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RESUMO 

 

 

O endotélio da córnea realiza a função importante na manutenção da transparência da mesma 
e regulação da hidratação do estroma. É composto por uma monocamada de células 
poligonais, achatadas e interligadas que recobrem a superfície posterior da córnea. Dentre as 
técnicas utilizadas para avaliação do endotélio, o vermelho de alizarina é uma técnica in vitro 
de baixo custo, de rápida e fácil execução. Objetivou-se avaliar as células do endotélio da 
córnea de suínos adultos em suas diferentes regiões, utilizando a coloração por vermelho de 
alizarina e microscopia óptica. Para esse estudo, foram utilizados 24 bulbos oculares de 12 
suínos abatidos, 120 dias de idade, da raça Large White, adultos, machos ou fêmeas. As 
córneas foram removidas, e o endotélio corado com vermelho de alizarina dissolvido 
previamente em solução isotônica (0,2 g/100 ml), com pH ajustado para 4,2 com ácido 
clorídrico e avaliadas no microscópio óptico. Foram feitas fotografias das regiões central, 
inferior, lateral, medial e superior do endotélio da córnea e, após, foi realizado o estudo do 
formato de 100 células. Para análise estatística, foi utilizado o teste de variância (ANOVA por 
medidas repetidas). A percentagem média de células hexagonais na região central do globo 
ocular direito foi de 82,75%± 6,355, na região inferior 84,83% ± 4,108, na lateral 86,0%± 
4,090, na região medial 83,50%± 2,447 e na região superior 83,17%± 4,345. No globo ocular 
esquerdo, a percentagem média de células hexagonais na região central foi de 81,92 % 
±2,539, na região inferior foi de 83,67% ± 3,339, na região lateral de 84,00% ±3,618, na 
região medial 84,17%± 3,010 e na região superior 82,83% ± 4,064. Não houve diferença 
estatística significativa com relação à morfologia entre as diferentes regiões da córnea e entre 
os globos oculares direito e esquerdo. A coloração com vermelho de alizarina e a microscopia 
óptica foram eficazes para avaliação do formato das células do endotélio da córnea de suínos. 
Os valores obtidos, com relação ao formato das células da região central da córnea, 
representam todo o mosaico endotelial, podendo ser extrapolados para as regiões periféricas. 
 
Palavras-chave : corante vital, formato celular, microscopia óptica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 

ABSTRACT 

 

 

The corneal endothelium perform are important function in maintaing corneal transparency 
and regulating stromal hydration. It consists of monolayer polygonal cells, fattened and 
joined, covering of the posterior surface of the cornea. Among the technique used for 
evaluating the endothelium, Alizarin red vital dye is a in vitro technique for low coast, fast 
and easy perform. This study aimed to evaluated the endothelial cells from adult pigs cornea 
in its different regions used the coloration by Alizarin red and, optical microscopy. For this 
study we used 24 eye bulbs of 12 slaughtered pigs, 120 day of age, of Large White breed, 
adults, male or female. The cornea was removed and the endothelium stained with Alizarin 
red, previously dissolved in isotonic solution (0,2g/100 ml), pH adjusted to 4,2 with 
hydrochloric acid, and evaluated in optical microscope. Photographs were taken of the 
central regions, lateral, medial and upper corneal endothelium. After the study was performed 
of 100 cells format. For statistical analysis we used the analysis of variance (ANOVA for 
repeated measures). The average percentage of hexagonal cells in the central region in the 
right eye was 82,75%±6,355, in the lower 84,83% ± 4,108, on lateral 86,0%± 4,090, in the 
medial region 83,50%± 2,447 and the upper region 83,17%± 4,345. In the left eye, the 
percentage of hexagonal cells in the central region was 81,92 % ±2,539, in lower 83,67% ± 
3,339, in lateral 84,00% ±3,618, in medial 84,17%± 3,010 and in upper region 82,83%± 
4,064. There was no statistically significant difference in the relation morphology between the 
different regions of the cornea and between the right and left eyeballs. Staining with Alizarin 
red and optical microscopy were effective for evaluating the shape of the endothelial cells of 
the pig cornea. The values obtained in relation of the shape of the central cornea cells, 
represent the entire endothelial mosaic and can be extrapolated to the peripheral regions. 

 

 
Keywords: vital dye, cellular form, optical microscopy. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

 

O endotélio corneano é uma monocamada de células poligonais cuja integridade é 

essencial para a transparência corneal (TUFT & COSTER, 1990; HOPPENREIJS et al., 

1996). Essa função é realizada por meio de bombas metabolicamente ativas no endotélio da 

córnea (ABIB et al., 2012).  

Nos vertebrados, em sua maioria, as células endoteliais são compostas por células 

hexagonais, podendo ser encontradas células entre quatro a oito lados (PIGATTO, 2004 a).  

Devido a sua importância para a transparência da córnea, as alterações endoteliais 

normalmente levam a edema da córnea muitas vezes irreversível (HOPPENREIJS et al., 

1996). Muitos fatores podem afetar sua morfologia, como o avanço da idade, fármacos, 

inflamação, aumento da pressão intraocular, procedimentos cirúrgicos intraoculares, entre 

outros (WARING et al., 1982). 

Além dos inúmeros estudos em humanos, o endotélio da córnea tem sido avaliado em 

algumas espécies, dentre elas, cavalos (ANDREW et al., 2001), cães (PIGATTO et al., 2008), 

avestruzes (PIGATTO et al., 2008), gatos (FRANZEN et al., 2010), jacarés (PIGATTO et al., 

2004b), coelhos (PIGATTO et al., 2005a), pingüins (PIGATTO et al., 2005b)  e chinchilas 

(BERCHT et al., 2015). 

As células de suínos já foram avaliadas através da microscopia eletrônica de varredura, 

o que demonstrou um padrão regular de células poligonais, com formato hexagonal 

predominante e bordas de células claras. Um núcleo oval, no centro da célula, cílios, as 

aberturas de vesículas pinocíticas, microvilosidades e barras de fronteira e dos limites das 

células com a aparência de ziguezague devido às interdigitações também foram observadas 

(ARANGO et al., 2009).  

Esse padrão celular também foi observado em outras espécies como os avestruzes, 

porém, sem a presença de cílios (PIGATTO et al., 2009). Em cães, também foram encontradas 

células em sua maioria com seis lados, utilizando-se a microscopia especular (PIGATTO et al, 

2008). 

O vermelho de alizarina é um corante intercelular que cora a membrana de Descemet, 

(IGNÁCIO et al., 2005), podendo aumentar a visibilidade do contorno celular (RUGGERI et 
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al., 2010). Das técnicas preconizadas para estudo do endotélio da córnea in vitro, o vermelho 

de alizarina é uma técnica rápida, de baixo custo e fácil execução (SPERLING et al., 1977). 

Objetivou-se avaliar o formato das células do endotélio da córnea de suínos adultos 

(Sus scrofa domesticus) nas regiões central, inferior, lateral, medial e superior, utilizando o 

corante vermelho de Alizarina e a microscopia óptica. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA  

 

 

 

2.1 A Córnea 

 

 

 

 A córnea faz parte da túnica fibrosa do olho junto com a esclera. A função principal da 

córnea é a refração dos raios luminosos (MURPHY et al., 2012). Na maioria das espécies, a 

córnea é composta histologicamente por quatro camadas: epitélio mais externamente, estroma, 

membrana de Descemet e, a mais interna, o endotélio. As células endoteliais são de formato 

poligonal e decrescem em número com o envelhecimento (GELLAT et al., 2007). 

 A córnea é suprida por nervos sensoriais derivados da ramificação do quinto nervo 

craniano. Sua transparência se deve à ausência de pigmentos, vasos sanguíneos, linfáticos e 

sua superfície epitelial não queratinizada, fibras nervosas com ausência de mielina, fibras 

colágenas dispostas de maneira organizada e pela função de deturgescência do endotélio 

(SLATTER, 2005). 

 

 

2.1 Endotélio Corneal 

 

 

 

 O endotélio da córnea é a camada mais posterior da córnea e está em contato direto, em 

sua face anterior, com a membrana de Descemet, não havendo complexos juncionais, o que 

explica a facilidade de dano celular após cirurgias intraoculares (TUFT & COSTER, 1990). 

Em sua face posterior, mantém contato com o humor aquoso e, lateralmente, continua com o 

endotélio trabecular lateral (ABIB, 2000). 

 As células do endotélio da córnea se originam da crista neural, e em seus estados iniciais 

da embriogênese, proliferam-se formando uma monocamada de células poligonais irregulares. 

No estágio seguinte, a irregularidade é reduzida e as células se tornam simétricas e uniformes 
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(TUFT & COSTER, 1990; DOUGHTY et al., 1997). Em humanos, a densidade celular média 

é de 3500 a 4000 células/mm2 nos recém-nascidos e de 2500 células/mm2 em adultos 

(SVEDBERGH & BILL, 1972). 

 Com o avanço da idade, ocorre redução progressiva da densidade celular. Em humanos, 

no primeiro ano de vida, devido ao aumento do diâmetro da córnea, ocorre um rápido declínio 

do número de células. Nos anos posteriores, essa perda se torna mais lenta, estimando-se uma 

perda anual de 0,52%, dos 20 aos 80 anos de idade (TUFT & COSTER, 1990). 

 As células endoteliais corneais pós-natal raramente se dividem, logo, a investigação do 

endotélio no intuito de quantificar as células endoteliais e fornecer dados morfométricos tem 

aplicação importante no que se refere à cirurgia intraocular, pois a manutenção da 

transparência da córnea e da regulamentação de sua hidratação depende de um processo 

metabolicamente ativo que ocorre no endotélio. Se a densidade endotelial for baixa, após o 

procedimento intraocular, o paciente pode sofrer descompensação endotelial, o que acarretará 

a perda de sua transparência (ABIB et al., 2012). 

 Há presença de microvilosidades na membrana celular posterior, aumentando a superfície 

posterior das células endoteliais (BOTEON, 2000). As interdigitações são prolongamentos das 

membranas laterais que aumentam a superfície de contato celular, podendo, também, estar 

associadas à função de bomba ativa dessas células (OJEDA et al., 2001) . As células 

endoteliais possuem um citoplasma rico em organelas, mitocôndrias, retículo endoplasmático 

liso e aparelho de Golgi bem desenvolvido (TUFT  & COSTER, 1990). 

 Os procedimentos intraoculares realizados no segmento anterior do globo ocular levam a 

danos no endotélio da córnea, nesse sentido, existe a necessidade de estudos envolvendo o 

conhecimento dos parâmetros endoteliais nas diferentes espécies envolvendo a cicatrização 

desta camada (MATSUDA et al., 1985; SCHULT et al., 1986; WALKOW et al 2000; 

PIGATTO et al.,   2004a). Quando uma lesão corneana ocorre, as células endoteliais 

preenchem os espaços resultantes, logo, aumentam seu tamanho e perdem a forma e 

regularidade, levando, muitas vezes, à perda da funcionalidade.  

 Quanto à regeneração endotelial, algumas espécies, como seres humanos adultos, felinos, 

caninos e primatas, possuem uma atividade mitótica baixa, então, as células migram e 

aumentam de tamanho para manter a monocamada endotelial funcional (GWIN, et al 1982). A 

população de células endoteliais decresce com a idade e quando ocorrem lesões, resultando 

em aumento de tamanho, modificação no formato celular, levando à infiltração de fluído no 

estroma e ao aumento na espessura corneal (CARLSON et al., 1988, GULLAPALLI et al., 
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1982, GWIN et al., 1982). 

 A regeneração endotelial é espécie-dependente, existindo estudos que comprovam a 

assertiva em humanos, gatos, cães, suínos, coelhos e ratos (VAN HORN 1977; RAO et al., 

1978; BEFANIS, et al., 1981; ILMONEN et al., 1984;  OLSEN & DAVANGER 1984; 

MATSUDA et al., 1985; LANDSHMAN et al., 1988). Em ratos e coelhos, a reparação 

envolve migração e alongamento celular nas margens da lesão (VAN HORN 1977; OLSEN & 

DAVANGER 1984; MATUDA  et al., 1985). Em suínos, as células endoteliais nas margens da 

lesão perdem o formato hexagonal, variando de tamanho e arranjando-se irregularmente para 

recobrir a lesão. Pode ocorrer, ainda, mitose concomitante (ILMONEN et al., 1984). 

 Apesar de os suínos serem empregados como modelo experimental em oftalmologia, 

poucos são os estudos morfológicos e morfométricos sobre o endotélio da córnea desta 

espécie (VICENTI 2004; COLLIN & COLLIN, 1998). Em estudo utilizando microscopia 

eletrônica de varredura, (PIGATTO et al.,2009), encontrou-se um padrão de células com 

formato hexagonal predominante e bordas de células claras. Foi observado um núcleo oval, 

que incha no centro da célula, cílios (entre 1-4 por célula), as aberturas de vesículas 

pinocitóticas, microvilosidades e barras de fronteira e dos limites das células com a aparência 

de ziguezague devido às interdigitações. Cílios estavam presentes apenas em algumas células 

periféricas e, perto deles, havia aberturas de vesículas pinocitóticas, como pequenos buracos. 

Microvilosidades estavam presentes na superfície de todas as células endoteliais, como 

numerosos pontos brancos; constatou-se, no endotélio do suíno, um padrão celular hexagonal 

semelhante ao relatado em outros mamíferos, aberturas pinocíticas, ou seja, pequenos orifícios 

na superfície das células, posterior e lateral, como descrito em macacos e humanos. Porém, 

não foram encontrados cílios como tem sido relatado em outras espécies. 

 A córnea suína tem sido amplamente utilizada em pesquisa na oftalmologia (LI et al., 

2011; LEE et al., 2010; TAO et al., 2013). Alguns estudos têm utilizado o suíno como modelo 

experimental (ZENG et al., 2001), comparando a córnea suína com a humana, como uma 

substituta, uma vez que há a dificuldade de se conseguir córnea de humanos para a pesquisa.  

 A estrutura celular e morfometria do endotélio de suínos adultos foram avaliadas através 

da microscopia eletrônica de varredura. Foram encontradas células em padrão hexagonal, 

núcleo central e oval, presença de cílios, microvilosidades e vesículas pinocíticas. Os cílios 

são presentes apenas na periferia das células. A área central da córnea encontrada foi de 130,7 

± 11,6 µm2, na periferia 127,6 ± 12,3 µm2. A área celular no centro da córnea foi de 7, 625.2 ± 

998,2 µm2, e na periferia de 7, 909.7 ± 776,3µm2, havendo uma diferença significativa entre 
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as duas regiões (TAMAYO-ARANGO et al., 2009). 

 

 

 

2.1 Métodos de Avaliação Endotelial 

 

 

 

2. 3.1 Microscopia Eletrônica de Varredura  

 

 

 

Apesar da microscopia eletrônica de varredura (MEV) ser amplamente utilizada na 

avaliação da ultraestrutura endotelial de vertebrados, ela é bastante limitada, devido às 

diminuições das dimensões da córnea que ocorrem como resultado do preparo do tecido, 

sendo a média de retração tecidual de 29,7 % ( VAN HORN, 1980). 

A técnica também permite avaliar os efeitos dos medicamentos e procedimentos 

cirúrgicos no endotélio da córnea, morfologia das bordas celulares e padrão do mosaico 

endotelial (DOUGTHY, 1997).  

A MEV é o método mais utilizado para se obterem informações sobre a ultraestrutura 

endotelial e tem sido empregada amplamente em estudos relacionados à morfologia corneana 

(OJEDA et al., 2001; PIGATTO et al., 2004a; PIGATTO et al., 2005a; RODRIGUES et al., 

2006; TAMAYO-ARANGO et al., 2009) e também na avaliação da toxicidade do endotélio 

por fármacos (ALP et al., 2000; HOLLEY et al., 2001; LIOU et al., 2004). 

  

 

 

2.3.2 Microscopia Especular 

 

A microscopia especular é uma técnica amplamente utilizada par análise quantitativa e 

qualitativa das células endoteliais da córnea. Sua importância é vital na prática clínica, nos 

pré-operatórios de cirurgias intraoculares e na seleção da córnea doadora para transplantes 

(MELLO, 2007).   
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O princípio da microscopia especular se dá quando o feixe luminoso incide sobre a 

superfície da córnea, ocorrendo três efeitos: reflexão, transmissão e absorção, sendo, destes, o 

mais importante o de reflexão, que ocorre num ângulo de recepção igual ao da incidência. 

Logo, parte do feixe luminoso que incide sobre o endotélio reflete de forma especular, sendo 

capturado pelo aparelho de microscopia especular da córnea, formando a imagem (PHILIPS, 

et al., 2005). 

Maurice (1968) foi quem primeiramente descreveu a microscopia especular, 

proporcionando um grande avanço na pesquisa do endotélio corneal. Laing et al (1975), 

modificaram o microscópio desenvolvido por Maurice (1968), permitindo exames in vivo e 

gravação de imagens. Kaufmann (1976) conseguiu realizar contagem celular e melhorou a 

resolução das imagens obtidas. 

Desde então, várias pesquisas foram realizadas em humanos e animais na avaliação 

celular do endotélio da córnea, morfometria e morfologia, de (VICENTI, 2004). 

A microscopia especular pode fornecer uma análise morfológica não invasiva da 

camada de células do endotélio da córnea em indivíduos, em ensaios clínicos, fornecendo uma 

medida das reservas fisiológicas de células endoteliais no envelhecimento, procedimentos 

cirúrgicos oculares e exposição a fármacos (MACCAREY et al., 2008). 

 

 

 

2.3.3 Microscopia com Corantes Vitais 

 

 

 

 Métodos histológicos associados aos corantes vitais são utilizados para avaliar a 

viabilidade, grau de dano à superfície celular e morfologia endotelial. Essas técnicas são 

realizadas após a excisão da córnea e incubação desta em corantes, de maneira direta ou 

indireta. Os corantes mais utilizados são nitrato de prata, hematoxilina, vermelho de alizarina 

e azul de tripano. A imagem resultante dependerá da seletividade topográfica do método de 

coloração utilizado (SPERLING, 1977). 

 As técnicas fornecem variações, podendo haver distorção das células endoteliais, devido à 

pressão exercida no momento de montagem para a captura da imagem (DOUGTHY, 1997). 

Mesmo existindo limitações, a microscopia óptica associada aos corantes vitais é um método 
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rápido, prático e simples (TAYLOR & HUNT, 1981). Avaliações toxicológicas e quanto à 

estocagem em banco de olhos têm sido realizadas utilizando esta técnica (DOUGHTY, 1997; 

WERNER et al., 1998). 

 O vermelho de alizarina é um corante celular que cora a membrana de Descemet 

amplamente utilizado (IGNÁCIO et al., 2005; ZHU et al., 2006; SAAD et al., 2008; 

RODRIGUES et al 2009;  TERRY et al., 2009;  RUGGERI et al., 2010, LANDRY et al., 

2011;  PARK et al., 2012). O azul de tripano é muito utilizado em combinação com o 

vermelho de alizarina para avaliação do núcleo, das bordas celulares do endotélio e áreas com 

ausência de células endoteliais (SPERLING, 1977; TAYLOR & HUNT, 1981), sendo essas 

duas colorações as mais utilizadas para determinar morte celular ou lesões nas áreas não vistas 

à microscopia especular (SAAD, et al., 2008).  

 

 

 

2.3.4 Microscopia Confocal 

 

 

 

O endotélio da córnea tem sido avaliado, tanto saudável quanto com enfermidades, 

através da microscopia especular. No entanto, ocorrem limitações nos resultados obtidos, pois 

há necessidade de um córnea transparente, com superfície endotelial lisa e suave, para se obter 

reflexão especular. (BOURNE et al, 1976; LAING et al.,1998) . Apesar de as imagens obtidas 

pelo microscópio especular de contato serem superiores às obtidas com o de não contato, este 

último tem melhores resultados para a maioria das aplicações (MODIS et al., 2002).  

O microscópio confocal foi recentemente introduzido e cujo princípio é bem 

documentado. Em resumo, uma fonte de luz passa através do orifício e é focado um ponto 

dentro de um espécime por uma lente objetiva. A luz é refletida de volta, a partir da amostra, é 

focalizada no detector por passagem, através de uma abertura de orifício, enquanto que, fora 

do foco de luz, é bloqueada. Ao mudar a posição do plano focal, são obtidas imagens em 

diferentes profundidades do espécime (CHIOU et al., 1999). Permite o exame de todos os 

componentes da córnea, camada por camada, de forma não invasiva (MAURICE, 1968). 

Avaliações do endotélio da córnea normal e transparente são semelhantes quando 

realizadas pela microscopia especular e sem contato ou microscópio confocal. No entanto, a 
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microscopia confocal mostrou-se superior em relação à microscopia especular de não contato 

quando uma córnea doente foi examinada (HARA  et al, 2008). 
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3 ARTIGO 

 

 

 

O artigo a seguir foi escrito de acordo com as normas da revista Clinical & 

Experimental Ophthalmology (ISSN 1442-9071) e será traduzido para o inglês no momento 

da sua submissão. 
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RESUMO 
 

 

 

O endotélio da córnea realiza a função importante da transparência da córnea e regulação da 
hidratação do estroma. É composto por uma monocamada de células poligonais, achatadas e 
interligadas que recobrem a superfície posterior da córnea. Entre as técnicas utilizadas para a 
avaliação do endotélio da córnea, o vermelho de alizarina é uma técnica in vitro, de baixo 
custo, rápida e de fácil execução. Objetivou-se avaliar as células do endotélio da córnea de 
suínos adultos em suas diferentes regiões, utilizando a coloração por vermelho de alizarina e 
microscopia óptica. Para esse estudo, foram utilizados 24 bulbos oculares de 12 suínos 
abatidos, da raça Large White, machos ou fêmeas, dos quais, foram removidas as córneas e o 
endotélio, corados com o corante vital vermelho de alizarina e avaliadas nomicroscópio 
óptico. Foram realizadas fotografias das regiões central, inferior, lateral, medial e superior do 
endotélio da córnea, e após, procedeu-se a contagem de 100 células. Para análise estatística, 
foi utilizado o teste de variância ANOVA por medidas repetidas. O percentual de células 
hexagonais na região central do globo ocular direito foi de 82,75%± 6,3, na região inferior 
84,8% ± 4,1, na lateral 86,0%± 4,0, na região medial 83,5%± 2,4 e na região superior 83,1%± 
4,3. No globo ocular esquerdo, a percentagem média de células hexagonais na região central 
foi de 81,9 % ±2,5, na região inferior 83,6% ± 3,3, na região lateral 84,0% ±3,6, na região 
medial 84,1%± 3,0 e na região superior 82,8%± 4,0. Em relação às células com cinco lados, a 
percentagem média do globo ocular direito região central foi de 7,50%± 3,6, na região inferior 
7,33%± 2,18, na região lateral 6,5%± 3,0, na região medial 7,7%± 2,1 e na região superior 
7,6% ± 1,7. No globo ocular esquerdo, a percentagem média na região central foi de 
7,9%±1,7, na região inferior 7,8%±2,5, na região lateral 7,5%± 2,0, na região medial 7,3%± 
1,9 e na superior 7,6%± 2,7. Também foram avaliadas as percentagens de células com sete 
lados. No globo ocular direito, na região central, foi encontrada uma percentagem média de 
9,0%±2,6, na região inferior 7,7%± 2,3, na região lateral 7,5%± 2,0, na região medial 
8,7%±2,9 e na região superior 9,5%± 3,4. No globo ocular esquerdo, a percentagem média de 
células com sete lados na região central foi de 10,1%± 2,8, na região inferior 9,6% ±2,5, na 
região lateral 8,5%±2,9, na região medial 8,5%±2,4 e na região superior 9,6%± 2,7. Não 
houve diferença estatística significativa com relação à morfologia entre as diferentes regiões 
da córnea e entre os globos oculares direito e esquerdo. A coloração com vermelho de 
alizarina associada à microscopia óptica foi eficaz para a avaliação do formato das células do 
endotélio da córnea de suínos. Os valores obtidos, com relação ao formato das células do 
endotélio da região central da córnea, representam todo o mosaico endotelial, podendo ser 
extrapolados para as regiões periféricas.  
 

Palavras-chave: corante vital, formato celular, microscopia óptica. 
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ABSTRACT 
 
 
 
 
 
The corneal endothelium perform are important function in maintaing corneal transparency 
and regulating stromal hydration. It consists of monolayer polygonal cells, fattened and joined, 
covering of the posterior surface of the cornea. Among the technique used for evaluating the 
endothelium, Alizarin red vital dye is a in vitro technique for low coast, fast and easy perform. 
This study aimed to evaluated the endothelial cells from adult pigs cornea in its different 
regions used the coloration by Alizarin red and, optical microscopy. For this study we used 24 
eye bulbs of 12 slaughtered pigs, 120 day of age, of Large White breed, adults, male or 
female. The cornea was removed and the endothelium stained with Alizarin red, previously 
dissolved in isotonic solution (0,2g/100 ml), pH adjusted to 4,2 with hydrochloric acid, and 
evaluated in optical microscope. Photographs were taken of the central regions, lateral, medial 
and upper corneal endothelium. After the study was performed of 100 cells format. For 
statistical analysis we used the analysis of variance (ANOVA for repeated measures). The 
average percentage of hexagonal cells in the central region in the right eye was 82,75%±6,355, 
in the lower 84,83% ± 4,108, on lateral 86,0%± 4,090, in the medial region 83,50%± 2,447 
and the upper region 83,17%± 4,345. In the left eye, the percentage of hexagonal cells in the 
central region was 81,92 % ±2,539, in lower 83,67% ± 3,339, in lateral 84,00% ±3,618, in 
medial 84,17%± 3,010 and in upper region 82,83%± 4,064. There was no statistically 
significant difference in the relation morphology between the different regions of the cornea 
and between the right and left eyeballs. Staining with Alizarin red and optical microscopy 
were effective for evaluating the shape of the endothelial cells of the pig cornea. The values 
obtained in relation of the shape of the central cornea cells, represent the entire endothelial 
mosaic and can be extrapolated to the peripheral regions. 

 

 
 

 
Key words: vital dye, cellular form, optical microscopy 
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INTRODUÇÃO 

 

 

 

A córnea é a camada transparente anterior da túnica fibrosa externa do globo ocular. 

Na maioria das espécies, ela é composta por quatro camadas: epitélio, estroma, membrana de 

Descemet e endotélio 1-2. Ela realiza inúmeras funções em conjunto com a esclera, dentre elas, 

a de proporcionar suporte estrutural e proteção do conteúdo intraocular e na refração e 

transmissão da luz3. 

A transparência da córnea é essencial para o seu funcionamento, em virtude da 

ausência de vasos sanguíneos e pigmentos, e organização da estrutura celular das fibras de 

colágeno1.  Além disso, o endotélio da córnea possui papel fundamental na permanência da 

transparência da córnea, com o controle de hidratação do estroma, que é realizado por meio de 

bombas metabolicamente ativas no endotélio da córnea4-5.  

Em 1919, Vogt descreveu a aparência do endotélio da córnea normal e doente usando o 

microscópio especular, trazendo uma grande compreensão das patologias endoteliais e uma 

estimativa da densidade celular antes e após a cirurgia6. A análise endotelial inclui avaliação 

de densidade celular, área celular, polimegatismo e pleomorfismo. Esses parâmetros 

morfométricos e morfológicos são importantes para avaliar as condições do endotélio da 

córnea7.  

Além dos inúmeros estudos em humanos, o endotélio da córnea tem sido avaliado em 

algumas espécies, dentre elas, cavalos, cães, avestruzes, gatos, jacarés, coelhos e pinguins8-9-

10-11-12-13. 

As células de suínos já foram avaliadas através da microscopia eletrônica de varredura, 

o que demonstrou um padrão regular de células poligonais, com formato hexagonal 

predominante e bordas de células claras. Um núcleo oval que incha no centro da célula, cílios 

(entre 1 e 4 por célula), aberturas de vesículas pinocíticas, microvilosidades, barras de 

fronteira e dos limites das células com a aparência de ziguezague devido às interdigitações14. 

Esse padrão celular também foi observado em outras espécies como os avestruzes, porém sem 

a presença de cílios15. Em cães, também foram encontradas células em sua maioria com seis 

lados utilizando-se a microscopia especular15. VICENTI (2010) avaliou o endotélio da córnea 

de suínos através da microscopia especular, no entanto, sua análise limitou-se apenas à região 

central16. 
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Vários são os métodos utilizados na avaliação do endotélio da córnea, investigação 

clínica e in vitro. Dentre eles, a coloração por vermelho de alizarina é um método in vitro, de 

fácil execução, rápido e barato17. O vermelho de alizarina é um corante intercelular que cora a 

membrana de Descemet, podendo aumentar a visibilidade do contorno celular e permitir uma 

estimativa fidedigna dos parâmetros morfométricos e morfológicos das células endoteliais da 

córnea18-19. 

Em suínos, são escassos os estudos avaliando-se o endotélio da córnea utilizando a 

coloração por vermelho de alizarina e, muito menos, comparando-se os parâmetros 

morfométricos nas diferentes regiões da córnea com esta coloração, o que nos objetivou a 

realizar esse estudo. Por outro lado, a espécie tem se tornado frequente na prática clínica 

veterinária, pois os chamados “mini-porcos” vêm ganhando espaço como animais de 

estimação. No entanto, não foram encontrados na literatura estudos relacionados à morfologia 

do endotélio de diferentes regiões da córnea de suínos. Objetivou-se avaliar o formato das 

células endoteliais de diferentes regiões da córnea de suínos utilizando o vermelho de 

alizarina e a microscopia óptica.   
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

 

O projeto foi conduzido conforme as normas da ARVO (Association for Research in 

Vision and Ophthalmology) e foi aprovado pelo Comitê de Pesquisa da Faculdade de 

Veterinária da UFRGS. Foram avaliados 24 bulbos oculares, oriundos de 12 suínos, machos 

ou fêmeas, com 120 dias de idade e peso médio de 170 Kg, da raça Large White, obtidos no 

abatedouro Agroindústria Salvadori Embutidos, no município de Roca Sales, no Rio Grande 

do Sul.  

Foram estudados globos oculares retirados em até seis horas post-mortem. Apenas 

bulbos oculares saudáveis foram incluídos no estudo. Todos os olhos foram submetidos a 

exame oftálmico que incluiu biomicroscopia com lâmpada de fenda (Kowa, SL 15, Nagoya, 

Japão) e prova da fluoresceína. 

Após o óbito dos animais, foi realizada enucleação subconjuntival, e os olhos foram 

mantidos em câmara úmida e caixa refrigerada até a coleta das córneas. 

Logo, a córnea foi removida em sua totalidade e posicionada em lâmina, com o 

endotélio voltado para cima. Foram realizadas quatro incisões (em cruz) para melhor 

acomodação da córnea na lâmina. 

Foi realizada a coloração com vermelho de alizarina (Alizarin red S, Sigma Aldrich) 

dissolvido previamente em solução isotônica (0,2 g/100 ml) e o pH ajustado (para 4,2) com 

ácido clorídrico. Foram instiladas três gotas desta solução sobre o endotélio, as quais 

permaneceram sobre este por 90 segundos. Após, a córnea foi lavada por cerca um minuto em 

solução salina balanceada, para a remoção do corante, e submetida à microscopia óptica para 

avaliação das regiões celulares central, inferior, lateral, medial e superior do endotélio.  

Posteriormente, foram realizadas análise e fotomicrografias das regiões central, 

superior, inferior, lateral, medial e superior da córnea. 

Para avaliação das imagens, foi utilizado um aumento de 40 vezes nas diferentes 

regiões da córnea. Para análise da morfologia endotelial, foram avaliadas 100 células. 

Utilizando o recurso Paint (Windows, da Microsoft), marcou-se o número de lados e também 

as células circunvizinhas até se alcançar o total desejado. Todas as análises foram realizadas 

pelo mesmo examinador. 

A análise estatística foi realizada pelo Núcleo de Assistência Estatística (NAE) da 
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Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), utilizando o método ANOVA por 

medidas repetidas.  
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RESULTADOS 

 

 

 

Utilizando-se o microscópio óptico e o corante vermelho de alizarina, foi possível 

analisar e obter imagens do endotélio da córnea de suínos de todas as regiões da córnea. 

Foram observadas células poligonais, uniformes e contínuas em todas as regiões estudadas 

(Figuras1 e 2). 

  

                                Figura 1                                                   Figura 2 

 

 

 

Figura 1– Fotomicrografia do endotélio da região central da córnea de suíno hígido, corado com vermelho de 
alizarina.Observam-se células poligonais. Aumento de 40 X.   
 
Figuras 2 –Fotomicrografia do endotélio da região periférica da córnea de suíno hígido, corado com vermelho de 
alizarina.Observam-se células poligonais. Aumento de 40 X.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Os resultados das percentagens médias das células com sete, seis e cinco lados em ambos 
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os globos oculares, estão representados a seguir. 
 

 

 

GLOBO 

OCULAR/ 

REGIÃO 

GOD 7 GOD 6 GOD 5 GOE 7 GOE 6 GOE 5 

CENTRAL 9,0 82,7 7,5 10,1 82,9 7,9 

INFERIOR 7,0 84,8 7,33 9,6 83,6 7,8 

LATERAL 7,5 86,0 6,5 8,5 84,0 7,5 

MEDIAL 8,7 83,5 7,7 8,5 84,1 7,3 

SUPERIOR 9,5 83,1 7,6 9,6 82,3 7,6 

 

               GOD 7- Percentagem média de células com sete lados no globo ocular direito 

               GOD 6- Percentagem média de células com seis lados no globo ocular direito 

               GOD 5- Percentagem média de células com cinco lados no globo ocular direito 

               GOE 7- Percentagem média de células com sete lados no globo ocular esquerdo 

               GOD 6- Percentagem média de células com seis lados no globo ocular esquerdo 

               GOD 5- Percentagem média de células com cinco lados no globo ocular esquerdo 
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DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 

 

 

 

Entre os parâmetros utilizados para avaliação endotelial, podem ser incluídos a área 

celular, a densidade e o formato das células endotelias7-8- 9-11-13-20-21-22-23-24. 

Várias são as técnicas empregadas, sendo elas in vivo ou in vitro. Das técnicas in vivo, 

a mais utilizada para a análise endotelial é a microscopia especular. Esta fornece parâmetros 

do mosaico endotelial de forma não invasiva, sendo útil também no pré e pós-cirúrgico de 

cirurgias intraoculares23-24-25. Nas técnicas in vitro, a coloração por vermelho de alizarina é 

amplamente utilizada por ser rápida, barata e de fácil execução18-19-28. 

A opção do estudo in vitro facilitou o trabalho, pois as amostras foram obtidas de 

animais abatidos para o consumo. Os bulbos oculares fornecidos foram viáveis para o 

propósito, o que corrobora com outros estudos utilizando olhos enucleados por via 

subconjuntival e conservados em câmara úmida até seis horas post-mortem sem que houvesse 

perda das estruturas celulares14-17-30. 

As imagens obtidas pela microscopia óptica no presente estudo tornaram possível a 

avaliação do mosaico endotelial dos suínos, a fim de precisar a morfometria do endotélio da 

córnea destes em suas diferentes regiões.  

A técnica do uso do vermelho de alizarina já foi descrita e comparada utilizando 

diversas concentrações. Park et al (2012) comparam a alizarina nas concentrações de 1% e 

0,5%, concluindo que a concentração mais baixa demarcou mais as bordas celulares, porém, 

com um tempo de ação maior sob o endotélio da córnea de cabras27 . 

No presente estudo, com o uso do vermelho de alizarina foi  possível a visualização do 

mosaico endotelial, definindo o contorno celular e facilitando a contagem dos lados da célula. 

A preparação do corante vital se baseou em técnicas já descritas com sucesso, quando 

utilizada na concentração de 0,2%27-28. É um método efetivo que demarca as margens 

celulares, sendo também rápido e barato. O que corrobora com outros autores que utilizaram a 

mesma técnica 19-27--30-31-32. 

Além de possibilitar a avaliação da morfologia endotelial, a alizarina vermelha tem 

sido utilizada também para avaliar a toxicidade de medicamentos ou substâncias para o 

mosaico endotelial, associada ou não com outros corantes33-34-35. 

Gerosky & Edelhauser (1986), em estudo comparando o vermelho de alizarina e a 



28 
 

microscopia especular em coelhos e humanos, observaram que o uso do vermelho de alizarina 

é uma técnica eficaz para a análise morfométrica do endotélio31. O mesmo resultado foi 

encontrado por Matsuda et al (1985), porém, percebendo-se um decréscimo na área celular 

utilizando o corante em comparação com a microscopia celular, tanto em coelhos como em 

humanos36.  

No presente estudo, foi observado que o endotélio de suínos adultos é constituído de 

uma monocamada de células poligonais. Tendo sido analisadas 100 células endoteliais de cada 

região, a fim de se manter um padrão. Também foi feita a marcação destas com o número de 

lados de maneira contínua pelo mesmo examinador, utilizando-se o recurso Paint (Windows, 

da Microsoft) para facilitar a contagem e a não ocorrência de erros por parte do examinador, 

ou seja, evitar que fosse contada mais de uma vez a mesma célula. Quanto ao número de 

células a serem avaliadas, há divergência entre os autores, variando de 30, 50, 75 até 100 

células37-38-39. Recente estudo tem utilizado software que marca o contorno das células 

endoteliais a fim de facilitar a contagem destas e diminuir o erro humano, porém, este ainda 

não se encontra disponível19. 

A escolha da espécie para o estudo deve-se ao fato de que, apesar do suíno ser um 

modelo experimental em oftalmologia, poucos são os estudos morfológicos e morfométricos 

sobre o endotélio da córnea deste espécie16-40. O conhecimento do formato celular de 

diferentes regiões da córnea permitirá que futuros estudos experimentais possam ser 

realizados e extrapolados para a espécie humana41.   

Existem inúmeros métodos de avaliação do endotélio da córnea in vivo e in vitro. A 

microscopia especular é uma técnica in vivo, amplamente utilizada para avaliar a área celular e 

o formato endotelial4-5-15-22. As limitações dessa técnica incluem a dificuldade de 

diferenciação entre células degeneradas e saudáveis, quanto ao uso em animais de grande 

porte, devido à necessidade de contenção28, ou até mesmo nos menores como os silvestres, 

que podem necessitar de sedação, acrescendo tanto no custo do exame quanto no risco de vida 

para o paciente. Outro fator seria o custo alto do aparelho e a dificuldade deste em capturar 

imagens de áreas lesadas do endotélio da córnea13. 

Estudos comparando a região central com a região periférica do endotélio da córnea 

apresentam resultados semelhantes, em que a densidade celular é maior na região central do 

que na periférica7-24-28. Entretanto, Amann et al (2003) observaram uma maior concentração 

celular de densidade endotelial na região periférica em comparação à região central42.  

No presente estudo, apenas comparou-se a relação entre as células com cinco, seis e 
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sete lados, entre as diferentes regiões da córnea, e comparando-se estas entre os bulbos 

oculares direito e esquerdo. Não foram observadas diferenças estatísticas significativas em 

relação ao pleomorfismo nas regiões estudadas entre os bulbos dos olhos esquerdos e direitos. 

Afirmativa essa que corrobora com o resultado obtido em estudos prévios8-9-13-14-15-16-39.  

Os valores obtidos com relação ao formato das células do endotélio da região central 

podem ser extrapolados para as regiões periféricas da córnea de suínos hígidos.  
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

 

A partir desse estudo, foi possível evidenciar que a metodologia utilizada para 

avaliação das células do endotélio da córnea de suínos foi eficaz, sendo esta desde sua coleta, 

armazenamento, coloração, e observação através da microscopia óptica.  

Logo, este trabalho propiciou um maior conhecimento da morfometria dessas células e 

da relação delas nas diferentes regiões da córnea dos suínos. 
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