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SINTESIS
El endotelio corneal ha sido objeto de interés por su posibilidad de estudio
clinico. Con el objetivo de describir las caracteristicas morfolégicas y
morfométricas del endotelio a través de la microscopia especular de no
contacto, se realizd un estudio transversal de serie de casos, donde se
incluyeron 1 076 ojos de 538 adultos sin alteraciones corneales, atendidos en el
Instituto Cubano de Oftalmologia “Ramén Pando Ferrer’, en el periodo
comprendido de enero de 2015 a enero de 2017. La comparacion de las medias
de las diferentes variables morfométricas y morfolégicas se realiz6 con un
analisis de varianza de un factor y para los conteos celulares, el andlisis de
varianza de medidas repetidas. Para evaluar la confiabilidad, se decidié hacer
un analisis de concordancia con el coeficiente de correlacion intraclase. Al
disminuir las células endoteliales con la edad, disminuye el porcentaje de
células hexagonales, aumenta a su vez el coeficiente de variaciéon, el tamafio
promedio celular y la paguimetria, sin existir diferencias entre ambos sexos. Los
valores de las medias no mostraron diferencias significativas en ambos ojos
segun los diferentes conteos celulares. Los valores de los coeficientes de

correlacion intraclase y la concordancia interobservadores fueron altos.



SIGLAS

ICO: Instituto Cubano de Oftalmologia

ME: Microscopia especular

OD: Ojo derecho

Ol: Ojo izquierdo

T: Paquimetria éptica

N: Numero de células contadas

MIN: Célula con el menor tamafio

MAX: Célula con el mayor tamafio

AVG: Promedio entre el tamafio minimo y maximo de las células contadas
SD: Desviacion estandar del tamafio

CV: Coeficiente de variacion

CD: Densidad celular

HEX: Hexagonalidad

mm: Milimetros

um: Micras

cél/mm?: Células por milimetros cuadrados
DE: Desviacion estandar

CCI: Coeficiente de correlacion intraclase
D: Dioptria

MAVCC: Mejor agudeza visual con correccion

MAVSC: Mejor agudeza visual sin correccion
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INTRODUCCION
El endotelio corneal ha sido objeto de interés por su posibilidad de estudio
clinico en poblaciones de individuos sanos a nivel internacional en los dltimos
afios.®
La visualizacion del endotelio corneal es posible desde que Vogt, en 1919,
describié la biomicroscopia especular, método similar que utiliz6 Graves, en
1924, para describir la alteracién endotelial de Fuchs.®’ David Maurice en 1968,
realiz fotografias de la superficie posterior de la cérnea en un ojo enucleado de
conejo y publicé una imagen del endotelio corneal; a su vez, describe el primer
microscopio especular que posteriormente Laing, en 1975, modifica para poder
fotografiar el endotelio in vivo del ser humano y permitir obtener imagenes con y
sin contacto corneal con una magnificacion de 200 aumentos, y un haz de luz
estrecho. En la década de los afios 90 se desarrolla el primer sistema de
anélisis del endotelio corneal asistido por un ordenador.?®
La cérnea esta constituida por cinco capas: epitelio, membrana de Bowman,
estroma, membrana de Descemet y endotelio. El endotelio corneal es una
monocapa de células cuboideas que forman un mosaico hexagonal y, a su vez,
la udltima capa de la cornea, constituye la superficie posterior que contacta
directamente con el humor acuoso. Dua describe una sexta capa localizada en
el estroma premembrana de Descemet, compuesta de cinco a ocho laminas de
colageno tipo | sin queratocitos.'®*?
Al nacer, el ser humano tiene una densidad celular endotelial que fluctia entre

3 500-4 000 cél/mm2** En el adulto joven existen entre 3 000 y 3 500



cél/mm?, y se estiman como criticas la cifras entre 500 y 700 cél/mm?2.* Las
células endoteliales son planas de forma hexagonal, miden cinco um de
espesor; su nucleo mide siete um de diametro y cada célula endotelial presenta
en la superficie apical de 20 a 30 microvellosidades de 0,5 um de longitud que
se proyectan a la camara anterior.® Presentan una capacidad limitada de
proliferacion in vivo, porque se mantienen en la fase G1 de la mitosis, ademas
de realizar un bombeo hidrico desde el estroma de la cérnea, mecanismo que
impide la imbibicion acuosa del estroma (edema) y mantiene su
transparencia.!’™*°

El desarrollo de la cérnea se inicia aproximadamente a los 39 dias de
gestacion; en la octava semana las células procedentes de la cresta neural
adoptan una forma de monocapa o endotelio, que emigran centralmente desde
el anillo de la vesicula o6ptica. La formacion del endotelio parece estar
determinada por inhibicion de contacto con el cristalino, donde la cérnea actia
como substrato. El aumento gradual de la transparencia corneal ocurre en la
segunda mitad del periodo de gestaci6n.*®

El endotelio corneal se encuentra a continuacion de su supuesta membrana
basal: la membrana de Descemet. Al otro lado se encuentra en contacto con el
humor acuoso y presenta una superficie lisa, que permite buenas condiciones
Opticas y deriva de la cresta neural del neuroectodermo. A pesar de llamarse
endotelio, no tiene un origen comun con el endotelio de los vasos sanguineos

que derivan del endodermo.**



La pérdida endotelial se manifiesta ademas por el polimegatismo (diversidad de
tamafo entre las células), pleomorfismo (diversidad de formas) y aumento de la
poligonalidad, asociado a un incremento de la permeabilidad.?>*? Por existir
gran reserva funcional del endotelio, la descompensacion metabdlica solo se

23-26

produce cuando la pérdida celular es extrema. Publicaciones

internacionales®”?° indican que existe una pérdida celular fisiolégica asociada a
la edad. Durante la infancia esa disminucion es de 0,8 £+ 1,1 % y en pacientes
adultos sin enfermedad ni cirugia ocular, de 0,6 + 1 %. Esta pérdida en el adulto
va a inducir cambios morfolégicos celulares.®*3? Adultos de mediana edad
pueden tener un rango entre 2 700 a 2 900 cél/mm?y adultos mayores de 75
afios densidades endoteliales, entre 2 400 y 2 600 cél/mm?3

Un estudio comparativo de densidad de células endoteliales en poblaciones de
Japon, India y Estados Unidos reveld un valor mas alto en los japoneses, y mas
bajo en los habitantes de la India.*®* En estudios realizados por el Instituto
Cubano de Oftalmologia en adultos mayores se reporta® una densidad celular
media de 1 926 a 1 495 cél/mm?. En un estudio similar realizado en pacientes
con indicacion de cirugia de catarata, la densidad celular media fue de 2 238
cél/mm?. Las publicaciones existentes en Cuba solo describen las
caracteristicas del endotelio corneal en el adulto mayor y en pacientes con
indicacion de cirugia de catarata.®

1 Novedad y actualidad del tema

La morfologia microscopica de los tejidos de la superficie ocular solo podia ser

evaluada a través del analisis histolégico.



El creciente desarrollo cientifico-tecnolégico de la Oftalmologia ocurrido en los
altimos afos, ha permitido profundizar en el conocimiento de la morfofisiologia
del tejido corneal mediante la utilizacién de la microscopia Optica.

La novedad de esta investigacion radica en que no se han encontrado estudios
publicados en Cuba que analicen las caracteristicas morfolégicas vy
morfomeétricas del endotelio corneal en adultos sin alteraciones corneales.
Constituye también un tema de actualidad porque después de la aplicacion,
décadas atras, de la microscopia de reflexion endotelial de contacto corneal
para el uso clinico en vivo y en el donante corneal para trasplantes que es un
procedimiento mas complejo, debido al riesgo de contaminacion y por ser
menos exacto en el conteo celular, se introdujo la microscopia de no contacto
gue supera y mejora este aspecto al disponer de un sistema de imagenes y
almacenamiento que permite cuantificar el espesor corneal, y cualificar la
poblacion celular de la monocapa endotelial, principal estructura para la
supervivencia de un tejido con nutricion avascular y sujeta a cambios en el
decursar de la vida.

Para ello se aplicé una tecnologia cuyo funcionamiento se inici6 en Cuba en el
afio 2006: el microscopio especular de no contacto Topcon SP 3000P.

El surgimiento y desarrollo del microscopio especular, a diferencia de los
microscopios convencionales, da una imagen refleja de la interfase Optica que
existe entre el endotelio corneal y el humor acuoso. Es una técnica que permite
obtener imagenes con gran amplificacion de las células endoteliales y

proporciona una vision clara sin alterar su funcién ni su morfologia.333¢3°



Con este examen se puede realizar un recuento endotelial por area de
superficie y determinar si existe una alteraciéon en la forma o tamafio. Estos
parametros son indicadores de la capacidad funcional del endotelio corneal. Es
una prueba diagnostica de gran utilidad clinica, y es la modalidad semioldgica
mas objetiva para evaluar clinicamente el endotelio corneal, especialmente para
casos operados que requieran una segunda intervencion intraocular, o cuando
se sospecha de una disfuncidn endotelial corneal de causa primaria o
secundaria. Entre los posibles usos clinicos se encuentra también la evaluacion
de las cérneas donantes.***2

La microscopia especular presenta como principales ventajas, ser una prueba
no invasiva que permite valorar las caracteristicas celulares in vivo, tanto en
pacientes como en tejido corneal con finalidad de trasplante; mide la reserva
endotelial y la salud general del endotelio que puede estar afectada por
determinadas enfermedades oculares y sistémicas.***°

En los trasplantes de cérnea que incluyan endotelio, la microscopia especular
se hace imprescindible tanto para la seleccion y viabilidad del tejido donante,
como para la indicacion, evaluacion y seguimiento a largo plazo del receptor. A
su vez, tomar decisiones terapéuticas ante una pérdida celular acelerada sin
causa aparente.*

2 Fundamentacion teorica

Existen estudios internacionales que han publicado acerca de la relacion de la

densidad celular y la morfologia con la edad, género y origen étnico.



En general, existe un consenso respecto a una clara relacién inversa entre la
densidad celular endotelial y la edad en poblaciones normales.**33

Los datos obtenidos tienen importantes aplicaciones para fines diagnosticos y
en la toma de decisiones terapéuticas previos a cirugias oculares o como
seguimiento de estos. Sin embargo, en adultos cubanos sin alteraciones
corneales, no se han descrito las modificaciones morfolégicas y morfométricas
gue acontecen en el endotelio corneal, ademas, no existen resultados que
expongan la relacién entre las variables bioldgicas y los valores morfométricos y
morfologicos del endotelio corneal en Cuba. Tampoco existe un consenso en
relacion a la cantidad de células contables al realizar la microscopia especular.
La microscopia especular permite realizar el andlisis de las células endoteliales
al evaluar:®®*? grosor o paquimetria; espesor corneal en el sitio donde se
realiza el examen (T, thickness); nimero de células contadas (N, number);
célula con el menor tamafio en el area analizada (MIN, minimum); célula con el
mayor tamafo en el area analizada (MAX, maximum); promedio entre el tamafio

minimo y maximo de las células contadas (AVG, average); desviacién estandar

del tamafo (SD, standard deviation); coeficiente de variabilidad existente en lo

gue respecta al tamafio celular (CV, coefficient variation); hexagonalidad:

porcentaje de ceélulas hexagonales existentes en el area analizada (HEX,
hexagonality); densidad celular: nimero de células por mm? en el &rea

estudiada. (CD, cellular density).




3 Problema cientifico

Existe la necesidad de realizar estudios que permitan conocer las
caracteristicas del endotelio corneal en adultos cubanos sin alteraciones
corneales.

El microscopio especular ofrece la ventaja de realizar un analisis cualitativo y
cuantitativo de las células del endotelio corneal al permitir obtener imagenes de
alta resolucién que ayudan a definir si es un endotelio completamente sano y
funcional, imprescindible para mantener la transparencia corneal. Ante esta
posibilidad surgen las siguientes interrogantes:

¢, Cudles seran las caracteristicas morfologicas y morfométricas del endotelio
corneal en adultos sin alteraciones corneales?

¢ Existen diferencias en los valores morfolégicos y morfométricos del endotelio
corneal segun la cantidad de células evaluadas?

¢Seran confiables los conteos celulares de las variables morfolégicas vy
morfométricas del endotelio corneal?

4 Hipotesis

No hay diferencias entre las caracteristicas morfologicas y morfométricas del
endotelio corneal segun la cantidad de células evaluadas.

5 Objeto de la investigacion

Morfologia y morfometria del endotelio corneal aportado por el microscopio

especular en adultos sin alteraciones corneales.



6 Objetivo general

Describir las caracteristicas morfolégicas y morfométricas del endotelio corneal
en adultos sin alteraciones corneales.

7 Objetivos especificos

1. Describir si existe relacion de los valores morfolégicos y morfométricos segun
la edad y el sexo.

2. Estimar los valores morfolégicos y morfométricos del endotelio corneal segun
la cantidad de células evaluadas.

3. Evaluar la concordancia interobservadores para los diferentes parametros
estimados segun los diferentes conteos celulares.

8 Resumen del disefio metodolégico

Se realiz6 una investigacion con un disefio de estudio descriptivo y transversal
de serie de casos, donde se incluyeron 1 076 ojos de 538 adultos sin
alteraciones corneales, atendidos en la consulta de Cirugia Refractiva del
Instituto Cubano de Oftalmologia “Ramén Pando Ferrer”, que asistieron a
consulta de forma consecutiva en dos afos.

Los resultados parten de imagenes obtenidas por microscopia especular de no
contacto TOPCON SP 3000P mediante la seleccion de 50 células continuas de
la zona central y el método de conteo manual a marco central. La seleccion de
las variables a incluir en la investigacion estuvo determinada por las revisiones
bibliograficas realizadas que conforman el marco teorico de este trabajo.

Los datos fueron obtenidos directamente del sujeto y se recolectaron en el

modelo creado para este fin. Se confeccion6 una base de datos en el programa



Microsoft Office Excel 2007 y sus datos fueron procesados mediante el
programa SPSS version 20. Se emplearon los porcentajes y los numeros
absolutos para resumir las variables cualitativas; en el caso de las cuantitativas,
la media con su desviacion estandar (DE) y el intervalo de confianza del 95 %.
La comparacion de las medias de las diferentes variables morfolégicas y
morfométricas segun la edad y el sexo se realizé con un andlisis de varianza
de un factor (ANOVA). Las comparaciones multiples se hicieron con la prueba
de Scheffe.

Para comparar las medias de los diferentes conteos de las variables
morfolégicas y morfométricas se utilizd6 un andlisis de varianza de medidas
repetidas de un factor (ANOVA de medidas repetidas).

Para evaluar la confiabilidad se selecciond una muestra aleatoria de 100
adultos sin alteraciones corneales (200 ojos) del total de la muestra investigada
(538). Se decidié hacer un analisis de concordancia con el coeficiente de
correlacion intraclase (CCl).

Se emplearon diversos métodos cientificos durante la investigacion, entre los
que se encuentra el histérico, utilizado en el analisis de las tendencias
generales y particulares. También se empleo el hipotético-deductivo, a partir del
planteamiento de una hipoétesis, que se analiza deductiva e inductivamente. La
entrevista como método sociolégico, se utilizd para la adquisicion de
informacion durante la constatacion del problema cientifico y la obtencion de
resultados. La investigacion requirio de una revision bibliografica relacionada

con el tema abordado, fundamentalmente con los resultados internacionales,



por lo que se emplea el analitico-sintético. También se us6 el método
matematico, el cual esta relacionado con la naturaleza estadistica de la
informacion.

9 Aporte de la investigacién

Aporte teodrico: Es el primer estudio en Cuba en el cual se describen las
caracteristicas morfolégicas y morfométricas del endotelio corneal aportadas
por el microscopio especular de no contacto.

Aporte practico: Contribuye a realizar un estudio méas detallado y profundo del
endotelio corneal en los adultos sin alteraciones corneales que se atienden en
la consulta. Esta investigacion establece la descripcion morfolégica y
morfométrica de las células endoteliales en un niumero de adultos cubanos sin
alteraciones corneales. Permite a su vez establecer el nimero de células
endoteliales contables confiables para los diferentes parametros estimados,
obtenidos mediante la microscopia endotelial. Este estudio pudiera ser punto de

partida para otros ulteriores en el pais.
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CAPITULO I.

MARCO TEORICO
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CAPITULO I. MARCO TEORICO

El presente capitulo expone los elementos fundamentales que constituyen
basamentos tedricos del actual estudio. Se resumen los principios épticos y de
funcionamiento de la microscopia especular y las caracteristicas de la cornea
normal por microscopia especular.
I.1 Objetivos
e Explicar los principios o6pticos y generales de funcionamiento de la
microscopia especular de la cornea.
e Describir la cornea normal a través de la microscopia especular.
.2 Principios 6pticos y generales de funcionamiento de la microscopia
especular de la cérnea.
La visualizacién del endotelio corneal es posible desde que Vogt, en 1919,
describiese la biomicroscopia especular. Desde finales de los afios sesenta
cuando Maurice introdujo el microscopio especular, se han desarrollado
numerosas variantes con el fin de perfeccionar el estudio del endotelio. El
estudio de las imagenes ha evolucionado desde niveles experimentales en
investigaciones de laboratorio, hasta las aplicaciones en pacientes sanos y
enfermos. Los modernos métodos de analisis de imagen asistido por un
ordenador, permiten un estudio morfolégico y morfométrico del endotelio mas
completo y afiaden al clasico criterio de densidad celular otros como el cambio
de tamafio y el pleomorfismo, que contribuyen a una mejor comprension de las
variaciones que acontecen a nivel del endotelio, tanto fisiologicas como

patolégicas.® 93¢
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La microscopia especular es una prueba no invasiva que permite valorar las
caracteristicas in vivo de las células endoteliales. En sus inicios permitia
obtener imagenes con y sin contacto corneal con una magnificacion de 200
aumentos; aflos mas tarde se desarroll6 la microscopia especular de campo
ancho. Los sistemas originales que utilizaban un haz ancho obtenian la imagen
de un mayor numero de células, pero con menor contraste. En la actualidad, los
microscopios utilizan un haz ancho con sistemas épticos que proporcionan una
imagen de buena calidad y un mayor campo de vision.>*

El endotelio corneal joven y sano se observara como un mosaico regular
formado por células de forma hexagonal y de tamafio semejante. Son células
con citoplasma de aspecto cuboidal en seccién transversal. EI hexagono es
probablemente la forma dominante, ya que al ser desde un punto de vista
geométrico casi circular, permite cubrir completamente el plano endotelial, que
mantiene el perimetro celular total y el espacio intercelular de forma minima.>*
La célula endotelial humana tipica mide cinco um de altura y 18-20 um de
ancho, con un nucleo redondeado de siete um de diametro, y una superficie
posterior recubierta por un numero variable de microvellosidades que se
proyectan hacia la camara anterior.?°

El andlisis de las imagenes especulares se puede realizar de manera
cualitativa, mediante la morfologia celular, o de manera cuantitativa, mediante
un recuento endotelial y un analisis morfométrico. Se pueden utilizar varios
métodos disponibles dentro del software incluido en el microscopio especular:

método central, marco fijo o marco variable.”*">
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Un haz de luz es un conjunto de particulas o rayos luminosos con un mismo
origen y que se propaga sin dispersion. Cuando un haz de luz choca contra una
superficie puede ser reflejada, trasmitida, absorbida o una combinacion de
todas ellas.*

Para la obtencién de la imagen con el microscopio especular, la luz pasa a
través de una hendidura e ilumina la cérnea. Parte de esta luz es reflejada por
la superficie anterior de la cornea, otra parte se refleja en la interfase formada
por el humor acuoso y el endotelio, el resto de la luz se dispersa por las capas
de la cérnea. El lente objetivo del microscopio recibe la luz reflejada y parte de
la que se dispersa, lo que genera una imagen.>>*®

En determinadas condiciones de la superficie corneal como irregularidades,
cicatrizaciones o presencia de guttas, la luz se refleja en diversas direcciones y
no puede observarse, lo que genera una imagen oscura. El reflejo especular se
produce entonces en una interfase regular y uniforme entre los medios con
distinto indice de refraccion, donde el angulo de incidencia de la luz es igual al
angulo de reflexion. La interfase entre el humor acuoso y el endotelio forma una
superficie reflectante porque tienen diferentes indices de refraccion: el indice de
refraccion de las células endoteliales es de 1,376 mayor que el indice de
refraccion del humor acuoso, 1,336; el porcentaje de luz reflejada es de 0,022
%.°°8 (Anexo 1)

Para reconocer el endotelio anormal se requiere conocer la apariencia del

endotelio normal. El andlisis cualitativo completo requiere la identificacion de la

14



estructura celular, limites celulares y sus intersecciones, la configuracion del
limite oscuro, y la presencia de estructuras acelulares.>®
Los microscopios especulares de no contacto incluyen el SP 3000P (Topcon

Medical Systems Inc., Paramus, NJ, USA), Konan (Konan Medical USA,

Torrance, CA, USA), y el EM-1100 (Tomey, Erlangen, Germany).*®

Actualmente existen varios microscopios especulares: el SP 3000P cubre todas
las necesidades del analisis de las células endoteliales y la paquimetria gracias
a sus funciones de facil uso y a una amplia diversidad de opciones.®°

El SP 3000P, mide la densidad de las células endoteliales y el grosor de la
cornea, es de facil uso, fiable, y aporta comodidad al paciente. Dispone de tres
modos para la captura de imagenes (automatico, semiautomatico y manual),
posee una rapida alineacion automética en tercera dimensién; centra el
instrumento a la distancia precisa de trabajo para obtener imagenes
sistematicas y repetibles. Sus cinco objetivos de fijacion permiten realizar
mediciones simultaneas, ademas de un monitor en color integrado y analisis de
datos que puede funcionar conjuntamente con IMAGEnet.?® (Anexo 2)

El microscopio especular de no contacto Topcon SP 3000P permite obtener
fotografias del endotelio corneal y esta disefiado para acoplarse a un sistema
digitalizador de imagenes que permitira la posterior visualizacion de las
obtenidas en la pantalla del ordenador y para ello es necesario la instalacion de

un software (IMAGEnet) que permite realizar de forma automatizada el estudio

morfolégico y morfométrico de una fotografia endotelial y, ademas, ofrece la
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alternativa de trazar y corregir manualmente los limites celulares en la pantalla

del ordenador.”’

Es necesario obtener imagenes fotograficas nitidas, excluir en el recuento las

zonas de guttas, desechar aquellas células de los extremos cuyo contorno no

aparezca en su totalidad y ser muy exhaustivo en la maodificacion celular
manual. Con los contornos celulares definitivos, el ordenador analizara
nuevamente y nos informara los resultados de los parametros ya modificados.”’

Existen factores que afectan la calidad de la imagen observada con el

microscopio especular, que incluyen la apertura numérica del objetivo y la

limpieza de la superficie frontal; cualquier suciedad puede afectar la calidad de
la imagen, de ahi la importancia de proteger el equipo de la contaminacion y la
suciedad. Los fabricantes recomiendan que al equipo se le realice una limpieza

y un alineamiento cada dos o tres afios.®*

Existen varios modelos de microscopios especulares que se catalogan segun

tengan o no contacto corneal y nos ofrecen tres modos de captura de la imagen

endotelial, segin las condiciones de los ojos del paciente:®?

e Automatizados: con alineacién y descarga automatica; este modo no exige
virtualmente ningan adiestramiento, es rapido y conveniente para cualquier
usuario.

e Semiautomatizado: la alineacion manual permite al usuario el control de la
ubicacion de la lectura. El autodisparado simplifica la captura, atil en

pacientes con dificultad de fijacidon o con cérneas irregulares.
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e Manual: se realiza descarga y alineacion manual como método bésico; util
en corneas con deébil reflexion u otras anomalias.

El SP 2000P (Topcon Corp. Tokio, Japdn) es un microscopio especular de no
contacto, que presenta la ventaja de contar con un foco automatico ademas de
un programa externo de manejo de las imadgenes muy versatil (IMAGEnet
2000).%

El nuevo modelo de microscopio especular Topcon SP 1P introduce un
procedimiento de captura totalmente automatico junto con un disefio moderno y
ergonomico que facilita su uso y aumenta su eficiencia. Un gran monitor de
pantalla tactil giratoria de 10.4 pulgadas que elimina la necesidad de una
palanca de mando, y se puede activar a varios angulos, para una mejor
interaccidn con el paciente. Este moderno equipo de origen japonés totalmente
robotizado, permite analizar la capa de células endoteliales de la cornea con
una fotografia de campo amplio. Estas dos caracteristicas lo distinguen de otras
marcas porqgue realiza un analisis mas preciso y amplio ya que incluye un area
mayor de estudio.®*®*

Existen otros como el CellChek SL fabricado en 2014, que ofrece auto-
alineacion, enfoque automatico, auto-captura y conteo celular automatico,
permite la captura facil de imagenes consistentes y de alta calidad del endotelio
corneal del paciente, que utiliza un método patentado para identificar la posicién
de la interfase celular. Ambos microscopios especulares EM-3000 y EM-4000
(Tomey) permiten obtener fotografias y realizar un analisis automatico del

endotelio corneal e incorpora varias funciones de visualizacion de la imagen del
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endotelio corneal con las formas de las células trazadas. La presentacion de las
diferentes areas y formas estructurales de las células en diferentes colores
permite una mejor comprension, y también genera histogramas que muestran la
distribucion por areas o polimegatismo, y en el apex el pleomorfismo con la
distribucién segun el tipo de formas poligonales.®

El CEM-530 (Nidek, Japon); es el unico microscopio especular en el mercado
gue captura imagenes paracentrales y periféricas, lo que proporciona una
informacion integral del endotelio corneal central.®®®’

El nuevo Perseus (CSO, lItalia) es un equipo completamente nuevo, basado en
una funcion de auto-alineacion y enfoque totalmente automaticos.

La capa endotelial es la mas activa metabdlicamente y también la mas fragil de
la cérnea. En el tejido donante podemos estudiarla de dos formas: mediante
microscopia especular y con microscopio éptico de laboratorio.®®

Uno de los microscopios especulares mas utilizado en el banco de ojos a nivel

mundial, es el Konan Eye Bank KeratoAnalyser. Este posee una camara de alta

resolucion que proporciona imagenes de las células endoteliales de gran
calidad, con una magnificacion de entre 350 y 440 veces. Dispone de cinco
métodos posibles para realizar el conteo endotelial. El método que se emplea
habitualmente consiste en marcar el centro de un conjunto de células contiguas
para la realizacion del andlisis, donde se selecciona un maximo de 200 células.
De este andlisis dependera la decision de si la cOrnea es util para trasplante

penetrante, endotelial o lamelar anterior.®®
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La tecnologia actual de la microscopia especular de no contacto reduce el
riesgo de dafio epitelial de la cornea, las infecciones, y la presencia de
artefactos y su realizacion es facil de hacer. Los parametros que pueden
calcularse y de mayor interés son: paquimetria, densidad endotelial, coeficiente
de variacion y hexagonalidad.

[.3 La cérnea normal por microscopia especular

El microscopio especular corneal es un microscopio reflector de luz que la

proyecta sobre la cérnea y forma una imagen que refleja una interfase éptica de

los tejidos corneales, principalmente la interfase entre el endotelio corneal y el
humor acuoso. El endotelio normal de personas jovenes muestra un patron

hexagonal regular que, con la edad, pierde la regularidad.*® (Anexo 3)

I.4 Conclusiones

e La microscopia especular es una prueba no invasiva que permite valorar las
caracteristicas in vivo de las células endoteliales. La imagen con el
microscopio especular se obtiene al pasar la luz a través de una hendidura
e ilumina la cornea. El lente objetivo del microscopio recibe la luz reflejada y
parte de la que se dispersa, o que genera una imagen.

e El estudio de la cdérnea por microscopia especular facilita el analisis
morfolégico y morfométrico del endotelio mas completo, que afade al
clasico criterio de densidad celular, otros como el cambio de tamafio y la
forma, que contribuyen a una mejor comprension de las variaciones que

acontecen a nivel del endotelio.

19



CAPITULO Il.

METODO

20



CAPITULO Il. METODO

En este capitulo se presenta la descripcion del disefio que abarca los criterios
de seleccion de los pacientes, las variables seleccionadas, las técnicas y
procedimientos que permitieron dar respuesta a los objetivos de investigacion
trazados asi como los aspectos éticos.

Se realiza un estudio observacional, descriptivo y transversal de serie de casos,
en adultos sin alteraciones corneales atendidos en el Servicio de Cirugia
Refractiva del ICO “Ramén Pando Ferrer”’, desde enero de 2015 a enero de
2017, con la finalidad de conocer las caracteristicas morfolégicas y
morfométricas del endotelio corneal brindado por el microscopio especular de
no contacto TOPCON SP 3000P.

[I.1 Universo

Constituido por los adultos sin alteraciones corneales que asistieron a consulta
de Cirugia Refractiva.

[1.2 Criterios de seleccion

[I.2.a Criterios de inclusion:

e Adultos mayores o iguales de 20 afios, sin alteraciones corneales.

e Disposicion a participar en el estudio.

[1.2.b Criterios de exclusion

Se excluyeron de este estudio aquellos pacientes que presentaron las
siguientes alteraciones:

e Pacientes con 0jo unico.

e Pacientes con antecedentes de cirugias oculares previas.

21



e Pacientes con Ametropias de mas de una dioptria del componente
esferocilindrico.

e Pacientes portadores de lentes de contacto.

e Pacientes con diagndstico de Uveitis.

e Pacientes con antecedente de Trauma ocular.

e Pacientes con diagnéstico de Glaucoma.

e Pacientes con pérdida de la fijacion, paralelismo o alteraciones de la
motilidad ocular.

e Pacientes que presenten en el momento del estudio, cualquier afeccidon
ocular.

e Pacientes con diagndstico de Diabetes Mellitus.

e Pacientes con diagnéstico de Enfermedad Pulmonar Crénica.

e Pacientes con diagnéstico de Insuficiencia Renal Crénica.

e Pacientes que no cooperaron en la realizacién de la microscopia especular.

[1.3 Muestra

Finalmente el estudio contd con una muestra que incluyé 538 adultos sin

alteraciones corneales (1 076 0jos), que acudieron de manera consecutiva al

Servicio de Cirugia Refractiva del ICO “Ramén Pando Ferrer”, desde enero de

2015 a enero de 2017, segun los criterios antes expuestos.

I1.4 Operacionalizacién de las variables

Para dar salida a los objetivos propuestos se utilizaron las siguientes variables:

e Edad: cuantitativa discreta, segun afios cumplidos de los pacientes

agrupadas en:
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20 - 29 afios
30 - 39 afios
40 - 49 afios
50 - 59 afios
60 - 69 afios
70 afios y mas

e Sexo: cualitativa dicotomica, se considerara sexo bioldgico y se clasificara
como masculino y femenino.

Variables morfométricas:

e Paquimetria: variable cuantitativa continua. Medida por microscopia
especular del grosor corneal central, expresada en micras (um). Evaluada
en la seccion de la mafiana en consulta externa para evitar la variabilidad
horaria en la medicion.

e Densidad de células endoteliales: variable cuantitativa continua. Definida
como el nimero de células por mm? en el area estudiada, calculada por
modo automatico a través del software del microscopio especular disefiado
para este calculo, que utiliza el area predeterminada y la imagen de
endotelio corneal.

Variables morfologicas:

e Hexagonalidad: variable cuantitativa continua. Definida como el nimero de
células con seis éapices del contorno. Indica el porcentaje de células
hexagonales existentes en el éarea analizada, calculado por modo

automatico a través del software del microscopio especular.
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e Coeficiente de variaciéon: variable cuantitativa continua. Caracteriza la
variabilidad existente en lo que respecta al tamafio celular. Se calcula
mediante la division del area media celular por la desviacion estandar,
expresado en por ciento. Se considera polimegatismo cuando el diametro
celular es mayor que el doble de la célula endotelial normal (20 micras),
calculado por modo automatico a traveés del software del microscopio
especular.

e Tamafio minimo celular: variable cuantitativa continua. Definida como el
area minima de las células analizadas (medida en pm?).

e Tamafio maximo celular: variable cuantitativa continua. Definida como el
area maxima de las células analizadas (medida en pm?).

e Tamaio promedio celular: variable cuantitativa continua. Definida como el
promedio entre el tamafio minimo y maximo de las células contadas,
calculado por modo automatico a través del software del microscopio
especular.

e Cantidad de células evaluadas: variable cuantitativa discontinua.
Clasificada segun el numero de células evaluadas en 20, 30, 40, 50, 60, 70
células.

[I.5 Técnicas y procedimientos

En cada adulto se realiz6 interrogatorio y examen oftalmolégico completo para

verificar los criterios de inclusion o exclusién. ElI examen oftalmologico se

realizé en una etapa previa a la microscopia especular de la cornea.
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[I.5.a Examenes Oftalmologicos

Mejor agudeza visual con correccion (MAVC) y sin ella (MAVSC), unidad de
refraccion NIDEK: para determinar la vision y cuantificar el déficit visual.
Tonometro de aire: para evaluar los valores de la presion intraocular. auto
refractdmetro NidekARK - 530

Biomicroscopia, Lampara de hendidura (HAAG - STREIT BQ 900): se
realizé para observar las caracteristicas del segmento anterior.
Oftalmoscopia directa, Oftalmoscopio directo (NeitzPsu - 1): se realizd para
detectar las posibles lesiones del segmento posterior.

Microscopia endotelial, Microscopio endotelial (Topcon SP 3000P): para
estudiar el endotelio de la cornea y evaluar el nUmero de células, su formay
tamafio. El autor de la investigacién decide realizar la seleccion de las
células endoteliales de forma manual y no utilizar el analisis de los

pardmetros del recuento endotelial con el software IMAGEnet (programa

que realiza una asignacion de los contornos celulares de manera
automatica), debido a los resultados obtenido en un estudio previo que
realizé y con el que pudo comparar los valores cuantitativos del software
automatizado de la microscopia especular de no contacto SP 3000P, con la
aplicacion del sistema de correccion manual; por ello concluydé que la
evaluacion del endotelio corneal resulté mas eficaz cuando se delinean las
formas celulares manualmente, lo que resulté ser una alternativa efectiva,
pero requiere una mayor inversion de tiempo en comparacion con el conteo

manual.®’
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[1.5.b Descripcién del Microscopio Especular SP 3000P

El dispositivo (figura 1) comprende
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Figura 3. Microscopio Especular. Introducir la fecha de realizacion.



Figura 5. Microscopio Especular. Enfoque en superficie anterior corneal

para obtener la imagen del endotelio corneal.

L./C)0001 080317 '-‘

Figura 6. Microscopio Especular. Seleccion de las células endoteliales.
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Figura 8. Microscopio Especular. Conteo manual. La flecha verde sefiala, a
la derecha e inferior la opcion para el calculo posterior a la seleccion de 50
células. Método central.

La cOrnea esta constituida por cinco capas: epitelio, membrana de Bowman,
estroma, membrana de Descemet y endotelio. Mediante el microscopio
especular es posible analizar solamente su Ultima capa, el endotelio corneal.™
Para obtener cuantitativamente los valores morfolégicos y morfométricos se
pueden utilizar varios métodos disponibles dentro del software incluido en el

microscopio especular:”>"%
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e Marco fijo: el examinador selecciona las células endoteliales que estan
completamente dentro de un area determinada. Para evitar mediciones
sobrestimadas de las células que se encuentran en el borde del marco no se
seleccionan todas, sino las que estén en dos de los cuatro bordes o también
se puede dividir por dos el nimero total de células de los bordes del marco.

e Marco variable: el examinador selecciona los bordes que rodean un grupo
de células endoteliales y luego se cuentan las células al interior de este.

e Meétodo central: se selecciona el centro de las células endoteliales contiguas

en un area determinada. Este fue el empleado en el presente trabajo.

=

Figura 9. Microscopio Especular. La flecha verde sefala, a la derecha y

superior, el namero de células endoteliales seleccionadas.
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Figura 10. Microscopio Especular. La flecha verde sefala los valores de

paquimetria dptica central.
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Figura 11. Microscopio Especular. La flecha verde sefiala los valores de
densidad celular.
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Figura 12. Microscopio Especular. La flecha verde sefiala los valores de
hexagonalidad.
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Figura 13. Microscopio Especular. La flecha verde sefiala los valores del

coeficiente de variabilidad.
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Figura 14. Microscopio Especular. La flecha verde sefiala los valores del

tamafio minimo de las células.
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Figura 15. Microscopio Especular. La flecha verde sefiala los valores del
tamafio maximo de las células.
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Figura 16. Microscopio Especular. La flecha verde sefiala los valores del

tamafio promedio de las células.
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Figura 17. Microscopio Especular. Endotelio corneal al evaluar 20, 30, 40,

50,60y 70 células.

[1.5.c Descripcion de la técnica de medicion

Colocar la cara del examinado en una mentonera de altura ajustable y
apoyar su frente.

El examinador centra la imagen en la pupila.

Iniciar el proceso automéatico con el enfoque en la cérnea hasta obtener el
reflejo especular del endotelio.

Proceder al conteo celular para realizar el andlisis cualitativo y cuantitativo

del endotelio corneal.
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e EIl procedimiento es independiente para cada ojo del examinado y debe
repetirse si la imagen del mosaico endotelial no es nitida.

I1.6 Técnica de recogida de la informacion

La fuente de informacion utilizada fue el registro de adultos sin alteraciones

corneales atendidos en el Servicio de Cirugia Refractiva del ICO “Ramdn Pando

Ferrer”, y de las historias clinicas individuales.

[I.7 Técnica de procesamiento

Para la recogida del dato primario se utiliz6 una base de datos previamente

elaborada por el autor de la investigacidon donde se encontraban incluidas las

variables objeto de estudio. Los datos se obtuvieron directamente de los adultos

sin alteraciones corneales y se recolectaron en el modelo creado para este fin.

Se confecciond una base de datos en el programa Microsoft Office Excel 2007 y

sus datos fueron procesados mediante el programa SPSS version 20.

[1.8 Andlisis estadisticos

Se emplearon los porcentajes y los numeros absolutos para resumir las

variables cualitativas; en el caso de las cuantitativas, la media con su

desviacion estandar y el intervalo de confianza del 95 %. La comparacién de las

medias de las diferentes variables morfolégicas y morfométricas segun la edad

y el sexo se realiz6 con un analisis de varianza de un factor (ANOVA). Las

comparaciones multiples se hicieron con la prueba de Scheffé. Para comparar

las medias de los diferentes conteos de las variables morfol6gicas y

morfométricas se utiliz6 un andlisis de varianza de medidas repetidas de un

factor (ANOVA de medidas repetidas).
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Evaluacion de la confiabilidad

Para evaluar la confiabilidad se seleccion6 una muestra aleatoria de 100
adultos sin alteraciones corneales (200 ojos), del total de la muestra investigada
(538). Se realizé segun el numero de células evaluadas en 20, 30, 40, 50, 60,
70. Se decidi6 hacer un analisis de concordancia con el coeficiente de
correlacion intraclase (CCI) cuya formula se expone a continuacion:

ccr < k- SCentre — SSt0T.4L
(k=1)-SStora

El CCI es una proporcién por tanto, los valores pueden oscilar entre 0 y 1, de
modo que la maxima concordancia posible corresponde a un valor de CCI=1.
En este caso, toda la variabilidad observada se explicaria por las diferencias
entre sujetos y no por las diferencias entre los diferentes conteos celulares o los
diferentes observadores. Por otro lado, el valor CCI=0 se obtiene cuando la
concordancia observada es igual a la que se esperaria que ocurriera so6lo por
azar. Este coeficiente indica qué parte de la varianza total de las observaciones
de los conteos celulares, se debe a los sujetos; cuando es alta (cercanoa 1 o al
100%) se asume que la variacién entre observadores es baja ya que solo hay
dos fuentes de variacion.®

Se evaluo primero la concordancia entre los diferentes conteos celulares de las

variables antes referidas y posteriormente interobservadores.
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Los dos observadores fueron el autor de la tesis y otro especialista. Ambos
trabajan en el mismo departamento, tienen el mismo tiempo de experiencia y de
entrenamiento con el uso del microscopio especular.

[1.9 Consideraciones éticas

Desde el punto de vista ético la investigacion estuvo justificada ya que se
realiz6 de acuerdo con lo establecido en el Sistema Nacional de Salud y
previsto en la Ley No.41 de Salud Pdblica, en correspondencia con la
Declaracion de Helsinki.”

Se ofrecié a los individuos y a sus familiares, una explicacion sobre la
investigacion, su importancia, los beneficios e inconvenientes, a partir de ser un
estudio no agresivo ni obligatorio. Se obtuvo el consentimiento informado de las
personas que participaron y su aprobacion se constaté mediante la firma de
estos individuos. Se anexa modelo de consentimiento informado. (Anexo 4)

La confidencialidad de la informacion obtenida se respeté y se garantizd su
utilizacion Unicamente para el desarrollo de este trabajo. Por la inocuidad del
meétodo, el microscopio especular no representa ningun riesgo para la salud
ocular.

El disefio de investigacion presentado responde a los propésitos de la misma,
con un adecuado control, procesamiento y analisis de la informacion, lo que
permite llegar a conclusiones certeras para el abordaje del problema cientifico
planteado. Los aspectos que se trataron fueron: proposito del estudio,
procedimientos a realizar, beneficio de la investigacion, alternativa de participar

o no y la declaracion de consentimiento.
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CAPITULO IIl. RESULTADOS

Los resultados encontrados por el autor en el trabajo se abordan en este
capitulo. Se exponen los principales resultados obtenidos en la investigacion en
el periodo de estudio, en correspondencia con los objetivos de investigacion
propuestos.

[1l.1 Resultados

Se estudiaron 538 adultos sin alteraciones corneales (1 076 0jos), de los cuales
329 (61,2 %) fueron del sexo femenino y 209 (38,8 %) del masculino. La media
de la edad fue de 44,6 + 16,7 afios.

El rango del valor promedio de paquimetria oscilé entre las 496,9 y 514,7
micras en ambos ojos, con una variabilidad de 26,5 a 32,8 micras. Segun
grupos de edades no hubo diferencias en cuanto a la paquimetria en el ojo
derecho (p=0,380), y para el ojo izquierdo (p=0,583). Sin ser diferencias
significativas, para el ojo derecho se aprecia una tendencia decreciente de los
valores desde los 20 a los 69 afos; el ojo izquierdo tiene un comportamiento
similar con excepcion del grupo de 50-59 afios en los que se incrementd con
respecto al grupo anterior (508,5 vs 504,9), para disminuir nuevamente en el
grupo de 60-69 afos (503,5). Es muy peculiar que a pesar de no existir
diferencias significativas, en el grupo de edad de 70 y mas afios en ambos 0jos,
presentan valores de espesor corneal superiores al resto de los grupos. En el
caso del ojo derecho (514,7 + 26,5), asi como en el ojo izquierdo (512,1 +
26,9). Se encontr6 una media de paquimetria central de 506,2 + 31,2 um.

(Tabla 1)
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Tabla 1. Estadisticos descriptivos de la paquimetria central (um) segun

edad y ojos derecho e izquierdo.

Media + DE IC de 95 % Media + DE IC de 95 %

20-29

o S079E328  5023-5136  5099%326  5043-5155

30- 39
o S036%315  4973-5100 5094324 5028-5150
4:_'9‘:9 501,1+287  4953-507,0  5049+315  4984-5113

50 - 59
o S0B5E314 4974-5006 5085313 50245146

60 - 69
o f90%313  4891-5045 50358285 4964-5108
70;[:'7” 51474265  5069-5224  512,1£269 504,2 - 520,0

p* 0,380 0,583

*Analisis de varianza de un factor (ANOVA)

En relacion con la densidad, existieron diferencias significativas entre los
diferentes grupos de edades en ambos ojos (p<0,001). En el caso del ojo
derecho, las diferencias fueron entre el grupo de 20-29 afios con todos los
restantes (p<0,05); entre el de 30-39 con el de 40-49, 50-59, 60-69 y =70
(p<0,001). Entre el grupo de 40-49 y 270 (p=0,002). En el ojo izquierdo, excepto
entre el grupo de 20-29 y 30-39 (p=0,052), existieron diferencias significativas

entre el grupo de 20-29 y los demas (p<0,001).
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Existieron diferencias significativas entre el grupo de 30-39 y 50-59, 60-69 y 70
y mas afios (p<0,001); entre el grupo de 40-49 y 60-69 (p=0,006) y 70 y mas
afios (p=0,001). Se encontré una media de densidad celular promedio de 2 514
+ 324,0 cél/mm?. (Tabla 2)

Tabla 2. Estadisticos descriptivos de la densidad celular (cél/mm?) seguln

edad y ojos derecho e izquierdo.

Media * DE IC de 95 % Media * DE IC de 95 %
20-29
i 27590%3080  27042-28005  27383:2863  2689,0-27866
30- 39
oo D033%2612  25504-26563 261422810  25573-26712
40 - 49
i MS0E2TT1 2423-25158 24083125  24269-25549
50 - 59
Cos 9582026 230§-24411 2420552396 2373024672
60 - 69
on  B23%358  22416-24031 2307022954  22338-23802
7°ny_:;as 22437 £2472  21712-23164  2263.0+2356  2193.9-2332.3
p* <0,001 <0,001

*Analisis de varianza de un factor (ANOVA)
Los valores de las medias de la hexagonalidad (%) mostraron diferencias
significativas (p<0,001) en ambos ojos segun los diferentes grupos de edad. En

el ojo derecho, las diferencias fueron entre el grupo de 20-29 y los de 30-39
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(p=0,012), 60-69 (p=0,001) y 70 y mas (p=0,016). En el ojo izquierdo, las
diferencias estuvieron entre el grupo de 20-29 y 60-69 (p=0,012), asi como con
el de 70 y mas (p=0,026). La media de la hexagonalidad de forma general fue

de 59,1 + 13,1 %. (Tabla 3)

Tabla 3. Estadisticos descriptivos de la hexagonalidad (%) segun edad y

ojos derecho e izquierdo.

Media * DE IC de 95 % Media * DE IC de 95 %
20-29 64,0 £ 14,0 61,6 - 66,5 63,4 +12,8 61,2 - 65,6
n=132
3:_-93(;9 57,6 £ 13,1 55,0 - 60,3 58,7+12,8 56,2 - 61,4
4:_'919 58,7 + 11,1 56,4 - 61,0 59,7+ 15,8 55,1-64,4
50-59 589+11,8 56,0 - 61,8 57,7+145 54,9 - 60,6
n=104
6:_'629 56,4 + 11,3 54,2 - 58,6 56,5+ 11,8 54,1-58,9
70 y mas
n=A7 56,1+ 11,6 52,7-59,5 56,2 + 13,3 52,9-59,5
p* <0,001 <0,001

*Andlisis de varianza de un factor (ANOVA)

Los valores de las medias del coeficiente de variabilidad (%) mostraron

diferencias significativas (p<0,001) en ambos ojos segun los diferentes grupos
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de edades. En el ojo derecho, las diferencias estuvieron entre el grupo de 20-29
y 50-59 (p=0,001), 60-69 (p=0,037) y 70 y mas (p<0,001). En el ojo izquierdo,
las diferencias estuvieron entre el grupo de 20-29 y 50-59 (p=0,005), 60-69
(p=0,016) asi como 70 y mas (p=0,026). La media del coeficiente de variabilidad

fue de 30,0 £ 6,0 %. (Tabla 4)

Tabla 4. Estadisticos descriptivos del coeficiente de variabilidad (%) segun

edad y ojos derecho e izquierdo.

Media + DE IC de 95 % Media + DE IC de 95 %
20-29 279+55 26.9-2838 278+52 269-287
n=132
3:_'9? 305+52 290 - 32,1 205+57 295-31,9
4:_'919 206+48 28.6-30,6 304+54 293-315
50-59 314467 302-328 309+66 296-322
n=104
6:_'629 309+63 294-325 307+60 281-31,0
70 y mas
a7 318459 30,6 -33.1 313453 297-330
p* <0,001 <0,001

*Analisis de varianza de un factor (ANOVA)
En relacion con el menor tamafo en el area celular analizada existieron

diferencias muy significativas (p<0,001) en ambos ojos.
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En el ojo derecho, las diferencias fueron entre el grupo de 20-29 y 50-59
(p=0,006), 60-69 (p=0,003), y 70 y mas (p<0,001). En el ojo izquierdo, las
diferencias fueron a expensas del grupo de 20-29 y 50-59 (p=0,036), 60-69
(p=0,022) y 70 y mas (p<0,001). Entre el grupo de 30-39 con 50-59 (p=0,012),
50-59 (p=0,001), 60-69 (p=0,001) y 70 (p<0,001). La media del menor tamafio

en el area celular fue de 189,0 + 40,0 um?. (Tabla 5)

Tabla 5. Estadisticos descriptivos de la célula con el menor tamafio en el

area analizada (um?) segun edad y ojos derecho e izquierdo.

MediaDE  IC de 95% Media £ DE IC de 95 %

20-29
i 17634350  1703-1824 17944353  1734-1856
3:_'929 1741£320  1676-1806 1715313  1652-1780
4:_'9‘:9 19054437  1816-1995 19314352  1858-2003

50 - 59
"y 19654370  1894-2038 19704423  1888-2052

60 - 69
. 2006+440  1898-2116 2008522  1878-2137
7°n{:;as 2113+353  2010-2217 21564359  2051- 2262

p* <0,001 <0,001

*Analisis de varianza de un factor (ANOVA)
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Los resultados del mayor tamafio en el area analizada de la célula mostraron
diferencias muy significativas en los dos ojos (p<0,001). En el ojo derecho, esas
diferencias estuvieron dadas entre el grupo de 20-29 y los demas grupos
(p<0,05), entre el grupo de 30-39 y 50-59 (p=0,014), 60-69 (p=0,001) y =70
(p=0,001), entre el de 30-39 y 50-59 (p=0,014), 60-69 (p<0,001). En el ojo
izquierdo, las diferencias fueron entre el grupo de 20-29 y los demas grupos
(p<0,05), entre el grupo de 30-39 y 50-59 (p=0,020) y =270 (p<0,001), entre el
grupo de 40-49 y 270 (p=0,007). La media del mayor tamano en el area celular

fue de 783 + 166,8 um?. (Tabla 6)

Tabla 6. Estadisticos descriptivos de la célula con el mayor tamafio en el

area analizada (um?) segun edad y ojos derecho e izquierdo.

Media+DE  ICde95%  MediaDE  ICde95%
A 67651304 6541-6991  6864%1458  6614-7116
039 7spx1179  T2BT-T65 762041343 7348-7802
4:;9‘19 7910+1332  7637-8187 795241533  7639-8267
Ny B318x1614  8004-8833  8433%1764  8091-8777
O o em7x1995  8253-9242 8171275 79028534

7°n\;;"7é5 8742+1605  8271-9214  9072£2133  8446-969,9

p* <0,001 <0,001

*Analisis de varianza de un factor (ANOVA)
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En relacion con el tamafio promedio celular segun edad, se demostrdo que
existieron diferencias muy significativas en ambos ojos (p<0,001). En el ojo
derecho, las diferencias estuvieron entre el grupo de 20-29 y los restantes
(p<0,05), entre el de 30-39 y 50-59 (p=0,001), 60-69 (p<0,001) y = 70 (p<0,001),
entre el 40-49 y 270 (p=0,003). En el ojo izquierdo, las diferencias fueron entre
los 20-29 con los demas (p<0,05). Entre el de 30-39 y 50-59 (p=0,029), 60-69
(p<0,001) y 270 (p<0,001). La media del tamarfio promedio celular fue de 405,5

+ 50,3 um? (Tabla 7)

Tabla 7. Estadisticos descriptivos del tamafio promedio celular (um?

segun edad y ojos derecho e izquierdo.

Media  DE IC de 95 % Media  DE IC de 95 %
20- 29
i 3679+441  3604-3756 3737437  3662-3813
30-39
o 3006423 3821-3992 3979414  389,6-4064
4:_'9‘:9 M15465  4020-4211  M21+473  4024-4218
50 - 59
"y 42014409 4122-4282  4198+363  412,7-4269
60 - 69
. 4301520  4172-4430 43324501  4208-4456
7°n‘[:‘;s M57+479  4316-4598 4446442 4316-4576
p* <0,001 <0,001

*Analisis de varianza de un factor (ANOVA)
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La paquimetria central, segun el sexo y la edad, revel6 solamente diferencias

significativas entre el sexo masculino y femenino para el grupo de edad de 30-

39 afos, en el ojo izquierdo 500,5 + 26,7 vs 515,1 + 34,7; (p=0,031). (Tabla 8)

Tabla 8. Estadisticos descriptivos de paquimetria central (um) segun edad,

sexo y ojos derecho e izquierdo.

20-29

Media
DE

Masculino
n=209

Femenino
n=329

506,9 + 31,7

508,8 34,0

0,740

Masculino
n=209

Femenino
n=329

508,4 + 33,4

511,1+32,0

0,633

30-39

Media
DE

498,6 + 27,9

506,9 + 33,5

0,207

500,5 £ 26,7

515,1 £ 34,7

0,031

40 - 49

Media
DE

505,6 + 30,0

498,8 + 28,0

0,277

509,2 + 34,5

502,6 +29,9

0,341

50 - 59

Media
DE

505,8 + 36,7

502,3 £ 28,7

0,590

5129 £35,7

506,3 +28,9

0,312

60 - 69

Media
DE

502,9 +28,3

4939 + 32,6

0,287

506,5 + 25,0

502,0 + 30,2

0,555

70 y mas
Media £
DE

508,0 + 28,0

5204 +24,2

0,112

511,1 £ 30,1

512,8 +24,3

0,832

*Pruebat de Student
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La densidad celular no mostré diferencias significativas entre el sexo masculino

y femenino en ningun grupo de edad (p>0,05) en ambos ojos. (Tabla 9)

Tabla 9. Estadisticos descriptivos de la densidad celular (cél/mm?) segln

edad, sexo y ojos derecho e izquierdo.

20-29

Media
DE

Masculino
n=209

Femenino
n=329

2716,0 £ 310,6

2793,0 + 299,4

0,150

Masculino
n=209

Femenino
n=329

2695,3 + 286,4

2776,4 +£282,8

0,105

30-39

Media
DE

2587,8 +202,5

2613,4 +294,7

0,616

2592,2 + 229,5

2628,6 + 311,2

0,538

40 - 49

Media
DE

2479,0 + 2454

24487 +293,5

0,618

2488,0 + 306,5

2492,3 + 318,1

0,949

50 - 59

Media
DE

2412,4 +220,5

2387,8 +239,4

0,615

24455 + 2654

2408,4 +227,0

0,461

60 - 69

Media
DE

2315,9 +269,8

23253+ 352,2

0,906

23445 + 2251

2289,1 + 3245

0,484

70 y mas
Media *
DE

2250,0 + 206,2

2238,2 +282,7

0,872

2284,0 +£259,3

22446 +£216,2

0,572

*Prueba t de Student
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Con respecto a la hexagonalidad no se demostré que existieran diferencias

significativas (p>0,05) entre los sexos para ningun grupo de edad. (Tabla 10)

Tabla 10. Estadisticos descriptivos de la hexagonalidad (%) segun edad,

sexo y ojos derecho e izquierdo.

20-29

Media *
DE

Masculino
n=209

Femenino
n=329

64,1+12,3

64,0154

0,969

Masculino
n=209

Femenino
n=329

63,3+12,3

63,4 +13,3

0,970

30-39

Media %
DE

56,8 + 12,1

58,1+ 13,8

0,662

56,7 £ 11,5

60,1+ 13,5

0,193

40 - 49

Media %
DE

58,3 £ 11,1

58,9+ 11,2

0,809

99,9 +16,6

59,6 £ 154

0,947

50-59

Media
DE

56,9 + 11,6

59,8 £11,9

0,357

56,2+114

58,5+ 15,7

0,455

60 - 69

Media *
DE

549+ 119

571+ 11,0

0,348

55,6+9,8

56,9 + 12,7

0,568

70 y mas
Media
DE

54,3+ 10,1

57,7+12,8

0,323

55,7 £ 15,7

56,3 + 12,1

0,851

*Pruebat de Student
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En relacion al coeficiente de variabilidad, tampoco se evidencié diferencias
significativas (p>0,05) entre el sexo masculino y el femenino en ningun grupo de

edad. (Tabla 11)

Tabla 11. Estadisticos descriptivos del coeficiente de variabilidad (%)

segun edad, sexo y ojos derecho e izquierdo.

Masculino Femenino Masculino Femenino
n=209 n=329 n=209 n=329

20-29
Media+x 27.8%6/1 278+50 0952 284+52 2712+52 0,204

DE
30-39
Media+ 31,0x57 300+48 048  30,6+64 290+53 0,279
DE
40 - 49
Media+ 29553 206+46 0868 31,0%55 30,053 0,403
DE
50 - 59
Mediax 332%75 306+6,2 0071  31,2+6,3 30,7+6,7 0,676
DE
60 - 69
Mediax 326%65 30,161 0137  31,0+57 305+6,2 0,689
DE
70 y mas
Media+ 30948 324+65 0230 30,3+47 322+58 0,259
DE

*Pruebat de Student
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En cuanto al menor tamafio celular promedio, tampoco se evidenci6 diferencias

significativas (p>0,05). (Tabla 12)

Tabla 12. Estadisticos descriptivos de la célula con el menor tamafio en el

area analizada (um?) seguin edad, sexo y ojos derecho e izquierdo.

20-29

Media £
DE

Masculino
n=209

Femenino
n=329

1755+ 34,4

1771 £ 35,7

0,805

Masculino
n=209

Femenino
n=329

181,1+ 34,4

178,0 £ 36,3

0,608

30-39

Media %
DE

1722 +28,3

1753+ 34,4

0,646

164,4 + 30,3

176,2 + 31,3

0,069

40 - 49

Media %
DE

198,5 + 30,7

186,3 £ 48,9

0,143

195,0 + 38,2

192,0 +33,9

0,695

50 - 59

Media
DE

192,2 +32,8

198,7 + 39,0

0,404

189,8 +434

200,5+41,6

0,232

60 - 69

Media *
DE

203,0+ 35,5

199,5 £ 47,9

0,768

194,1£43,5

203,9 + 56,1

0,485

70 y mas
Media
DE

219,0+294

204,6 + 39,1

0,166

216,2 + 35,3

215,0 + 371

0,908

*Pruebat de Student
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Respecto al mayor tamafio celular promedio, no se demostré que existieran

diferencias significativas (p>0,05) entre los sexos en los diferentes grupos de

edades en los dos ojos. (Tabla 13)

Tabla 13. Estadisticos descriptivos de la célula con el mayor tamafo en el

area analizada (um?) segun edad, sexo y ojos derecho e izquierdo.

20-29

Media
DE

Masculino
n=209

Femenino
n=329

684,0 + 128,6

670,0 + 132,6

0,539

Masculino
n=209

Femenino
n=329

707,8 £ 1451

667,5 + 144,8

0,114

30-39

Media
DE

761,8 £ 1221

746,5 + 1157

0,536

772,5 +101,2

755,0 + 152,6

0,535

40 - 49

Media
DE

816,0 + 135,2

778,0+131,3

0,191

831,6 £ 150,8

776,5 + 152,5

0,099

50 - 59

Media
DE

857,9 + 160,2

819,2 +161,6

0,253

8425+ 172,2

843,7+179,6

0,232

60 - 69

Media
DE

926,4 + 188,6

850,1 +201,9

0,151

8453 £ 1394

8105+ 1214

0,306

70 y mas
Media *
DE

897,7 +146,9

853,5+171,9

0,351

861,5 + 131,6

9475 + 2617

0,171

*Pruebat de Student
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En cuanto al tamafio celular promedio, no se demostré que existieran

diferencias significativas (p>0,05) entre los sexos en los diferentes grupos de

edades en los dos ojos. (Tabla 14)

Tabla 14. Estadisticos descriptivos del tamafio promedio celular (um?

segun edad, sexo y ojos derecho e izquierdo.

20-29

Media £
DE

Masculino
n=209

Femenino
n=329

373,8+439

362,7 £43,9

0,150

Masculino
n=209

Femenino
n=329

380,1 424

368,1 £ 44,4

0,116

30-39

Media
DE

388,9 +30,3

391,7 £48,8

0,728

403,3 + 35,1

394,4 £45,0

0,304

40 - 49

Media
DE

408,3 +£40,0

4132 +498

0,631

412,9 £ 39,6

411,6 £ 511

0,902

50 - 59

Media
DE

4175+ 38,5

4214 +423

0,655

418,1 £ 38,0

420,6 £ 35,8

0,745

60 - 69

Media
DE

4346 + 44,4

427,9 £55,6

0,631

433,0+413

433,3 54,2

0,981

70 y mas
Media
DE

4447 +478

446,5+489

0,898

4459 £ 478

4434 £ 417

0,846

*Prueba t de Student
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Segun los valores de paquimetria entre los diferentes conteos celulares no hubo
diferencias significativas entre ambos ojos (p=0,052). Se corroboré ademas que
existe una fuerte correlacion entre ambos ojos segun los valores de dicha
medicidén con un coeficiente de correlaciéon de Pearson de 0,864 (p<0,001).Los

valores de paquimetria son iguales en todos los conteos celulares. (Tabla 15)

Tabla 15. Estadisticos descriptivos de paquimetria central (um) por cada

0jo.

Media = DE 504,4 + 31,3 508,1 +31,2

IC de 95 % 501,7 - 507,1 505,4 - 510,7
0,052
Minimo 421 423
Maximo 598 604

*Pruebat para muestras independientes
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Se hicieron diferentes conteos para la densidad celular por cada ojo y no se

observaron diferencias significativas entre ellos en ambos ojos (p=0,590).

(Tabla 16)

Tabla 16. Estadisticos descriptivos de la densidad celular (cél/mm?) segln

cantidad de células por cada ojo.

Media £ DE IC de 95 % Min

20 2628,5 + 351,1 2558,8 - 2698,2 1898 3791

30 2637,5 + 361,3 2565,8 - 2709,2 1849 3796

40 2638,8 + 360,1 2567,4 -2710,3 1778 3774
Derecho 0,520

50 26445+ 3517 2574,7-2714,3 1826 3797

60 2653,5+ 3438 2585,3-2721,8 1789 3781

70 2654,0 £ 334,8 2587,6 - 2720,5 1790 3728

20 2635,5 + 360, 1 2564,1 -2707,0 1634 3492

30 2638,8 + 339,3 2571,4 - 2706,1 1635 3433

40 2638,7 +341,7 2570,9 - 2706,5 1625 3271
Izquierdo 0,119

50 2652,3 + 3415 2584,5 - 2720,1 1638 3330

60 2650,3 + 336,0 2583,7-2717,0 1640 3365

70 2659,6 + 335,3 2593,1 - 2726,1 1589 3399

* ANOVA de medidas repetidas
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Los valores de las medias de la hexagonalidad no mostraron diferencias

significativas (p>0,05) en ambos ojos segun los diferentes conteos celulares.

(Tabla 17)

Tabla 17. Estadisticos descriptivos de la hexagonalidad (%) segun

cantidad de células por cada ojo.

Media £ DE IC de 95 %

20 60,9+ 27,9 55,4 - 66,5 25 100

30 61,4 +16,7 58,1 -64,8 22 100

40 62,0+ 12,5 59,5-64,5 28 91
Derecho 0,457

50 62,4 + 12,6 59,9-64,9 31 92

60 62,8+ 11,5 60,5 - 65,1 30 93

70 63,3+ 11,1 61,1-655 36 90

20 60,7 + 274 55,3 - 66,2 24 100

30 64,2 + 16,0 61,0-674 20 100

40 64,8 + 13,6 62,1-67,5 30 100
Izquierdo 0,087

50 64,0+ 12,6 61,5-66,5 33 100

60 63,9+ 12,3 61,5 - 66,4 33 91

70 65,3+ 11,2 63,1-67,6 42 90

* ANOVA de medidas repetidas
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Los valores de las medias para el coeficiente de variabilidad no mostraron
diferencias significativas (p>0,05) en ambos ojos segun los diferentes conteos

celulares. (Tabla 18)

Tabla 18. Estadisticos descriptivos del coeficiente de variabilidad (%)

segun cantidad de células por cada ojo.

Media * DE IC de 95 %

20 276+59 26,4 -28,8 18 44

30 274+56 26,3 -28,6 17 42

40 274 +5/1 26,4 -284 18 42
Derecho 0,821

50 272+49 26,2 - 28,2 18 41

60 27251 26,2 - 28,2 18 40

70 27,3+47 26,4 - 28,2 19 39

20 268+59 26,1-28,4 16 47

30 269+54 259-28,0 16 44

40 274 +52 26,4 - 28,5 18 45
Izquierdo 0,072

50 27,7+49 26,7 -28,7 20 42

60 279+5,1 26,9-289 19 43

70 28,0+5,0 27,0-29,0 19 46

* ANOVA de medidas repetidas
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Los valores del tamafio promedio celular no mostraron diferencias significativas

(p>0,05) en ambos 0jos segun los diferentes conteos celulares. (Tabla 19)

Tabla 19. Estadisticos descriptivos del tamafio promedio celular (um?)

segun cantidad de células por cada ojo.

Media * DE IC de 95 %

20 388,9 £ 54,7 378,1-399,8 264 527

30 391,2+57,3 379,8 - 402,6 261 541

40 391,1+57,2 379,7 -402,5 264 544
Derecho 0,867

50 390,8 +55,4 379,8-401,8 263 548

60 391,0 £ 55,3 380,0-401,9 264 559

70 390,8 + 54,7 379,9-401,7 261 559

20 392,6 +57,5 381,2-404,0 286 612

30 392,6 + 56,8 381,3-403,9 291 612

40 395,9+58,5 384,2 -407,5 306 615
Izquierdo 0,063

50 395,2 + 58,1 383,7 -406,8 300 610

60 395,6 + 57,6 384,2 -407,0 297 610

70 396,6 + 58,3 385,0 - 408,1 294 629

* ANOVA de medidas repetidas
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Los valores de los coeficientes de correlacion intraclase (CCI) fueron todos altos
para las variables morfolégicas y morfométricas; los valores mas bajos fueron
para hexagonalidad, aunque fueron significativamente (p<0,001) diferentes de
0. Por ejemplo, para la densidad del OD el 95,7 % de las variaciones se deben

a los individuos y no a los conteos realizados por el especialista. (Tabla 20)

Tabla 20. Concordancia entre los diferentes conteos celulares segun

variables morfolégicas y morfométricas.

cC IC de 95 % CCl IC de 95 %

Densidad 0957 0943-0,98  <0,001 0940 0,921-0,95  <0,001

Hexagonalidad 0,630  0,552-0,707  <0,001 0621  0542-0,699  <0,001

Coeficiente de

- 0,831 0,784 - 0,873 <0,001 0,833 0,787 - 0,874 <0,001
variabilidad

Tamaiio

. 0,958 0,944 -0,969 <0,001 0,94  0,952-0,974  <0,001
promedio

*Coeficiente de correlacion intraclase
Otro aspecto evaluado fue la concordancia interobservadores; también excepto
para la hexagonalidad, los CCI fueron altos y significativamente diferentes de O

(p<0,001). Los valores mas elevados fueron las variables morfométricas.
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Por ejemplo, para el tamafio promedio del OD el 96,6 % de las variaciones se
debieron a los individuos y no a los especialistas que realizaron los conteos

celulares. (Tabla 21)

Tabla 21. Concordancia interobservadores para los diferentes conteos

celulares segun variables morfolégicas y morfométricas.

IC de 95 % CCl IC de 95 %

Densidad 0959  0932-0978  <0,001 0947 0914-0971  <0,001

Hexagonalidad 0569 0418-0,724  <0,001 0584  0435-0,735  <0,001

Coeficiente de
variabilidad 0,829 0,739 - 0,902 <0,001 0,846 0,763-0,913  <0,001
Tamaio
promedio 0,966 0,944 - 0,982 <0,001 0,971 0,953-0,984  <0,001

*Coeficiente de correlacién intraclase
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CAPITULO IV.

DISCUSION
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CAPITULO IV. DISCUSION

En este acapite final se realiza una comparacion de los resultados obtenidos
con publicaciones recientes acerca del tema y se exponen las consideraciones
gue otorgan validez a la investigacion.

La microscopia especular ha venido, a revolucionar, en los ultimos afos; el
estudio del endotelio corneal, debido a las limitaciones que existian con la
biomicroscopia con lampara de hendidura para realizar la evaluacion de la
morfologia y funcion endotelial y determinar a su vez el estado y el pronéstico
de dicho endotelio.” "

La observacion en vivo de las células endoteliales mediante la microscopia
especular permite conocer la densidad y la morfologia del endotelio corneal, al
compararla con el rango normal y valorar la susceptibilidad al dafio quirargico u
otros traumas. El endotelio corneal joven y sano, se observa como un mosaico
regular, formado por células de forma hexagonal y de tamafio semejante.>”"
Por medio de la microscopia especular no se observan células en mitosis; las
células endoteliales para poder cubrir los espacios que deja la apoptosis propia
de la senectud, cambian su forma y tamafio, fenOmenos conocidos como
polimorfismo y polimegatismo.” El estudio morfométrico de las células
endoteliales obtenido con microscopia especular facilita estudiar la paquimetria
y la densidad celular endotelial, asi como los indices morfolégicos (polimorfismo

y polimegatismo), que expresan de forma mas adecuada la reserva funcional

endotelial.
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El endotelio corneal es una monocapa de células que controlan el flujo de
solutos y agua entre la cdmara anterior y el estroma corneal, lo que determina
el mantenimiento de la transparencia corneal.™*

En ausencia de endoteliopatias primarias, como la distrofia de Fuchs, la
distrofia polimorfa posterior, el sindrome iridocérneoendotelial y la distrofia
endotelial hereditaria congénita, entre otras, existen otros factores que se han
asociado a la pérdida celular endotelial como la edad, el trauma quirargico, el
uso prolongado de lentes de contacto y las inflamaciones intraoculares.*

En el presente estudio, como en otras investigaciones consultadas, se
excluyeron a los adultos portadores de lentes de contacto por considerar que el
endotelio corneal es morfologica y fisiologicamente anormal al tener mayor
variacion en el tamafio celular y un incremento en la frecuencia de células no
hexagonales.?*

A su vez, los pacientes con glaucoma presentan una disminucion en el recuento
endotelial por las alteraciones metabdlicas que se producen en el endotelio
corneal relacionado con una menor concentracion de oxigeno en el humor
acuoso, ademas del uso prolongado de hipotensores oculares.’

Estudios donde se correlacionan la presencia de pterigion unilateral y la
densidad celular, sugieren que existe una disminucion del nimero de células
endoteliales en comparacién con el ojo contralateral.”"®

El autor de la investigacion decide utilizar un conteo celular manual de 50
células por la similitud con otros estudios internacionales, aunque en una

investigacion publicada realizada en el Instituto Cubano de Oftalmologia se
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demostré que segun la cantidad de células endoteliales evaluadas no hubo
diferencias significativas.’”"®

Algunos autores han publicado el nimero de células necesarias a estudiar para
el analisis del endotelio corneal y consideran que es suficiente un analisis entre
50-100 células. Sin embargo hasta el momento no existe un consenso en
cuanto a dicho parametro.®*23

La paguimetria es importante en el seguimiento de los cambios del espesor
corneal al permitir estudiar de una forma indirecta el proceso reparativo
endotelial in vivo. Desde el punto de vista paquimétrico, la cornea sana
presenta un patron de espesor conceéntrico, su grosor disminuye desde la
periferia hacia el centro. El espesor normal de la cérnea adulta en la zona
central es de 520-540 um y en la periferia de 660-700 um; esto es debido a que
la cérnea es una superficie prolata.”

El espesor corneal varia mucho a lo largo del dia y de la vida. Se ha
documentado que tras tres horas después de despertarnos del suefio, el
espesor disminuye entre 10-20 um en la cornea central y periférica. La calidad
de la pelicula lagrimal como el ambiente exterior, representan factores
importantes en las variaciones paquimétricas durante el dia.”®

El estudio del espesor corneal central y la densidad celular, son esenciales en
la practica clinica para la evaluacion de la cornea, la eleccion y la evolucion de
los procederes quirdrgicos y el manejo de los pacientes con afecciones oculares

o sistémicas.’®
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A pesar de los diversos métodos paquimétricos que existen actualmente, hay
gue tener en cuenta que no se puede verificar con exactitud el espesor corneal
con ningun método paquimétrico, ya sea basado en principios Opticos o en
ultrasonidos. Por lo tanto, aunque desde un punto de vista practico los métodos
son fiables a la hora de realizar un seguimiento longitudinal, los valores
paquimétricos no pueden sustituirse entre las diversas técnicas de medicién.”
El valor promedio del espesor corneal obtenido en esta investigacion, medido
con microscopio especular, es similar a los que encuentra Cardenas et al*® , en
una investigacion realizada en el ICO "Ramén Pando Ferrer”, en corneas de
pacientes con indicacion de cirugia de catarata, donde se obtuvo una
paquimetria promedio de 500,6 pum, y no se presentaron variaciones
estadisticamente significativas en ninguno de los grupos, sin embargo se
encontré un pico maximo en los mayores de 80 afios.®

La paquimetria ultrasénica es el método mas empleado y se considera el
estandar de referencia para la medicion del espesor corneal. Presenta una baja
precision ante cambios en el estado de hidrataciéon corneal, con tendencia a
infraestimar los valores en situaciones de edema corneal. Sus resultados son
dependientes del explorador y de la inclinacion con la que se coloque el
terminal de ultrasonidos sobre la cornea. Ademas, tiene el inconveniente del
uso de colirio anestésico para su realizacion, y el mismo puede producir
desepitelizaciones o alteraciones de la pelicula lagrimal.”® Sin embargo, el
microscopio especular también permite medir este parametro y ha mostrado

generar mediciones fiables y reproducibles.>*##%°
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Hay que tener en cuenta que el espesor corneal en pacientes jovenes es
superior al de personas mayores. Los factores que pueden estar asociados, es
la disminucion del niumero de queratocitos y la rotura de las fibras de colagenos
que se localizan a nivel del estroma corneal.”

La integridad del endotelio es esencial para el mantenimiento del grosor y de la
transparencia corneal en virtud de sus funciones de bomba metabdlica y de
barrera biol6gica al movimiento de fluidos hacia el estroma corneal, de manera
gue cualquier desequilibrio en ellas puede conducir a una excesiva hidratacion
corneal y a un aumento de su espesor como ocurre en edades avanzadas.* En
este aspecto coincide con los resultados obtenidos en esta investigacion.

La funcibn de bomba metabdlica esta dada porque las membranas celulares
contienen sistemas de transporte para iones, aminoacidos y carbohidratos, pero
las moléculas de agua no tienen ningdn mecanismo de transporte activo, sino
que se desplazan a favor de gradientes osméticos establecidos por un
transporte activo de iones.*®

Por otra parte, al comparar grupos étnicos, se demostro que el espesor corneal
en la poblacion caucasica era similar a la asiatica, pero mayor que la india. La
poblacion afroamericana presenta un espesor de 27 pum inferior a la raza
blanca.”

La medicion de la densidad celular endotelial ha sido ampliamente publicada en
distintos grupos poblacionales. Una comparacion de las densidades de células

endoteliales en las poblaciones de América y Japon entre edades similares,
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revelé un valor significativamente mayor en la poblacion japonesa que en la
americana.®’

En general, existe un consenso respecto a una clara relacion inversa entre la
densidad celular endotelial y la edad, en poblaciones normales. Ademas,
algunos datos han mostrado diferencias estadisticamente significativas en los
parametros endoteliales entre sexo.%®°

La densidad celular es el numero de células por unidad de superficie; constituye
un andlisis cuantitativo del endotelio corneal y refleja la integridad estructural.
La medida de la densidad de células endoteliales con microscopia confocal es
fiable y reproducible, con baja variabilidad inter e intraobservador, al ser
comparable con las imagenes y medidas obtenidas con microscopia especular.
Su estudio mediante microscopia especular es mas facil, pero el microscopio
confocal es util, sobre todo, en casos en los que esta Ultima no es posible o de
baja calidad por edema, opacidad o cicatrices.™

Bourne® encuentra en su estudio que a partir de los 18 afios, la densidad de la
celularidad del endotelio corneal central disminuye a una velocidad constante
de 0,3-0,6 % por afio, ademas existen diferencias raciales y geogréficas.®

En el adulto, el dafio endotelial es reparado gracias a la elongacion y migracion
de las células endoteliales adyacentes como consecuencia de este mecanismo
de reparacion; con la edad observaremos cambios respecto al tamafio las
células (polimegatismo) y a la forma, ya que estas pierden la hexagonalidad y

se convierten en células pleomorficas (polimorfismo).®?
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Las funciones del endotelio también se modifican a lo largo de la vida;
disminuye la funcién de bomba y aumenta la funcién de barrera. Sin embargo,
el endotelio tiene una reserva importante de células para mantener una funcion
de bomba y barrera suficiente a lo largo de la vida a pesar de agresiones que
puedan disminuir el recuento celular endotelial.*

En similitud con otras investigaciones, en el presente estudio se demostrd que
la densidad celular disminuyé progresivamente con la edad. Nasser y
colaboradores®, demostraron que existe una disminucién estadisticamente
significativa de las células endoteliales con la edad; y el porcentaje de pérdida
celular fue de 0,6 % anual.

Sopapornamorm®* investiga la densidad y morfologia endotelial de la poblacién
tailandesa. Se evaluaron 404 ojos de 202 voluntarios sanos (20-80 afios) con
microscopia especular, al igual que Martinez de la Casa®, en una poblacién
espafiola. Ambos, demostraron que existe una disminucién estadisticamente
significativa de las células endoteliales con la edad.

Martinez de la Casa®, utiliza en su estudio el microscopio especular de no
contacto Topcon SP 2000P, que permite obtener fotografias del endotelio
corneal en cinco zonas distintas (central, superior, inferior, nasal y temporal), y
reporta que la densidad celular es similar en la cornea central y periférica en
individuos jovenes, mientras que con la edad la cdérnea periférica muestra
mayor densidad celular que la central; dentro de la zona periférica, la zona

superior es la que cuenta con una mayor densidad celular.®®

66



El promedio de densidad celular endotelial en este estudio fue similar a
investigaciones realizadas recientemente en Nigeria, Turquia 'y en la poblacion
peruana en sujetos sanos.>>** En la poblacion irani al evaluar 525 ojos, reporté
valores muy inferiores en comparacion a esta investigacion.®

Padilla®® en una muestra de 320 pacientes (640 ojos) registra valores
superiores de densidad similares a los reportados en China con 700 pacientes
(1 329 ojos).*®

Méarquez®* en una muestra de 60 pacientes mujeres, adultas mayores, reporta
en su estudio que la densidad celular media fue de 1 926 cél/mm? entre 60 y 69
afios, la cual disminuy6é progresivamente hasta 1 495 cél/mm? en pacientes
mayores de 90 afios.

Higa®" report6 en la poblacién japonesa en el grupo de 40 afios (3 012 cél/mm?
+ 348) y la menor en el de 80 y mas afios (2 671 cél/mm? + 519).

Varios trabajos realizados en diferentes paises han publicado sobre la densidad
endotelial en relacion con la edad, y en su totalidad se demuestra que en este
aspecto existe una disminucion estadisticamente significativa de las células
endoteliales.?>3393%

Si bien existe coincidencia entre la mayoria de los investigadores en lo
anteriormente planteado, se observan diferencias en las cifras reportadas en
diversos paises, de la densidad celular endotelial. El autor opina que en este
particular, influyen los diferentes criterios que tienen en cuenta los autores, el

método empleado para realizar los calculos y el tipo de instrumento de medicién

empleado.
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Se describen dos fases de la pérdida celular asociada a la edad: la primera es
la pérdida celular o fase rapida, en la que la densidad de células endoteliales
centrales disminuye exponencialmente cerca de 3 500 cél/mm? a los 5 afios de
edad y de 3 000 cél/mm? a los 20 afios. Luego en la fase lenta, la pérdida
endotelial se produce a razén de 0,6 % = 1 % por afo, que resulta en un conteo
celular de 2 500 cél/mm? en la senectud.®*

Debido a que el endotelio mantiene su continuidad por migracién y expansion
de las células sobrevivientes, al disminuir las células endoteliales con la edad,
disminuye el porcentaje de células hexagonales (pleomorfismo) y aumenta el
coeficiente de variacién del tamafio celular (polimegatismo).%

La hexagonalidad refleja el nimero de células con seis apices del contorno;
indica el porcentaje de células hexagonales existentes en el area analizada. Se
aceptan como rango de normalidad de hexagonalidad, valores superiores al 50
%. Mientras mas cercanos se encuentran al 100 %, la forma celular estara
mejor conservada.”*® En patrones endoteliales severamente afectados desde el
punto de vista morfolégico, puede haber pérdida de la forma celular. El
pleomorfismo es la modificacién de formas celulares.*®

Yunliang®® reporta en su estudio iguales valores de hexagonalidad que los de
esta investigacién. Molina™ registra una hexagonalidad promedio inferior que
coincide con resultados similares a los descritos en la poblacion de Turquia y de
Tailandia.**

Nigeria es el pais donde se registré cifras inferiores al rango de normalidad.?

Pudiera estar en relacion con la presencia de enfermedades endémicas, que
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son muy comunes en las areas pobres del Africa Subsahariana. Una
investigacion realizada en 1002 pacientes, reporta que las causas mas
frecuentes de afectacion corneal son la queratitis microbiana (36,4 %) y los
traumas oculares (27,2 %). Sin embargo, otros estudios hacen referencia a la
presencia de enfermedades como el tracoma y la oncocercosis.**%

El coeficiente de variacion caracteriza la variabilidad existente en lo que
respecta al tamafio celular. Se calcula mediante la division del area media
celular por la desviacion estandar. El polimegatismo es el incremento en la
variacion del tamafio de las células; indica inestabilidad funcional endotelial con
valores promedio hasta un 40 %.%

El incremento de tamafio se justifica porque el citosol de las células endoteliales
estd sostenido por un citoesqueleto constituido por tres redes organizadas de
proteinas filamentosas compuestas por microfilamentos, filamentos intermedios
y microtibulos que facilitan, ademas de soporte celular y posibilidad de
movimiento intracelular, la plasticidad y adaptabilidad de la célula cuando ésta
tiene que ocupar lugares que previamente estaban tapizados por otras células
gue han desaparecido. El citoesqueleto permite esta ocupacion mediante la
distribucién de fuerzas de tension a través del citoplasma.*®*

La media del coeficiente de variabilidad en este estudio fue superior al 30 %, al
igual que los estudios realizados en la India, Filipina y China.?%% En la
poblacién irani, el coeficiente de variabilidad media fue de 24 %.%

En la poblacion mexicana aumento proporcionalmente con la edad, con valores

comprendidos de 28-35 %.%* Sin embargo, una muestra de adultos jévenes
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sanos de Torredn, México, que incluye 60 ojos de 30 adultos jévenes, obtiene
un 42 %.3 En otro estudio del mismo pais con una muestra mayor (350 0jos), no
se registraron cambios significativos en el coeficiente de variacién.”*

Méarquez®* en su investigacion sobre la variabilidad celular media informa de 37-
41 %, que se incrementé con la edad. Sopapornamorn®, en Tailandia, un 39,4
%. Nigeria reporté un 43,9 %, Turquia 34,3 % y Malasia 47,7 %.>*1%

El incremento del coeficiente de variabilidad y la aparicién del polimegatismo es
el resultado de un endotelio comprometido, y el primer paso hacia el desarrollo
de un edema corneal a mediano y largo plazo.*®®

Actualmente, la variacion en el tamafio y la forma de las células endoteliales
son indicadores mas especificos del dafio endotelial que la sola medida de la
densidad celular, por lo que conocer todos los parametros obtenidos por el
microscopio especular es de gran importancia para realizar una correcta
valoracién de las células endoteliales.'®

En esta investigacion se decide describir las células con el menor y mayor
tamafno en el area estudiada que en comparacion con otras investigaciones no
se reportan.

En relacion con el tamafo de las células endoteliales, Malasia reporta 382,8 +
47,7 um%% Nigeria 392,2 + 68,0 um?, Filipinas 363,0 + 40,3 m% y China 347,8
+ 46,1 pm?%.2°%% México reporta un tamafio de células similar al publicado en la
India, con 404,66 + 77,05 pm? y 403,6 + 63 pm?, respectivamente. Corona®

refiere en su estudio, un valor promedio de 383,6 + 42,2 pm?., algo menor que
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el de esta investigacion. Se aceptan como rango de normalidad valores
superiores a las 350 pm?.>*

Hay reportes contradictorios en relacion al sexo y la densidad endotelial,
algunos estudios han mostrado diferencias, pero al igual que en éste, otros
no.*

A pesar de existir diversos modelos de microscopio especular que permiten el
analisis morfoldgico endotelial, mediante conteo manual y otro mediante conteo
automatico sin la necesidad de que las células sean marcadas una a una,
existen diversos estudios que utilizan el conteo manual en sus
investigaciones. "%

Pizarro®® en su estudio, al evaluar mediante microscopia especular de no
contacto TOPCON SP 2000P y contar 20, 30, 40, 50 y 70 células, reporta que
existe una alta reproducibilidad en todos los conteos de células endoteliales y
que no existe diferencia entre numero de células estudiadas, resultados
similares a los encontrados en esta investigacion.

Pizarro®® al evaluar 20 células, el promedio de células endoteliales del ojo
derecho, fue 2 541,7 + 451,6 cél/mm? de 30 células 2 552,7 + 431,1; de 40
células 2 539,5 + 417,4; de 50 células 2 542,2 £ 397,5 y de 70 células 2 569,6 +
361,7.>° En este estudio se reporta al evaluar 20 células en el ojo derecho, 2
628,5 + 351,1; de 30 células 2 637,5 + 361,3; de 40 células 2 638,8 + 360,1; de
50 células 2 644,5 + 351,7; de 60 células 2 653,5 + 343,8 y de 70 células 2

654,0 £ 334,8. En ojo izquierdo, se registran valores para 20 células evaluadas

2 635,5 + 360,1 cél/mm?; en 30 células 2 638,8 + 339,3: en 40 células 2 638,7 +
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341,7; en 50 células 2 652,3 + 341,5; en 60 células 2 650,3 £ 336,0 y en 70
células 2 659,6 + 335,3. Por lo que en los diferentes conteos celulares no se
observaron diferencias significativas.

Los valores de las medias de la hexagonalidad segun los diferentes conteos
celulares, en el estudio de Pizarro-Barrera®® no se registran.

Respecto al coeficiente de variabilidad en el grupo de 20 células estudiadas fue
de 46,6 £ 14,2; en las 50 células fue de 55,6 + 14,4 y al evaluar 70 células se
encontré un promedio de 62,1 £ 14,5, que no coincide con el presente estudio.
Sus autores reconocen el alto valor del coeficiente de variacion reportado (56,4
+18,0),% que contrasta con otras investigaciones.?*33

Se decidio hacer un analisis de concordancia con el coeficiente de correlacion
intraclase (CCIl) que permite obtener valores altos para las variables
morfolégicas y morfométricas; los valores mas bajos fueron para
hexagonalidad. El autor considera que se debe a los valores extremos que
registra el equipo con relacion a esta variable morfol6gica.

La concordancia interobservador se refiere a la consistencia entre dos
observadores distintos cuando evalian una misma medida en un mismo
individuo y es de sumo interés en la practica clinica habitual.®®*%*' En este
estudio se demostr6é que las variaciones se debieron a los pacientes y no a los
especialistas que realizaron los conteos celulares.

En el presente estudio se demostré que no existen diferencias significativas en
los parametros morfologicos y morfométricos obtenidos mediante la

microscopia especular en relacion con el nimero de células evaluadas.
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Hay confiabilidad en todos los parametros estimados segun los diferentes
conteos celulares estudiados, obtenidos en la evaluacion de la concordancia
interobservadores.

El autor considera que se debe pautar en los protocolos de Oftalmologia que el
conteo de células endoteliales mediante la microscopia especular se debe
realizar a partir de 20 células.

Sin dudas, la microscopia especular tiene una importancia clinica, al establecer
mediante el andlisis estadistico, parametros y diversos coeficientes

morfométricos de mucha utilidad en la practica clinica y quirdrgica.
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CONCLUSIONES.

e Queda demostrado que al disminuir las células endoteliales con la edad,
disminuye el porcentaje de células hexagonales, aumenta a su vez el
coeficiente de variacion, el tamafio promedio celular y la paquimetria sin
existir diferencias entre ambos sexos en los valores morfologicos vy
morfomeétricos del endotelio corneal.

e Los valores morfolégicos y morfométricos del endotelio corneal segun
cantidad de células evaluadas, son similares en todos los conteos celulares.

e Se demuestra una buena confiabilidad para los diferentes parametros
estimados segun los diferentes conteos celulares estudiados, debido a los
valores altos de los coeficientes de correlacion intraclase obtenidos en la

evaluacion de la concordancia interobservadores.
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RECOMENDACIONES.

Continuar el estudio a largo plazo de variables morfolégicas y morfométricas
corneales mediante la microscopia especular en las diferentes regiones del
pais para establecer valores de normalidad.

Proponer incluir en los protocolos de actuacién de Oftalmologia que el
conteo de células endoteliales mediante la utilizacion del microscopio
especular debe realizarse a partir de 20 células contables.

Este estudio pudiera ser punto de partida para otros en el pais.
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ANEXOS



ANEXO 1: PRINCIPIOS OPTICOS DE LA MICROSCOPIA ESPECULAR
(ADAPTADA DE LAING,1979)

Zona de reflexion interfase entre endotelio y humor acuoso Haz de luz

Cérnea Imagen obtenida



ANEXO 2: Especificaciones técnicas del Microscopio Especular SP 3000P

Area de cobertura
fotogréfica

0,25 x 0,5 mm

Ampliacion de captura

150x

Medicion de paquimetria

Intervalos de 0,01 mm

Distancia de trabajo

25 mm

Intensidad del flash

Alta/Baja

Punto de fijacion

1 central, 4 periféricos (Superior, Inferior, Nasal,
Temporal)

Modos de captura

Automatico / Semi-automatico / Manual

Memoria

5 iméagenes por cada ojo (total de 10 imagenes)

Monitor

LCD colorido de 5,6”

Movimiento de base

X +/-46mm, Y +/- 14 mm, Z +/-20 mm

Movimiento de cabeza

X+/-10 mm, Y +/-14 mm, Z +/- 10 mm

Ajuste de fijacion

Motorizado 65 mm

Voltaje

100V =240V

Consumo

Normal 65 VA, Maximo 190 VA

Dimensiones

Largo 274 mm, Profundidad 485 mm, altura 445
mm

Peso

22 Kg




ANEXO 3: ENDOTELIO CORNEAL SANO

Endotelio corneal: células hexagonales de bordes definidos observadas mediante
la microscopia endotelial.
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ANEXO 4: CONSENTIMIENTO INFORMADO DE PARTICIPACION.

Se le realizard una entrevista que forma parte del protocolo de investigacion

“Morfologia y morfometria del endotelio corneal en adultos sin alteraciones

(1113 319

corneales”, en el Instituto Cubano de Oftalmologia ““ Ramoén Pando Ferrer™, que
fue previamente aprobado por el Comité de Etica correspondiente.

Esta investigacion es cada dia mas necesaria al permitir conocer el estado del
endotelio corneal en nuestra poblacion.

Este estudio tiene como objetivo describir las caracteristicas morfolégicas y
morfomeétricas del endotelio corneal en adultos sin alteraciones corneales.

Usted puede no responder cualquier pregunta que considere indiscreta y se le
garantiza que la informacién brindada no sera divulgada en ningin momento y por
ninguna razoén, por lo que se espera su cooperacion para la realizacion de este
trabajo.

Considerando la propuesta de participacion en el estudio y teniendo suficiente
informacion, he decidido tomar parte en la investigaciéon. Para que asi conste,
firmo el presente consentimiento junto con el médico que me ha dado las

explicaciones y un testigo.

Nombre y Apellidos (paciente):

Firma:

Nombre y Apellidos (médico):

Firma:

Nombre y Apellidos (testigo):

Firma:




ANEXO 5: GRAFICOS.
Gréfico 1.
Estadisticos descriptivos de la paquimetria central (um) segun edad y ojos

derecho e izquierdo.
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Grafico 2.
Estadisticos descriptivos de la densidad celular (cél/mm?) segtin edad y ojos
derecho e izquierdo.
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Gréafico 3.
Estadisticos descriptivos de la Hexagonalidad (%) segun edad y ojos

derecho e izquierdo.
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Gréfico 4.

Estadisticos descriptivos del coeficiente de variabilidad (%) segun edad y

ojos derecho e izquierdo.
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Gréfico 5.
Estadisticos descriptivos de la célula con el menor tamafio en el area

analizada (um?) segln edad y ojos derecho e izquierdo.
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Gréfico 6.
Estadisticos descriptivos de la célula con el mayor tamafio en el &rea

analizada (um?) segln edad y ojos derecho e izquierdo.
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Gréfico 7.

Estadisticos descriptivos del tamafio promedio celular (um?) segin edad y

ojos derecho e izquierdo.
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Gréfico 8.
Estadisticos descriptivos de paquimetria central (um) segun edad, sexo y

ojos derecho e izquierdo.

600

500 —

400 | -

300 —
o20-29

200 | | |m30-39
040 - 49
050 - 59

100 —
Bm60 - 69
O70y mas

0
Masculino Femenino Masculino Femenino
Ojo derecho Ojo izquierdo

Fuente: Tabla 8



Gréafico 9.
Estadisticos descriptivos de la densidad celular (cél/mm?) segin edad, sexo

y ojos derecho e izquierdo.
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Gréafico 10.
Estadisticos descriptivos de la hexagonalidad (%) segun edad, sexo y 0jos

derecho e izquierdo.
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Gréafico 11.
Estadisticos descriptivos del coeficiente de variabilidad (%) segun edad,

sexo y ojos derecho e izquierdo.
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Gréafico 12.
Estadisticos descriptivos de la célula con el menor tamafio en el &rea

analizada (um?) segln edad, sexo y ojos derecho e izquierdo.
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Grafico 13.
Estadisticos descriptivos de la célula con el mayor tamafio en el &rea

analizada (um?) seglin edad, sexo y ojos derecho e izquierdo.
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Gréfico 14.
Estadisticos descriptivos del tamafio promedio celular (um?) segun edad,

sexo y ojos derecho e izquierdo.

p>0,05
450 +
400 - N
350
300
020 -29
250
®30 -39
200
040 - 49
17
150 050 - 59
1%
100 m60 - 69
50 {7 @70y mas
0 |
Masculino Femenino Masculino Femenino
Ojo derecho Ojo izquierdo

Fuente: Tabla 14



Gréafico 15.
Estadisticos descriptivos de la paquimetria central (um)) segun cantidad de

células por cada ojo.
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Grafico 16.

Coeficiente de correlacion de Pearson de 0,864 (p<0,001) de la paquimetria

entre ambos ojos.
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Grafico 17.

Estadisticos descriptivos de la densidad celular (cél/mm?) segln cantidad de

células por cada ojo.
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Gréafico 18.
Estadisticos descriptivos de la Hexagonalidad (%) segun cantidad de células
por cada ojo.

p>0,05 p>0,05

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Ojo derecho Ojo izquierdo

Fuente: Tabla 17



Grafico 19.
Estadisticos descriptivos del coeficiente de variabilidad (%) segun cantidad

de células por cada ojo.
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Gréafico 20.
Estadisticos descriptivos del tamafio promedio celular (um?) segin cantidad

de células por cada ojo.
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PUBLICACIONES:
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