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Reproducibilidad de la microscopia especular de no

contacto de acuerdo con el numero de células evaluadas

Dra. Maria Elisa Pizarro-Barrera, Dr. Manuel A. Garza-L edn, Dr. Francisco Beltran-Diaz de la Vega,
Dr. Ramén Naranjo-Tackman

RESUMEN

Objetivo: Evaluar la densidad endotelial corneal segiin el nimero de células analizadas y encontrar el nimero de células
analizadas més constante.

Métodos: Estudio prospectivo, transversal y observacional donde se realizaron microscopias especulares de no contacto
contando 20, 30, 40, 50 y 70 células. Se analizaron los datos para encontrar el nimero de células més cercano a promedio
y lavariabilidad de |os resultados.

Resultados: Se evaluaron 30 microscopias especulares del ojo derecho de voluntarios sanos, 66% del sexo masculino, con
una edad promedio de 28.3 + 13.72 afios (rango de 17 a 84). El promedio de células endoteliales del grupo de 20 células fue
2541.66 + 451.64 célulassmm?, de 30 células 2552.70 + 431.12, de 40 células 2539.53+ 417.36, de 50 células 2542.16 +
397.46 y de 70 células 2569.60 + 361.72 y €l promedio general fue de 2549.26 + 407.29. No se encontré una diferencia
estadisticamente significativa entre |os grupos.

Conclusiones: En este grupo de pacientes sanos, existe una alta reproducibilidad en todos | os conteos de células endotelial es
y no existe diferencia entre el nimero de células estudiadas.
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SUMMARY

Objective: To evaluate the corneal endothelium density according to the number of evaluated cells and to find the most
constant number of cells.

Methods: Prospective transverse and observational study. Non-contact specular microscopies were realized, counting 20,
30, 40, 50 and 70 cells. The data were analyzed to find the number of cells closer to the average and the variability of the
results.

Results: Thirty specular microscopies were evaluated, from healthy volunteers. 66% male, with an average age of 28.3 +
13.72 (range of 17-84). The average of endothelial cellsin the group of 20 cellswas 2541.66 + 451.64 cellsfmm2, in the 30
cellsgroup was 2552.70 + 431.12, in the 40 cells group was 2439.53 + 417.36, in the 50 cells group was 2542.16 + 97.46 and
inthe 70 cellsgroup it was 2569.60 + 361.72. The general average was 2549.26 + 407.29. There was no significant statistical
difference between the groups.

Conclusions: In this group of healthy patients, there's a high reproducibility in all endothelial cell counts and there's no
difference between the number of cells studied.

Key words: Specular microscopy, endothelial cell density, reproducibility

INTRODUCCION

La funcién principal del globo ocular es la transmision de
las imagenes que nos rodean y para esto son necesarias var
rias caracteristicas: laintegridad del globo ocular, lafuncion
adecuada de las células retinianas y la transparencia de los
medios de refraccion.

La cornea debe su transparencia a varios factores. la au-
sencia de vasos sanguineos, la disposicion espacial de las

lamelas de colégena, asi como la concentracion exacta de
hidratacion (70%) dentro del estroma corneal, siendo el en-
dotelio €l principal encargado de esta funcién (1-3).

El endotelio es unamonocapa de células hexagonales que
se encuentran unidas fuertemente en su region apical para
evitar el paso de liquidos a través de ellas, ademés cuenta
con una bomba de sodio/potasio que regula la cantidad de
agua que pasa através de é (3).
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Las célulasendoteliales en el humano no se multiplican, y
existe una pérdida a través de la vida que ha sido calculada
en arededor del 0.6% anual (4).

La cuantificacién de ladensidad endotelial es muy impor-
tante en la préctica clinica para fines diagndsticos asi como
para la planeacién de procedimientos quirdrgicos intraocu-
lares o corneales y la evaluacién de la seguridad corneal de
|os mismos (5-7).

Lamicroscopiaespecular eslatécnicamas frecuentemen-
te utilizada paralavaloracion de ladensidad endotelial. Ini-
cialmente se realizaba mediante |a microscopia especular de
contacto, pero los avancestecnol 6gicos hicieron posible que
se realizara mediante una técnica de no contacto que tiene
como ventajas disminuir las alteraciones de la superficie, la
posibilidad de transmision de infeccionesy la mayor facili-
dad para su realizacion (8).

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

L os parametros que pueden calcularese através de lami-
croscopia especular son: densidad endotelial, coeficiente de
variacion o polimegatismo y porcentaje de hexagonalidad o
pleomorfismo.

Hastael momento no existen estudios que evalGen € nime-
ro necesario de células a analizar parala estimacion correcta
de ladensidad endotelial cuando no se utilizan programas de
manegjo de iméagenes externos al microscopio especular.

MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio prospectivo, transversal y observacio-
nal en el que seincluyeron 30 voluntarios sanos quienes fir-
maron un consentimiento informado para participar en €l
estudio. Los criterios de exclusién fueron: antecedente de
cirugiaocular, uso de lente de contacto, enfermedades sisté-
micas como diabetes mellitus, insuficienciarenal cronicay
otras que pudieran afectar la densidad endotelial, cualquier
enfermedad ocular como glaucomao uveitis, y corneal como
distrofia endotelial de Fuchs.

A todos los pacientes se les realiz6 una microscopia espe-
cular de no contacto con el microscopio Topcon SP-2000P
sblo en el ojo derecho por un mismo observador.

Para la realizacion de la microscopia especular se to-
maron en cuenta solo las imagenes captadas con el foco
automatico. Posterior ala captura de laimagen se realizé
unatécnicasimplificada de andlisis celular incluidaen el
microcopio TOPCON SP-2000P |lamadatécnicadel pun-
to o centro (9, 10).

Estatécnicaconsiste en laidentificacion del centro dediez
0 més células continuas en unaimagen endotelial mediante
la aplicacion de un punto con el ratén. El programadel SP-
2000P mide las distancias entre los centros de cada célula
previamente marcaday con esto realiza un calculo del drea
promedio de las células endoteliales y por tanto de ladensi-
dad endotelial.

Parala cuantificacion de la densidad endotelial se identi-
ficaron 20 células endotelial es obteniéndose el resultado cal-
culado por el programa; posteriormente, utilizando la mis-
maimagen, se identificaron 30 células endotelialesy se ob-
tuvieron los resultados, este mismo procedimiento se reali-
z6 con la Unicavariante del nimero de célulasidentificadas
que fue de 40, 50y 70 células.

El programadel microscopio especular Topcon SP-2000P
calcula de manera automatica 'y muestra en sus resultados
las siguientes variables: densidad endotelial promedio (me-
dida en célulasmm?), &rea celular promedio (micras?) y co-
eficiente de variacién del tamafio celular (este se calcula
medianteladivisién deladesviacion estandar y €l areacelu-
lar promedio) el cual fue tomado como indice de la exten-
sién en lavariacion del area celular o polimegatismo.

Ya obtenidos todos los resultados, se realizd un andlisis
estadistico mediante la prueba t de Student para comparar
resultados entre dos gruposy ANOVA paralaevauacién de
todos los grupos, con €l fin de obtener la variabilidad en la
densidad endotelial.

Resultados

Se evaluaron 30 microscopias especulares de voluntarios
sanos, 66% del sexo masculino, con una edad promedio de
28.3 + 13.72 afios (rango de 17 a 84).

El promedio de células endoteliales del grupo de 20 cé-
lulas fue 2541.66 + 451.64 células’'mm?, de 30 células
2552.70 + 431.12, de 40 células 2539.53+ 417.36, de 50
células 2542.16 + 397.46 'y de 70 células 2569.60 + 361.72
y €l promedio general fue de 2549.26 + 407.29 (cuadro 1).

Cuadro 1. Caracteristicas de las células endoteliales
de acuerdo al nUmero de células evaluadas

Células Densidad endotelial Area celular Polimegatismo
evaluadas promedio promedio promedio

20 2541.66 405.86 46.63

30 2552.70 410.73 58.13

40 2539.53 406.40 59.76

50 2542.16 403.33 55.60

70 2569.60 397.00 62.06
General 2549.26 404.66 56.43
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Cuadro 2. Concordancia de acuerdo con el nimero
de células estudiadas

Numero Porcentaje
de células DE Promedio de concordancia

20 2541.66 99.70

30 2552.70 100.13

40 2539.53 99.61

50 2542.16 99.72

70 2569.60 100.79
General 26549.26 1000.00

DE= desviacion estandar.

Al considerar €l promedio general como el estandar de
oro (o valor mas cercano alarealidad), la concordancia de
los diferentes grupos con el promedio general (expresados
en porcentaje), la variabilidad en todos los grupos fue me-
nor a 1%. (cuadro 2).

La distribucion estimada de la densidad endotelial en re-
lacién con edad de |os pacientes se presenta en lagréfica 1.
Debido al nimero de participantesy su distribuci6n por gru-
pos de edades no es posiblerealizar un andlisis adecuado de
el impacto que tiene la edad en la densidad endotelial, sin
embargo, 80% de los pacientes estan en el rango de edad
entre 15 y 30 afios y en este grupo la densidad endotelial
promedio es de 2595.88 + 286.52.

Al evaluar la drea celular, los valores promedio encontra-
dos en general fueron de 404.66 + 77.05, en el grupo de 20
céulas estudiadas fue de 405.86 + 79.19 en 30 células fue
de410.73 + 85.23, en 40 célulasfue 406.4 + 88.07, en las 50
células fue de 403.33 £ 71.49y al evaluar 70 células se en-
contré un promedio de 397 + 61.25 (cuadro 1).

En relacion con el polimegatismo, los valores promedio
encontrados en general fueron de 56.43 + 18.0, en €l grupo
de 20 células estudiadas €l coeficiente de variacion fue de
46.63 + 14.17 (rango 27 a 85), en 30 células fue de 58.13 £
26.17 (rango 32 a137), en 40 célulasfue 59.76 + 20.86 (rango

Gréfica 1. Densidad endotelial estimada
de acuerdo con la edad de los pacientes
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35 a 118), en las 50 células fue de 55.60 + 14.35 (rango de
39 a89) y al evaluar 70 células se encontrd un promedio de
62.06 + 14.46 (rango de 38 a 96) (cuadro 1).

Cuando estudiamos | os val ores promedio encontrados por
paciente y la edad, no se encontré una relacién estadistica-
mente significativa (gréfica 2).

El andlisis mediante la pruebat de Student entre los pro-
medios del grupo de 20y 30 células mostré una p de 0.203,
entrelos grupos de 30 y 40 células unap de 0.337, entre los
grupos de 40 y 50 células la p fue de 0.93, finamente entre
el grupo de 50 célulasy 70, lap fue de 0.869.

La prueba de ANOVA para encontrar la diferencia entre
todos los grupos no mostré una diferencia estadisticamente
significativa (p = 0.889) entrelos promedios delos 5 grupos
(20, 30, 40, 50 y 70 células analizadas). Eso se puede ver
también en la gréfica 3 en donde se aprecia que |os prome-
dios de los cinco grupos son muy similaresy los intervalos
de confianza (IC 95%) también son muy similares.

DISCUSION

El andlisis de las células endotelial es es una fuente muy im-
portante paraevaluar lafunciony viabilidad corneal. Lade-
terminacion de la densidad corneal es un parametro amplia-
mente utilizado y de gran ayuda paralaevaluacion clinicay
diagndstica de padecimientos corneal es asi como el impacto
gue los procedi mientos quirdrgicos ocul arestienen en lafun-
cion cornea (5-7).

Ladensidad endotelial general encontrada en nuestro es-
tudio (2549.26 + 407.29 célulasymm?) estadentro delosran-
gos encontrados en otros estudios, aunque se reportan dife-
rencias étnicas (11, 12).

Al comparar la densidad promedio de |os pacientes entre
15y 30 afios de nuestro hospital (24 pacientes) encontramos
que la densidad endotelial en pacientes mexicanos (de
2505.88 + 286.52) es menor a la reportada en otros grupos
étnicos, siendo esta diferencia mas importante en relacion
con los pacientes de origen japonés. Los reportes de densi-

Gréfica 2. Relacién entre el coeficiente de variacién
(polimegatismo) y la edad
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Gréafica 3. Promedio e intervalo de confianza
de los cinco grupos estudiados.
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dad endotelial en poblaciones americanas en pacientes entre
20y 30 afios es de 2977 + 324 (12), en filipinos 2949 + 270
(13), enindios es 2782 + 250 (14) y en japoneses de 3893 +
259 (12) .

Al evaluar los resultados encontrados en cada grupo de
células analizadas (20, 30, 40, 50 y 70 células) no se encon-
tr6 una diferencia estadisticamente significativa entre nin-
guno delos grupos (p = -.203, .337, -0.93, -.869). Esto con-
trasta con lo reportado por Doughty y col. (15) que encon-
traron que existiaunavariacion de + 20% al tomar 5 células,
+ 17% por 10 células, + 9.5% por 25 célulasy es hasta cuan-
do se analizan 70 células que lavariabilidad llega a 2% que
se consideraclinicamenteinsignificante. Sin embargo, estos
autores utilizan un microscopio especular Topcon SP-1000
asi como otro método de imagen parael calculo deladensi-
dad endotelial (Bioquant IV; R & M Biometrics, Nashville
TN, USA) y diferentes iméagenes de microscopia especular
(varianza intra sujetos)

Es de llamar la atencion el ato valor del coeficiente de
variacién (polimegatismo) encontrado en nuestro estudio
(56.43 £ 18.0), que contrasta con lo encontrado por Nasser y
col. (4) a estudiar a un grupo de voluntarios sanos iranies
enquefuede24.1+7.1.

Aungue el grupo estudiado es pequefio y no existe una
distribucién adecuada de | os participantes por grupo de edad,
no se pudo observar una correlacion entre el polimegatismo
y laedad o el polimegatismo y la densidad endotelial.

CONCLUSIONES

En este grupo de pacientes sanos, existe una alta reproduci-
bilidad en todos|os conteos de células endotelialesy no existe
diferencia entre numero de células estudiadas.
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