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RESUMO 

 

Objetivo: O endotélio constitui  a camada posterior da córnea, é formado por uma camada única 

de células poligonais em um  padrão mosaico organizado, sendo  essa estrutura  fundamental para 

manter a córnea transparente. Devido às variações nos parâmetros endoteliais da córnea entre as 

diferentes espécies o conhecimento dos parâmetros normais de cada espécie é fundamental. 

Objetivou-se  avaliar o endotélio da córnea de  bovinos utilizando o microscópio especular de 

contato. Procedimentos: Foram avaliados 20 bulbos oculares de 10 bovinos (Bos taurus), machos, 

com a idade de 24 meses da raça brangus. A microscopia especular de contato foi realizada na área 

central da córnea. Resultados: A densidade celular média na área central foi de 1277,0 células/mm²  

e a porcentagem de células hexagonais foi de 74,3 %. Não foram observadas diferenças na 

densidade celular endotelial e na  hexagonalidade entre os olhos esquerdo e direito. Conclusão:  

Com a microscopia especular de contato foi possível analisar e mensurar os parâmetros endoteliais 

da córnea de bovinos. Os dados obtidos servirão de referência para análise do endotélio da córnea 

de bovinos.   

 

Palavras-chave: Endotélio corneano. Morfologia. Bovinos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Objective: The corneal endothelium is the posterior layer of the cornea, consisting of a single layer 

of polygonal cells in an organized mosaic pattern, wich is essential for maintaining corneal 

transparency. Due to variations in corneal endothelial  parameters among different species, 

knowledge of the normal parameters of each species is crucial. The objective of this study was to 

evaluate the  corneal endothelium of bovines using a contact specular microscope. Procedures: 

Twenty eyeballs from 10 male Brangus bovines (Bos  taurus), aged 24 months, were evaluated. 

Contact specular microscopy was performed  on the central area of the cornea. Results: The mean 

cell density in the central area was 1277,0 cells/mm² and the percentage of hexagonal cells was 

74.3%. No differences in endothelial cell density and hexagonality were observed between the left 

and right eyes. Conclusion: Contact specular allowed for the analysis and measurement of corneal 

endothelial parameters in bovines. The obtained data will serve as a reference for the analysis of 

corneal endothelium in bovines. 

 

Key words: Corneal endothelium. Morphology. Bovines. 
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  1 INTRODUÇÃO 

 

A córnea  é  uma estrutura  avascular, lisa e convexa que juntamente com a esclera, constitui  

a túnica fibrosa externa do globo ocular. A composição de colágeno confere resistência mecânica 

ao tecido e proteção das estruturas intraoculares.  O principal papel fisiológico da córnea é captar 

luz externa e contribuir  para  focalização  na retina. A transparência e o poder de refração  são 

características  essenciais  para esta função. Na maioria  das espécies é constituída  por  epitélio,  

estroma, membrana de Descemet e endotélio (NISHIDA; SAIKA; MORISHIGE, 2022). 

O  endotélio constitui a camada posterior  da córnea, é  formado por uma camada única de 

células poligonais num padrão mosaico organizado e encontra-se em contato direto com o humor 

aquoso (TUFT; COSTNER, 1990). Na córnea hígida da maioria das espécies o padrão morfológico  

endotelial predominante é hexagonal. No entanto, são encontradas células de quatro, cinco, sete e 

oito lados (PIGATTO et al., 2006; PIGATTO et al.,2009; TAMAYO-ARANGO et al., 2009). As 

células endoteliais possuem organelas citoplasmáticas abundantes, sugerindo uma alta atividade 

metabólica, além de  junções interdigitais e bombas de fluido ativo responsáveis pela função de 

barreira que garante manutenção da espessura e  deturgescência da córnea. A capacidade de 

regeneração endotelial é limitada na maioria das espécies (PIGATTO et al.,2006;  NISHIDA; 

SAIKA; MORISHIGE, 2022). Estudos demonstraram que na espécie humana existe um valor de 

densidade celular endotelial mínima entre 500 e 800 celulas/mm² para a manutenção da integridade 

corneana (ANDREW; WILLI; ANDERSON, 2002; COYO et al., 2018).  

Na maioria dos mamíferos a senilidade resulta em uma diminuição progressiva na 

densidade celular bem como na redução do padrão morfológico hexagonal. Em algumas espécies 

ocorre diminuição da densidade endotelial central, onde um rápido declínio de densidade celular 

ocorre nos primeiros meses de vida e correlaciona-se com o desenvolvimento do bulbo ocular e 

maturação corneana (BAHN et al.,1986; COYO et al.,2018; BRAMBATTI et al., 2017). 

O endotélio é responsável pela manutenção da transparência corneana, a descompensação 

endotelial ocorre em densidades entre 300-500 células/mm² (ABIB, 2000). Além de alterações 

fisiológicas, procedimentos cirúrgicos, lesões traumáticas e inflamatórias poderão desencadear 

alterações do padrão morfológico endotelial. A perda endotelial é compensada pela hipertrofia de 

células endoteliais remanescentes e como consequência da alteração do arranjo anatômico celular 

observamos graus distintos de edema corneano, comprometendo a acuidade visual (TUFT; 
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COSTNER, 1990; ABIB; BARRETO, 2001; NISHIDA; SAIKA; MORISHIGE, 2022). 

Métodos de avaliação clínica endotelial através de microscopia especular e confocal 

determinam parâmetros  quantitativos e morfológicos importantes na identificação de patologias 

de córnea, planejamento cirúgico e viabiliza o transplante de córnea, desempenhando um papel 

significativo na segurança e eficácia de estudos e procedimentos de segmento anterior e posterior 

da córnea. 

Os principais parâmetros analisados para avaliação do endotélio  são: densidade celular, 

área celular média e coeficiente de variação celular ou pleomorfismo (ABIB, 2000; BENETZ; 

LESS, 2018). Os parâmetros endoteliais já foram determinados em algumas espécies incluindo 

humanos, lagomorfos, alpacas, lhamas, cabras, equinos, aves, suínos, cães, felinos, entre outras  

(ABIB; BARRETO, 2001; PIGATTO et al., 2008; TAMAYO-ARANGO et al., 2009; FRANZEN 

et al., 2010; COYO et al., 2018; CHAURASIA;VANATHI, 2021). No entanto, são escassos os 

estudos científicos oftalmológicos relacionados aos parâmetros endoteliais da espécie bovina. 

Devido às variações nos parâmetros endoteliais da córnea entre as diferentes espécies o 

conhecimento dos parâmetros normais de cada espécie é fundamental. 

O exame oftalmológico de bovinos deve ser realizado mediante contenção adequada do 

animal, para garantir um exame completo detalhado e segurança do examinador. A contenção 

química e bloqueio aurículo palpebral podem ser recomendados e úteis para avaliação clínica dos 

animais, entretanto,  podem induzir perdas gestacionais nos ruminantes (MARTINS, 2021). Os 

olhos de bovinos são localizados lateralmente proporcionando amplo campo de visão 

(MARTINS,2021). A produção lacrimal de bovinos foi relatada como sendo entre 25 e 35 mm/min 

(WIESER et al., 2013) e a pressão intraocular varia de 15,2 mmHg a 23mmHg (TOFFLEMIRE et 

al., 2015; PECHE; EULE, 2018). A ocorrência de alterações do bulbo ocular e cegueira nessa 

espécie aumentou nos últimos tempos provavelmente devido ao incremento da criação de bovinos, 

no entanto, indivíduos afetados são normalemente descartados sem passar por avaliação 

oftalmológica (MARTINS, 2021; WEBB; CULLEN, 2021). Anormalidades oculares como 

catarata, displasia retiniana, dermóide, neurite óptica, glaucoma, persistência da artéria hialóide e 

microftalmia, assim como alterações de posição e  movimento do globo ocular na espécie bovina 

podem estar associadas tanto à herança genética quanto à agentes infecciosos sistêmicos, origem 

neoplásica destas alterações também deve ser investigada (BRAUN et al., 2019; MORAIS et al., 

2019; MARTINS, 2021). Ceratites ulcerativas podem estar associadas a traumas, agentes 
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infecciosos e conformações palpebrais (MARTINS, 2021). Braun e colaboradores (2019), 

identificaram o sequenciamento  genético completo do genótipo (CPAMD8:g.5995966C>T)   

empregado para detectar mutações em genes aspirantes ao fenótipo de catarata congênita bilateral 

Morganiana em bezerros Holandeses (BRAUN et al., 2019). 

O bem estar e a produtividade dos animais são parâmetros diretamente afetadados quando a 

saúde ocular dos animais está comprometida, levando à perda de peso, sofrimento do animal, 

condenação de carcaças e baixo rendimento durante o tratamento (MARTINS,2021). Devido à 

ampla natureza etiológica de afecções oculares em bovinos, são necessários exames oftálmológicos 

efetivos para auxílio no diagnóstico, monitoração cirúrgica e tratamento de afecções oculares nesta 

espécie (MARTINS, 2021; WEBB; CULLEN, 2021). 

Objetiva-se com o presente estudo avaliar o endotélio da córnea e determinar a densidade e 

morfologia endotelial da córnea de bovinos (Bos taurus) utilizando a microscopia especular de 

contato. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

2.1 Anatomofisiologia Corneana 

 

A córnea  é  uma estrutura  avascular, lisa e convexa que juntamente com a esclera, constitui  

a túnica fibrosa externa do globo ocular. A zona limbal representa a área de transição entre a córnea 

e a esclera, região altamente vascularizada e rica em células-tronco pluripotentes (MEEKINS; 

RANKIN; SAMUELSON, 2021). A luz que incide através da córnea lisa e transparente é 

transformada em energia elétrica e química ao atingir a retina. Os sinais obtidos são analisados por 

meio da transmissão ao cérebro pelo nervo óptico e são percebidos como uma imagem (KURT et 

al., 2021). 

A composição de colágeno confere resistência mecânica ao tecido e proteção das estruturas 

intraoculares. O principal papel fisiológico da córnea é sua propriedade óptica, portanto, 

transparência, curvatura e poder de refração são características essenciais para esta função 

(NISHIDA; SAIKA; MORISHIGE, 2022). A superfície ocular é recoberta pelo filme lacrimal, 

responsável pela lubrificação, nutrição, defesa mecânica e imunológica da córnea (MAGGS, 2018). 

Por se tratar de um tecido avascular, a nutrição da córnea se desenvolve através de eventos 

bioquímicos onde nutrientes, principalmente derivados do metabolismo da glicose, são 

transformados em energia, os metabólitos envolvidos são oriundos dos capilares perilímbicos ou 

provenientes do filme lacrimal  (NASSARALLA, 2000). A inervação sensorial corneana é feita 

pelo ramo oftálmico do nervo trigêmio, onde originam-se um grande número de nervos ciliares 

longos e curtos, seus receptores sensoriais estão localizados no epitélio e estroma anterior, que 

contribuem para o alto grau de sensibilidade da córnea favorecendo assim  a proteção desta 

estrutura (MEEKINS; RANKIN; SAMUELSON, 2021). 

Fatores anatômicos como ausência de vasos, epitélio estratificado não queratinizado, estado 

de desturgescência e organização das lamelas de colágeno, conferem característica de transparência 

ao tecido. Na maioria  das espécies  a córnea é constituída por quatro camadas: epitélio, estroma, 

membrana de Descemet e endotélio. Além de ser constituída por três tipos celulares principais, 

células epiteliais, ceratócitos estromais e células endoteliais, a córnea conta com uma população 

heterogênea de células acessórias e componentes de matriz extracelular envolvidas na homeostase 

(JIRSOVA et al.,2017). 
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O epitélio representa cerca de 10% da espessura total da córnea, é do tipo estratificado, 

escamoso e não queratinizado, constituído por cinco a seis camadas de células epiteliais 

poliédricas, duas a três camadas de células planas poligonais, duas a três camadas de células alares 

e duas camadas de células basais colunares assentadas à membrana basal,  promovendo adesão ao 

estroma anterior. Junções complexas intercelulares estão presentes no epitélio corneano, 

promovendo barreira efetiva contra o filme lacrimal e agentes infecciosos (JIRSOVA et al., 2017; 

NISHIDA; SAIKA; MORISHIGE, 2022; MEEKINS; RANKIN; SAMUELSON, 2021). 

 O estroma é a camada mais resistente da córnea, ocupa  cerca de 90%  da espessura 

corneana, é composto por lamelas de colágeno organizados paralelamente entre si, ceratócitos e 

componentes da matriz extracelular.  A principal função estromal é garantir arranjo uniforme e 

disposição paralela das fibrilas de colágeno, conferindo forma à córnea, hidratação fisiológica e 

portanto, transparência tecidual. O componente principal do estroma é o colágeno, sendo os tipos 

mais abundantes colágeno tipo I que confere restistência à tração tecidual, tipo V que através da 

interação com o colágeno tipo I regula a espessura das fibrilas e o colágeno tipo III cuja quantidade 

aumenta com a idade, processo cicatricial e inflamações (JIRSOVA et al., 2017). 

A membrana de Descemet é a membrana basal do endotélio, composta por colágeno tipo 

IV, V, VI e VIII, laminina e fibronectina, é uma membrana fina e elástica que não se regenera. 

Fornece suporte à uma rede hexagonal que trabalha contra à pressão do humor aquoso (JIRSOVA 

et al., 2017). 

 A camada posterior  da córnea  é denominada endotélio,  formado por  uma única camada 

de células  poligonais organizadas em um mosaico uniforme com predomínio de formato hexagonal 

(ABIB, 2000; NISHIDA; SAIKA; MORISHIGE, 2022). As células endoteliais possuem um grande 

número de organelas citoplasmáticas, principalmente mitocôndrias, sugerindo uma alta atividade 

metabólica, dessa forma estão diretamente envolvidas na manutenção da desidratação estromal e 

transparência corneana (JIRSOVA et al., 2017). 

 Em córneas hígidas o padrão morfológico  de células endoteliais   hexagonais  são de 

aproximadamente de 70-80 %, no entanto, danos endoteliais  podem   gerar  decréscimo  nos valores 

de hexagonalidade e incremento  do valor da  variabilidade de área celular (ABIB,2000). As células 

endoteliais  possuem um grande número de  organelas citoplasmáticas  indicando  sua alta taxa 

metabólica. Além disso possui  função principal de manter o estado de deturgescência corneano 

devido à presença de ligações interdigitais complexas e bombas de fluido ativo que  promovem 
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função de barreira ao contato com humor aquoso, evitando a descompensação da córnea (ABIB, 

2000). 

Um estudo foi realizado onde 315 olhos saudáveis de bovinos provenientes de abatedouro 

foram analisados em até 3 horas post mortem. Os olhos foram analisados através de inspeção visual 

e microscopia eletrônica de varredura. A espessura corneana foi  1015 ± 104 μm, todas as córneas 

tinham formato elíptico, o diâmetro horizontal corneano foi de 29,3 mm e o vertical foi de 23,9 

mm. O diâmetro horizontal da córnea foi maior em córneas mais espessas, mas independente da 

espessura, estas córneas apresentaram uniformidade na espessura corneana do centro à 

periferiferia. A microscopia eletrônica de varredura demonstrou que o endotélio corneano era um 

mosaico de células poligonais, com cerca de 67 ± 2,7% μm com padrão morfológico hexagonal  

((DOUGHTY; PETROU; MacMILLAN; 1995). 

Kurt e colaboradores (2021), estabeleceram os valores fisiológicos de referência para a 

espessura central da córnea e alterações relacionadas à idade que repercutem neste parâmetro. Para 

avaliação cornenana foi utilizado aparelho de paquimetria ultrassonográfico que avaliou olhos 

hígidos de 50 bovinos. Neste estudo o valor médio da espessura da córnea de bovinos foi de 799,44 

μm (variando de 425 μm a 960 μm), houve correlação positiva em relação a idade e espessura 

corneana, conforme relatado em outras espécies (KURT et al., 2021). 

 A espessura corneana pode variar de acordo com a espécie e a raça animal, além de estar 

associada à alterações relacionadas à idade em humanos e animais. Tem sido relatado que existe 

um aumento da espessura corneana devido à hidratação estromal, isso significa que este parâmetro 

pode ser utilizado como um índice de dano endotelial (TUFT; COSTER, 1990; MAGGS, 2018; 

HOEHN et al., 2018). 

 

2.2  Regeneração Corneana 

 

A resposta cicatricial  corneana é um processo complexo devido à característica avascular 

desta estrutura, que envolve uma sequência de eventos celulares  e varia conforme a camada da 

córnea que está envolvida. O epitélio liso, estroma transparente e endotélio funcional são essenciais 

para a formação da visão, portanto, o sistema de defesa do tecido  procura reestabelecer sua 

estrutura fisiológica e anatômica (MEEKINS; RANKIN; SAMUELSON, 2021). 

O processo de cicatrização do epitélio é caracterizado pela migração, proliferação e 
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diferenciação celular (MILLER, 2001). A injúria epitelial induz a migração das células 

remanescentes adjacentes a lesão através de deslizamento para a área defeituosa. As células 

epiteliais estão em renovação contínua para manter o equilíbrio dinâmico da estrutura através da 

proliferação e diferenciação de células epiteliais basais, o processo de regeneração epitelial ocorre 

de 7-14 dias, reestabelecendo sua função e estrutura. A zona limbal é provedora de células tronco 

cuja finalidade é suprir células perdidas no tecido normal ou danificado para manutenção da 

homeostase epitelial. A regulação do processo de cicatrização epitelial é mediada pelo sistema 

nervoso, ativação do sistema fibronectina-integrina, regulação de enzimas proteolíticas, 

mediadores inflamatórios e fatores de crescimento (MEEKINS; RANKIN; SAMUELSON, 2021).  

A homeostase estrutural e bioquímica do estroma é mantida pelo equilíbrio da síntese e 

degradação dos componentes da matriz extracelular regulada pelos ceratócitos, caracterizados pela 

intensa atividade metabólica e proliferativa. Em resposta à quebra da barreira epitelial, inicia-se a 

morte programada de ceratócitos, processo no qual  são liberados mediadores inflamatórios, 

polimorfonucleares e fatores de crescimento que transformam ceratócitos em miofibroblastos, 

responsáveis pela produção de metaloproteinases, glicosaminoglicanos, fatores de crescimento e 

leva a uma produção desorganizada de colágeno, comprometendo a transparência tecidual (NETTO 

et al.,2005). 

A membrana de Descemet está sob constante pressão e ao sofrer um trauma, tende a retrair 

e enovelar  graças à sua característica elástica. Como consequência ao trauma, o humor aquoso 

penetra no estroma, gerando edema de córnea. Esta estrutura não se regenera, dessa forma, após o 

trauma, células endoteliais hipertrofiam e recobrem a área de ruptura (EGHRARI; RIAZUDDIN; 

GOTTSCH, 2015). A capacidade regerativa do endotélio é limitada, quando ocorre dano e morte 

celular a substituição da função endotelial se dá pela migração centrípeta de células adjascentes à 

lesão. (EGHRARI; RIAZUDDIN;GOTTSCH, 2015). 

 

2.3 Endotélio da Córnea 

 

O endotélio constitui a camada posterior da córnea, na embriogênese deriva da crista neural 

e é  formado por uma camada única de células poligonais num padrão mosaico organizado e 

encontra-se em contato direto com o humor aquoso (TUFT; COSTER, 1990). A membrana de 

Descemet é uma estrutura acelular composta de colágeno tipo IV, VIII, fibronectina e laminina, de 
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característica elástica funciona como membrana basal do endotélio corneano, é produzida durante 

a vida do indívíduo, tornando-se mais espessa conforme o envelhecimento (ARNALICH-

MONTIEL, 2019; MEEKINS; RANKIN; SAMUELSON, 2021). As células endoteliais são planas 

e poligonais, com predomínio da forma hexagonal (TUFT; COSTNER, 1990; BOTEON; 2002). 

Estudos identificaram também células de endotélio hígido possuindo quatro, cinco, sete e 

oito lados (PIGATTO et al., 2004; PIGATTO et al., 2005a; PIGATTO et al., 2005b; PIGATTO et 

al., 2008; PIGATTO et al., 2009; TAMAYO-ARANGO et al., 2009; BERCHT et al., 2015; 

BRAMBATTI et al., 2017). As células endoteliais apresentam microvilosidades e junções 

interdigitais complexas, que contribuem para o aumento da superfície de contato intercelular, 

promovendo barreira semipermeável ao humor aquoso (MEEKINS; RANKIN; SAMUELSON, 

2021). A elevada taxa metabólica do endotélio é evidenciada pelo grande número de organelas 

citoplasmáticas ( JOYCE, 2003; NASSARALLA, 2000). 

 A função fisiológica do endotélio é garantir o estado de deturgescência corneana através 

da manutenção do equilíbrio osmótico, transporte ativo de íons e passivo de líquidos realizado 

pelas bombas de sódio e potássio ligados à membrana. Estudos sugerem que, além de bombas de 

sódio e potássio, proteínas de membrana identificadas como aquaporinas (AQP1) exercem função 

de canais seletivos de água (JOYCE, 2003; ARNALICH-MONTIEL, 2019; MEEKINS; RANKIN; 

SAMUELSON, 2021). 

A regeneração endotelial é limitada na maioria das espécies, não ocorre replicação in vivo 

para substituir células mortas ou lesionadas (JOYCE, 2005). A falta de atividade mitótica para 

reparação desta estrutura gera uma diminuição gradual na densidade celular ao longo da vida, com 

perda celular  média de 0,6% ao ano (BOURNE et al., 1997). Lesões e perdas endoteliais 

comprometem a função de barreira e podem levar à descompensação do endotélio, desencadeando 

edema corneano devido à diversos fatores como: procedimentos cirúrgicos,  traumas, doenças 

endoteliais, glaucoma, e lesões inflamatórias (JOYCE, 2005). 

O processo de reparação se reestabelece pela migração e hipertrofia celular que gera 

aumento da célula endotelial e alteração do padrão morfológico hexagonal denominado 

pleomorfismo (MEEKINS; RANKIN; SAMUELSON, 2021). 

Bahn e colaboradores (1986), demonstraram em estudo através de microscopia especular 

comparativa de córneas imaturas e adultas de diferentes espécies como humanos, felinos, bovinos, 

veados, porcos e coelhos, que a contagem de células endoteliais centrais diminui rapidamente 
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durante os primeiros meses de vida e isso é explicado pelo crescimento e desenvolvimento 

corneano. A contagem de células endoteliais centrais dessas espécies adultas são semelhantes entre 

si (2.500 céls/mm²) apesar de uma ampla variação no tamanho da córnea. Essa densidade celular 

em adultos é atingida pela hipertrofia celular ou mitose celular irrestrita, no caso de coelhos. A 

córnea humana apresenta perda significativa endotelial de cerca de 45% que ocorre no início do 

desenvolvimento pós natal, após este período a taxa de declínio continua, mas em um ritmo mais 

lento (BAHN et al.,1986). 
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3 MÉTODOS DE AVALIAÇÃO DO ENDOTÉLIO CORNEANO 

 

Na avaliação clínica endotelial de diferentes espécies são empregadas técnicas in vivo como 

biomicroscopia com lâmpada de fenda, paquimetria, microscopia confocal e especular. Além disso, 

métodos de avaliação do endotélio ex vivo  utilizam técnicas como a microscopia eletrônica de 

varredura e a microscopia óptica com corantes vitais (ABIB, 2000; JUKURNAS; COLBY, 2005; 

McCAREY; EDELHAUSER; LYNN, 2008; SAAD et al., 2008; CHAURASIA; VANATHI, 

2021). Os métodos de avaliação endotelial possuem vantagens e desvantagens evidentes que 

auxiliam na escolha para uma adequada aplicabilidade clínica ou experimental 

(JUKURNAS;COLBY, 2005). 

As técnicas que avaliam o segmento posterior da córnea determinam parâmetros 

quantitativos e qualitativos relacionados às células endoteliais, com o objetivo de estimar a função 

do endotélio corneano (ABIB, 2000; McCAREY, EDELHAUSER; LYNN, 2008; PIGATTO et 

al., 2008). Portanto, as análises morfológicas e quantitativas são variáveis que desempenham um 

papel significativo para o estadiamento de doenças de córnea, planejamento cirúrgico, promover 

banco de doação de córneas, além de avaliar segurança e eficácia de fármacos e obter dados 

confiáveis, precisos e reprodutíveis (BENETZ; LASS, 2018). 

 

3.1 Biomicroscopia com Lâmpada de Fenda, Paquimetria e Fluorofotometria 

 

A biomicroscopia é um método prático e rápido de triagem para a avaliação endotelial e 

que não necessita de treinamento técnico para sua realização. É possível identificar alterações e 

perdas endoteliais, irregularidades em Descemet, identificar depósitos endoteliais como 

precipitados ceráticos ou presença de pigmentos como sangue. O exame é realizado através da 

projeção de um feixe de luz em fenda que inicia do lado temporal e move-se em direção à periferia, 

a ampliação pode ser ajustada para identificação máxima de estruturas celulares. No entanto, esta 

avaliação é limitada na resolução da estrutura endotelial, pois impede o fornecimento de detalhes 

finos na presença de edema ou cicatriz corneana, pela dispersão da luz por estruturas circundantes. 

Nessa técnica a área avaliada é pequena, a magnificação é limitada e o movimento do bulbo ocular 

dificulta a avaliação em animais (ABIB, 2000; JUKURNAS; COLBY, 2005).  

A paquimetria relaciona a espessura corneana com o risco de descompensação endotelial. 
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Embora não haja correlação direta entre densidade endotelial e espessura central da córnea, esta 

comporta-se como um indicador da função endotelial. O aumento da espessura central corneana é 

um fator de risco iminente para descompensação endotelial. Existem dois tipos de paquímetros: 

ultrassônico e óptico, suas medições complementam os parâmetros quantitativos e qualitativos, 

mas em Oftalmologia Veterinária seu uso é limitado à pesquisa (JUKURNAS; COLBY, 2005; 

HOEHN et al., 2018). 

A permeabilidade à fluoresceína pela fluorofotometria avalia a função de barreira do 

endotélio corneano através da instilação de fluoresceína tópica, seguido da medição de sua 

concentração na câmara anterior por meio de um fluorofotômetro, seu uso é limitado aos centros 

de pesquisa (JUKURNAS;COLBY, 2005).   

 

3.2 Microscopia Confocal 

 

Esta técnica permite a avaliação in vivo de estruturas oculares principalmente a cónea, onde 

são detalhadas as camadas da córnea, espessura corneana, inervação corneana e densidade de 

células endoteliais em diversas espécies como humanos, cães, felinos, aves e equinos de forma 

precisa e não invasiva. Entretanto, para apliação clínica deste exame é necessário a avaliação dos 

animais mediante anestesia geral (KAFARNIK et al.,2007; LEDBETTER; SCARLETT, 2009). 

O princípio deste método consiste em feixes de luz focalizados no mesmo plano da córnea, 

na qual duas fendas estão inseridas no plano da imagem e feixe de observação. Este arranjo óptico 

é denominado de confocal porque limita o plano ao foco da luz e reduz interferências fora do foco 

de iluminação, formando assim a imagem (KLAIS; BUHREN; KOHNEN, 2003). 

O uso da microscopia confocal proprociona maior resolução, ampliação e contraste de 

imagem (axial e lateral),  permite avaliação das camadas corneanas em tempo real, além de ser 

efetiva na análise de córneas edemaciadas. Esta técnica propicia o diagnóstico precoce de distrofias 

endotelias, auxilia no diagnóstico de patógenos e detecção de corpos estranhos,  parâmetros 

quantitativos e qualitativos endoteliais determinados nessa técnica demonstram ser confiáveis e 

reprodutíveis, a microscopia confocal serve também como acompanhamento pré e pós 

ceratoplastias. Entretanto, seu alto custo restringe sua aplicabilidade  na rotina clínica (KLAIS; 

BUHREN; KOHNEN, 2003; JUKURNAS; COLBY, 2005). 

Lwigale em 1999 demonstrou através da microscopia confocal, características diferentes do 
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núcleo de células de cada camada corneana em bovinos. O padrão morfológico endotelial foi 

hexagonal e arranjo organizado disposto em uma monocamada na superfície posterior da córnea. 

Neste estudo, as células endoteliais apresentaram núcleos lobulados dispostos regularmente, 

característica nuclear diferente da encontrada em humanos e em galinhas (LWIGALE, 1999). 

 

3.3 Microscopia Eletrônica de Varredura 

 

A microscopia eletrônica de varredura consiste em um método ex vivo que utiliza lentes 

eletromagnéticas e através da emissão de um feixe de elétrons sobre a amostra analisada alcança 

imagens detalhadas e de alta resolução que compreende textura, profundidade, contraste e 

dimensões dos materiais biológicos. Este método tem sido utilizado para determinar padrões 

morfológicos e quantitativos do endotélio corneano em diferentes espécies além de possibilitar 

estudos de toxicidade endotelial à fármacos (VIRTANEN et al., 1984;  COLLIN ; COLLIN, 1998; 

TAMAYO-ARANGO et al., 2009). Pigatto e colaboradores analisaram, através da microscopia de 

varredura do endotélio da córnea,  parâmetros endoteliais para diferentes espécies, incluindo 

avestruz, coelho, pinguim e jacaré onde a conclusão destes estudos foi que o endotélio corneano é 

semelhante entre as diferentes espécies. Os estudos com coelhos e jacarés identificaram também, 

presença de microvilosidades na superfície celular, demonstrando similaridade desta espécie com 

outras já estudadas  (PIGATTO et al.,2004; PIGATTO et al., 2005b; PIGATTO et al., 2009). A 

microscopia eletrônica de varredura já foi utilizada também para avaliar toxicidade endotelial 

induzido por aplicação intracameral de azul brilhante em concentração de 0,05% em suínos. O 

estudo demonstrou que esta substância não foi nociva ao endotélio corneano, tornando-se uma 

opção para coloração de cápsula anterior em facoemulsificações (TERZARIOL et al.,2016). 

Tamayo-arango e colaboradores (2009), realizaram um estudo pioneiro que determinou a 

morfologia e a morfometria do endotélio corneano de suínos mestiços utilizando a MEV. A 

superfície do endotélio demonstrou predomínio do padrão hexagonal, o núcleo mostrou-se 

arredondado e a presença de cílios, microvilosidades e vesículas foram detectadas nas células da 

região periférica da córnea. O coeficiente de variação celular foi considerado menor na área central 

quando comparado à àrea periférica e a densidade celular média foi maior em relação aos dados 

obtidos pela microscopia espelular (TAMAYO-ARANGO et al., 2009). 

O preparo de amostras para a avaliação da MEV podem gerar artefatos durante as fases do 
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seu processamento, graças à retração dos tecidos moles durante a fixação, desidratação e ponto 

crítico. O glutaraldeído sem sacarose demonstrou melhor preservação de superfície e mostrou 

menor encolhimento de amostra. Estudo utilizando fixador de alta osmolaridade, revelou retração 

macroscópica de até 40% e distorção do mosaico endotelial, citoplasma e organelas das células 

endoteliais quando comparado ao glutaraldeído (VIRTANEN et al.,1984; DOUGHTY; 

BERGMANSON; BLOCKER, 1997). 

 

3.4 Microscopia Óptica com o uso de Corantes Vitais 

 

Este método consiste em uma avaliação da integridade endotelial ex vivo eficiente, rápida 

e de baixo custo, através da utilização de compostos químicos que se ligam aos tecidos e células 

vivas, denominados corantes vitais (TAYLOR; HUNT, 1981). Em medicina, eles estão envolvidos 

em técnicas diagnósticas e adjuvantes cirúrgicos. Ademais, estes compostos também são utilizados 

para avaliação de toxicidade de fármacos, demonstrando dano endotelial agudo relacionado ao 

benzilato de atracúrio (GUIMARÃES et al.,2019). São empregados corantes como o azul tripano 

em concentrações variáveis (0,4%, 0,2%, 0,1%, 0,05%) e vermelho de alizarina em diluições de 

0,5%  a 1%, submetidos à uma variável de tempo de impregnação do corante (PARK et al.,2012). 

O corante azul de tripano é utilizado para avaliar a viabilidade de células endoteliais, 

impregna no núcleo de células lesionadas ou mortas, bem como áreas da Membrana de Descemet 

que encontam-se descelularizadas. Na concentração de 0,001% a 0,1% não mostrou toxicidade 

endotelial. O vermelho de alizarina é um corante intercelular que delimita a membrana das células 

endoteliais hígidas ou danificadas. O protocolo de associação destes dois corantes  associados à 

avaliação fotográfica, permite a quantificação do dano celular através da análise da morfologia 

celular, avaliação do núcleo celular e delimitação de áreas de ausência endotelial (SAAD et 

al.,2008; RODRIGUES et al.,2009; PARK et al.,2012). 

Park e colaboradores (2012), concluíram que o protocolo de coloração ao cobrir o endotélio 

com azul tripano a 0,4% por 60 segundos, seguido de lavagem com solução salina balanceada, 

imersão do tecido em vermelho de alizarina a 0,5%, preparado em solução tamponada de fosfato 

(pH entre 4,0 a 6,0) por 90 segundos seguido de lavagem por solução salina balanceda e avaliação 

por microscopia óptica, demonstrou coloração consistente de células endoteliais. Determinando 

um protocolo reprodutível para avaliação de células endoteliais da córnea de humanos. 
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Faganello e colaboradores (2016), avaliaram a mofologia de células endoteliais da região 

central e periférica da córnea de equinos, utilizando o corante vermelho de alizarina a 2%, com pH 

ajustado à 4,2, mantido sobre o endotélio por dois minutos, seguido de lavagem com solução salina, 

análise com microscópio óptico e fotografia. Os autores concluíram que não houve diferença 

significativa entre as regiões avaliadas em relação à morfologia endotelial e o padrão hexagonal 

foi predominante nesta espécie. 

 

3.5 Microscopia Especular 

 

Esta técnica de avaliação consiste em um método não invasivo in vivo e ex vivo fidedigno 

para análise endotelial, no qual compreende a reflexão de um feixe de luz que incide sobre o 

endotélio, que por se tratar de uma superfície regular, reflete de forma especular uma imagem 

endotelial magnificada que utiliza análise computadorizada para obtenção dos dados endoteliais. 

Este método de avaliação possui boa reprodutibilidade e repetibilidade na determinação de 

densidade endotelial, epessura central corneana e área celular média em córneas humanas, é 

utilizado também para avaliar procedimentos cirúrgicos, determinar potencial de toxicidade 

endotelial a fármacos e avaliar processo de reparação tecidual  (OLLIVIER et al., 2003; 

McCAREY et al., 2008).  Existem dois tipos de microscópio especular: de não contato,  que não 

exige contato da parte óptica da objetiva do aparelho com a córnea analisada e o de contato onde a 

lente objetiva aplana a córnea. Os aparelhos diferem quanto ao modelo de análise dos dados e 

podem ser classificados como não automatizado, semiautomatizado e automatizado, onde as 

imagens são produzidas e a morfologia da célula endotelial é analisada através de um software do 

aparelho (ABIB, 2000). Para avaliação endotelial em microscopia especular são utilizados métodos 

de marcação do centro celular, método de comparação, método de quadro fixo ou variável e o 

método de canto, independente da técnica, a precisão depende da qualidade da imagem endotelial 

para a identificação cleular (ABIB, 2000; McCAREY et al.,2008). 

Estudos validaram , através da comparação de contagem das células endoteliais obtidas pela 

microscopia confocal e especular de olhos normais, que as medições endoteliais de ambos os 

métodos de avaliação são análogos ( KLAIS; BUHREN; KOHNEN, 2003). Estudo com objetivo 

de comparar a concordância da análise de um microscópio especular de contato e de não contato 

na avaliação endotelial e diferenças entre regiões centrais e periféricas de olhos hígidos foi  
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realizado (LEE et al., 2019). Os parâmetros analisados foram densidade celular, percentual de 

células hexagonais e o coeficiente de variação. A conclusão deste estudo foi que os métodos de 

avaliação não divergiram na obtenção dos parâmetros endoteliais, bem como não houve diferença 

significativa na densidade celular endotelial central e periférica nas córneas analisadas ( LEE et al., 

2019). 

Ollivier e colaboradores (2003), relataram efeitos deletérios do aumento de pressão 

intraocular (PIO) no endotélio de macacos Rhesus. Na pesquisa foi utilizada um aparelho de 

paquimetria ultrassônica e microscópio especular de não contato, onde relacionou a espessura 

corneana, densidade endotelial e área endotelial com hipertensão intraocular induzida por laser de 

argônio. A hipertensão ocular crônica não aumentou significamente a espessura corneana, mas 

induziu perda significativa nas células endoteliais e aumento da área celular endotelial quando 

comparada aos olhos normotensos (OLLIVIER et al.,2003). 

Coyo e colaboradores (2018), determinaram a densidade, morfologia e morfometria 

endotelial corneana de corujas através da microscopia especular de não contato. Parâmetros como 

densidade endotelial, área celular média, índice de polimegatismo e pleomorfismo foram 

estabelecidos para a espécie bem como o  efeito do envelhecimento sobre estes parâmetros foram 

relatados. Os autores concluíram que as corujas apresentam um endotélio uniforme em tamanho 

celular e não observaram diferença significativa relacionado aos parâmetros estudados entre os 

grupos estudados (COYO et al., 2018). 

Os parâmetros endoteliais da córnea de frangos saudáveis de diferentes idades foram 

determinados através da microscopia especular de contato. Foram correlacionadas as alterações 

nos parâmetros endoteliais com o envelhecimento. Os autores concluíram que houve diminuição 

da densidade endotelial, aumento da área celular e aumento do pleomorfismo com o avanço da 

idade ( ALBUQUERQUE; FREITAS; PIGATTO, 2015). 

 

3.6 Parâmetros de Avaliação Endotelial 

 

O endotélio corneano está diretamente envolvido na manutenção da espessura e homeostase 

metabólica da córnea e consiste na camada mais importante para funcionalidade deste tecido. A 

avaliação do endotélio corneano é baseada na estimativa de densidade celular, área celular,   

polimegatismo e pleomorfismo (ABIB, 2000; JIRSOVA et al., 2017; CHAURASIA; VANATHI, 
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2021). 

A densidade celular endotelial é expressa pela quantidade de células endoteliais contidas 

num milímetro quadrado (células/mm²). A área celular consiste no tamanho médio da célula 

endotelial em micrômeros (μm). O polimegatismo equivale ao coeficiente de variação da área 

celular  e o pleomorfismo compreende o coeficiente de variação da hexagonalidade endotelial 

(JIRSOVA et al., 2017; CHAURASIA; VANATHI, 2021). 

McCarey (2008) e colaboradores relataram que danos ao endotélio corneano promovem a 

cicatrização em um processo de alargamento celular e espalhamento para redefinir uma camada 

contínua de células na superfície posterior da córnea. A perda de células endoteliais, induzida por 

doença, trauma ou toxicidade química pode ser documentada pela microscopia especular através 

do aumento da área da superfície celular e diminuição da densidade celular endotelial. A forma 

celular mais eficiente para cobrir uma área é a hexagonal e em uma córnea saudável, é esperado 

cerca de 60% de células endotelias com padrão hexagonal. A análise morfológica endotelial inclui 

principalmente a área celular, densidade celular, polimegatismo e pleomorfismo. O polimegatismo 

é um coeficiente que descreve a variação da área celular, então a medida que a área celular média 

aumenta a estimativa de densidade endotelial diminui. Portanto, aumento de polimegatismo 

diminui a precisão da área média celular (McCAREY et al., 2008). 

Ocorre uma diminuição gradual das células endoteliais com o avanço da idade, em humanos 

foi relatado que a densidade endotelial diminui da periferia para o centro (ABIB, 2000). Estes 

parâmetros podem sofrer alterações mediante a alterações fisiológicas como o envelhecimento, 

alterações inflamatórias de natureza clínica ou cirúrgica e traumas. (ABIB, 2000; JIRSOVA et al., 

2017). A mensuração destes parâmetros em diferentes espécies contribui para avaliação da 

qualidade da superfície endotelial, diagnóstico de doenças corneanas, acompanhamento e 

aprimoramento de ceratoplastias, formação de bancos de córnea para fomentar transplantes 

corneanos (CHAURASIA;VANATHI, 2021). 
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RESUMO 
 

Objetivo: O endotélio constitui  a camada posterior da córnea, é formado por uma camada única 

de células poligonais em um  padrão mosaico organizado, sendo  essa estrutura  fundamental para 

manter a córnea transaprente. Devido às variações nos parâmetros endoteliais da córnea entre as 

diferentes espécies o conhecimento dos parâmetros normais de cada espécie é fundamental. 

Objetivou-se  avaliar o endotélio da córnea de  bovinos utilizando o microscópio especular de 

contato. Procedimentos: Foram avaliados 20 bulbos oculares de 10 bovinos (Bos taurus) da raça 

brangus, machos com idade de 24 meses. A microscopia especular de contato foi realizada na área 

central da córnea e os parâmetros analisados foram a desidade celular e a morfologia endotelial. 

Resultados: A densidade celular média na área central foi de 1277,0  células/mm² e a porcentagem 

de células hexagonais foi de 74,3 %. Não foram observadas diferenças na densidade celular 

endotelial e na  hexagonalidade entre os olhos esquerdo e direito. Conclusão:  Com a microscopia 

especular de contato foi possível analisar e mensurar os parâmetros endoteliais da córnea de 

bovinos. Os dados obtidos servirão de referência para análise do endotélio da córnea de bovinos.   

 

Palavras-Chave: Endotélio Corneano. Morfologia. Bovinos. 
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ABSTRACT 
 

Objective: The corneal endothelium is the posterior layer of the cornea, consisting of a single layer 

of polygonal cells in an organized mosaic pattern, wich is essential for maintaining corneal 

transparency. Due to variations in corneal endothelial  parameters among different species, 

knowledge of the normal parameters of each species is crucial. The objective of this study was to 

evaluate the corneal endothelium of  bovines using a contact specular microscope Procedures: 

Twenty eyeballs from 10 male Brangus bovines (Bos  taurus), aged  24 months, were evaluated. 

Contact specular microscopy was performed on the central area of the cornea and the analyzed 

parameters were cell density and endothelial morphology. Results: The mean cell density in the 

central area was 1277,0 cells/mm² and the percentage of hexagonal cells was 74.3%. No 

differences  in endothelial cell density and  hexagonality were observed between the left and right 

eyes. Conclusion: Contact specular microscopy allowed for the analysis and measurement of 

corneal endothelial parameters in bovines. The obtained data will serve as a reference for the 

analysis of corneal endothelium in bovines.  

 

Key words: Corneal endothelium. Morphology. Bovines 
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INTRODUÇÃO 

 

O endotélio constitui a camada posterior da córnea, na embriogênese deriva da crista neural 

e é  formado por uma camada única de células poligonais dispostas em mosaico organizado, na 

maioria das espécies o padrão morfológico endotelial predominante é hexagonal (BAHN et 

al.,1986; TUFT; COSTER, 1990; ABIB, 2000; JOYCE, 2003). O endotélio possui como principal 

função a manutenção da transparência corneana através da regulação da hidratação estromal por 

meio da função de barreira endotelial (TUFT; COSTER, 1990; MIMURA; YAMAGAMI; 

AMANO, 2013). 

A reparação endotelial é limitada na maioria das espécies, quando as células endoteliais 

sofrem quaisquer tipo de dano, células adjacentes migram em direção à lesão, hipertrofiam e 

reestabelecem sua função. Acredita-se que a densidade celular  mínima necessária para manutenção 

funcional do endotélio corneano seja 500 células/mm² (ZAVALA et al., 2013). A densidade 

endotelial sofre influência e decai mediante a fatores relacionados ao envelhecimento, traumas 

cirúrgicos ou inflamatórios e doenças endoteliais. Em casos de perdas endoteliais significativas, 

onde as células remanescentes não restauram sua função, ocorre a descompensação endotelial 

ocasionando edema corneano e déficit visual (TUFT; COSTNER, 1990; ABIB; BARRETO, 2001; 

SPINOZZI et al., 2021). 

A avaliação endotelial através da microscopia especular fornece uma análise clínica não 

invasiva, precisa e confiável de parâmetros quantitativos e qualitativos do endotélio corneano. 

Portanto, esta técnica é também empregada para fins de pesquisa na avaliação de toxicidade de 

fármacos intraoculares e procedimentos cirúrgicos de córnea (ABIB, 2000; SANCTIS et al., 2006; 

McCAREY; EDELHAUSER; LYNN, 2008; BENETZ; LASS, 2018; COYO et al., 2018; 

CHAURASIA; VANATHI, 2021). 

Os parâmetros endoteliais já foram determinados em algumas espécies incluindo humanos, 

lagomorfos, alpacas, lhamas, cabras, equinos, aves, suínos, cães e felinos, entre outras (ABIB; 

BARRETO, 2001; PIGATTO et al., 2008; TAMAYO-ARANGO et al.,, 2009; FRANZEN et al., 

2010; COYO et al., 2018; CHAURASIA; VANATHI, 2021).  

Devido às variações nos parâmetros endoteliais da córnea entre as diferentes espécies, o 

conhecimento dos parâmetros normais de cada espécie é fundamental. Além disso, o conhecimento 

dos parâmetros endoteliais é um pré-requisito para o reconhecimento de alterações patológicas 

relacionadas a essa camada da córnea. No entanto, são escassos os estudos científicos 
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oftalmológicos relacionados aos parâmetros endoteliais da espécie bovina. Apenas um estudo foi 

detectado envolvendo determinação de densidade endotelial central da córnea de bovinos, contudo  

a mensuração da DEC média foi superestimada para esta espécie (BAHN et al., 1986). 

Objetiva-se com o presente estudo analisar e quantificar os parâmetros do endotélio da 

córnea de de bovinos (Bos taurus) utilizando a microscopia especular de contato. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

O presente estudo foi conduzido de acordo com a Resolução Normativa Nº 55/22 que 

atualiza o texto da Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilização de Animais e de Ensino ou de 

Pequisa Científica que considera os princípios de substituição e redução de modelos animais, a fim 

de envolver o menor número de animais necessário para alcançar objetivos científicos. 

Foram estudados 20 bulbos oculares de 10 bovinos da Raça Brangus, machos, com idade 

de 24 meses selecionados em abatedouro inspecionado pela Divisão de Inspeção de Origem 

Animal, localizado no município de Westfalia no Rio Grande do Sul, Brasil. O material biológico 

foi doado pelo Frigorífico Angus. O processo de remoção do bulbo ocular foi executado através da 

técnica de enucleação subconjuntival, realizada imediatamente após o abate dos animais. Os olhos 

foram identificados e acondicionados em câmara úmida até o momento da análise, utilizando o 

microscópio especular. 

Todos os bulbos oculares foram submetidos ao exame oftálmico que contemplou 

biomicroscopia com lâmpada de fenda (Portable Slit Lamp SL-15, KOWA) e teste de fluorosceína 

(Fluoresceína Sódica 1%, Allergan), foram selecionados somente olhos hígidos. As análises foram 

realizadas em até quatro horas após o abate. 

Para a avaliação endotelial foi utilizado o microscópio especular de contato (Celmax 

Medical Service®). Para a análise endotelial foi empregado o método semiautomatizado com a 

marcação do centro celular. As avaliações foram realizadas em sua totalidade pelo mesmo 

examinador. Os olhos após serem retirados da câmara úmida, foram posicionados em um suporte 

adaptado ao microscópio especular de contato e lubrificados com colírio oftálmico (Lacri, 

Carboximetilcelulose 5mg/ml). 

A lente objetiva do microscópio especular foi posicionada na região central da córnea 

formando um ângulo de 90º entre a estrutura avaliada e o aparelho (Figura 1).  
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Figura 1 - Posicionamento da objetiva do microscópio especular de contato na 

área central da córnea de um bovino. 

 
Fonte: a própria autora, 2023. 

 

 

Foi obtida uma micrografia e em cada  imagem foram analisadas 30 células endoteliais. A 

densidade celular foi determinada através da utilização do Software Celmax® de forma 

semiautomatizada. A morfologia endotelial foi obtida através da avaliação manual do número de 

lados de cada célula. Os valores obtidos foram a média de cada parâmetro identificado. 

As variáveis quantitativas foram analisadas mediante digitação de dados no programa Excel 

que posteriormente foram exportados para o programa IBM* SPSS v. 20.0 (Statistical Package for 

the Social Sciences) para análise estatística. A densidade e o percentual de células poligonais foram 

descritas pela média e o intervalo de confiança de 95%. A comparação entre os olhos foi realizada 

pelo teste t de Student para amostras pareadas. Nível de significância de 5% foi considerado para 

as comparações estabelecidas. 
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RESULTADOS 

 

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

bovinos e obter imagens nítidas de todos os olhos analisados. Foram observadas um padrão regular 

e contínuo de células poligonais justapostas e com bordas nítidas na região central do endotélio 

corneal bovino ( Figuras 2 e 3). 

 

                           Figura 2 - Fotomicrografia especular do endotélio da córnea de um bovino obtida  

com microscópio especular de contato. 

 
Fonte: a própria autora, 2023. 

 

 

Figura 3 - Fotomicrografia especular da região central do endotélio corneano de 

um bovino com densidade de 1232 células/mm². 

 
Fonte: a própria autora, 2023. 
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A densidade endotelial média da área central (DEC) foi de 1277,0 células/mm². O 

percentual médio de células pentagonais da região central de endotélio foi de 14,7% para células 

pentagonais, 74,3% para células hexagonais e 10% para células heptagonais. No presente estudo 

foram encontradas células de quatro (4) lados e oito (8) lados. Contudo, devido ao pequeno número 

encontrado na amostragem, a estimativa da média e o intervalo de confiança não foram 

contabilizados (Tabela 1). 

Não houve diferença significativa entre os parâmetros morfológicos das células endoteliais 

quando comparados o olho direito com o oho esquerdo. Não houve diferença estatisticamente 

significativa para a variável DEC (p=0,491) quando comparado olho direito ao esquerdo (Tabela 

2). Estes dados estão apresentados nas tabelas a seguir: 

 

Tabela 1 - Densidade celular média (células/mm²) e morfologia das células do endotélio da córnea de bovinos 

obtidos com microscópio especular de contato. 

Variáveis Média (IC95%) 

Densidade endotelial central (DEC) 1277,0 (1238,3-1315,6) 

% células 5 lados 14,7 (12,0-17,4) 

% células 6 lados 74,3 (69,7-78,9) 

% células 7 lados 10,0 (7,8-12,2) 

Dados apresentados pela média e intervalo de confiança de 95%. 

 

Tabela 2 - Valores comparativos da densidade celular média (células/mm²) e da morfologia das células do endotélio 

da córnea de bovinos obtidos com microscópio especular de contato. 

Variáveis 
Direito Esquerdo 

P 
Média (IC95%) Média (IC95%) 

Densidade 1271,6 (1216,9-1326,9) 1282,0 (1216,3-1347,7) 0,0491 

% células 5 lados 14,3 (9,4-19,2) 15,0 (11,6-18,4) 0,809 

% células 6 lados 75,7 (67,8-83,5) 73,0 (66,7-79,3) 0,574 

% células 7 lados 9,0 (6,0-12,0) 11,0 (7,3-14,7) 0,405 

Dados apresentados pela média e intervalo de confiança de 95% e comparado pelo teste t de 

Student para amostras pareadas.  
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DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 

 

Os parâmetros endoteliais ja foram determinados em algma espécies, incluindo humanos 

(ABIB; BARRETO, 2001), jacaré (PIGATTO et al., 2004), avestruz (PIGATTO et al., 2009), 

chinchilas (BERCHT, 2013), galinhas (ALBUQUERQUE; FREITAS; PIGATTO, 2015), coelhos 

(BRAMBATTI, 2013), cães (PIGATTO et al., 2006; KOBASHIGAWA, 2014), ovinos 

(BRANDÃO et al., 2006 ; COYO et al., 2015) caprinos (COYO et al., 2018), cães (PIGATTO et 

al., 2004; HÜNNING et al., 2015), marmosets (MORITA; SHIMOMURA, 1995), equinos 

(ANDREW et al., 2001; FAGANELLO, 2014), corujas (COYO et al., 2018),  lhamas e alpacas 

(ANDREW et al., 2001), pinguins de Magalhães (PIGATTO et al., 2005) e suínos (VARGAS et 

al., 2022), entre outros. No entanto, são escassos os estudos científicos oftalmológicos relacionados 

aos parâmetros endoteliais da espécie bovina.  Em virtude das diferenças nos parâmetros 

endoteliais da córnea entre as espécies é importante o conhecimento dos parâmetros normais de 

cada espécie. Somente após a obtenção desses valores de referência será possível o reconhecimento 

de alterações patológicas relacionadas a essa camada da córnea e a realização de procedimentos 

cirúrgicos com maior segurança. 

A necessidade de estabelecer  parâmetros endoteliais da  córnea de bovinos motivaram a 

realização dessa pesquisa. No presente estudo, foram avaliados olhos provenientes de descarte de 

abatedouro de bovinos. Essa metodologia foi factível e para o desenvolvimento da pesquisa 

científica sem a necessidade da eutanásia de modelos experimentais para este fim. Em estudos 

anteriores realizados em até seis horas post mortem foi possível observar que a integridade 

endotelial era mantida (ANDREW et al., 2001; PIGATTO et al., 2008, BERTCH et al.,2013; 

FAGANELLO et al., 2014). Apesar do presente estudo ter sido  realizado em olhos obtidos após a 

enucleação como não ocorreram alterações endoteliais decorrentes de preparo para  análise os 

resultados obtidos poderão ser usados como referência e comparados com dados futuros obtidos 

em animais vivos. Diferentemente das microscopias ópticas e eletrônica de varredura não ocorre 

alteração devido a retração celular durante o preparo das  córneas. O microscópio especular tem 

sido empregado tanto para analisar córneas de animais vivos quanto para avaliação de olhos 

enucleados (ANDREW et al., 2001; PIGATTO et al., 2006; PIGATTO et al., 2008; 

ALBUQUERQUE; FREITAS; PIGATTO, 2015; BERTCH et al., 2013). 

A córnea de bovinos possui características já referenciadas na literatura, onde a espessura 



37 
 

corneana é de 1015 ±104 µm, o diâmetro corneano horizontal foi de 29.8 ± 1.3 mm  e 23.9  1.5 

mm o diâmetro vertical. O endotélio corneano bovino mostrou-se como um arranjo organizado de 

células poligonais de tamanho uniforme das quais 67,1± 2,7% demonstraram morfologia 

hexagonal. Lwigale (1999), estudando córneas de bovinos, constatou núcleos das células 

endoteliais com padrão morfológico lobulado dispostos regularmente   (DOUGHTY; PETROU; 

MacMILLAN, 1995; LWIGALE,1999). 

A microscopia especular é o método padrão de avaliação endotelial utilizado em humanos 

e em animais (PRICE;CHANG, 1981; ABIB, 2000; KLAIS; BÜHREN; KOHNEN, 2003; 

PIGATTO et al., 2006; JIRSOVA et al., 2017; COYO et al., 2019). A metodologia é não invasiva 

e fidedigna para avaliação do endotélio da córnea. A estrutura endotelial normal e patológica em 

condições clínicas ou experimentais pode ser analisada e os parâmetros quantificados e 

estabelecidos (ABIB, 2000; BENETZ; LASS, 2018;  CHAURASIA; VANATHI, 2021). Com isso, 

podem ser feitas avaliação de doenças endoteliais, processo de cicatrização e envelhecimento do 

endotélio, ceratoplastias e no estudo de toxicidade de fármacos intracamerais, auxiliando assim no 

diagnóstico e tratamento de distúrbios corneanos e promovendo o aperfeiçoamento de  técnicas 

cirúrgicas em diferentes espécies (COLLIN; COLLIN,1998; ABIB, 2000; PIGATTO et al, 2004; 

PIGATTO et al., 2006; ALBUQUERQUE; FREITAS; PIGATTO, 2015; BENETZ; LASS, 2018; 

COYO et al., 2019; CHAURASIA;VANATHI, 2021). 

No presente estudo, com a MEC foi possível analisar e determinar os parâmetros do 

endotélio da córnea de bovinos.  Uma das limitações da microscopia especular é a dificuldade na 

obtenção de imagens de áreas edemaciadas da córnea  (DOUGHTY; BERGMANSON; 

BLOCKER, 1997; McCAREY; EDELHAUSER; LYNN; 2008). Nesse experimento, em todos os 

olhos enucleados, foi possível analisar e fotografar o endotélio corneano, pois apenas olhos 

saudáveis foram incluídos e examinados.  

Os métodos empregados para a quantificação dos parâmetros endoteliais são diversos, 

dentre os principais retículo fixo e variável, método centro a centro, método do canto, método de 

comparação. Independente do método do software a precisão da avaliação depende da qualidade e 

nitidez da fotomicroscopia especular obtida (CHAURASIA,VANATHI, 2021). Para determinar a 

densidade endotelial central , no presente estudo, foi utilizado o método de marcação de centro 

pelo software do equipamento utilizado. A delimitação de número de células varia conforme o 

estudo, a recomendação mínima de contagem celular é de 30 células para máxima acurácia da área 



38 
 

analisada (LAING; SANDSTROM; LEIBOWITZ, 1979; BINDER; AKERS; ZAVALA, 1979). 

Nesse experimento foram selecionadas e analisadas 30 células endoteliais de cada córnea avaliada. 

A análise endotelial inclui principalmente os parâmetros de densidade celular 

(células/mm²), área celular, polimegatismo (coeficiente de variação celular) e pleomorfismo 

(índice de hexagonalidade) (ABIB, 2000; CHAURASIA; VANATHI, 2021). No presente estudo 

foi determinada a densidade celular e o percentual de células hexagonais do endotélio da córnea. 

Somente parâmetros da área central foram analisados na presente pesquisa. A análise de regiões 

periféricas foi comprometida pelo tempo transcorrido entre o abate dos animais e o momento da 

análise das amostras. Além disso, o tamanho do bulbo ocular de bovinos dificultou a obtenção de 

imagens periféricas nítidas.  

Apesar de não terem sido analisadas as regiões periféricas, estudos  anteriores 

demonstraram  que não existe diferença significativa nos parâmetros endoteliais quando 

comparadas as regiões periféricas com a região central (MCCAREY; EDELHAUSER; LYNN, 

2008; BERCHT et al., 2015; FAGANELLO et al., 2016; BRAMBATTI et al., 2017; HUNNING 

et al., 2015; VARGAS et al., 2022). Com base nisso, normalmente os dados obtidos na região 

central podem ser extrapolados para as regiões periféricas.  

Somente um estudo foi encontrado onde foi empregada análise do endotélio da córnea de 

bovinos com microscopia especular (BAHN et al., 1986).  Nesse estudo, os autores avaliaram a  

densidade central de córnea de bovinos em faixa etária adulta e juvenil  e encontraram densidade 

endotelial média de 2500 células/mm², demonstrando semelhança entre a DEC de cães, gatos, 

coelhos e humanos apesar da diferença do tamanho corneano. Todavia, o número de células 

endoteliais por córnea de bovinos neste estudo foi estimado pelo cálculo da multiplicação da  área 

da superfície endotelial pela densidade endotelial central, determinada por microscopia especular. 

Este cálculo de mensuração endotelial é provavelmente mais preciso para córneas esféricas (cães, 

felinos e coelhos) reproduzindo erros amostrais significativos (cerca de 23%)  quando aplicado à 

córnea elíptica de bovinos, superestimando a densidade endotelial desta espécie (BAHN et al., 

1986). No entanto, o presente estudo validou que a DEC média de bovinos adultos foi de 1277,0 

células/mm². 

Não houve diferença significativa entre a densidade endotelial central entre olhos direito e 

esquerdo. Nesse trabalho o padrão morfológico predominante foi o hexagonal 74,3% (69,7-78,9), 

não houve diferença significativa entre as análises morfológicas endoteliais do bulbo ocular direito 
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e esquerdo, validando outras pesquisas em diferentes espécies (BERTCH et al., 2013; 

BRAMBATTI et al., 2017; ALBUQUERQUE; FREITAS, PIGATTO, 2015; COYO et al., 2018; 

VARGAS et al.,  2022).  

Neste estudo apenas córneas de bovinos machos foram analisadas, o sexo não foi uma variável 

considerada nesta pesquisa. Estudos anteriores mostraram que em córneas saudáveis, não há 

diferença nos parâmetros endoteliais entre animais machos ou fêmeas estudados (TUFT; COSTER, 

1990; TAMAYO-ARANGO et al., 2009; FRANZEN et al., 2010; BRAMBATTI et al., 2017). 

Estudos experimentais avaliaram propriedades de células endoteliais bovinas, 

demonstrando capacidade proliferativa deste tecido in vitro. Pesquisadores sugerem que modelo 

de cultura de células endoteliais preserva a capacidade de bombeamento de fluidos, onde a taxa de 

bombeamento celular endotelial foi quantificada pela primeira vez, constituindo um modelo 

experimental que futuramente pode contribuir para o desenvolvimento de  métodos de transplante 

corneano (NARULA et al., 1992; HUANG et al., 2010). Estudos demonstraram manutenção de 

capacidade de transporte de fluídos de células endoteliais de bovinos mesmo após preparo amostral 

como congelamento, esterilização e tempo de análise transcorrido sete horas do momento do abate, 

análise permitiu identificar presença de aquaporinas (AQP-1) tipo 1 na base apical e basolateral 

das células endoteliais, que favorecem a manutenção de deturgescência da córnea (WEN et al., 

2001). Autores sugeriram presença de entactina nas células endoteliais de bovinos e humanos, 

proteína da membrana basal que se liga ao colágeno tipo IV, que é responsável pelo processo de 

reparação corneana e migração de células endoteliais (KATZ et al., 1994).   

Um estudo relatou o transplante heterólogo in vivo em córneas de gatos, os quais tiveram a 

camada endotelial removida e substituída por células endoteliais da córnea de bovinos previamente 

preservadas em meio de cultura. A integridade celular foi analisada a partir do uso do corante 

vermelho de alizarina, o qual demonstrou a alta capacidade de reorganização e formação de 

monocamada do enxerto endotelial de bovinos na córnea de gatos dentro de oito dias, mantendo a 

transparência corneana durante meses após experiência. Os resultados, portanto, mostraram que 

células do endotélio da córnea de bovinos mantidas em cultivo permanecem funcionais, projetando 

uma alternativa ao xenotransplante (GOSPODAROWICZ, GREENBURG; ALVARADO, 1979). 

Outro estudo demonstrou que o endotélio corneano de bovinos serviu como modelo 

experimental e teve sucesso de replicação ex vivo mediante suplementação de fatores de 

crescimento, sob controle de temperatura, em meio de cultivo de plasma humano. O meio de cultura 
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suplementado garantiu a manutenção da transparência corneana e a morfologia hexagonal. 

Portanto, considerando a limitada capacidade de regeneração do endotélio da córnea, este estudo 

traz boas perspectivas para que, no futuro, haja maior interesse em elucidar os parâmetros da córnea 

de bovinos. Dessa forma, o endotélio da córnea de bovinos, se mantido em adequado substrato, 

pode servir como alternativa para o xenotransplante (CHOU; BURNOUF; WANG, 2014). 

Considerando as propriedades endoteliais  citadas anteriormente, sugere-se a espécie bovina como 

modelo experimental para transplantes corneanos, entretanto são escassos os estudos envolvendo 

a morfologia endotelial nesta espécie.  

Com a microscopia especular de contato foi possível analisar e mensurar os parâmetros 

endoteliais da córnea de bovinos. Os dados obtidos servirão de referência para análise do endotélio 

da córnea de bovinos.  
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A microscopia especular de contato viabilizou a avaliação e a documentação de parâmetros 

do endotélio bovino. Os dados obtidos através deste estudo proporcionaram uma base mais ampla 

de conhecimento referente à densidade celular e a morfologia endotelial e servirão como critérios 

para avaliação do endotélio da córnea de bovinos. Com relação a morfologia endotelial obervou-

se predomínio de células hexagonais. 
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