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RESUMO 

 
 

O endotélio é uma monocamada de células achatadas, poligonais e interligadas que 
recobrem a superfície posterior da córnea, sendo fundamental na manutenção da 
transparência desta estrutura. Apesar dos coelhos (Orictolagus cuniculus) serem 
amplamente utilizados em pesquisas oftálmicas, não existem avaliações detalhadas 
referentes ao endotélio da córnea desta espécie em diferentes idades. Objetivou-se 
estudar os parâmetros morfológicos e morfométricos do endotélio da córnea de coelhos 
de diferentes idades, utilizando-se a microscopia especular. Foram estudados 36 bulbos 
oculares de 18 coelhos, machos ou fêmeas, de diferentes faixas etárias divididos em três 
grupos com seis animais cada, designados por: G I (animais com idade de seis meses); 
G II (animais com 1 ano de idade) e G III (animais com quatro anos de idade). A 
densidade celular endotelial média nos animais dos grupos G I, G II e G III foi de 
respectivamente 2307,16± 319,04, 1894,75 ± 170,81 e 1818,66 ± 245,11 células/mm2. 
A área celular média foi de respectivamente 364,43 ± 39,36, 374,79 ± 48,46 e de 378.50 
± 02,97 µm2 para G I, G II e G III. O pleomorfismo médio ou porcentagem de células 
hexagonais no endotélio central do olho direito e esquerdo de coelhos foi 
respectivamente de 65,40 ± 23,39% e de 75,15 ± 10,44%, com variação de 42,01 a 
88,80% e de 60,71 a 81,60%. Os resultados apontam decréscimo da densidade, do 
pleomorfismo, e aumento da área celular média com o aumento da idade. O endotélio da 
córnea de coelhos sofre alterações decorrentes do avanço da idade. 

 
Descritores: lagomorfo, córnea, morfologia, parâmetros endoteliais, microscopia 
especular de contato. 
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ABSTRACT 

 
 

The corneal endothelium is a monolayer of interconnected flattened polygonal cells that 
cover  the  back  surface  of  the  cornea,  it  is  essential  for  the  maintenance  of  its 
transparency.  Due  to  the  complete  lack  of  data  on  the  endothelial  cells  of  rabbits 
(Orictolagus cuniculus) it`s ophthalmic widely used in research, no data relating to 
corneal endothelium in this species correlating their age. Therefore aimed to assess cell 
density, the average cell area and morphology of the corneal endothelium of rabbits at 
different ages. It was studied 36 eyes of 18 rabbits, male or female, of different ages. 
Rabbits were divided into three groups with 6 animals each, designated by: G I (animals 
aged six months), G II (animals with 1 year) and G III (animals with four years of age). 
The mean endothelial cell density in the animals of G I, G II and G III were respectively 
2307,16± 319,04, 1894,75 ± 170,81 e 1818,66 ± 245,11 células/mm2. The average cell 
area was respectively 364,43 ± 39,36, 374,79 ± 48,46 e de 378.50 ± 02,97 µm2 for GI, 
G II and G III. The pleomorphism medium or percentage of hexagonal cells in the 
endothelium  of the central  right  and  left  eyes  of rabbits  was  respectively 65.40  ± 
23.39% and 75.15 ± 10.44%, ranging from 42.01 to 88.80 %, and 60.71 to 81.60%. 
The results indicate a decrease in density, pleomorphism, and increased in average cell 
area with increasing age. The corneal endothelium of rabbits changes with advancing 
age. 

 
 

Keywords:   lagomorph,   cleft,   cornea,   morphology,   endothelial   parameters,   contact 

specular microscopy. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
Os coelhos são amplamente empregados como modelo experimental em pesquisas 

oftálmicas  (THOFT,  FRIEND,  MURPHY,  1979;  CONNOR,  FUEZALINDA- 

PUELMA, 1990; HADDOX, PFISTER, SLAUGHIER, 1996; FRANZCO, et. al. 2004; 

KOMPA et. al., 2005; BOCACCIO, 2006). 

A camada endotelial tem fundamental importância na manutenção da transparência 

da córnea. Constitui-se numa camada de células bastante frágeis, sendo constantemente 

sujeita a alterações fisiológicas decorrente do envelhecimento, traumas, uveítes e 

manipulações cirúrgicas intraoculares (LANDSHMAN et al., 1989; TUFT, COSTER, 

1990;). Assim, caso as células remanescentes não componham um mosaico suficiente 

para manter um equilíbrio entre a troca de líquidos da córnea com o humor aquoso, 

modificar-se-á sua ultraestrutura, levando a um edema corneano (LANDSHMAN et al., 

1989; TUFT, COSTER, 1990; ABIB, BARRETO, 2001; PIGATTO, 2004). O endotélio 

da córnea possui suas delimitações a membrana de Descemet, na sua face anterior, e o 

humor aquoso, na sua face posterior (WARING et al., 1982). Este é composto de uma 

monocamada de células achatadas e poligonais interligadas, nas quais são encontradas 

células de quarto, cinco, sete e oito lados (SVEDBERGH, BILL, 1972; COLLIN, 

COLLIN, 1998; PIGATTO, 2004; PIGATTO et al., 2006). 

Na espécie humana e felina, as células endoteliais possuem uma mínima capacidade 

mitótica (HOFFER, 1979; TREFFERS, 1982; LAING, et al. 1983).   Ao sofrerem 

qualquer dano que implique em perda celular suas células remanescentes hipertrofiam 

alterando sua regularidade e de forma. Desta forma, muitas vezes, o perfeito 

funcionamento do endotélio acaba por ser comprometido, causando edema corneano 

que pode ser irreversível, levando a pera da transparência da córnea (WARING et al., 

1982; LANDSHMAN et al., 1988; TUFT, COSTER, 1990; ABIB, 2000; SANCTIS et 

al.,  2006).  Diferentemente  destas  espécies,  os  lagomorfos,  além  de  hipertrofia  e 

migração celular também possuem a capacidade de realizar mitose celular (HIRSCH et 

al.,1976;  OLSEN,  DAVANGER,  1984;  MATSUDA et  al.,  1985;  ICHIJIMA et  al., 

1993). 
 

A avaliação do endotélio da córnea utilizando as microscopias especular e confocal 

é considerada importante e fidedigna na avaliação de lesões nas células endoteliais e 

avaliação pré operatória de procedimentos intraoculares (GWIN et al., 1982; COLLIN, 

COLLIN,  1998;  ABIB,  2000;  CANAVAGH  et  al.,  2000;  JALBERT  et  al.,  2003; 
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PIGATTO et al., 2006; KFARNIK et al., 2007; MCCAREY et al., 2008; PIGATTO et 

al., 2008 ABIB, 2000). 

Os parâmetros mais utilizados para avaliação do endotélio corneano são a densidade 

endotelial, a área celular média e a morfologia celular (ABIB, 2000; MCCAREY et al., 

2008). 
 

Os parâmetros endoteliais já foram estudados em várias espécies, incluindo: suínos, 

lagomorfos, caninos, lhamas, equinos, alpacas, felinos e humanos (LAULE, et al., 1978; 

SAILSTAD, PEIFER, 1981; PEIFFER et al., 1981; GWIN, et al., 1982;; ALP et al., 

2000; ABIB, BARRETO, 2001; ANDREW et al., 2001; ANDREW et al., 2002; OJEDA 

et al., 2001; PIGATTO et al., 2004; PIGATTO et al., 2005a; PIGATTO et al., 2005b; 

PIGATTO et al., 2006; RODRIGUES, 2006; PIGATTO et al., 2008; TAMAYO- 

ARANGO et al., 2009; FRANZEN, 2010;). 

A quantificação dos parâmetros endoteliais,  previamente aos procedimentos 

cirúrgicos, minimiza os riscos de descompensação endotelial frente a procedimentos 

cirúrgicos (TUFT, S.J., COSTER, 1990; ABIB, 2000). 

Existem estudos, realizados em coelhos utilizando as microscopias eletrônica de 

varredura e especular estabelecendo o padrão morfológico na espécie, sem distinção 

entre faixas etárias (VON SALLMANN et al., 1961; SAILSTAD, PEIFFER, 1981; 

OLSEN, 1984; ICHIJIMA , 1993; DOUGHTY et al.,1997; DOUGHTY , 1998; 

PIGATTO et al., 2005; DOUGHTY , 2006). No entanto, ao se recorrer à literatura não 

foram encontradas referências relacionadas aos parâmetros do endotélio da córnea e sua 

relação com a idade em coelhos. Neste sentido, objetiva-se avaliar a densidade celular, a 

área celular média e a morfologia das células do endotélio da córnea de coelhos de 

diferentes idades. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
 
 
 

2.1 Córnea 
 

A  córnea  é  formada  por  cinco  camadas  distintas,  sendo  elas:  endotélio, 

membrana de Descemet, estroma e epitélio e filme lacrimal,e encontra-se localizada na 

porção anterior do bulbo do olho, tendo sua delimitação com a esclera ocupada pelo 

limbo (SLATTER, 2005).  Esta estrutura é avascular e recebe sua nutrição através do 

filme lacrimal, do humor aquoso e principalmente por um processo de difusão 

proveniente do plexo venoso perilimbal (BANKS, 1992), o qual também tem extrema 

importância nos processos inflamatórios, nutricionais e cicatriciais da córnea. Esta, em 

coelhos, tem uma espessura média entre 0,37mm e 0,45mm na periferia e no centro, 

respectivamente (SAILSTAD, PEIFFER, 1981). 

A córnea é desprovida de vasos sanguíneos, vasos linfáticos e pigmentos, tem 

fibras nervosas amielínicas, regularmente dispostas e organizadas, e devido à sua 

deturgescência é um meio transparente de alta refração (SLATTER, 2005). 
 
 

2.2 Endotélio corneano 
 
 
 

Localizado na face posterior da córnea, delimitado pelo humor aquoso em sua 

parte mais posterior e pela membrana de Descemet em sua parte mais anterior. O 

endotélio corneano é uma das camadas responsáveis pela manutenção da transparência 

da córnea, sendo derivado embriologicamente da crista neural (DOUGHTY, 1998; 

BOTEON, 2000). Para isto, ele é responsável pelo controle de entrada e saída de fluidos 

do interior essa estrutura, caso contrário, um edema poderia causar até uma ausência 

total de transparência, e por consequência a perda da visão (MISHIMA, 1982; 

LANDSHAMAN, et al., 1988; TUFT, COSTER, 1990) . 

Este é composto de um mosaico de células poligonais dispostos em uma 

monocamada uniforme em forma e tamanho, continuando lateralmente como endotélio 

trabeculado escleral. Esta camada é formada por microvilosidades na parte posterior e 

voltada à membrana de Descemet na parte anterior. Estas estão relacionadas com a 

presença de vesículas pinocíticas, as quais contêm substâncias que serão utilizadas pelas 

células estromais (BOTEON, 2000). 

As células, em sua maioria, tem formato hexagonal, sendo encontradas também 
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células de quatro a oito lados (RAO et al., 1982, PIGATTO et al., 2005a). Dessa forma 

o padrão normal é composto por 65 a 75% de células hexagonais, com mínima variação 

de outras formas celulares (AABERG, 1984; DOUGHTY, 1998). Ainda em relação ao 

seu aspecto estrutural, as células endoteliais são achatadas, providas de cílios na sua 

região central, possuem microvilosidades e interdigitações (GALLAGHER, 1980; VAN 

HORN et al, 1977; GWIN et al., 1982; BOTEON, 2000). 

As dimensões das células endoteliais possuem diferenças significativas entre as 

espécies, sendo a humana provida de um padrão de 18 a 20 µm de largura, 4 a 6 µm na 

espessura e núcleo com 7 µm de diâmetro (BOTEON, 2000; TUFT, COSTER, 1990). Já 

nos felinos observam-se diâmetros celulares de 15 a 10 µm (SAILSTAD, PEIFFER, 

1991). 
 

Diretamente relacionado aos lagomorfos, encontram-se células uniformes, 

desprovidas de membrana basal e com núcleo alongado, largo e em formato de rim, 

como descrito por Prince (PRINCE, 1964), tendo um citoplasma composto por grânulos 

de pigmento, provavelmente melanina fagocitada da úvea e organelas 

intracitoplasmáticas  (TUFT,  DOSTER,  1990).  Em  relação  as  suas  dimensões,  o 

endotélio  da  córnea  de  coelhos  apresenta  diâmetro  médio  de  20,5  +   2,  2  µm 

(VIRTANEN et al., 1984). 

Com a finalidade de unir as células, através dos complexos juncionais, as 

membranas laterais da célula endotelial são subdivididas em zonula occludens, macula 

occludens e macula acherens, sendo as últimas duas estruturas mais raras (BOTEON, 

2000). No entanto, em coelhos, foram descritos dois únicos tipos de junções celulares, 

apical e lateral, localizando-se a primeira na parte mais dorsal e a outra logo abaixo 

(HIRSCH et al., 1976). 

Encontradas na membrana celular posterior, tendo a função de aumentar a 

superfície posterior da célula endotelial, as microvilosidades podem ser observadas pela 

microscopia de varredura, apresentando-se nos coelhos em número de aproximadamente 

63 vilosidades por célula (DOUGHTY, 1998). Diferentemente do que foi observado em 

humanos, as quais seriam em torno de 20 a 30 microvilosidades (BOTEON, 2000). 

Somente observados por microscopia de varredura, os cílios das células 

endoteliais são localizados no centro destas, sendo direcionados à câmara anterior do 

bulbo ocular (GALLAGHER, 1980; COLLIN, COLLIN, 1998; COLLIN, COLLIN, 

2000). Estes são encontrados em número único em cada célula e não possuem função 

definida, acreditando-se que possam ter a função de quimiorrecepção, osmorregulação 
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e/ou detecção de pressão. Foram observados em coelhos possuindo o comprimento 

aproximado de 3,9 + 0,5 µm (GALLAGHER, 1980). 

As interdigitações aumentam a superfície de contato das células, geralmente 

associadas à função de bomba ativa, e são formadas por prolongamentos tortuosos da 

membrana lateral das células (OJEDA et al., 2001). 
 
 

2.3  Reparação endotelial 
 

Apesar das pequenas variações a reparação endotelial é semelhante na maioria 

das espécies estudadas (TUFT, COSTER, 1990). Após as células sofrerem  trauma 

ocorre estímulo para a cicatrização e as células vizinhas achatam-se e deslizam para 

cobrir o defeito descartando a célula lesada para a câmara anterior (WEIMAR et al., 

1980;  OLSEN,  DAVANGERM  1984;  MATSUDA  et  al.,  1985;  TUFT,  COSTER, 
 

1990).  Para  que  isto  aconteça,  as  células  vizinhas  desenvolvem  pseudópodos  que 

migram em média 0,5 a 1,0 mm por dia, a fim de cobrir o defeito. Ao chegarem ao 

centro da lesão, sessa-se a movimentação e ocorre uma onda inversa de células a fim de 

se reposicionarem (WEIMAR, et al., 1980; MISHIMA, 1982; TUFT, COSTER, 1990). 

Segundo estudo realizado por Olsen e Davanger (1984), após o endotélio da córnea de 

coelhos sofrer uma lesão, em 14 dias já foi observada menor deturgência na córnea e 

também menor espessamento. 

Já nos primatas e felinos, ocorre essencialmente a hipertrofia e migração celular, 

apresentando-se quase nulamente a atividade de mitose, sendo possível ocorre migração 

celular por um tempo prolongado (LAULE et al., 1978; LANDSHMAN et al., 1989; 

HUANG et al., 1989; BOURNE et al., 1994; JACKSON et al, 1995). A presença destas 

células associada a uma densidade menor e a um maior pleomorfismo pode ser um 

indicativo de lesões endoteliais (LANDSHMAN et al., 1989). 

Tem sido observado que os processos inflamatórios reduzem a habilidade 

cicatricial de replicação e migração celular VAN HORN, 1977). 
 
 

2.4 Métodos de avaliação do endotélio corneano 
 

Estudos realizados in vivo, utilizam principalmente os métodos de microscopia 

especular e a confocal, biomicroscopia com lâmpada de fenda, paquimetria e 

fluorofotometria. Cada uma dessas técnicas possui vantagens e desvantagens para um 

melhor emprego dentro da avaliação da morfologia e morfometria do endotélio de 

humanos e animais (COLLIN, COLLIN, 1998; ABIB, 2000; CANAVAGH et al., 2000; 
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PIGATTO et al., 2006; PIGATTO et al., 2008). 

 

Das técnicas in vitro a mais utilizada é a microscopia eletrônica de varredura (TAYLOR, 

HUNT, 1981). Com esta técnica é possível quantificar a densidade celular, a área celular 

média e a forma das células endoteliais (DOUGHTY, DILTY, 1994; ABIB, 2000; 

MCCAREY, EDELHAUSER, LINN, 2008). 

Sendo parâmetros importantes, o pleomorfismo e o polimegatismo, são bastante 

analisados para avaliação da função endotelial. Além destes, a função metabólica do 

endotélio, a função da bomba, a integridade do efeito barreira e a paquimetria corneana. 

Tendo assim, cada um destes, o objetivo de avaliar de alguma forma a função endotelial 

(MISHIMA, 1982; TUFT, COSTER, 1990; ABIB, 2000). 
 
 

2.5 Microscopia especular 
 
 
 

Desenvolvida por Maurice em 1968, a microscopia especular é um dos métodos 

mais valiosos para análise in vivo das células endoteliais. Ao refletir uma pequena 

parcela de sua luz no endotélio corneano (cerca de 0,02%), esta, forma um ângulo de 

reflexão igual ao de incidência, sendo assim transmitida ao microscópio e formando 

uma imagem do endotélio que poderá ser capturado, armazenado e analisado (LAING et 

al., 1979; ABIB, 2000). 

Os microscópios especulares podem ser encontrados no modelo de contato e não 

contato,  em  relação  ao  epitélio  da  córnea  (LAING  et  al.,  1983;  ABIB,  2000; 

MCCAREY et al., 2008), o microscópio especular é amplamente utilizado para 

avaliações pré e pós-cirúrgicas (MCCAREY et al., 2008), também sendo utilizado para 

determinar toxicidades endotelial a fármacos e em pesquisas de cicatrização (LAULE et 

al., 1978; LANDSHMAN et al.,1989; HUANG et al., 1989; BOURNE, 1994; 

JACKSON et al., 1995; LIOU et al., 2004). 

Os equipamentos também podem ser subdivididos entre não-automatizados, 

semi-automatizados e automatizados (JURKUNAS, COUBY, 2005). Todos os 

microscópios vem acompanhados de um software o qual permite a análise das imagens 

obtidas. Entre os métodos utilizados para avaliação do endotélio da córnea encontram-se 

o  método  retículo,  o  método  da  marcação  dos  centros  celulares,  o  método  de 

comparação e o método de marcação dos cantos celulares (ABIB, 2000; MCCAREY et 

al., 2008). 



20 

ARTIGO 

 

 
 

Este artigo foi escrito conforme as normas da revista Veterinary Ophtalmology 
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Objetivo:  O  endotélio  é  uma  monocamada  de  células  achatadas,  poligonais  e 
interligadas que recobrem a superfície posterior da córnea, sendo fundamental na 
manutenção da transparência desta estrutura. Sendo o coelho (Orictolagus cuniculus) 
amplamente utilizadas em pesquisas oftálmicas, não existem dados referentes ao 
endotélio da córnea nesta espécie correlacionando sua idade. Portanto, objetivou-se 
avaliar a densidade celular, a área celular média e a morfologia do endotélio da córnea 
de coelhos em diferentes faixas etárias. Procedimentos: Foram estudados 36 bulbos 
oculares de 18 coelhos, machos ou fêmeas, de diferentes faixas etárias. Os coelhos 
foram subdivididas em três grupos com 6 animais cada, designados por: G I (animais 
com idade de seis meses); G II (animais com 1 ano de idade) e G III (animais com 
quatro anos de idade). Resultados: A densidade celular endotelial média nos animais 
dos grupos G I, G II e G III foi de respectivamente 2307,16± 319,04, 1894,75 ± 170,81 e 
1818,66 ± 245,11 células/mm2. A área celular média foi de respectivamente 364,43 ± 
39,36, 374,79 ± 48,46 e de 378.50 ± 02,97 µm2  para G I, G II e G III. Os resultados 
apontam decréscimo da densidade, do pleomorfismo, e aumento da área celular média 
com o aumento da idade. A espessura da córnea aumentou em animais mais velhos. 
Conclusão: O endotélio da córnea de coelhos sofre alterações com o avanço da idade. 
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INTRODUÇÃO 
 
 
 

O endotélio da córnea é uma monocamada de células poligonais interligadas que 

compõem a superfície posterior da córnea 9. 

A camada endotelial tem fundamental importância na manutenção da 
transparência da córnea e alterações nas células endoteliais podem ocorrer em função do 

envelhecimento, doenças oculares e de fármacos ou cirurgias intraoculares 8,9,10,11 . 

Na maioria das espécies, quando ocorre perda celular endotelial as células 

remanescentes aumentam de tamanho para cobrir a superfíce posterior da córnea lesada 

acarretando diminuição da densidade endotelial. Em casos de perda endotelial onde as 

células remanescentes não consigam manter o equilíbrio entre a troca de líquidos da 

córnea com o humor aquoso poderá ocorrer edema corneano irreverssível 8,9,10,11. 
 

A microscopia especular esta entre as técnicas mais fidedignas para analisar o 

endotélio da córnea13,15,16,17,18,19,20,21 . 

Os parâmetros endoteliais normais já foram estabelecidos em algumas espécies, 

incluindo: humanos10, 19, suínos66, jacarés11, caninos13, 20, 21, macacos65, avestruz64, 

pinguim67, aves20 e felinos 20,31,39. 

Os coelhos têm sido amplamente empregados como modelo experimental em 

pesquisas oftálmicas (2,3,4,5,6). Apesar do amplo emprego dos coelhos em pesquisas 
oculares, principalmente relacionadas à córnea e da necessidade do conhecimento dos 
parâmetros endoteliais ao longo da vida, os estudos realizados com esta espécie estão 

limitados aos animais de uma mesma idade1-7. 

Objetivou-se avaliar a densidade celular, a área celular média e a morfologia das 

células do endotélio da córnea de coelhos de diferentes idades utilizando a microscopia 

especular de contato. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 

Foram estudados 36 bulbos oculares, de 18 coelhos da raça Nova Zelândia 

(Oryctolagus cuniculus), machos ou fêmeas, de diferentes idades. Todos os animais 

foram submetidos ao exame oftálmico, que incluiu avaliação dos reflexos pupilares, 

biomicroscopia com lâmpada de fenda1, tonometria de rebote2 e prova da fluoresceína3. 

Foram descartados animais com alterações oculares. 

A pesquisa foi conduzida conforme as normas da Association for Research in 

Vision and Ophthalmology (ARVO) e encaminhado para aprovação da Comissão de 

Ética no Uso de Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEUA- 

UFRGS). 

Considerando as faixas etárias dos animais foram designados três grupos com 

seis animais cada. Os grupos foram denominados de G I (animais com seis meses de 

idade), G II (animais com 1 ano de idade) e G III (animais com quatro anos de idade). 

Para análise endotelial foi utilizado microscópio especular de contato4  (Fig. 1), 
 

com o software disponível para determinação da densidade endotelial. Todas as 

avaliações foram realizadas pelo mesmo avaliador utilizando-se o método do retículo 

fixo. 

Após anestesia dissociativa injetável, contendo midazolam (1 mg/kg),  cetamina 

(25 mg/kg)   e cloridrato de petidina (2 mg/kg), posicionou-se a lente objetiva do 

microscópio sobre a região central da córnea para avaliação endotelial e registro 

fotográfico  digital  do  endotélio  (Fig.  2).  De  cada  amostra,  foram  capturadas  três 

imagens nítidas. De cada imagem, foram analisadas, pelo menos, 60 células endoteliais. 
 
 

1 Portable Slit lamp Kowa SL15, Kowa Company, Ltd, Japan. 
2 Tonovet, Tiolat, Helsinki, Finlândia. 
3 Fluoresceína sódica a 1%, Allergan Produtos Farmacêuticos Ltda. 
4 Celmax, Medical Service, São Carlos, SP, Brasil. 
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Fig.1.   Imagem   fotográfica   do   microscópio 
especular de contato. 

 
 
 
 

 
 

Fig.2. Imagem fotográfica da lente objetiva do 
microscópio   especular   de   contato   sobre   a 
região central da córnea do bulbo do olho de 
um coelho de 4 anos. 

 
Para a análise da densidade endotelial utilizou-se o programa CELMAX® que 

forneceu a densidade celular média. O cálculo da área celular média foi realizado 
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utilizando-se a fórmula: 

 

Densidade de células endoteliais (células/mm2) = 1 000 000/área celular (µm2) 

Posteriormente, foi realizada a contagem manual do número de lados das células 

endoteliais de cada imagem. 
 

Para análise estatística utilizou-se análise de variância (ANOVA), seguido do 

teste post hoc de Tukey com nível de significância inferior a 5% (p<0,05) para 

comparação das médias dos parâmetros analisados entre os grupos. 
 
 

RESULTADOS 
 
 
 

Com o microscópio especular de contato foi possível avaliar o endotélio da 

córnea e obter imagens nítidas de todos os olhos analisados. Nenhum dos olhos 

submetidos à avaliação foi excluído do estudo. Nas imagens obtidas foi possível 

visibilizar  que  o  endotélio  da  córnea  de  coelhos  possui  padrão  regular  de  células 

poligonais uniformes e contínuas (Fig. 3,4,5) 
 
 
 

 
 

Fig. 3: Fotomicrografia especular do endotélio da córnea de um coelho com 
6 meses de idade, com densidade celular de 2307,17 células/mm2. 

 
 

A densidade  celular endotelial para o olho  direito (OD) dos  coelhos  foi de 
 

2025,66±268,79, variando entre 1865,83±283,29 e 2336,00±367,99 e de 1988,05±261,33 

células/mm2 para o olho esquerdo (OE), variando entre 1771,50±215,84 e 

2278,33±294,15 células/mm2 com os respectivos desvios padrões. (Tab. 1). 
 

A densidade celular endotelial média, considerando ambos os olhos, nos animais dos 

grupos G I, G II e G III foi de 2006,86+327,74 células/mm2. 
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Tab. 1. Valores médios da densidade celular (células/mm2) e desvio padrão de células 
endoteliais da região central da córnea de coelhos nas diferentes faixas etárias utilizando 
a microscopia especular. 

 

 
 
 

Grupos 

DCE OD DCE OE 

 
I* 2336,00± 367,99a  2278,33± 294,15a 

I* 1875,16± 164,26b 1914,33± 190,5b III*

  1865,83± 283,29c  1771,50±215,84c
 

Média 2025,66± 268,79 1988,05±261,33 
 
 
 

*Cada grupo apresentando 6 animais cada. Houve diferença estatisticamente significante entre GI e GII, 
GI e GIII quando comparado os mesmos olhos direito e esquerdo (p<0,05), entre GII e GIII não houve. 
Não houve entre olho direito e esquerdo. 

 
No grupo I, obteve-se uma DCE de 2336 ± 367,99 células/mm2 para o olho 

direito, variando entre 1968 e 2703 células/mm2, e de 2278,33 ± 294,15 células/mm2 

para o olho esquerdo, variando entre 1984 e 2572 células/mm2 (FIG. 3). 

No grupo II, valores para o olho direito foram de 1875,17 ± 164,26 células/mm2, 

variando entre 1710 e 2039 células/mm2 e para o olho esquerdo, a DCE foi de 1914,33 

± 190,50, com variação de 1723 até 2104 células/mm2 (Fig. 4). 
 
 
 

 
 

Fig. 4: Fotomicrografia especular do endotélio da córnea de um coelho com 1 
ano de idade, com densidade celular de 1894,75 células/mm2. 

 
 

No grupo III, a densidade endotelial central média foi de 1865,83 ± 283,29, com 

variação de 1582 a 2149 células/mm2 no olho direito e 1771,50± 215,84, com variação 

de 1555 a 1987 células/mm2 no olho esquerdo (Fig. 5). 
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Fig. 5: Fotomicrografia especular do endotélio da córnea de um coelho com 
quatro anos de idade, com densidade celular de 1818,67células/mm2. 

 
 

Não houve diferença estatisticamente significante entre os valores de DCE entre 

o olho direito e olho esquerdo nos grupos I, II e III (p=0,399). Houve diferença 

estatisticamente significante entre o grupo GI, GII e GIII (p<0,01). No entanto 

comparando-se II e III não observou-se diferença significativa em relação à média da 

densidade celular entre os dois grupos (p<0,01), quando comparados os mesmos olhos 

direito e esquerdo (gráficos 1 e 2). A diferença entre os olhos de G I, G II e G III foi 

estatisticamente significante (p<0,01). 
 

 
 
 

Gráfico 1: Gráfico da densidade endotelial média do OD de coelhos, expressa 

em células/mm2, para os grupos I, II e III. 
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Gráfico 2: Gráfico da densidade endotelial média do OE de 
coelhos, expressa em células/mm2, para os grupos I, II e III. 

 
A área celular endotelial média (ACM) foi de 502,26±52,82 µm2 para o OD e de 

 

492,78±79,38 µm2 para o OE, com respectiva variação de 441,45  ±  228,13  µm2 a 
 

528,63±223,35 µm2 para o olho direito e de 402,06 ± 220,80 µm2  a 549,53 ±230,11 µm2
 

 

para o olho esquerdo. 
 

A ACM do grupo I para o OD foi de 441,45 ± 37,82 com variação de 394,63µm2
 

 

a 558,97 µm2, e para o OE a ACM foi de 402,06 ± 220,80 µm2 com variação de 381,09 
 

µm2  a 549,14 µm2. No grupo II a ACM foi de 526,71±47,03 µm2  e de 536,75 ± 53,07 
 

µm2 para os olhos direito e esquerdo, respectivamente, com variação entre 485,67 µm2 e 
 

592,06 µm2  para o OD e entre 489,95 µm2  e 609,75 µm2 para o OE. Com relação ao 

grupo III a ACM foi de 528,63±223,35 µm2 e de 549,53 ±230,11 µm2 para os olhos direito 

e esquerdo, com variação respectiva de 422,83 µm2  a 657,89 µm2, e de 514,66 µm2  a 

685,87 µm2 (Tab. 2). 
 

Foi observada diferença estatisticamente significante quando comparada a área 

celular média dos GI e GII, e GI e GIII, porém não observados entre os grupos II e III. 

Não houve diferença significativa entre o OD e OE nos mesmos grupo (p=0,399). 
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Tab. 2. Valores médios da área celular (µm2) e desvio padrão de células endoteliais da 
região central da córnea de coelhos nas diferentes faixas etárias avaliados utilizando a 
microscopia especular. 

 
Área celular central média 

Grupos OD OE 
I* 

 

II* 

441,45 ± 228,13a 402,06 ± 220,80a
 

 

526,71±47,03b 536,75 ± 53,07b
 

 III* 528,63±223,35c 549,53 ±230,11c
 

Média 502,26±52,82 492,78±79,38 
*Cada grupo apresentando 6 animais cada. Houve diferença estatisticamente significante entre GI e GII, 
entre GI e GIII, no entanto não houve entre GII e GIII, quando comparado os mesmos olhos direito e 
esquerdo (p<0,01). 

 
 

O pleomorfismo médio ou porcentagem de células hexagonais no endotélio 

central do olho direito e esquerdo de coelhos foi respectivamente de 65,40 ± 23,39% e 

de 75,15 ± 10,44%, com variação de 42,01 a 88,80% e de 60,71 a 81,60%. No grupo I 

obteve-se uma média de 60,23 ± 26,92 % para o olho direito e de 68,25 ± 10,08% para o 

olho esquerdo, com respectiva variação entre 33,81 e 87,65%, e de 58,17 a 78,33%. No 

grupo II, a média encontrada foi de 68,91 ± 2 para o OD, e de 71,83 ± 11,38 para o OE, 

com variação respectiva de 66,91 a 70,92% e de 60,49 a 83,27%. No grupo III, obteve- 

se média de 64,02 ± 28,80 % e de 73,33 ± 11,10% para o OD e OE, com variação de 

35,21 a 92,82% e de 62,22 a 84,44% (Tab. 3). 
 

Em relação ao pleomorfismo celular, foi observada diferença estatisticamente 

significativa quando foi comparado o grupo I ao grupo III (p<0,01), e o grupo II com o 

grupo III (p<0,01) dos olhos direito e esquerdo. Não houve diferença estatisticamente 

significativa entre G I e GII no olho direito (p=0,527) e esquerdo (p=0,613). 

Tab. 3. Valores médios do pleomorfismo celular (%) e desvio padrão de células 
endoteliais da região central de coelhos nas diferentes faixas etárias avaliados utilizando 
a microscopia especular. 

Células hexagonais OD Células hexagonais OE 
 

Grupos 
 

I*                               60,23 ± 26,92 %a                                                 68,25 ± 10,08%a 

II*                              68,91 ± 2 %a                                                           71,83 ± 11,38 %a 

III*                             64,02 ± 28,80 %b                                                  73,33 ± 11,10%b 

Média                           64,38 ± 4,35%                                         71,13 ± 2,61% 
*Cada grupo apresentando 6 animais cada. Médias seguidas de pelo menos uma letra igual indicam 
diferença não significativas (p>0,05). 
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DISCUSSÃO 
 
 
 

Diferentes métodos têm sido utilizados para a avaliação do endotélio da córnea, 

entre eles, a microscopia especular 10,13, 14,18,17,39,44,45,47, 55,62 e a microscopia eletrônica de 

varredura10,11, 25, 36, 50,51. 

Há consenso de que o preparo de córneas para estudos à microscopia eletrônica 

de varredura suscita graus variáveis de retração celular, com diminuição da área celular 

original e aumento da densidade endotelial25,36. Além disso, com esta técnica não são 

possíveis estudos in vivo. 

A microscopia especular é considerada a técnica padrão para avaliar o endotélio 

da córnea e tem sido empregada em humanos10,14 e em algumas espécies animais, 

incluindo caninos, felinos, equinos, lhamas e coelhos15,9,27, 29, 39-41.  Neste sentido, a 
importância do tema, aliada a ausência de dados em coelhos, de diferentes faixas etárias, 
utilizando o microscópio especular motivaram a realização deste estudo. 

A microscopia especular é amplamente utilizada na avaliação de córneas para 
transplantes, no exame de pacientes em períodos pré e pós operatórios, no 
monitoramento de doenças corneanas e no estudo da repercussão de fármacos e 

procedimentos cirúrgicos sobre a córnea10,17, 39,44,45. A técnica de microscopia especular 
foi escolhida por permitir estudo in vivo e não causar deforma ou distorce o endotélio 
durante seu processo, diferente de algumas técnicas que o podem fazer durante seu 

processo de fixação ou coloração25,36. Outra vantagem da microscopia especular é sua 

simplicidade operacional e não ser um procedimento invasivo10,14.  Além disto, é uma 
ferramenta muito utilizada em diversos trabalhos, demonstrando-se extremamente 

confiável, tanto in vivo quanto in vitro 10,13, 14,18,17 ,39,44,45,47, 55,62. 

Entre as desvantagens da microscopia especular encontram-se o alto custo de 

aquisição do aparelho e a dificuldade para obtenção de imagens nítidas em áreas com 

edema corneano 14,17.   No presente estudo, todos os animais selecionados foram 

submetidos a exame oftálmico prévio e selecionados somente animais com bulbos 

oculares hígidos sendo possível a obtenção de imagens nítidas do mosaico endotelial da 

região central da córnea em todas as córneas analisadas. 

O microscópio especular pode ser de contato ou de não contato. Para utilização 

do  aparelho  de contato  é necessário  o  contato  entre a córnea e alente da objetiva 

havendo a necessidade de sedação ou anestesia dos animais44,45. No presente estudo, o 

protocolo anestésico adotado mostrou-se seguro e intercorrências não foram observadas. 
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Os coelhos têm sido amplamente utilizados como modelo experimental para em 

pesquisas oftálmicas1,3,6,23-26,33,59. 

O modelo experimental selecionado foram coelhos de diferentes idades e da raça 

Nova Zelândia o que permitiu a padronização das amostras e avaliação dos parâmetros 

endoteliais em função da idade. 

Para a presente análise foram quantificados a densidade celular, a área celular 

média e a forma das células endoteliais por serem os parâmetros mais confiáveis para 

avaliação da integridade do endotélio corneano36, 46. São diversos os métodos utilizados 

pelos softwares de cada microscópio a fim de realizar-se a análise da densidade celular e 

da área endotelial, sendo os principais o de retículo fixo e móvel, a marcação dos 

centros celulares e o método de marcação de bordas celulares14. O método que 

empregado foi o de retículo fixo semi-automatizado, onde a definição das células 

endoteliais é realizada pelo operador. A precisão deste método se detém a experiência do 

operador em fazer a marcação das células contidas dentro do retículo de área conhecida 

(sendo considerado uma variação máxima de 0.5 e 5%), sendo então convertidas 

automaticamente para células/mm²14. 

Alguns estudos definiram que para ter uma precisão adequada na análise, são 

necessárias, no mínimo, 30 células analisadas, no entanto outros recomendaram 60, 75 e 

até 100 células por imagem, alguns ainda indicaram a contagem do máximo de células 

possível 44, 47-50. Nesta pesquisa optou-se por utilizar um padrão de 60 células por 

imagem, sendo captadas três imagens da mesma região. Foram obtidos como resultados 

a média destas três contagens. 

No presente estudo, somente células da região central da córnea de coelhos 

foram analisadas. Como, em animais com córnea hígida, a distribuição celular é 

uniforme  entre  as  regiões  central  e  periférica,  o  estudo  da  área  central  apenas  é 

suficiente para se estimar os parâmetros14. 

Neste estudo, foi possível observar que a densidade endotelial celular obtida 
 

para o GI foi de 2336,00± 367,99células/mm². Já para os grupos GII e GIII, observou-se 

uma queda desse valor sendo 1914,33± 190,5 células/mm² e 1865,83± 283,29 

células/mm²,   respectivamente.   Conforme   estatística   realizada,   observou-se   uma 

diferença significativa entre os grupos GI e GIII, o que comprova uma diminuição no 

número de células em relação à idade. Este fator pode ser observado em várias espécies, 

caninos, felinos e leporinos, onde também se observou o aumento da ACM conforme o 

avanço da idade (10, 39, 51-54). Também foi possível observar este comportamento do 
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endotélio em seres humanos, onde uma pesquisa descreve que a densidade endotelial de 

um recém nascido é de 3500 a 4000 células/mm² e em um indivíduos adultos é e 1400 a 

2500 células/mm² 55. 
 

BAHN (1986) descreveu que apesar da variação entre o tamanho corneano de 

felinos, bovinos, caninos, cervos, coelhos e humanos, ambos apresentam uma contagem 

endotelial central similar de aproximadamente 2500 células/mm². Resultados 

semelhantes também foram observados neste trabalho, sendo observada uma DCE, 

variando de 6 meses a 4 anos, um valor de  2025,66± 268,79 células/mm² para o olho 

direito e 1988,05±261,33 células/mm² para o olho esquerdo, o que comparativamente 

com o trabalho citado, não apresenta diferença estatisticamente significativa. 

Quando ao ACM, observamos que o trabalho corrobora com o descrito na 

literatura, onde podemos observar que conforme a idade aumenta, também temos um 

aumento da ACM. Conforme descrito neste trabalho observamos que no GI a ACM tem 

o valor de 360,13 ± 37,82µm² para o olho direito e no olho esquerdo 368,52 ± 43,98 µm² , 

em contrapartida o GIII apresenta o olho direito com 385,12±37,57µm²  e  olho esquerdo 

371,88  ±09,13µm²,  o  que  se  mostra  uma  diferença  significativa,  no  entanto  não 

observada entre os grupo GII e GIII. Este trabalho também corrobora com o de Virtanen 

et al. (1984) (36), o qual descreve uma ACM de 335,1+75 µm² como sendo o padrão 

normal para a espécie leporina. 

Esta diferença entre a DCE e ACM conforme o aumento da idade é observada 

em outras espécies, e simplesmente associada a perda de células ao avanço da idade. 

Sabe-se que no homem este fator estabiliza-se por volta do 20 anos de idade, no entanto 

em animais não foram encontrados quaisquer dados correlacionando a diferença entre 

DCE e ACM 10, 15. 

Normalmente a córnea apresenta 65 a 75% de células endoteliais com formato 
 

hexagonal, o que forma uma estrutura regular e estável, tendo um mínimo de variação 

no tamanho celular 26, 42, 57. 

Este aumento no pleomorfismo das células observado entre o GI e GII, pode ser 

explicado pelo alargamento destas em resposta a uma perda endotelial que ocorre 

normalmente com o avançar da idade, sendo observado em humanos e animais10,39. 

Estas células remanescentes alteram seu tamanho e formato, ou seja, migram e 

hipertrofiam a fim de ocupar o espaço deixado pelas células perdidas 9, 15, 58-62. Outro 

estudo realizado em cães através da microscopia eletrônica de varredura, corrobora com 

esta pesquisa, onde também demonstram o polimegatismo e pleomorfismo em relação 
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ao avanço da idade 63. 

 

 

Com relação ao pleomorfismo foram encontradas em todos os gupos 

células com quatro, cinco, seis e sete lados. Os valores médios encontrados foram entre 

60,23% e 73,33%. Na maioria dos mamíferos o endotélio é caracterizado por uma 
monocamada de células poligonais uniforme em tamanho e forma, sendo as células 

predominantes de formato hexagonal e pentagonal 10, 12, 13, 15, 37, 39, 41,51, 63. 

Foi observado aumento do percentual de células hexagonais no G II em relação 
ao GI. No entanto houve diminuição no pleomorfismo no GIII quando comparado ao 

GII. Normalmente com o envelhecimento ocorre diminuição do pleomorfismo 58. No 
entanto cai em desencontro com outros autores que não observaram o mesmo 

comportamento em cães e gatos, fato não explicado pelos autores 15, 39. Além da 

hipertrofia celular a  reparação endotelial em coelhos também dá-se por mitose37,38, 40,64). 
Talvez devido à atividade mitótica das células endoteliais de coelhos não tenha ocorrido 
diminuição do pleomorfismo nos GII e GIII em relação ao GI. 

Estudos realizados em suínos, cães e humanos demonstraram que o endotélio 

corneano de machos e fêmeas, não apresentaa uma diferença significativa entre si 9, 12, 15,
 

37,  39, 41. Neste estudo o fator sexo não foi analisado. 
 

Não foram observadas diferenças entre os olhos direito e esquerdo quanto a 

todos os parâmetros estudados. Estudos prévios em humanos, equinos, caninos, felinos, 

suínos informaram a inexistência de diferenças em relação aos parâmetros endoteliais 

obtidos entre os olhos direito e esquerdo 27, 56. 
 
 
 
 
 
 

CONCLUSÕES 
 

Com base nos resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que o 

endotélio da córnea de coelhos é formado por células poligonais com predomínio do 

formato hexagonal. O endotélio da córnea de coelhos sofre alterações decorrentes do 

avanço da idade. 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 

Neste estudo observou-se que é possível utilizar a microscopia especular para 

avaliar, documentar e quantificar os parâmetros do endotélio da córnea. Além disso, os 

dados obtidos poderão ser utilizados futuras avaliações oculares de coelhos. 
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