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Utilização do programa Cells Analyser® no estudo
comparativo entre imagens do endotélio de córneas
obtidas por microscopia especular

INTRODUÇÃO

O endotélio corneal é formado por uma camada única de células hexago-
nais aderidas à membrana de Descemet, que revestem posteriormente a córnea.
Exerce as funções de barreira à entrada de fluidos e de bomba ativa para
transporte de íons e água para a câmara anterior, mantendo a transparência
corneana e prevenindo o edema da córnea, que pode levar a baixa da visão(1-3).

A microscopia especular é uma técnica não invasiva, de fácil realiza-
ção, baseada na reflexão de um feixe luminoso incidente sobre a superfície
do endotélio corneal, onde parte deste feixe luminoso reflete de forma
especular, é captada pelo aparelho denominado microscópio especular de
córnea. A ampliação da imagem captada faz-se por um sistema óptico-
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Objetivos: Conhecer diferenças entre o número de células, área endotelial
avaliada e erro amostral, comparando amostras endoteliais de uma única
imagem endotelial, com amostras endoteliais constituídas pelo número
de células e imagens, orientadas por software específico. Métodos: Foi
realizado estudo transversal, comparando as amostras endoteliais com
e sem a intervenção do software. A amostra foi composta de 157 olhos.
Foram criados 2 grupos: Grupo 1: composto pelos dados amostrais da
primeira imagem dos exames; Grupo 2: composto pelos dados amostrais
que consideram o número de imagens necessárias para que o exame seja
considerado completo pelo software Cells Analyzer PAT. REC. (Grau de
confiança 95% e erro relativo 0,05). Os dados amostrais comparados
foram número de células contadas, área da amostra endotelial e erro
amostral. Utilizou-se o teste t Student bicaudal, para amostras parea-
das, com nível de 99% (p<0,01). Resultados: 157 (52,69%) exames neces-
sitaram de mais de uma imagem endotelial para que se superasse o número
mínimo de células endoteliais necessárias. Evidenciou-se diferença
estatisticamente significativa, do número de células das amostras en-
doteliais (p= 4x10-24), da área endotelial avaliada (p= 2x10-18) e do erro
amostral (p= 1x10-21) entre o Grupo 1 e o Grupo 2. Conclusão: O estudo
dos dados amostrais sem e com a intervenção do software Cells Ana-
lyser®, mostraram-se estatisticamente diferentes, com amostras maiores
e erros amostra.

RESUMO

71(1)25.pmd 21/2/2008, 13:0279



80 Utilização do programa Cells Analyser® no estudo comparativo entre imagens do endotélio de córneas obtidas por microscopia especular

Arq Bras Oftalmol. 2008;71(1):79-82

eletrônico para então ser direcionada a um software que reali-
zará a análise quantitativa e qualitativa do endotélio
corneal(4-5).

A microscopia especular é um recurso importante para o
estudo da morfologia endotelial afirmativa da Academia Ame-
ricana de Oftalmologia(6), corroborada por outros autores(1,7-11).

O software Cells Analyser® complementa a tecnologia dos
microscópios especulares existentes, pela incorporação dos
resultados destes equipamentos, obtendo o erro amostral e
indicando o número de células que devem ser consideradas
para tornar o resultado do exame endotelial representativo da
realidade do mosaico endotelial como um todo, inferindo-
lhes validade estatística e conseqüentemente médica, para
melhor definirem diagnósticos e condutas clínicas e/ou cirúr-
gicas, de modo a elevar a qualidade deste procedimento a um
novo patamar de confiabilidade médica(12).

O objetivo desta pesquisa é determinar, para amostras
endoteliais obtidas por meio de microscopia especular de
córnea, se existe diferença entre o número de células, área
endotelial avaliada e erro amostral, comparando a amostra
endotelial de uma única imagem do mosaico com a amostra
endotelial constituída pelo número de células, em tantas
imagens do mosaico quanto necessário, conforme indicação
do Cells Analyzer®.

MÉTODOS

Dos 292 olhos incluídos no universo de exames estudados
inicialmente, 135 (48,3%) foram considerados completos com
uma única imagem, por apresentarem número de células sufi-
cientes e conseqüentemente com erro menor que 5 %. Para
efeito de comparação utilizaram-se somente os exames na qual
foram necessárias mais de uma imagem endotelial. A amostra foi
então constituída de 157 (51,7%) olhos restantes, de 80 pa-
cientes com idade entre 13 e 87 anos com média de 48 e desvio
padrão de 19 anos, que necessitaram de mais de uma imagem
para obter representatividade do mosaico endotelial ao grau de
confiança de 95% e erro amostral de 5%.

Os critérios de exclusão foram a presença de lesões com-
plexas anexas ao mosaico endotelial que comprometam sua
superfície posterior, de forma total ou parcial, como na cór-
nea guttata, distrofia endotelial de Fuchs, distrofia polimorfa
posterior e síndrome endotelial iridocorneal.

Todos os exames foram realizados pelo mesmo médico
oftalmologista, treinado na aquisição, processamento e ob-
tenção dos dados das amostras endoteliais em estudo.

A captação das imagens endoteliais foi realizada com
microscópio especular de contato com grande ampliação,
semi-automatizado, marca Bio-Optics® modelo LSM 2000C.

Após a captura das imagens endoteliais, consideradas
como amostras, todas as células contidas nas imagens foram
marcadas pela técnica da marcação dos centros celulares. Em
cada uma destas imagens os dados semiológicos (densidade
endotelial, área celular, coeficiente de variação e percentual

de células hexagonais) foram calculados pelo software Bambi
2000 Plus. Estes dados semiológicos calculados, além do nú-
mero de células contadas em cada imagem endotelial e da
idade do paciente em exame, foram digitados no software Cells
Analyzer® para gerar os dados amostrais estudados (número
total de células da amostra endotelial, área endotelial avaliada
em µm², área equivalente em mm² e erro relativo).

Para determinar o tamanho e o respectivo erro estatístico
das amostras endoteliais examinadas utilizou-se grau de con-
fiança de 95% e erro relativo 0,05 (5%). Por erro amostral enten-
de-se o erro relativo calculado pelo software Cells Analyzer®.

Para fim de análise estatística foram formados 2 grupos:
Grupo 1 composto pelos dados amostrais da primeira imagem
dos exames dos 157 olhos e grupo 2: composto pelos dados
amostrais dos exames dos 157 olhos que consideraram o
número de imagens necessárias para que o exame seja consi-
derado completo pela análise do software Cells Analyzer®,
com erro relativo inferior a 5%.

Os dados das amostras serão relatados por meio de estatís-
tica descritiva. As amostras pareadas serão comparadas, pelo
teste t -Student bicaudal com nível de 99% (p<0,01), quanto ao
número de células contadas, área endotelial avaliada e erro
amostral(13).

RESULTADOS

Nos 157 olhos da amostra, em 143 (91,1%) foram necessárias
duas imagens com número médio de 106 células por imagem
considerada, em 12 (7,6%) foram necessárias três imagens com
número médio de 78 células por imagem considerada, em dois
(1,3%) foram necessárias quatro imagens com número médio de
58 células por imagem considerada (Gráfico 1).

Os resultados dos dados amostrais estudados foram: 1)
Número de células existentes nos exames endoteliais: no
grupo 1 a média foi de 104 ± 27 células e no grupo 2 a média
foi de 214 ± 54 células. A comparação da média do número de
células contadas entre os grupos 1 e 2 apresentou diferença
estatisticamente significativa com p= 4x10-24 (Tabela 1).

Gráfico 1 - Número de células na primeira imagem e na amostra total
validados com 2, 3 ou 4 imagens (Goiânia, 2006)
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1) Área endotelial avaliada: no grupo 1 a média da área
endotelial avaliada foi de 39.766±6.743; e no grupo 2 a
média da área endotelial avaliada foi de 79.805±23.790. A com-
paração da área endotelial avaliada apresentou diferença esta-
tisticamente significativa com p= 2x10-18, entre o Grupo
1 e o Grupo 2 (Tabela 1).

2) Erro amostral nos exames de microscopia especular de
córnea: no grupo 1, a média do erro amostral foi de 6,0±1,80%,
e no grupo 2, a média do erro amostral foi de 3,9±0,56%. A
comparação entre a média do erro amostral com p= 1x10-21,
entre o Grupo 1 e o Grupo 2 apresentou diferença estatistica-
mente significativa (Tabela 1).

DISCUSSÃO

A escolha do tema desta pesquisa deve-se à observância,
em eventos científicos e na clínica diária, de inúmeras aplica-
ções da microscopia especular de córnea e ao interesse de se
conhecer a qualidade estatística das amostras endoteliais
obtidas pelo exame, considerando a inexistência de relatos
científicos sobre o perfil do erro amostral no exame de mi-
croscopia especular da córnea(14-15).

Com a utilização do Cells Analyzer® a maior parte dos
exames realizados foram considerados incompletos, necessi-
tando de mais de uma imagem do mosaico endotelial, para
que o número de células (amostra endotelial) fosse considera-
do adequado. O maior número de imagens relatado no estudo
foi quatro, porém caso exista maior heterogeneidade na mor-
fologia das células endoteliais, poderá ser necessário número
de imagens maior que quatro.

Nas menores densidades endoteliais as células são maio-
res o que determina menor número de células nas imagens dos
microscópios especulares, pois a área documentada é sempre
fixa e característica para cada marca de aparelho. Este é outro
fator que determina a necessidade de maior número de ima-
gens para validação do exame endotelial(16-20).

A idade dos pacientes cujos exames foram realizados variou
da segunda à nona década de vida, evidenciando sua heteroge-
neidade etária. Fato que reforça a necessidade de auxílio infor-
matizado para cálculo do tamanho amostral para a microscopia
especular de córnea. Para cada década de vida existe padrão
distinto de morfologia endotelial a ser considerada na determi-
nação do tamanho da amostra de células endoteliais(4,21-22).

O erro amostral médio existente nos exames do grupo 1,
com uma única imagem, foi superior ao utilizado na maioria
dos estudos realizados pela ciência médica (grau de confian-
ça de 95% e erro relativo de 5%). Com a captação de novas
imagens endoteliais, distintas das anteriores, e o aumento do
número de células consideradas, foi possível validar todos os
exames endoteliais realizados. Este fato demonstra que a
metodologia utilizada é efetiva.

Fica evidente, a existência a diferença estatística entre os
dados das amostras endoteliais dos exames de microscopia
especular de córnea, quando comparadas amostras endoteliais
de uma única imagem endotelial, com amostras endoteliais
obtidas sob orientação de software específico, com tantas célu-
las e imagens quanto indicadas por este, pois as comparações
realizadas demonstraram resultados estatisticamente inques-
tionáveis, pois o valor de p calculado tende a zero.

O software Cells Analyser® foi objetivo em orientar a deter-
minação do tamanho das amostras endoteliais e calcular o erro
amostral nos exames de microscopia especular. Fica evidente
sua importância na rotina do exame endotelial para que se
realizem exames com erro tolerável (menor que 5%), conferin-
do-lhes representatividade e reprodutibilidade.

Sugere-se, como forma de padronização, que o cálculo do
tamanho amostral e a determinação de erro amostral sejam
utilizados de forma rotineira nos serviços que dispõe de mi-
croscópio especular de córnea. Esta metodologia não deve
ser empregada para exame do mosaico endotelial que apre-
sente estruturas complexas, tais como córnea guttata, distro-
fia endotelial de Fuchs, distrofia polimorfa posterior e sín-
drome endotelial iridocorneal.

CONCLUSÃO

Comprovou-se existência de diferença estatística entre
número de células contadas, a área das amostras endoteliais e
o erro amostral nos exames de microscopia especular, quando
comparadas amostras endoteliais de uma única imagem en-
dotelial com amostras endoteliais obtidas sob orientação de
software específico (Cells Analyser®), com tantas células e
imagens quanto indicadas por este, mostrou-se estatistica-
mente diferente, com amostras maiores e erros amostrais me-
nores, após a intervenção do software Cells Analyzer®; o que
evidencia a importância do seu uso para se obter exames de
microscopia especular de córnea com representatividade, pa-
dronização e reprodutibilidade.

ABSTRACT

Purpose: To describe differences between number of cells,
evaluated endothelial area and relative error comparing en-
dothelial samples from one endothelial image with endothelial
samples obtained by guidance of a specific software, with
number of cells and images as many as necessary. Methods: A
transversal study was performed, comparing the endothelial

Tabela 1. Análise estatística do número de células, área da amostra
endotelial e erro amostral consideradas entre os grupos 1 e 2

(Brasília, 2006)

Variável  Grupo 1 Grupo 2 P bi-caudal
Número de  104 ± 27  214± 54  4x10-24 
células contadas
Área da amostra 39.766 ± 6.743 79.805± 23.790   2x10-18 
endotelial (µm2)
Erro amostral  6 ± 1,8 3,9± 0,56 1x10-21 
Teste t-Student
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samples with and without intervention of the software. The
sample consisted of 157 eyes. They were divided into 2
groups. Group 1 consisted of data of the first image and group
2 consisted of data from as many images as necessary for a
complete examination guided by the Cells Analyser software
(95% confidence interval and 0.05 relative error). The eva-
luated data were number of counted cells, equivalent eva-
luated field (mm2) and relative error. Student’s t test with 99%
confidence interval (p<0.01) was used. Results: The compa-
red data showed statistically significant differences between
groups 1 and 2 in cell count (p=4x10-24), evaluated endothelial
field (p=2x10-18) and relative error (p=1x10-21). Conclusion: The
study of the sample data with or without the analysis of the
software Cells Analyzer® showed statistically significant
differences showing clearly the importance of using it in order
to obtain representative, standardized and reproducible re-
sults of specular microscopy examination.

Keywords: Endothelium, corneal; Microscopy/methods; Sta-
tistical analysis; Software; Reproducibility of results; Compa-
rative study
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