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Análise morfométrica do endotélio corneano de coelhos à microscopia
eletrônica de varredura

Morphometric analysis of the corneal endothelium of rabbits using scanning electron microscopy

João Antonio Tadeu Pigatto1, Fernando Cesar Abib2, Julio César Pizzeti2, José Luiz Laus3, Jaime Maia
dos Santos3 & Paulo Sergio de Moraes Barros4

RESUMO

O endotélio, constituído de uma monocamada de células poligonais, constitui-se na estrutura mais posterior da
córnea. Objetivou-se examinar a superfície posterior do endotélio corneano e realizar análise morfométrica das células
endoteliais da córnea de coelhos valendo-se da microscopia eletrônica de varredura. Avaliaram-se o número de lados, a área
celular média, a densidade celular e o coeficiente de variação da área celular.  O endotélio corneano de coelhos constitui-se
de células poligonais uniformes em tamanho e forma, e com interdigitações das bordas celulares. Vizibilizaram-se
microvilosidades na superfície celular. Relativamente à forma celular encontraram-se células na maioria hexagonais (75%)
com células pentagonais (14%) e heptagonais (11%) constituindo o restante do endotélio corneano. A área celular média foi
de 174 ± 32 µm2 e a densidade celular foi de 5747 ± 238 células por milímetro quadrado. O coeficiente de variação foi de 0.21.
Não foram observadas diferenças significativas entre os parâmetros avaliados entre os olhos esquerdo e direito. Este
estudo demonstrou que o endotélio corneano de coelhos é semelhante ao descrito em outros vertebrados.

Descritores: endotélio corneano, morfometria, microscopia eletrônica de varredura, coelhos.

ABSTRACT

The endothelium is a single layer of polygonal cells covering the posterior surface of the cornea. The aim of this
study was to examine the endothelial surface morphology and to perform morphometric analysis of the corneal endothelial
cells of rabbits using scanning electron microscopy. Morphometric analysis with regard to polygonality, mean cell area, cell
density and coefficient of variation of mean cell area was performed. The corneal endothelium of rabbits consisted of
polygonal cells of uniform size and shape with interdigitations of the cell borders. Microvilli appearead on the cellular
surface. Regarding the polygonality of endothelium, the predominant number of cells was hexagonal (75%) in shape with
pentagonal (14%), and heptagonal (11%) cells constituting the greater portion of the remaining corneal endothelium. The
mean cell area was 174 ± 32 µm2 and the cell density was 5747 ± 238 cells per milimeters square. The coefficient of variation
of cell area was 0.21. This study demonstrates that the rabbit’s corneal endothelium is similar to those described in other
vertebrates.
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INTRODUÇÃO

O endotélio corneano apresenta sua face an-
terior voltada para a membrana de Descemet, en-
quanto a posterior limita-se com o humor aquoso
[24]. Na maioria das espécies ocorre decréscimo
da densidade endotelial e modificações da morfo-
logia celular com o avanço da idade [1,8]. Além da
influência da idade o endotélio pode ser alterado por
inúmeros fatores incluindo trauma e inflamação intra-
ocular [16,22].

Entre as técnicas utilizadas para avaliar a
morfometria endotelial encontram-se os métodos de
investigação clínica e os estudos in vitro [6,25]. Cli-
nicamente a microscopia especular tem sido am-
plamente empregada permitindo, além dos resulta-
dos de exames in vivo, o registro fotográfico das
células endoteliais [1,4,5,17]. Das técnicas in vitro
a microscopia eletrônica de varredura tem se mos-
trado de grande valia para o estudo quanto à toxi-
cidade de drogas intracamerulares, à eficácia de
meios de preservação de córneas e em investiga-
ções da ultra-estrutura endotelial [2,3,7,16,18]. En-
tre os principais parâmetros endoteliais mensuráveis
encontram-se a contagem celular e a variação do ta-
manho e da forma de suas células [8]. A espécie le-
porina tem sido amplamente empregada como mo-
delo experimental em pesquisas que avaliaram le-
sões endoteliais secundárias a procedimentos cirúr-
gicos e a fármacos intra-oculares [2,3,10,11,20]. No
entanto, as referências detalhando as condições do
endotélio corneano normal dessa espécie limitam-se
a avaliações fazendo uso somente da microscopia es-
pecular [9,14,19].

Objetivou-se examinar a superfície endotelial
posterior e realizar análise morfométrica das célu-
las do endotélio corneano de coelhos valendo-se da
microscopia eletrônica de varredura.

MATERIAIS  E MÉTODOS

Empregaram-se 15 coelhos, clinicamente sa-
dios, raça Nova Zelândia Branco, machos ou fême-
as, com três meses de idade, provenientes do De-
partamento de Anatomia da Faculdade de Medicina
da Universidade Federal do Paraná. A pesquisa foi
conduzida obedecendo-se os critérios recomendados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal

(COBEA).  Imediatamente após a eutanásia dos ani-
mais procedeu-se exame oftálmico a fim de confir-
marem as condições de higidez da córnea.

Realizou-se enucleação subconjuntival e as
córneas foram obtidas, fixadas em glutaraldeído1 a
2,5% em tampão de cacodilato de sódio2 0,1M e pH
7,4 durante 8 horas e seccionadas em tamanhos cor-
respondentes a ¼ do total da superfície corneana.

O processamento e a análise das amostras
foram realizados no Laboratório de Microscopia Ele-
trônica de Varredura da Faculdade de Ciências Agrá-
rias e Veterinárias – UNESP – Campus de Jaboti-
cabal. As córneas foram lavadas na solução tampão
e desidratadas em concentrações ascendentes de
álcool etílico (30,50,70,85,90 e 100%), sendo 15 mi-
nutos para cada concentração, e três vezes na con-
centração de 100%. Ato contínuo foram secas em
secador de ponto crítico utilizando-se dióxido de car-
bono líquido. Foram fixadas em porta-espécime, com
fita condutiva de cobre e cola de carbono, e
metalizadas com uma camada de ouro e paládio de
35 nm de espessura durante dois minutos. Cada amos-
tra foi examinada em microscópio eletrônico de var-
redura3 operado com 15 Kv. Foram feitas cinco eletro-
micrografias da região central da córnea com au-
mento de 750 vezes. Ocasionalmente, obtiveram-se
imagens com outros aumentos.

Para o estudo morfométrico empregou-se o
software para análise morfométrica4. Após a digi-
talização das imagens o número de lados foi deter-
minado e a área celular unitária de 50 células endo-
teliais de cada amostra aferida. A densidade endo-
telial, expressa em células/mm2, foi obtida utilizando-
se a transformação matemática: Densidade de célu-
las endoteliais (células/mm2)= 1 000 000/área celu-
lar (µm2). Calculou-se o coeficiente de variação da
área celular média. As médias obtidas foram com-
paradas através do teste de Tukey (P<0,05).

RESULTADOS

O endotélio corneano de coelhos caracteri-
zou-se por uma monocamada de células poligonais
uniformes em tamanho e forma (Figura 1).

As bordas celulares apresentaram interdi-
gitações e sobre a superfície celular observou-se
um número variável de microvilosidades (Figura 2).
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Relativamente à forma celular, encontraram-
se células hexagonais (75%), pentagonais (14%) e
heptagonais (11%). A área celular média foi de 174
± 32 µm2 e a densidade endotelial de 5747 ± 238 cé-
lulas por milímetro quadrado. O grau de polimegatismo
foi de 0.21.

Não foram observadas  diferenças significati-
vas entre os parâmetros avaliados entre os olhos es-
querdo e direito.

DISCUSSÃO

Entre os fatores responsáveis pela manuten-
ção da transparência corneana, encontram-se a inte-
gridade morfológica e funcional do endotélio [24]. Os
estudos valendo-se da microscopia eletrônica de var-
redura demonstraram que, com exceção das bordas
celulares, dos cílios e das microvilosidades, a superfí-
cie posterior do endotélio é plana, e que as bordas ce-
lulares apresentam interdigitações [13,21].

Neste estudo interdigitações das bordas celulares
e microvilosidades foram visibilizadas. Entretanto, cílios que
ocasionalmente são encontrados nas células endotelias não
foram evidenciados. Investigações prévias informam da
fragilidade dos cílios durante o preparo de córneas  para
estudos à microscopia eletrônica [13]. O preenchimento
da câmara anterior com solução de glutaraldeído, antes da
remoção da córnea, conforme recomendação de Doughty
[10], provavelmente permitiria que essas estruturas fos-
sem preservadas no momento do preparo das córneas.

No estudo morfométrico somente células da re-
gião central da córnea foram analisadas. Como em indi-

víduos com córnea hígida a distribuição celular é unifor-
me entre as regiões central e periférica, valendo-se so-
mente do estudo da área corneana central, há como se
estimar a contagem celular e a morfologia de todo o con-
tingente celular do endotélio [14,19]. Além disso, estudos
prévios demonstraram que a retração celular decorrente
do preparo de córneas destinadas à microscopia eletrôni-
ca de varredura ocorre uniformemente [23]. Entretanto,
em avaliações endoteliais após procedimentos cirúrgicos
intracamerulares além da região central, áreas periféri-
cas devem ser examinadas pois nestas situações as per-
das endoteliais ocorrem de forma heterogênea [16].

O endotélio corneano é uma monocamada cons-
tituída, em sua maioria, por células hexagonais, ocasio-
nalmente pentagonais, mas que podem apresentar qua-
tro, sete ou até oito lados [8].  Observaram-se células
poligonais com padrão regular e com predomínio da for-
ma hexagonal, similar ao descrito em outras espécies
[6,17,18]. Normalmente o porcentual de células hexa-
gonais aproxima-se de 70% e o seu declino é indicativo
de menor reserva funcional [8].

Dentre os  métodos utilizados para análise
morfométrica do endotélio corneano, destacam-se as
microscopias especular e eletrônica de varredura
[1,3,4,8,25]. O advento do microscópio especular permi-
tiu  a análise e o registro fotográfico das células endoteliais
[1,4,5,17,25]. O fato de ser uma técnica não invasiva e a
simplicidade operacional constituem vantagens da
microscopia especular [16]. Sua utilização evita ainda com
que artefatos provenientes da preparação de córneas para
estudo à microscopia eletrônica sejam observados

Figura 1. Eletromicrografia de varredura do endotélio corneano
de coelho. Notar células poligonais uniformes em tamanho e
forma (1500 X. Barra = 10 µm).

Figura 2. Eletromicrografia de varredura do endotélio cornea-
no de coelho. Notar inderdigitações das bordas celulares e
microvilosidades na superfície celular (2000 X. Barra = 10 µm).
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[9,14,15]. Entretanto o alto custo do microscópio especu-
lar e a dificuldade em se obterem imagens em áreas
endoteliais que sofreram trauma levam muitas vezes a
necessidade de utilização de técnicas alternativas.

Entre as  técnicas para estudo in vitro, a micros-
copia eletrônica de varredura tem sido amplamente uti-
lizada para analisar repercussões de fármacos e proce-
dimentos operatórios intracamerulares e descrever a
ultra-estrutura do endotélio corneano em diferentes es-
pécies [3,6,7,16,18].

A espécie leporina é utilizada em pesquisas ex-
perimentais que avaliam a repercussão de fármacos ou
procedimentos intra-oculares sob o endotélio corneano
[9,14,15]. A área celular média do endotélio corneano
de coelhos, que geralmente é obtida valendo-se da
microscopia especular varia entre 274,6 e 317,4 µm2

[9,15,19]. Com esta mesma técnica os valores da den-
sidade celular os valores variam entre 2268 e 3791 cé-
lulas por milímetro quadrado [9,15,19].

Os resultados deste estudo mostraram valores
da área celular variando entre 368 e 675 µm2. A densida-
de celular encontrada oscilou entre 5463 e 5755 células
por milímetro quadrado. Apesar do seu considerável uso
reconhece-se que as etapas do preparo de córneas para
estudos à microscopia eletrônica de varredura induzem
graus variáveis de retração celular, com diminuição da
área celular original e aumento da densidade endotelial
[11,23]. Neste sentido, não seria possível compararmos
diretamente os valores obtidos neste estudo com aqueles
da microscopia especular. Além disso, não encontramos
investigações que propusessem relações de equivalência
entre as duas técnicas. Mesmo com os efeitos do prepa-
ro das córneas para estudo à microscopia eletrônica de
varredura o coeficiente de variação da área celular en-

contrado de 0,21 foi semelhante aos valores publicados
valendo-se da microscopia especular [6,25].

No presente estudo não foram evidenciadas
diferenças quanto aos parâmetros endoteliais entre um
olho e o seu contralateral. As informações da literatura
asseguram a inexistência de diferenças significativas
quanto aos parâmetros endoteliais obtidos entre um olho
e o seu contralateral [4,14,17,18].

A despeito das intercorrências decorrentes da
retração tecidual a microscopia eletrônica de varredura
permitiu que importantes detalhes da ultra-estrutura
endotelial pudessem ser observados e quantificados. A
complexidade e os cuidados no preparo de córneas para
estudos à microscopia eletrônica de varredura, aliados
ao alto custo e à necessidade de treinamento prévio,
sem os quais os riscos de comprometimento das amos-
tras seriam eminentes, constituem-se em obstáculos para
a sua utilização [3,18]. A realização de treinamento pré-
vio assegurou adequada preparação das amostras sem
que artefatos ou outras intercorrências pudessem ser
atribuídos à execução da técnica.

CONCLUSÃO

Mediante os resultados encontrados é possí-
vel concluir que o endotélio corneano normal de coe-
lhos é similar ao descrito em outras espécies.

NOTAS INFORMATIVAS

1Glutaraldehyde, Electron Microscopy Sciences, Washing-
ton, EUA.

2Sodium Cacodylate Trihydrate, Electron Microscopy
Sciences, Washington, EUA.

3Scanning Electron Microscope JEOL-JSM 5410, Maryland,
EUA.

4Image Tool, University of Texas Health Science Center, San
Antonio, Texas, EUA.
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