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Analise morfométrica do endotélio corneano de coelhos a microscopia
eletrbnicade varredura

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

O endotélio, constituido de uma monocamada de células poligonais, constitui-se na estrutura mais posterior da
cérnea. Objetivou-se examinar a superficie posterior do endotélio corneano e realizar analise morfométrica das células
endoteliais da cérnea de coelhos valendo-se da microscopia eletrénica de varredura. Avaliaram-se o nimero de lados, a area
celular média, a densidade celular e o coeficiente de variacao da area celular. O endotélio corneano de coelhos constitui-se
de células poligonais uniformes em tamanho e forma, e com interdigitacdes das bordas celulares. Vizibilizaram-se
microvilosidades na superficie celular. Relativamente a forma celular encontraram-se células na maioria hexagonais (75%)
com células pentagonais (14%) e heptagonais (11%) constituindo o restante do endotélio corneano. A area celular média foi
de 174 + 32 pie a densidade celular foi de 5747 + 238 células por milimetro quadrado. O coeficiente de variacéo foi de 0.21.
N&o foram observadas diferencas significativas entre os parametros 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 eletrdnica 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 + 323and 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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INTRODUGAO (COBEA). Imediatamente apds a eutanasia dos ani-

. mais procedeu-se exame oftalmico a fim de confir-

O endotélio corneano apresenta sua face an- o o .

. marem as condi¢Oes de higidez da cornea.

terior voltada para a membrana de Descemet, en- . ~ L
Realizou-se enucleacdo subconjuntival e as

uanto a posterior limita-se com o humor aquoso, : . .
g P o .. ,q __cOrneas foram obtidas, fixadas em glutaraldeddo
[24]. Na maioria das espécies ocorre decrésci

. : . ,5% em tampao de cacodilato de sé8idM e pH
da densidade endotelial e modificagbes da morfa; .
: . . ,4 durante 8 horas e seccionadas em tamanhos cor-
logia celular com o avango da idade [1,8]. Além da

A . . respondentes a ¥ do total da superficie corneana.
influéncia da idade o endotélio pode ser alterado por .
O processamento e a analise das amostras

inumeros fatores incluindo trauma e inflamacéao intraf-Oram realizados no Laborat6ério de Microscopia Ele-

ocular [16,22]. . A .
EEntre ]as técnicas utilizadas para avaliar gonlca de Varredura da Faculdade de Ciéncias Agra-
ias e Veterinarias — UNESP — Campus de Jaboti-

morfometria endotelial encontram-se os métodos dé& , ~ ~
investigaco clinica e os estudositro [6,25]. Cli- cabaI.IAs corneas foram Iavadaana solucao tampéo
nicamente a microscopia especular tem sido an§- deS|dr,qtadas em concentracdes ascendentes. de
plamente empregada permitindo, além dos result&|co0l etilico (30,50,70,85,90~e 1000/2)’ sendo 15 mi-
dos de exameis vivo, o registro fotografico das nutos para cada concentracado, e trés vezes na con-

células endoteliais [1,4,5,17]. Das técnigasitro centragdo de 100%. Ato continuo foram secas em
a microscopia eletronica de varredura tem se mosecador de ponto critico utilizando-se dioxido de car-

trado de grande valia para o estudo quanto a to)g__ono quuido_. Foram fixadas em porta-espécime, com
cidade de drogas intracamerulares, a eficacia di@ condutiva de cobre e cola de carbono, e
meios de preservagdo de cérneas e em investidg_etallzadas com uma camada_ de_ouro e paladio de
¢Ges da ultra-estrutura endotelial [2,3,7,16,18]. Er?° "M de espessura durante dois minutos. Cada amos-
tre os principais parametros endoteliais mensuraveié foi examinada em microscopio eletronico de var-
encontram-se a contagem celular e a variacdo do {gdurd operado com 15 Kv. Foram feitas cinco eletro-
manho e da forma de suas células [8]. A espécie |icrografias da regido central da cornea com au-
porina tem sido amplamente empregada como ménento de 750 vezes. Ocasionalmente, obtiveram-se
delo experimental em pesquisas que avaliaram [§D@gens com outros aumentos.

sdes endoteliais secundarias a procedimentos cirar- ~ Para o estudo morfométrico empregou-se o
gicos e a farmacos intra-oculares [2,3,10,11,20]. Neftwarepara analise morfométritaApos a digi-
entanto, as referéncias detalhando as condicdes @zacéo das imagens o nimero de lados foi deter-
endotélio corneano normal dessa espécie limitam-§einado e a area celular unitaria de 50 células endo-

a avaliagdes fazendo uso somente da microscopia égliais de cada amostra aferida. A densidade endo-
pecular [9,14,19]. telial, expressa em células/rfoi obtida utilizando-

Objetivou-se examinar a superficie endoteliafe a transformacdo matematica: Densidade de célu-
posterior e realizar analise morfométrica das céldas endoteliais (células/nijw 1 000 000/area celu-
las do endotélio corneano de coelhos valendo-se t& (UnT). Calculou-se o coeficiente de variagéo da
microscopia eletrénica de varredura. area celular média. As médias obtidas foram com-

) paradas através do teste de Tukey (P<0,05).
MATERIAIS E METODOS

o RESULTADOS
Empregaram-se 15 coelhos, clinicamente sa-

dios, raca Nova Zelandia Branco, machos ou féme- O endotélio corneano de coelhos caracteri-
as, com trés meses de idade, provenientes do D&pu-se por uma monocamada de celulas poligonais
partamento de Anatomia da Faculdade de Medicinaniformes em tamanho e forma (Figura 1).

da Universidade Federal do Parana. A pesquisa foi As bordas celulares apresentaram interdi-
conduzida obedecendo-se os critérios recomendadgi¢acoes e sobre a superficie celular observou-se
pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animalum namero variavel de microvilosidades (Figura 2).
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Figura 1. Eletromicrografia de varredura do endotélio cornean&igura 2. Eletromicrografia de varredura do endotélio cornea-
de coelho. Notar células poligonais uniformes em tamanho® de coelho. Notar inderdigitacdes das bordas celulares e
forma (1500 X. Barra =10 pm). microvilosidades na superficie celular (2000 X. Barra =10 pm).

Relativamente a forma celular, encontraramviduos com cérnea higida a distribuicéo celular é unifor-
se células hexagonais (75%), pentagonais (14%)nee entre as regides central e periférica, valendo-se so-
heptagonais (11%). A area celular média foi de 17¢hente do estudo da &rea corneana central, ha como se
+ 32 unte a densidade endotelial de 5747 + 238 céestimar a contagem celular e a morfologia de todo o con-
lulas por milimetro quadrado. O grau de polimegatismtingente celular do endotélio [14,19]. Além disso, estudos
foi de 0.21. prévios demonstraram que a retragdo celular decorrente

Nao foram observadas diferencas significatido preparo de corneas destinadas a microscopia eletroni-
vas entre os parametros avaliados entre os olhos es-de varredura ocorre uniformemente [23]. Entretanto,
guerdo e direito. em avalia¢Ges endoteliais ap6s procedimentos cirlirgicos
intracamerulares além da regido central, areas periféri-
cas devem ser examinadas pois nestas situacdes as per-

Entre os fatores responsaveis pela manutefas endoteliais ocorrem de forma heterogénea [16].
c3o da transparéncia corneana, encontram-se a inte- O endotélio corneano € uma monocamada cons-
gridade morfoldgica e funcional do endotélio [24]. Odituida, em sua maioria, por células hexagonais, ocasio-
estudos valendo-se da microscopia eletronica de vdralmente pentagonais, mas que podem apresentar qua-
redura demonstraram gue, com excegéo das bordg@,, sete ou até oito lados [8] Observaram-se células
celulares, dos cilios e das microvilosidades, a superfoligonais com padréo regular e com predominio da for-
cie posterior do endotélio é plana, e que as bordas ¢ga hexagonal, similar ao descrito em outras espécies
lulares apresentam interdigitacdes [13,21]. [6,17,18]. Normalmente o porcentual de células hexa-

Neste estudo interdigitacdes das bordas celularggnais aproxima-se de 70% e o seu declino & indicativo
e microvilosidades foram visibilizadas. Entretanto, cilios quée menor reserva funcional [8].
ocasionalmente sdo encontrados nas células endoteliasndo  Dentre os meétodos utilizados para analise
foram evidenciados. InvestigacGes prévias informam daorfométrica do endotélio corneano, destacam-se as
fragilidade dos cilios durante o preparo de cérneas paracroscopias especular e eletronica de varredura
estudos a microscopia eletronica [13]. O preenchimentd,3,4,8,25]. O advento do microscopio especular permi-
da camara anterior com solucéo de glutaraldeido, antestilaa analise e o registro fotogréafico das células endoteliais
remocao da cérnea, conforme recomendacao de Dougfity4,5,17,25]. O fato de ser uma técnica nao invasiva e a
[10], provavelmente permitiria que essas estruturas fosimplicidade operacional constituem vantagens da
sem preservadas no momento do preparo das corneasicroscopia especular [16]. Sua utilizagéo evita ainda com

No estudo morfométrico somente células da regue artefatos provenientes da preparacédo de cérneas para
gido central da cornea foram analisadas. Como em indistudo a microscopia eletronica sejam observados

DISCUSSAO
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[9,14,15]. Entretanto o alto custo do microscépio especaontrado de 0,21 foi semelhante aos valores publicados
lar e a dificuldade em se obterem imagens em are@slendo-se da microscopia especular [6,25].
endoteliais que sofreram trauma levam muitas vezes a No presente estudo ndo foram evidenciadas
necessidade de utilizagdo de técnicas alternativas. ~ diferencas quanto aos parametros endoteliais entre um
Entre as técnicas para estimlvitro, a micros-  0lho e o seu contralateral. As informacGes da literatura
copia eletronica de varredura tem sido amplamente uéisseguram a inexisténcia de diferencas significativas
lizada para analisar repercussdes de farmacos e pro@eanto aos parametros endoteliais obtidos entre um olho
dimentos operatérios intracamerulares e descrever€® seu contralateral [4,14,17,18].
ultra-estrutura do endotélio corneano em diferentes es- A despeito das intercorréncias decorrentes da
pécies [3,6,7,16,18]. retracao tecidual a microscopia eletrénica de varredura
A espécie leporina é utilizada em pesquisas eR€rmitiu que importantes detalhes da ultra-estrutura
perimentais que avaliam a repercusséo de farmacos@iflotelial pudessem ser observados e quantificados. A
procedimentos intra-oculares sob o endotélio corneaf@MPlexidade e os cuidados no preparo de corneas para

[9,14,15]. A area celular média do endotélio corneangstudos & microscopia eletronica de varredura, aliados
4 obtida valendo-se 88 alto custo e a necessidade de treinamento prévio,

de coelhos, que geralmente é X i q . d
microscopia especular varia entre 274,6 e 3174 uic 05 qUalS 0S 1iscos de comprometimento das amos-
as seriam eminentes, constituem-se em obstaculos para

[9,15,19]. Com esta mesma técnica os valores da detFn-

sidade celular os valores variam entre 2268 e 3791 csélg ussl;gl'Zuargioa[g’elﬂégarearlézaizo ;s g:'snznr:(e)gttggr;m
lulas por milimetro quadrado [9,15,19]. 9 q preparag

gue artefatos ou outras intercorréncias pudessem ser
Os resultados deste estudo mostraram valor

. . ) &tribuidos & execucdo da técnica.
da area celular variando entre 368 e 675 Ardensida- ¢
de celular encontrada oscilou entre 5463 e 5755 células CONCLUSAO
por milimetro quadrado. Apesar do seu consideravel uso Mediant itad irados & .
econtec-s v a iapas do et de comeas g 111 % (L T Pt
estudos a microscopia eletrdnica de varredura induz h‘ﬁ . d . .
o ~ . 0s € similar ao descrito em outras espécies.

graus variaveis de retracéo celular, com diminui¢cdo da
area celular original e aumento da densidade endotelial NOTAS INFORMATIVAS
[11,23]. Neste sentido, ndo seria possivel compararmos ) _ _

. . !Glutaraldehyde, Electron Microscopy Sciences, Washing-
diretamente os valores obtidos neste estudo com aquelgy £)a
da microscopia especular. Alem disso, ndo encontram@odium Cacodylate Trihydrate, Electron Microscopy
investigacdes que propusessem relacdes de equivalérwsﬁi@ienqes, Washington, EUA.
entre as duas técnicas. Mesmo com os efeitos do preﬁjﬂn'”g Electron Microscope JEOL-JSM 5410, Maryland,
ro das corneas para estudo a microscopia eletronica«gfage Tool, University of Texas Health Science Center, San

varredura o coeficiente de variacdo da area celular emntonio, Texas, EUA.
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