas só foram analisa-
das as AgNORs das células da camada basal. A figura 5 ilustra
o padrão de marcação do AgNOR nos diferentes grupos.

Os valores do número total de córneas (N), mediana,
quartil inferior e superior, média, desvio-padrão, intervalo de
confiança (IC), valores mínimo e máximo, assim como o
resultado da prova de Kruskal-Wallis (H) para a medida da
área das NORs, nos diferentes grupos, encontram-se na tabela
3. Não foi possível realizar a leitura da lâmina 8 do grupo C
(má qualidade técnica do espécime).

As diferenças nos resultados obtidos foram estatistica-
mente significantes utilizando o teste de Kruskal-Wallis
(H=20,36 e p<0,0001*). Porém, a prova de Dunn demonstrou
que a comparação entre os grupos A e C não foi estatistica-
mente significante (Q>0,05).

A figura 6 é uma representação gráfica das variações encon-
tradas nas medidas das áreas das NORs nos 3 grupos (A, B e C).

A comparação dos resultados obtidos com os marcadores
BrdU, Ki-67 e AgNOR foi realizada com o teste de correlação
não-paramétrico de Spearmam. O teste de Spearman demons-

trou uma correlação positiva e significante entre os marca-
dores BrdU e Ki-67 (r=0,94582; p=0,0001*, Figura 7A), Ki-

Tabela 1. Número total de córneas (N), mediana (MED), quartil inferior (Q.I.), superior (Q.S.), média, desvio-padrão (DP), intervalo de con-
 fiança (IC), valores mínimo e máximo e resultado da prova de Kruskal-Wallis (H) para o marcador BrdU

Grupos N MED Q.I. Q.S. Média DP IC -95,0% IC +95,0% Valor min. Valor máx.
A 10 7,05 6,60 7,70 7,17 0,74 6,64 7,70 6,20 8,50
B 10 37,20 36,20 38,50 37,15 3,01 35,00 39,30 32,20 42,20
C 10 0,20 0,10 0,30 0,22 0,10 0,15 0,29 0,10 0,40

H=25,88 p<0,0001*

Figura 3 - (A e B) Microscopia óptica de espécime contendo epitélio
corneano do grupo A. Nota-se a disposição das células marcadas,
com coloração marrom, na camada basal do epitélio (MIB-1/Ki-67,
400X). (C) Microscopia óptica de espécime contendo epitélio corneano
do grupo B. Presença de numerosas células marcadas nas camadas
basal e suprabasal do epitélio. Em algumas células, nota-se presença
de marcação dos nucléolos (seta) (MIB-1/Ki-67, 400X). (D) Microscopia
óptica de espécime contendo epitélio corneano do grupo C (MIB-1/Ki-

67, 400X).

Figura 2 - Representação gráfica do número de células marcadas
 pela BrdU nos diferentes grupos (p<0,0001*)

= Mediana
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Nesta investigação, as médias e os desvios-padrão das célu-
las marcadas pela BrdU nos grupos A, B e C foram, respectiva-
mente, de 7,17 ± 0,74; 37,15 ± 3,01 e 0,22 ± 0,10 células por
100 células basais (Tabela 1). As diferenças entre os grupos
foram estatisticamente significantes pela prova de Dunn
(p<0,05*). Proporcionalmente, o grupo que foi submetido à
desepitelização de córnea (grupo B) apresentou um aumento
no número de células marcadas de 5,18 vezes em relação ao
grupo com epitélio normal (grupo A); por outro lado, a insti-
lação do 5-fluoruracil por 4 dias diminuiu o número de células
marcadas 32,5 vezes em relação ao grupo controle.

O padrão de marcação obtido com a BrdU (Figuras 1), em
que as células marcadas estavam presentes na camada basal e
suprabasal do epitélio (algumas dispostas em pares), foi se-
melhante ao referido na literatura(13,25-26).

Raska et al., em 1991, relataram que o tempo de exposição
à BrdU influencia as taxas de marcação e o intervalo de
tempo ideal dependeria da duração do ciclo celular(27). Nesta
pesquisa, optou-se pela injeção endovenosa do reagente 15
horas antes da retirada das córneas, para diminuir as variações
das taxas mitóticas das células epiteliais decorrentes do ritmo
circadiano com pico de mitose às 9 horas(28).

A BrdU não é utilizada como rotina na prática clínica,
pelo fato de ser incorporada ao DNA celular, o que poderia
predispor a mutações celulares. Apesar do surgimento de
novos marcadores de proliferação histoquímicos e imuno-
histoquímicos, como o AgNOR e o Ki-67, poucos trabalhos
avaliaram suas aplicações no epitélio corneano e sua correla-
ção com o marcador padrão BrdU.

A média e o desvio-padrão do número de células marcadas

Tabela 2. Número total de córneas (N), mediana (MED), quartil inferior (Q.I.), superior (Q.S.), média, desvio-padrão (DP), intervalo de confiança
(IC), valores mínimo e máximo e resultado da prova de Kruskal-Wallis (H) para o marcador Ki-67

Grupos N MED Q.I. Q.S. Média DP IC -95,0% IC +95,0% Valor min. Valor máx.
A 10 7,55 6,90 8,50 7,55 1,22 6,67 8,43 5,50 9,60
B 10 39,85 35,20 41,00 38,30 3,84 35,55 41,05 31,00 43,20
C 10 0,35 0,20 0,50 0,34 0,14 0,24 0,44 0,10 0,50

H=25,85 p<0,0001*

67 e AgNOR (r=0,85267; p=0,0001*, Figura 7B) e BrdU e
AgNOR (r=0,86546; p=0,0001*, Figura 7C).

DISCUSSÃO

O estudo da cinética do epitélio corneano é importante
para a compreensão de uma grande variedade de processos
fisiológicos e patológicos. Os métodos imuno-histoquímicos e
histoquímicos, cada vez mais difundidos entre os laboratórios
de patologia e com melhores resultados à medida que as técni-
cas vão se aprimorando, já se encontram entre os mais úteis e
comumente usados para avaliação da proliferação celular(24).

Figura 5 - (A) Microscopia óptica de espécime contendo epitélio corneano do grupo A. Nota-se a presença das NORs (seta) em todas as camadas
epiteliais (AgNOR, 400X). (B) Microscopia óptica de espécime contendo epitélio corneano do grupo C (AgNOR, 400X). (C)  Microscopia óptica
 de espécime contendo epitélio corneano do grupo B. Presença de numerosas NORs (seta) e epitélio com poucas camadas  (AgNOR, 400X).

A B C

Figura 4 - Representação gráfica do número de células marcadas
 pelo Ki-67 nos diferentes grupos (p<0,0001*)

= Mediana
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(por 100 células basais) utilizando o Ki-67 foi de 7,55 ± 1,22
no grupo A; 38,30 ± 3,84 no grupo B e 0,34 ± 0,14 no grupo C
(Tabela 2). As diferenças entre os grupos foram estatisticamen-
te significantes pela prova de Dunn (p<0,05*).

No presente trabalho, o padrão de marcação com o Ki-67
variou: algumas células apresentavam leve coloração mar-
rom, localizada principalmente no nucléolo, enquanto ou-
tras, intensa marcação em toda a região nuclear (Figura 3).
Esse tipo de variação na marcação é descrito na literatura, em
que o padrão típico nucleolar na interfase pode se modificar
para padrões granulares ou pontilhados na mitose, quando o
nucléolo se desintegra(29). Por ser um método altamente espe-
cífico, vários autores consideram que mesmo células minima-
mente marcadas devam ser consideradas positivas, ou seja,
dentro do ciclo celular(30).

O anticorpo monoclonal MIB-1, utilizado neste trabalho,
reconhece o antígeno Ki-67, mas, ao contrário do anticorpo
Ki-67 original, pode marcar células em proliferação em mate-
riais fixados na formalina e emblocados na parafina(12).

As taxas de marcação do Ki-67, em diferentes tecidos, são
comparáveis às obtidas com outros métodos de avaliação da
proliferação celular, tais como, contagem de mitoses, citome-
tria de fluxo, incorporação da timidina tritiada e BrdU(31-33).

Não foram encontrados relatos na literatura sobre a utili-
zação da técnica do AgNOR no epitélio corneano.

A média e o desvio-padrão da medida da área das AgNORs
no grupo A foram de 1,92 ± 0,24; no grupo B, 3,61 ± 0,27 e no
grupo C, 1,71 ± 0,26 (Tabela 3). A análise dos resultados ob-

tidos, utilizando a técnica do AgNOR, demonstrou que as
diferenças existentes entre os grupos B e C, assim como B e A,
foram estatisticamente significantes. Por outro lado, a com-
paração dos resultados entre o grupo A e C não demonstrou
diferenças estatisticamente significantes pela prova de Dunn
(p>0,05). O tamanho da amostra pode ter influenciado esse
resultado. Trabalhos futuros com a utilização de amostras
maiores (a estimativa estatística do tamanho da amostra para
o marcador AgNOR seria de 20 olhos) podem confirmar ou
refutar esses resultados.

As AgNORs, além de sua função na proliferação celular,
também participam da transcrição celular (produção de pro-
teínas)(34). Desta forma, mesmo células com baixa atividade
mitótica (mas com produção de proteínas) podem apresentar
um número mínimo de NORs por núcleo(35), o que explicaria
a ausência de diferenças entre os grupos A e C.

A utilização do analisador de imagem digital com resolu-
ção em pixels para a medida da área das NORs, método uti-
lizado neste trabalho, diminui a variação subjetiva entre ob-
servadores decorrente da leitura manual(36-37).

Os marcadores BrdU, Ki-67 e AgNOR apresentaram uma
correlação positiva e estatisticamente significante nos dife-
rentes grupos (Figura 7).

A técnica do AgNOR, utilizada nesta investigação pela
primeira vez para avaliar a atividade proliferativa do epitélio
corneano, apresentou correlação positiva com os outros mé-
todos de avaliação da proliferação celular. Essa técnica é
pouco trabalhosa, apresenta baixo custo e pode ser utilizada
em material processado rotineiramente(15).

Neste estudo, o Ki-67 foi capaz de detectar diferenças no
número de células marcadas em três situações de proliferação
celular (controle, hiperproliferação e hipoproliferação) e tam-
bém apresentou correlação positiva com os outros marca-
dores de proliferação celular avaliados. Dentre as suas vanta-
gens, podemos citar: relação bem definida com o ciclo celu-
lar, facilidade de realização e pequena susceptibilidade a fa-
tores técnicos, tais como, tempo de fixação e diluição de
anticorpos(29,38-39).

Durante a cicatrização corneana, o epitélio necessita mi-
grar para cobrir o defeito epitelial, proliferar (mitose) e resta-
belecer suas adesões. O uso de marcadores da proliferação
celular, objeto de estudo deste trabalho, pode ser utilizado
tanto in vivo quanto in vitro (cultura de células) para avalia-
ção do efeito de diferentes tratamentos(27,40).

No futuro, a associação de métodos que avaliem diferen-

Tabela 3. Número total de córneas (N), mediana (MED), quartil inferior (Q.I.), superior (Q.S.), média, desvio-padrão, intervalo de confiança
 (IC), valores mínimo e máximo e resultado da prova de Kruskal-Wallis (H) para a técnica do AgNOR

Grupos N MED Q.I. Q.S. Média DP IC -95,0% IC +95,0% Valor min. Valor máx.
A 10 1,94 1,82 2,10 1,92 0,24 1,74 2,09 1,41 2,25
B 10 3,66 3,55 3,80 3,61 0,27 3,41 3,80 3,04 3,88
C 9 1,74 1,59 1,87 1,71 0,26 1,53 1,90 1,29 2,11

H=20,36 p<0,0001*

Figura 6 - Representação gráfica das medidas das áreas das NORs nos
 diferentes grupos (p<0,0001*)

= Mediana
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Figura 7- (A) Representação gráfica da correlação entre os marcadores Ki-67 e BrdU. (B) Representação gráfica da correlação entre os marcadores
 AgNOR e Ki-67. (C) Representação gráfica da correlação entre os marcadores AgNOR e BrdU.

tes aspectos da cinética do epitélio corneano proporcionará
uma idéia mais precisa da verdadeira atividade proliferativa
dessa população celular. Tais informações fornecerão subsí-
dios que certamente favorecerão um melhor entendimento da
fisiologia epitelial, assim como sua resposta frente ao uso de
drogas ou cirurgias.

CONCLUSÕES

Nas condições deste estudo, conclui-se que:
1 - Os marcadores BrdU e Ki-67 foram capazes de detectar

diferenças na cinética celular nas três situações de prolifera-
ção celular avaliadas (controle, hiperproliferação e hipopro-
liferação).

2 - O emprego do AgNOR não permitiu identificar dife-
renças na proliferação celular entre as situações controle e
hipoproliferação.

3 - Os marcadores BrdU, Ki-67 e AgNOR apresentaram
correlação positiva nas três situações de proliferação celular.

ABSTRACT

Purpose: In order to maintain its clear and uniform structure,
the corneal epithelium needs constant equilibrium between
production (division) and desquamation of its epithelial
cells. The author aimed to evaluate the cell kinetics of corneal
epithelium of rabbits in three situations (control, hypo-
proliferation and hyperproliferation) using BrdU, Ki-67/MIB-
1 and AgNORs proliferation markers. Methods: Fifteen white
female rabbits had their eyes randomly divided into three
groups (A, B and. C). Group A included eyes submitted to
phosphate buffer saline instillation (total 10 eyes); group B,
instillation of phosphate buffer saline after removing a 10 mm
central area of the corneal epithelium (total 10 eyes) and group
C, instillation of 5-fluorouracil in normal epithelium (total 10
eyes). Results: The results of the mean number and standard
deviation of the marked cells using BrdU in groups A, B e C
were, respectively, 7.17 ± 0.74; 35.00 ± 3.01 e 0.22 ± 0.1
marked cells per 100 basal cells. Differences among groups

were statistically significant. The mean number and standard
deviation of the labelled cells using Ki-67 were 7.55 ± 1.22 in
group A; 35.55 ± 3.84 in group B and 0.34 ± 0.14 in group C.
Differences among groups were statistically significant. The
mean area and standard deviation of NORs in group A were
1.92 ± 0.24, in group B, 3.61 ± 0.27 and in group C, 1.71 ±
0.26. Conclusions: The markers BrdU, Ki-67 and AgNOR
showed a positive correlation with statistical significance
among the cellular proliferation situations studied (control,
hypoproliferation and hyperproliferation); the AgNOR did
not show statistically significant differences among the con-
trol and hypoproliferation situations and there was more
agreement in the results among markers BrdU and Ki-67 in
three cell proliferation situations.

Keywords: Epithelium, corneal; Cell cycle; Cell proliferation
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