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RESUMEN

Objetivo: comparar los resultados del andlisis del endotelio corneal, obtenidos
mediante el software automatizado y la correccion manual.

Métodos: se realizé un estudio descriptivo, comparativo y longitudinal de la
microscopia endotelial practicada a 20 adultos sanos (40 ojos). Fueron tomadas
tres imagenes de cada ojo con el fin de seleccionar la de mejor calidad, para
proceder posteriormente a la correccion manual del software en la pantalla del
ordenador. La informacion de la base de datos fue procesada en el programa
estadistico SPSS version 19. Las variables cuantitativas se expresaron segln sus
respectivas medidas de resumen y se utilizé t Student para medir el grado de
asociacion entre las variables estudiadas (total de células identificadas, coeficiente
variabilidad, densidad celular e indice de hexagonalidad). Se trabajé con un nivel de
confianza del 95 % y de error inferior al 0,05 %.

Resultados: al trazar los contornos celulares de forma manual, las medidas
obtenidas respecto a la densidad celular, el indice de hexagonalidad y el coeficiente
de variacion coincidieron con lo obtenido en otros estudios. El primer parametro
analizado y comparado fue el nUmero de células que son identificadas por el
software, el cual reconoci6 los limites celulares por el cambio de coloracion. La
media oscilé entre 106,8 para el ojo derecho, con un rango de 121/88 y 105,05
para el izquierdo, con un rango de 121/79; con una desviacion estandar de 9,393.
Por su parte, al realizar la correccién manual aumentoé la media para todos los
grupos de edades, de 113,5 en el ojo derecho (rango 151/80) y 112,1 en el ojo
izquierdo, (rango de 147/88), con una desviacion estandar de 13,657. Como puede
apreciarse, se modifico significativamente la cantidad de células contabilizadas para
ambos ojos, y pudo constatarse que hubo células que no fueron identificadas y
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otras que fueron interpretadas como dobles, errores que pueden ser corregidos
manualmente y con esto se modifican los valores prestablecidos por el software.
Conclusiones: la opcidn de trazar manualmente los limites celulares en la pantalla
del ordenador para el analisis de los parametros cuantitativos del endotelio corneal
resulta efectiva durante la realizacion de la microscopia especular.

Palabras clave: microscopia especular, software, densidad, variabilidad celular,
hexagonalidad.

ABSTRACT

Objective: to compare the results of the corneal endothelium analysis through the
automated software and its manual correction.

Methods: a longitudinal, comparative and descriptive study of the endothelial
microscopy performed on 20 healthy adults (40 eyes). Three images from each eye
were taken to select the best quality one in order to later make manual correction
of the software on the computer screen. The information from the database was
processed by the SPSS statistical program version 19. The quantitative variables
were expressed as per their respective summary measures whereas Student's t test
measured the level of association among the studied variables (total number of
identified cells, variability coefficient, cell density and hexagonality index). The 95%
confidence interval and the error below 0,05 % were used.

Results: the manual drawing of cell contours yielded cell density, hexagonality
index and variation coefficient values similar to those of other studies. The first
analyzed and compared index was the number of cells that the software identified
by recognizing the cell limits based on color changes. The mean ranged from 106,8
for the right eye with a range of 121/88 to 105,05 for the left eye with a range of
121/79, being the standard deviation of 9,393. On the other hand, the manual
correction increased the mean for all the age groups to 113,5 for the right eye
(range 151/80) and 112,1 for the left eye (range of 147/88), being the standard
deviation of 13,657. As it may be observed, the number of cells for both eyes
significantly changed and there were cells which were either unidentified or taken
as doubles; these are errors that may be manually corrected, thus changing the set
values of the software.

Conclusions: the choice of manually drawing the cell limits on the screen for the
analysis of the quantitative parameters of the corneal endothelium proves to be
effective during the specular microscopy.

Key words: specular microscopy, software, density, cell variability, hexagonality.

INTRODUCCION

La visualizacion del endotelio corneal es posible desde que Vogt en 1921 describid
la biomicroscopia especular.® A finales de los afios sesenta, Maurice introdujo el
microscopio especular y se han desarrollado numerosas variantes con el fin de
perfeccionar este estudio. Esta técnica se basa en la reflexion de la luz en la
interfase endotelio-humor acuoso y permite la observacion del endotelio corneal a
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gran aumento. El hecho de que la distribucién celular es practicamente uniforme
permite que cuando estudiamos un area de dimensiones determinadas podamos
conocer el nimero, la forma y el tamafio de la poblacién endotelial total.?

El primer sistema de analisis del endotelio corneal asistido por ordenador fue
desarrollado por Laing y otros en 1979. Los modernos métodos de analisis de
imagen asistidos por ordenador permiten un estudio morfolégico y morfométrico del
endotelio méas completo.®* La principal funcién metabdlica del endotelio corneal es
el mantenimiento de la adecuada hidratacion estromal, imprescindible para lograr la
transparencia corneal; para cumplir esta misién, el endotelio dispone de una
monocapa de 1 600 a 4 000 células/mm2. Por existir gran reserva funcional del
endotelio, la descompensacion metabdlica solo se produce cuando la pérdida celular
es extrema.>®

El microscopio especular de no contacto Topcon SP 3000 permite obtener
fotografias del endotelio corneal y esta disefiado para acoplarse a un sistema
digitalizador de imagenes que permitira la posterior visualizacion de la imagen
obtenida en la pantalla de un ordenador. Para eso es necesaria la instalacion de un
software (IMAGEnet) que permite realizar de forma automatizada el estudio
cuantitativo y morfométrico de una fotografia endotelial y ademas ofrece la
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 modificaciéon
celular manual. Con los contornos celulares definitivos, el ordenador analizara
nuevamente y nos informara los resultados de los parametros ya modificados: el
numero total de células en la zona, la superficie de la célula mayor y la menor, la
media de todas las superficies, la desviacion estandar (SD) de las superficies, el
coeficiente de variabilidad celular (CV), la hexagonalidad y la densidad celular.’

En este trabajo realizamos microscopia especular de no contacto a adultos sanos,
comparando los resultados obtenidos de manera automatica con el software y su
correccion manual realizada posteriormente, con el propésito de determinar si es
efectiva la aplicacion de la correccion manual en aras de personalizar este método
diagnostico y ampliar el campo de utilidades cuando se trate de evaluar
cuantitativamente el mosaico endotelial.

Esta investigacion se realizd con el objetivo de comparar los valores cuantitativos
del software automatizado de la microscopia especular, con la aplicacion del
sistema de correccién manual.

METODOS

Realizamos un estudio descriptivo, comparativo y longitudinal de las microscopias
especulares realizadas a 20 pacientes (40 ojos), de adultos sanos, a quienes les
tomamos 3 imagenes de cada ojo con el fin de seleccionar la de mejor calidad, para
posteriormente proceder a la correccion manual del software en la pantalla del
ordenador.

Incluimos en el estudio a adultos sanos entre 20 y 50 afios, con agudeza visual con
o sin correccion de la unidad y examen oftalmolégico normal, y excluimos pacientes
con antecedentes patoldgicos personales de diabetes mellitus, uveitis, glaucoma o
hipertension ocular y uso de lentes de contacto.
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El recuento endotelial se realiz6 con un microscopio especular de no contacto (SP
3000 P), el cual fue conectado a un sistema digitalizador de imagenes que, al
captarlas, se visualizaban en la pantalla del ordenador. Almacenamos las imagenes
de ambos ojos y seleccionamos de cada uno la mejor, para realizar inicialmente el
analisis de los pardmetros del recuento endotelial con el software (programa que
realiza una asignacion de los contornos celulares de manera automatica) y
posteriormente a esa misma imagen le realizamos la correcciéon manual,
auxiliAndonos de las opciones que proporciona el propio software, e incorporamos
los valores obtenidos en nuestra base de datos para posteriormente comparar las
modificaciones cuantitativas entre el software y el sistema de correcciéon manual. La
informacion de la base de datos fue procesada en el programa estadistico SPSS
version 19. Para el analisis de las variables cuantitativas se aplicaron estadisticas
descriptivas, maximo, minimo, media, desviacion estandar, y se utilizé t Student
para muestras relacionadas (total de células identificadas, coeficiente variabilidad,
densidad celular e indice de hexagonalidad). Se trabajé con un nivel de confianza
del 95 % y de error inferior al 0,05 %.

RESULTADOS

Cuando trazamos los contornos celulares de forma manual, las medias obtenidas
respecto a la densidad celular, el indice de hexagonalidad y el coeficiente de
variacion coincidieron con las obtenidas en otros estudios como normales. El primer
parametro analizado y comparado fue el niumero de células que son identificadas
por el software, el cual reconoce los limites celulares por el cambio de coloracion.
La media oscilé entre 106,8 para el ojo derecho (OD), con un rango de 121/88, y
105,05 para el izquierdo (Ol), con un rango de 121/79 y una desviacién estandar
(DE) de 9,393. Por su parte, al realizar la correccion manual aumentoé la media para
todos los grupos de edades de 113,5 OD (rango 151/80) y 112,1 Ol (rango de
147/88), con una DE de 13,657. Como puede apreciarse, se modificé
significativamente la cantidad de células contabilizadas para ambos ojos, y pudo
constatarse que hubo células que no fueron identificadas y otras que fueron
interpretadas como dobles, errores que pudieron ser corregidos manualmente y con
esto se modificaron los valores prestablecidos por el software (tabla 1).

Tabla 1. Total de células identificadas. Software automatizado/
correccién manual

MUumero de Células

- Automatizado Manual

Mayor | Menor | Media Mayor | Menor | Media

oD 121 88 106,8 151 80 113,5
0l 121 79 105,05 | 147 88 112,1
p 0,000

Dos parametros de suma importancia en el estudio del endotelio corneal son el
cambio de tamafio y la forma celular, reflejados por el coeficiente de variacion
celular y el porcentaje de hexagonalidad, respectivamente, donde se relacionan los
cambios en el tamafo y la morfologia celular con una mayor pérdida endotelial
posquirdrgica y una mayor incidencia de descompensaciones corneales.??
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El coeficiente de variabilidad celular (polimegetismo) sirve para expresar las
diferencias en el tamafio de las células individuales. Es un nimero menor que 1, que
procede de dividir la desviacién estandar de un area celular entre la media de dicha
area. El coeficiente normal de variacion en el tamafio celular oscila entre 25-33 %.8°

Al analizar esta variable encontramos que con la aplicacion del software
automatizado el rango de los valores para el OD fue de 99,1/32, con una media de
45,06 % en el Ol. Estas cifras oscilaron entre 99,3/34,2 con una media de 51,28 %
y una DE de 20,1793. Una vez realizada la correccion manual del software, los
valores medios de esta variable se redujeron de manera significativa para ambos
ojos a 36 %, con una DE de 10,3478 (tabla 2).

Tabla 2. Coeficiente de variabilidad celular.
Software automatizado/correccién manual

Coeficiente de variabilidad celular (%)

Automatizada Manual

Mayor | Menor | Media | Mayor | Menor | Media

oD | 99,1 32 45,06 | 46,4 | 29,7 36
oI | 99,3 | 34,2 | 51,28 | 74,9 | 25,5 36
p | 0,001

La densidad celular puede ser calculada contando las células incluidas en un area
rectangular de dimensiones conocidas, y los valores promedios aceptados son: 2
000 o0 mas cél/mm? (normal); 1 500-2 000 cél/mm? (bajo riesgo quirdrgico); 1
000-1 500 cé/mm? (alto riesgo quirdrgico); 600-1 000 cél/mm2 (pre-edema) y
menos de 600 cél/mm? (edema corneal). Este es un parametro que se mantuvo
dentro de limites normales (tabla 3), con una media para el OD de 2 684,5, y al
aplicar la correccion manual de ese ojo los valores medios obtenidos fueron de 2
729,1 con un rango de 3 551/2 019. En cuanto al Ol, con la aplicacion del software
la media fue de 2 687,4 y con la manual de 2 741,1 (rango de 3 389/2 175), con
una DE de 291,455 para la aplicacion automatizada del software y una DE de
190,544 cuando se aplico la correccion manual.

Tabla 3. Densidad celular. Software automatizado/
correccidn manual

Censidad celular {cél/mm?2)

- Automatizada Manual
Mayor | Menor Media Mayor | Menor Media
oD 3071 2 312 2 684.5 3 551 2 019 2729,1
o1 3009 | 2221 | 268745 | 3389 | 2175 | 2741,1
p 0,000 - - - - -
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El indice de hexagonalidad (pleomorfismo) esta basado en las formas celulares,
donde en el endotelio corneal normal mas del 60 % de las células deben mantener
la forma hexagonal.®° Este parametro, representado en la tabla 4, muestré valores
bajos, con la aplicacion inicial del software; luego de ser corregidos manualmente
de 47,55 % (rango de 75/29) para el OD aument6 a 58,3 % la media de dicha
variable (rango de 79/45), y para el Ol de 45,05 % (rango de 67/26) a 57 %
(rango de 72/46) valores que fueron estadisticamente significativos con un valor de
p < 0,001 y con una DE de 12,740 para el software automatizado y una DE de
7,924 para la correccion manual.

Tabla 4. indice de hexagonalidad. Software
automatizado/correccién manual

indice de hexagonalidad (%)

- Automatizada Manual

Mayor | Menor | Media | Mayor | Menor | Media

oD 75 29 47,55 79 45 58,3
oI 67 26 45,05 72 46 57
p | 0,001

Cuando se analizaron las cuatro variables juntas, el resultado del test ANOVA
también arrojo un nivel de significacion menor de 0,01, lo cual nos permitié afirmar
que la evaluacion del endotelio corneal resulté mas eficaz cuando delineamos las
formas celulares manualmente, lo que resulté ser una alternativa efectiva, fiable y
segura, aunque requirié mayor inversion de tiempo al evaluar y personalizar
cuantitativamente los parametros morfométricos del endotelio corneal.

DISCUSION

La microscopia especular es una técnica que nos permite obtener imagenes con
gran amplificacion de las células endoteliales. Proporciona una vision clara de las
células vivas sin alterar su funcién ni su morfologia. Con este examen se puede
realizar un recuento endotelial por area de superficie y determinar si existe una
alteracion en la forma o tamafio de las células endoteliales. Estos parametros dan
un marco de la capacidad funcional del endotelio corneal. Es una prueba
diagnodstica de gran utilidad clinica, y es la modalidad semiolégica més objetiva
para evaluar clinicamente el endotelio corneal, especialmente para casos operados
que requieran una segunda intervencion intraocular, o cuando se sospecha de una
alteracién endotelial primaria.*®*’

Este estudio se basa en la reflexién de un haz luminoso incidente sobre el endotelio
de la cornea. Parte de este rayo incidente se refleja de forma especular y es
captado por el microscopio especular, que presenta una imagen endotelial
magnificada. Numerosos estudios han sugerido que las alteraciones en la forma y el
tamano celular indican una inestabilidad o una menor reserva funcional del
endotelio corneal, o que pueden ser un signo temprano de pérdida celular endotelial
continuada.® Cuanto mas bajo es el conteo de células endoteliales, mayor es la

364
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Oftalmologia 2014;27(3):359-368

variacion del tamario celular; y cuanto mas marcada es la variacion en la forma de
las células, menos sano seré el endotelio corneal.®** Se estima que el limite minimo
de células endoteliales para mantener la transparencia corneal se encuentra entre
500 a 700 cél/mm?.°"** Las células endoteliales en el humano no se multiplican, y
existe 1léna pérdida a través de la vida que ha sido calculada en alrededor del 0,6 %
anual.

Una cOrnea transparente con paquimetria normal no garantiza que se tenga un
endotelio sano. La densidad de células endoteliales (ECD), en la cual ocurre el
edema corneal, es variable y se estima que esta alrededor de 300 a 700 cél/mm?.
Un estudio reciente reportd que al menos el 14 % de injertos transparentes en
queratoplastias penetrantes (40 de 277 pacientes) en un lapso de 5 afios tenian un
recuento endotelial menor de 500 cél/mm?. En cirugia de trabeculectomia se ha
observado un descenso significativo en el EDC (7-54,8 % a los 3 meses) o
implantes de dispositivos de drenaje para tratar el glaucoma (10,5-15,3 % al afio
de la cirugia); sin embargo, esta pérdida endotelial es mucho menor en los
pacientes intervenidos de esclerotomia profunda no perforante (2,6 % a los 3
meses). Los factores de riesgo asociados a una mayor pérdida endotelial son:
menor profundidad de camara anterior en el posoperatorio precoz, el contacto
iridocorneal y, sobre todo, corneolenticular.*®

En casos de cirugia combinada de catarata y glaucoma, la pérdida de células
endoteliales es similar entre la trabeculectomia y la esclerotomia profunda no
perforante, ya que la pérdida posterior a la facoemulsificacién es mayor. Los
resultados estan relacionados con los diferentes tipos de cirugia filtrante (Fig. 1 y
2).?° La opcién de trazar manualmente los limites celulares en la pantalla del
ordenador para el analisis de los parametros cuantitativos del endotelio corneal
resulta ser una alternativa efectiva, fiable y segura durante la realizaciéon de la
microscopia especular.
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Fig. 1. Software automatizado.
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Fig. 2. Correccion manual.
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