
 
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 

FACULTAD DE VETERINARIA 
Departamento de Medicina y Cirugía Animal 

 

  
 
 

TESIS DOCTORAL  

 
 

Caracterización de la citología de impresión corneal en la especie 
canina y su aplicación en el diagnóstico de la queratoconjuntivitis seca 

(QCS) 
 
 

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR 
 

PRESENTADA POR 

 
Mikel Lejarza Illaro 

 
 

Directores 
 

Alfonso Rodríguez Álvaro 
Elisa Margarita González Alonso-Alegre 

Belén Sánchez Maldonado 
 
 

Madrid, 2016 
 
 
 
 
 

© Mikel Lejarza Illaro, 2016 



 

 
 

 

     2015 

 
      

 

     Universidad Complutense de Madrid 

Facultad de Veterinaria 

Departamento de Medicina y Cirugía animal 

  

  



 
   

 

  



 

 
 

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 

FACULTAD DE VETERINARIA 

DEPARTAMENTO DE MEDICINA Y CIRUGÍA ANIMAL 

 

 

 

 

 

CARACTERIZACIÓN DE LA CITOLOGÍA DE IMPRESIÓN 

CORNEAL EN LA ESPECIE CANINA Y SU APLICACIÓN EN 

EL DIAGNÓSTICO DE LA QUERATOCONJUNTIVITIS SECA 

(QCS)

 

TESIS DOCTORAL 

MIKEL LEJARZA ILLARO 

MADRID, 2015 

 

 



 
   

  



 

 
 

 

 

Dr. Alfonso Rodríguez Álvaro, Profesor Titular del Departamento de Medicina y Cirugía 

Animal de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid. 

Dra. Elisa Margarita González Alonso-Alegre, Profesora Contratada Doctor del 

Departamento de Medicina y Cirugía Animal de la Facultad de Veterinaria de la 

Universidad Complutense de Madrid. 

Dra. Belén Sánchez Maldonado, Profesora Titular del Departamento de Medicina y 

Cirugía Animal de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid. 

 

CERTIFICAN: 

 

Que la Tesis Doctoral titulada “Caracterización de la citología de impresión corneal en 

la especie canina y su aplicación en el diagnóstico de la queratoconjuntivitis seca”, 

ha sido realizada bajo su dirección y reúne la calidad y las condiciones científicas 

necesarias para ser presentada ante el Tribunal correspondiente para su presentación y 

defensa. 

 

 

Madrid, 2015 

 

 

 

Alfonso Rodríguez Álvaro      Elisa González Alonso-Alegre      Belén Sánchez Maldonado 

 

 

 



 
   

  



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A mis aitas 

 

 

 

 

  



 
   

 

 

  



 

 
 

AGRADECIMIENTOS 

 

Me gustaría dar las gracias en primer lugar a mis tres directores de tesis, Belén, Elisa y 

Alfonso, por darme la oportunidad de realizar este trabajo, por apoyarme y animarme 

siempre. 

A todos los compañeros del área de Histología de la Facultad de Veterinaria de la 

Universidad Complutense de Madrid, a los técnicos de laboratorio y a los profesores, por 

hacerme sentir uno más del equipo, en especial a Pedro, Vanesa, Fernando, Pilar, 

Ángeles y Carolina. 

A Rafa y a todos los compañeros del animalario del Hospital Clínico Veterinario 

Complutense por ayudarme siempre con una sonrisa. 

A todos mis compañeros de la Clínica Veterinaria La caseta de Madrid por sacar tiempo 

de sus ratos libres y echarme una mano. 

A los internos y residentes del departamento de Medicina y Cirugía del Hospital Clínico 

Veterinario Complutense por ayudarme cuando lo he necesitado. 

A Rosa del Mar Gallú, a Fernando Salas y a todos los clientes del Clínica Veterinaria La 

Caseta y del Hospital Clínico Veterinario de la UCM que confiaron en mí y me permitieron 

tomar muestras de sus queridas mascotas. 

Agradecer a los miembros del área de apoyo al usuario de los servicios de informática de 

la Universidad Complutense de Madrid y en especial a Ricardo García por su 

asesoramiento y su paciencia. 

A todos los profesores y compañeros con los que he tenido la suerte de compartir mi 

tiempo durante estos años de doctorado. 

Quiero dar las gracias a toda mi familia y amigos, me siento muy afortunado de poder 

contar con ellos. 

Agradecer en especial a mi ama por su apoyo y amor incondicional (sin ti nada hubiera 

sido posible) y a mi aita por cuidarme, educarme y aconsejarme; gracias a ti mi vida es 

mucho mejor. Qué pena no haber compartido más tiempos juntos. Gracias!!. 

 Y por supuesto a Carmen por quererme y apoyarme en todos mis proyectos. Eres la 

mejor! 

 

 

 



 
   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ÍNDICE 

1. INTRODUCCIÓN ........................................................................................... 1

2. OBJETIVOS ................................................................................................................... 5

3. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA ..................................................................................... 9

3.1. Córnea: estructura y función ............................................................................ 11 

3.1.1. Características generales .................................................................... 11 

3.1.2. Características histológicas de la córnea .......................................... 12 

3.1.3. Características estructurales y ultraestructurales 

del epitelio anterior de la córnea .................................................................. 14 

3.1.4. Fisiología corneal ................................................................................. 16 

3.1.5. Descamación del epitelio corneal ....................................................... 17 

3.1.6. Renovación del epitelio corneal .......................................................... 18 

3.1.7. Reparación y envejecimiento del epitelio corneal ............................. 19 

3.1.8. Reacción del epitelio corneal a la enfermedad .................................. 21 

3.2. Citología de impresión corneal ........................................................................ 22 

3.2.1. Definición y antecedentes históricos ................................................. 22 

3.2.2. Aplicaciones clínicas ........................................................................... 24 

3.2.3. Descripción de la técnica .................................................................... 25 

3.2.3.1. Recogida de muestras ................................................................. 25 

3.2.3.2. Técnicas de fijación y tinción de las muestras .......................... 28 

3.2.4. Estudio morfométrico en la citología de impresión .......................... 29 

3.2.4.1. Estudio morfométrico de las células corneales 

de pacientes humanos sanos obtenidas por 

citología de impresión corneal ................................................................ 30 



3.2.4.2. Estudio morfométrico de las células corneales 

de pacientes humanos con patologías de la superficie 

ocular obtenidas por citología de impresión .......................................... 30 

3.2.5. Situación actual de la citología de impresión corneal 

en pequeños animales ................................................................................... 31 

3.2.6. Futuro de la citología de impresión .................................................... 33 

3.3. Queratoconjuntivitis seca (QCS) ...................................................................... 34 

3.3.1. Diagnóstico de la QCS ......................................................................... 39 

4. MATERIAL Y MÉTODOS ......................................................................................... 43

4.1. Animales incluidos en el estudio ..................................................................... 45 

4.2. Protocolo de exploración oftalmológica.......................................................... 47 

4.3. Criterios de valoración de la superficie ocular ............................................... 47 

4.4. Citología de impresión ...................................................................................... 49 

4.4.1. Recogida de muestras ......................................................................... 49 

4.4.2. Procesado de las muestras ................................................................. 53 

4.4.3. Estudio morfométrico de las muestras .............................................. 56 

4.5. Estudio estadístico ............................................................................................ 56 

5. RESULTADOS ............................................................................................................ 59

5.1. Resultados obtenidos de la exploración oftalmológica ................................. 61 

5.1.1. Resultados de la prueba lagrimal de Schirmer I (PLS I) ................... 61 

5.1.1.1. Grupo I .......................................................................................... 61 

5.1.1.2. Grupo II ......................................................................................... 61 

5.1.2. Análisis de los signos clínicos............................................................ 62 

5.1.2.1. Grupo I .......................................................................................... 63 

5.1.2.2. Grupo II ......................................................................................... 63 



5.2. Resultados del estudio citológico .................................................................... 64 

5.2.1. Resultados del estudio morfométrico celular .................................... 64 

5.2.1.1. Grupo I .......................................................................................... 64 

5.2.1.2. Grupo II ......................................................................................... 69 

5.2.2. Análisis comparativo de los resultados del estudio 

morfométrico celular ................................................................................... 74 

5.3. Análisis estadístico ........................................................................................... 76 

5.3.1. Estudio comparativo de las medidas celulares 

entre los ojos derecho e izquierdo de todos los 

individuos incluidos en el estudio ................................................................ 76 

5.3.2. Estudio comparativo de las medidas celulares entre 

el grupo I y el grupo II.................................................................................. 76 

5.3.3. Correlación entre la PLS I y las medidas celulares 

del citoplasma, núcleo y ratio N:C ............................................................. 77 

5.3.4. Correlación entre PLS I  y alteraciones celulares .............................. 78 

5.3.5. Correlación entre la PLS I y alteraciones 

celulares en el grupo II según la gravedad de la QCS .............................. 80 

6. DISCUSIÓN .................................................................................................................. 81

7. CONCLUSIONES ........................................................................................................ 95

8. RESUMEN .................................................................................................. .……………..99

9. SUMMARY .................................................................................................................. 103

10. BIBLIOGRAFÍA ....................................................................................................... 107

11. ANEXO ...................................................................................................................... 129

11.1.Tabla descriptiva de medidas celulares por perro ...................................... 131 



 
 

 
   

 

  





 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUCCIÓN 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 



Introducción 
 

3 
 

La complejidad de la fisiología corneo-conjuntival asociada a su no menos compleja patogénesis, 

hace que la homeostasis de la superficie corneal sea frágil. Las consecuencias de las 

enfermedades que afectan a la superficie externa del ojo son a menudo devastadoras para la 

visión, por lo que avanzar en el conocimiento de los mecanismos que conducen a la enfermedad 

corneal adquiere gran significación clínica.  

Una de las técnicas empleadas para la detección precoz de enfermedades que afectan a la 

superficie ocular es la citología de impresión. 

La citología de impresión fue introducida en 1977 en la oftalmología de la especie humana. 

Consiste en la obtención de muestras de epitelio corneal mediante la aplicación de discos de 

acetato de celulosa directamente sobre la superficie ocular. Permite estudiar las capas celulares 

más superficiales del epitelio corneal y conjuntival, posibilitando el diagnóstico de un número 

considerable de trastornos de la superficie ocular y la monitorización de la enfermedad corneal 

durante y después del tratamiento. 

Con gran difusión clínica en medicina humana, por ser una técnica atraumática, mínimamente 

invasiva, con alta sensibilidad (78-87%) y que puede repetirse a lo largo del tiempo, la citología 

de impresión puede constituir una herramienta de diagnóstico que supla a la biopsia por escisión 

y a las técnicas de recogida de muestras de la superficie corneal como los frotis o los raspados. 

Aunque son muchas las aplicaciones de la citología de impresión como prueba diagnóstica, la 

principal en la práctica clínica habitual es el estudio de la metaplasia del epitelio, tanto corneal 

como conjuntival, en el transcurso de la queratoconjuntivitis seca (QCS). La metaplasia 

escamosa es un mecanismo de respuesta adaptativa, a menudo reversible, de algunos epitelios 

ante agresiones externas o estímulos patogénicos del propio organismo. El grado de metaplasia 

aporta información del estado de la superficie ocular y, por tanto, de la severidad de la 

enfermedad. 

También ha sido utilizada para valorar el grado de recuperación de la superficie corneal en 

pacientes tratados con trasplante de membrana amniótica, cirugía combinada de ésta con 

trasplante de limbo en pacientes con insuficiencia limbal, en el diagnóstico de tumores que 

afectan a la superficie ocular o en el estudio de los efectos de diversas medicaciones tópicas 

sobre la superficie ocular, entre muchas otras aplicaciones. 

Esta técnica, por tanto, podría resultar de gran utilidad en la especie canina, en la que las 

enfermedades corneales son muy frecuentes. Sin embargo, existen pocos datos publicados que 

describan las características morfológicas de las células del epitelio corneal obtenidas por 

citología de impresión en dicha especie. 
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El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es realizar un estudio de la citología de 

impresión corneal canina en animales sanos y compararlo con animales con 

queratoconjuntivitis seca (QCS), desarrollando para ello los siguientes objetivos parciales: 

1.- Normalizar la técnica de obtención y procesamiento de las muestras obtenidas por 

citología de impresión corneal en la especie canina. 

2.- Establecer los parámetros morfológicos y morfométricos normales de las células 

epiteliales corneales obtenidas mediante la citología de impresión corneal en perros 

sanos. 

3.- Establecer las alteraciones celulares del epitelio corneal obtenidas mediante la 

citología de impresión en la QCS en la especie canina. 

4.- Correlacionar las alteraciones del epitelio corneal con la producción lagrimal valorada 

mediante la prueba lagrimal de Schirmer I (PLS I) en perros con QCS.
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3.1. Córnea: estructura y función 

 

3.1.1. Características generales 

 

La pared del globo ocular está constituida por tres capas o túnicas que desde el exterior al 

interior son: una túnica fibrosa externa, una capa intermedia vascular o úvea y una capa 

interna nerviosa. La capa más externa o túnica fibrosa está dividida en dos zonas, la 

córnea y la esclerótica que confluyen en una zona de transición llamada limbo 

esclerocorneal.43 

La esclerótica es una membrana opaca cuya función principal es proporcionar resistencia 

mecánica al globo ocular para soportar la presión intraocular y proteger a las delicadas 

estructuras internas del ojo de traumas externos. La córnea posee unas características 

estructurales únicas que la hacen altamente transparente, por lo que además de la función 

de soporte que comparte con la esclerótica, constituye la principal lente refractiva del 

ojo.151 

La córnea es un tejido transparente altamente especializado situado en la superficie más 

anterior del globo ocular. Tiene forma de elipse, con una superficie externa convexa y una 

superficie interna cóncava, y un diámetro horizontal mayor que el vertical. En el perro y en 

el gato la diferencia entre estos diámetros es pequeña, haciendo que sus córneas 

parezcan casi circulares.101,213,254 

La ausencia de queratina, vasos sanguíneos y pigmentos en su estructura, y la especial 

disposición de sus fibras de colágeno permiten a la córnea desempeñar dos de sus 

funciones principales: la refracción de la luz hacia el eje visual del ojo, con un poder 

refractivo de 40-42 dioptrías, y la transmisión de la luz dentro del globo, en cantidad y 

calidad suficientes, para poder formar imágenes nítidas en la retina.74 

El grosor corneal varía dependiendo de la especie, raza, sexo y edad, siendo más 

estrecho en las hembras que en los machos, e incrementando su espesor con la 

edad.72,213 

En los cánidos la córnea es más gruesa en el centro, mientras que en los félidos y en los 

équidos es más gruesa en el limbo. El grosor medio corneal en el perro medido con 

paquimetría ultrasónica es de 562 ± 6.2 μm, mientras que determinado mediante 

microscopía confocal es de 585 ± 79 μm.72,101 

La córnea depende del humor acuoso y de la lágrima para su nutrición y limpieza, y de los 

párpados y membrana nictitante para su protección frente al medio externo.213 La ausencia 

de queratinización del epitelio se compensa con la presencia de la película lagrimal, que al 

tapizar la superficie corneal, la lubrica, la protege de agentes infecciosos y forma una 

interfase con el aire de alta calidad óptica que permite una buena visión.202,227 

 



Revisión Bibliográfica 

12 
 

La película lagrimal está considerada en muchos sentidos la capa más superficial de la 

córnea. Con un grosor de 7 μm, posee una estructura trilaminar generada por secreciones 

celulares de estructuras anexas al globo ocular. Su lámina más externa es lipídica y deriva 

de la secreción de las glándulas de Meibomio; la capa intermedia acuosa, está generada 

por las glándulas lacrimales situadas en el margen superotemporal de la órbita y en la 

membrana nictitante; la capa interna mucosa, derivada de las células caliciformes 

conjuntivales.3,58 

Estas capas se entremezclan íntimamente, haciendo muy difícil establecer el grosor de 

cada una por separado. Estudios recientes incluso sugieren la existencia de sólo dos 

fases en la película lagrimal; una capa externa formada por lípidos apolares y fosfolípidos, 

y una más interna, en contacto con el epitelio, formada por un gel acuoso-mucínico, en la 

que los fosfolípidos se situarían entre las dos fases estabilizando la película lagrimal.147, 239 

 

3.1.2. Características histológicas de la córnea 

 

La córnea es un tejido transparente y avascular altamente especializado. En un corte 

transversal de la córnea se pueden diferenciar las siguientes capas: el epitelio anterior, la 

membrana basal, el estroma, la membrana de Descemet y el endotelio.43,227 

El epitelio anterior es la capa más externa de la córnea. Es un epitelio plano, estratificado 

y no queratinizado, cuyas células, dispuestas en tres estratos, presentan características 

morfológicas similares en todas las especies estudiadas, si bien existen diferencias 

interespecíficas en cuanto al número de capas celulares.28,57,61,71,221 

En cánidos, félidos y aves, el estrato más interno del epitelio corneal presenta una capa 

simple de células basales, con forma columnar, que descansa sobre una fina membrana 

basal. El estrato intermedio está compuesto por dos o tres capas de células poliédricas, 

llamadas células intermedias o aladas (wing cells), y sobre éste se dispone un estrato 

superficial formado por dos o tres capas de células escamosas no queratinizadas, en 

contacto directo con la película lagrimal, que presentan numerosas microvellosidades y 

micropliegues en su superficie.76,213 

Las células epiteliales están fuertemente adheridas entre sí a través de moléculas de 

adhesión (cadherinas e integrinas) y complejos de unión (desmosomas, uniones estrechas 

y uniones comunicantes) que además tienen un papel de comunicación y formación de 

barreras. Estas uniones dan estabilidad al epitelio y proporcionan resistencia frente a las 

agresiones externas.58 

La membrana basal subepitelial está sintetizada por las células basales epiteliales y sus 

principales funciones son servir de guía para la migración celular, dar soporte para la 

adhesión celular, actuar como membrana semipermeable y mantener la arquitectura de 

los tejidos.  
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Está constituida por colágeno IV y proteoglicanos asociados a proteínas como la laminina 

y la fibronectina, cuya función es permitir las interconexiones de los diferentes 

compartimentos de la matriz extracelular y las uniones celulares.113 

Las células epiteliales basales están fuertemente unidas a la membrana basal gracias a la 

presencia de numerosos hemidesmosomas. Utilizando microscopía electrónica se pueden 

distinguir tres láminas diferentes en la membrana basal, que desde el exterior al interior 

son: una lámina lúcida, una lámina densa y una lámina reticular más interna que está en 

contacto con el estroma.227 

El estroma o sustancia propia constituye el 90% del espesor de la córnea. Está compuesto 

por un tejido conjuntivo denso y avascular formado por fibras paralelas de colágeno tipo I y 

tipo V uniformemente dispuestas en haces o láminas. Las láminas se encuentran 

separadas entre sí por una matriz extracelular de proteoglicanos y por un sincitio de 

fibroblastos modificados llamados queratocitos, que se disponen entre las múltiples capas 

de colágeno.64,65,94,115 

La matriz extracelular estromal está formada básicamente por proteoglicanos, en su mayor 

parte queratán sulfato y dermatán sulfato. Los proteoglicanos se unen a las fibras 

colágenas de forma ordenada y las rodean individualmente con el fin de mantener su 

disposición regular en el espacio. Los componentes intersticiales son hidrofílicos y atraen 

agua de la película lagrimal y del humor acuoso. Cuando se produce un daño en la barrera 

epitelial o endotelial, el fluido llega al estroma, separando las fibras de colágeno y dando a 

la córnea una coloración azulada.153,220 

El compartimento celular del estroma está formado por fibroblastos modificados o 

queratocitos que se disponen en las estrechas hendiduras que existen entre los haces 

paralelos que forman las fibrillas de colágeno constituyendo entre el 3 y el 5% del volumen 

estromal. Su función consiste en mantener las fibras de colágeno y la matriz extracelular 

mediante una actividad de síntesis constante. También es posible encontrar en el estrato 

estromal linfocitos dispersos que migran desde los vasos sanguíneos del limbo 

corneal.64,94,115,195 

La membrana de Descemet es una membrana homogénea y acelular sintetizada por las 

células del endotelio corneal que se mantiene débilmente unida al estroma. Se extiende 

hasta el ápex de la red trabecular, situada en la región del limbo corneoescleral. Está 

compuesta por gran cantidad de glicoproteínas, laminina y colágeno tipo IV, lo que le 

confiere gran elasticidad y resistencia ante agresiones traumáticas o inflamatorias.44,150,213 

Ultraestructuralmente, la membrana de Descemet está formada por tres zonas: una capa 

anterior de aproximadamente 0.3 μm de grosor próxima al estroma formada por colágeno 

tipo V y VI, una zona bandeada intermedia de 2 a 4 μm formada por colágeno tipo IV y 

VIII, y una zona ancha no bandeada interna adyacente al endotelio constituida por 

colágeno tipo III y IV.225 
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El endotelio corneal posterior es la capa más interna de la córnea y está en íntimo 

contacto con el humor acuoso. Está formado por una única capa de células planas de 

forma hexagonal que miden de 4 a 6 μm de alto y 20 μm de ancho en el perro adulto.43 

Las células endoteliales presentan un citoplasma característico de células con gran 

actividad metabólica: gran número de mitocondrias, un aparato de Golgi y un retículo 

endoplásmico bien desarrollado, y abundantes vesículas de picnocitosis en su interior. 

Estas estructuras citoplasmáticas les permiten desempeñar funciones de transporte, 

secreción y síntesis, imprescindibles para la nutrición y el mantenimiento del metabolismo 

corneal.43 

La función principal del endotelio es mantener el estado de deturgescencia o 

deshidratación corneal relativa. Existen dos mecanismos que impiden el libre flujo de agua 

y solutos hacia el estroma corneal: el establecimiento de una barrera celular a través de 

uniones estrechas (“tigth junctions”) entre células adyacentes y la existencia de un 

transporte activo a través de bombas de Na+/K+ ATPasa ubicadas a lo largo de las 

membranas laterales celulares.213 

La córnea está inervada por los nervios ciliares largos, que derivan de la división oftálmica 

del nervio trigémino (V par craneal). Estos troncos discurren radialmente a la córnea 

central formando los plexos anteriores y posteriores en el estroma anterior. Los plexos 

subepiteliales se extienden hacia el epitelio corneal y sus terminaciones nerviosas carecen 

de envoltura a este nivel. El epitelio anterior de la córnea está inervado, principalmente, 

por receptores del dolor, mientras que la mayoría de los receptores de presión están en el 

estroma.74,145,159,213 

 

3.1.3. Características estructurales y ultraestructurales del epitelio anterior de la 

córnea 

 

Como se ha citado previamente, el epitelio anterior es la capa más externa de la córnea y 

se encuentra en íntimo contacto con la película lagrimal precorneal. Es un epitelio 

escamoso, estratificado y no queratinizado que mide aproximadamente entre 25 y 40 μm 

de grosor en los carnívoros domésticos.213 

En el perro el epitelio anterior está formado por 6 o 7 capas celulares, diferenciándose tres 

estratos: una capa simple de células basales, 2 o 3 capas de células intermedias o células 

aladas, y de 2 a 3 capas de células superficiales o células escamosas.221 

El estrato basal es la capa más interna del epitelio corneal. Está formado por una capa de 

células poligonales alargadas, con medidas que oscilan entre los 10 μm de ancho y los 15-

20 μm de alto llamadas células basales.227 

Las células basales están unidas entre sí a través de uniones comunicantes (“gap 

junctions”) y desmosomas, y se unen a la membrana basal subepitelial a través de 

hemidesmosomas.89 
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El citoplasma de las células basales contiene una escasa cantidad de organelas, sin 

embargo destaca la presencia de un citoesqueleto con abundantes filamentos de actina 

(que juegan un papel importante en la migración celular), microtúbulos y filamentos de 

citoqueratina.89 

El estrato basal cobra especial importancia puesto que a este nivel, en la zona limbal se 

localizan las células madre progenitoras del epitelio corneal, fundamentales en el proceso 

de renovación del epitelio corneal.122,219 

Las células intermedias o células aladas son células de transición entre las células 

basales y las células superficiales escamosas. Son células de forma poligonal y un 

diámetro de 12 a 15 μm. Estructuralmente  poseen un citoplasma con escasas organelas y 

numerosos filamentos de citoqueratina en su citoesqueleto, un gran núcleo ovoide y 

múltiples interdigitaciones en su superficie.227 Recubriendo su membrana citoplasmática 

aparecen numerosos desmosomas que unen firmemente estas células entre sí y con las 

células basales y superficiales. En las caras laterales de las membranas aparecen 

también uniones comunicantes (“gap junctions”).103 

Las células superficiales aparecen formando un mosaico de grandes células aplanadas, 

poligonales, de a 40 a 50 μm de longitud y cuya superficie está cubierta por numerosas 

microproyecciones citoplasmáticas en forma de microvellosidades y micropliegues cuya 

función es la de asegurar y fijar la capa mucoide profunda de la película lacrimal 

precorneal, facilitar la absorción de oxígeno y el transporte de nutrientes entre las células y 

la película lagrimal.47,48,49,50,101,112 

En la membrana citoplasmática de las caras lateral y basal de las células superficiales 

destacan los complejos de unión intercelulares,103 que son de tres tipos:  

- Uniones adherentes que garantizan la cohesión mecánica entre las células al tiempo que 

sirven de punto de anclaje al citoesqueleto y que están integradas por desmosomas y por 

uniones adherens. 

- Las uniones estrechas (“tight junctions”), que aseguran la cohesión celular pero sobre 

todo representan un sistema estanco que impide el paso libre de moléculas, jugando un 

papel fundamental en la función de permeabilidad selectiva del epitelio.  

- Las uniones comunicantes (“gap junctions”), que permiten el paso de pequeñas 

moléculas de una célula a otra. Están distribuidas al azar sobre las caras basales y 

laterales y permiten el acoplamiento metabólico y eléctrico entre las células al permitir el 

paso de iones y de pequeñas moléculas hidrofílicas. 

Son células metabólicamente menos activas que las células subyacentes del mismo 

estrato, con un citoplasma en el que destaca la escasa presencia de organelas y la gran 

cantidad de filamentos de citoqueratina y de vesículas secretoras.227 
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3.1.4. Fisiología corneal 

 

La transparencia corneal, imprescindible para una correcta visión, se mantiene por la 

presencia del epitelio escamoso no queratinizado que se ve reforzado por la presencia de 

una película lagrimal precorneal que tapiza la superficie ocular, la ausencia de vasos 

sanguíneos y pigmento, la perfecta disposición espacial de las fibrillas de colágeno que 

forman el estroma corneal y la deshidratación relativa de la córnea, que es mantenida por 

la barrera endotelial y epitelial.85,144,213 

El humor acuoso, la película lagrimal precorneal, el plexo capilar límbico y los capilares 

conjuntivales palpebrales son los responsables de la nutrición de la córnea, suministrando 

las cantidades de oxígeno, proteínas y glucosa necesarias para mantener sus elevadas 

necesidades metabólicas.78 

El epitelio corneal obtiene la mayor parte de la glucosa procedente del humor acuoso, a 

través del endotelio y del estroma. La glucosa se almacena en el interior de las células 

epiteliales en forma de glucógeno que puede ser usado como fuente de energía en 

condiciones de estrés.58 

Si las reservas de glucógeno disminuyen, la cicatrización normal del epitelio y la motilidad 

celular sobre la superficie quedarían comprometidas. El oxígeno lo recibe directamente 

desde la atmósfera a través de la película lagrimal.58 

La lágrima posee pocos aminoácidos y la barrera epitelial es impermeable al paso de 

estas sustancias, por lo que los aminoácidos necesarios para la intensa síntesis proteica 

fundamental para la renovación corneal se obtienen del humor acuoso a través del 

endotelio y del estroma.202 

Las necesidades metabólicas de las células del estroma son limitadas y están 

relacionadas con el mantenimiento de las fibras de colágeno y los glicosaminoglicanos por 

parte de los queratinocitos.153 

El mantenimiento de la bomba de Na+-K+ endotelial necesaria para conservar la 

transparencia corneal requiere  grandes cantidades de glucosa (aproximadamente cinco 

veces las del epitelio). Su ruta metabólica principal es la glicolisis anaerobia, empleando 

de manera significativa también la ruta del ácido cítrico y la ruta de las pentosas fosfato.58 
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3.1.5. Descamación del epitelio corneal 

La descamación es el proceso por el cual el epitelio corneal se deshace de las células 

muertas de manera completa e instantánea sin necesidad de que los macrófagos las 

fagociten como sucede en otros tejidos.198 

Se han descrito tres mecanismos de descamación de las células de la superficie corneal: 

la apoptosis clásica, la apoptosis no clásica y la diferenciación terminal.62,198,199 

La apoptosis es una forma controlada de muerte celular que puede aparecer de forma 

fisiológica durante el desarrollo embriológico o en tejidos en crecimiento, pero también es 

característico de gran cantidad de procesos patológicos como los procesos víricos, las 

alteraciones inmunológicas producidas por linfocitos T y las lesiones causadas por 

algunos productos químicos o drogas.148 

La participación de la apoptosis en la descamación fisiológica del epitelio corneal se pone 

en evidencia por la presencia de células apoptóticas en la superficie epitelial y en las 

células descamadas. Histológicamente esta apoptosis se reconoce porque las células 

aparecen retraídas, con la cromatina condensada, el citoplasma fragmentado y restos 

citoplasmáticos en la superficie (cuerpos apoptóticos). Estas células también se 

evidencian mediante técnicas inmunocitoquímicas, que ponen de manifiesto el proceso 

típico de fragmentación del ADN.33,199,257 

Estil y su equipo, en un trabajo realizado sobre muestras de superficie corneal humanas, 

observaron que la mitad de las células descamadas eran apoptóticas desde el punto de 

vista inmunohistoquímico pero carecían de los cambios morfológicos típicos de la 

apoptosis clásica. A este tipo de proceso se le ha denominado apoptosis no clásica.62 

La existencia de estas células terminalmente diferenciadas, sin las características típicas 

de la apoptosis clásica, parece ser común a los tejidos que poseen una renovación celular 

rápida, como sucede en el epitelio del intestino delgado y en los folículos pilosos.68,232 

Parece que el factor determinante que desencadena este proceso, podría estar 

relacionado con la tensión y presión ejercida sobre el citoesqueleto celular y la pérdida de 

interacción entre célula y matriz.164,199 

Un tercer mecanismo de descamación epitelial es por desprendimiento de las llamadas 

células fantasma, que tienen el mismo tamaño que las células de la superficie pero 

pierden el núcleo antes de descamarse.62,199 
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3.1.6. Renovación del epitelio corneal 

 

El epitelio corneal en condiciones fisiológicas está sometido a un proceso regenerativo 

continuo, dado que la vida media de las células epiteliales corneales se estima entre 3 y 7 

días. La membrana apical consigue mantener la continuidad de la barrera epitelial durante 

la descamación fisiológica porque las células descamadas se desprenden solo después 

de que las células reemplazantes, inmediatamente inferiores, hayan restablecido sus 

uniones estrechas con las células vecinas.56 

La renovación del epitelio corneal es un proceso complejo y multifactorial, que depende 

del correcto funcionamiento y coordinación de múltiples mecanismos interrelacionados 

entre sí. La alteración del equilibrio entre división, maduración, muerte y descamación 

celular puede traducirse en patologías de la superficie ocular y en importantes alteraciones 

visuales.138 

La regeneración del epitelio corneal está directamente relacionada con el grado de 

funcionalidad del limbo esclerocorneal, que es la zona donde se localizan las células 

madre progenitoras del epitelio corneal.36,40,118,219 El déficit de estas células produce un 

cuadro clínico que se caracteriza por una vascularización del epitelio corneal, inflamación 

crónica, defectos epiteliales persistentes y recurrentes, fotofobia y pérdida de visión, que 

puede ser más o menos grave dependiendo del número de células madre afectadas.245 

Son muchos los autores que han estudiado la renovación del epitelio corneal y han 

surgido distintas teorías encaminadas a explicar dicho fenómeno.  

La teoría actualmente aceptada es la de Schermer, Galvin y Sun, que establece que el 

proceso de renovación del epitelio corneal se realiza a partir de células madre 

indiferenciadas o células primordiales (Stem cells) situadas en la capa basal del limbo 

corneal.219 

Las células primordiales corneales poseen una serie de características únicas que las 

diferencia del resto de las células del epitelio corneal: 

 Son células  escasamente diferenciadas.192 

 Tienen un ciclo celular lento.55,122 

 Poseen una alta capacidad de autorrenovación sin errores y una vida equivalente a la 

del organismo en el que residen.55 

 Están en contacto con membranas basales formadas por colágeno tipo IV.202 

 No expresan marcadores específicos del epitelio corneal diferenciado como las 

citoqueratinas 3 y 12.131, 219 

 Realizan movimientos centrípetos de superficie.32,55 

 Su deficiencia provoca alteraciones del epitelio corneal tales como vascularización, 

conjuntivalización e inflamación crónica.91,32,117 

 Se ha comprobado que gran parte de los tumores que afectan a la superficie ocular 

tienen su origen en el limbo esclerocorneal, lo cual coincide con la observación de que 

los tumores aparecen mayormente en células relativamente poco diferenciadas.191 
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 Estas células madres indiferenciadas pueden llevar a cabo divisiones celulares 

asimétricas, originando una célula hija que permanece indiferenciada y otra célula hija 

destinada a la diferenciación y división celular, llamada célula amplificadora transitoria 

o célula TAC.36,55,118,244 

Las células TAC tienen un potencial proliferativo limitado, se dividen con frecuencia y dan 

lugar a células diferenciadas incapaces de dividirse. Esta forma de división asimétrica 

permite tanto la renovación celular como la autoperpetuación de la célula 

primordial.36,55,118,244 

Existe una hipótesis propuesta por Thoft y col. que explica la renovación del epitelio 

corneal por medio de tres ejes: el eje X representa la proliferación de las células basales, 

el eje Y corresponde con la proliferación y migración centrípeta de las células limbares y el 

eje Z, que representa la pérdida de células epiteliales de la superficie corneal.238 

El mantenimiento del epitelio corneal, por tanto, puede definirse por medio de la ecuación: 

X + Y = Z, la cual ejemplifica cómo, para mantener el epitelio corneal, la pérdida celular 

debe estar en equilibrio con el reemplazo celular.238 

 

3.1.7. Reparación y envejecimiento del epitelio corneal 

 

En la superficie corneal, encontramos unos complejos sistemas de reparación que son el 

resultado del elevado nivel de organización y diferenciación de estos tejidos. Los 

mecanismos de reparación se activan de forma inmediata tras la agresión y tienen como 

misión la reepitelización de la córnea, así como la correcta restauración de su estructura y 

organización.136 

 

Existen dos mecanismos de reparación del área lesionada que permiten mantener el 

número normal de células epiteliales, la migración de células propias del epitelio anterior y 

la mitosis celular.213 

Si la lesión epitelial es pequeña la reparación se produce por migración en las primeras 24 

horas.213 

En caso de grandes lesiones existe cierta actividad mitótica, no solo de las células 

limbares sino también de células del epitelio corneal, que están migrando debido a la 

excesiva demanda de nuevas células epiteliales.194 

La renovación epitelial se produce cada 7 días, pero ante una erosión o un defecto se 

inicia una reacción que consiste en tres fases diferentes. 

La fase latente consiste en un periodo de 4 a 6 horas durante el cual se eliminan los restos 

celulares, las células se redondean y se reducen los hemidesmosomas del área de la 

lesión.54,222 



Revisión Bibliográfica 

20 
 

La fase de migración celular, que dura entre 24 y 36 horas, durante la cual la movilidad 

celular se acelera y llega a cubrir en poco tiempo la pérdida de sustancia, con la 

recuperación del efecto barrera, gracias a un incremento de la superficie celular y a la 

formación de fibrillas y filamentos. Se ha atribuido a la fibronectina un papel fundamental 

en esta fase, permitiendo una fuerte unión celular con la membrana basal.75 

En la fase de proliferación celular se activan las células primordiales del limbo, se 

desarrollan los complejos de unión con la membrana basal y se restablecen las 

terminaciones nerviosas.58 

La presencia o ausencia de colágeno IV parece determinar respectivamente el carácter 

inmaduro o diferenciado de las células corneales. El colágeno IV no aparece en la 

membrana basal de las células corneales de individuos adultos, pero sí aparece en la 

membrana basal del limbo y de la conjuntiva en el hombre, el conejo y la cobaya. Se cree 

que el colágeno IV favorece la proliferación epitelial pero hace perder a las células sus 

propiedades de diferenciación.202 

El fenómeno de envejecimiento afecta también a las células del epitelio corneal que ven 

disminuidas sus capacidades regenerativas respecto a los epitelios de individuos más 

jóvenes.202 Sin embargo, la influencia de la edad es difícil de demostrar por la gran 

variabilidad del índice mitótico del epitelio entre unos individuos y otros de la misma edad, 

e incluso entre las córneas de un mismo individuo.66 

Se ha comprobado que los ritmos circadianos también ejercen cierta influencia sobre los 

procesos que regulan la multiplicación de las células del epitelio corneal. Lavker,91 en 

1991, comprobó en un estudio realizado en ratones y cobayas, que el índice mitótico de 

las células epiteliales corneales era máximo entre las 6 y las 12 horas de la mañana, 

coincidiendo con lo observado en otros epitelios estratificados, lo que indica que hay 

factores sistémicos que determinan esta regulación. 
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3.1.8. Reacción del epitelio corneal a la enfermedad  

 

La córnea es un tejido avascular y como tal responde ante estímulos nosológicos de un 

modo diferente a como lo hacen los tejidos que reciben aporte sanguíneo. Para generar 

una respuesta inflamatoria, la córnea necesita primero adquirir los elementos necesarios 

para producir la inflamación, mediante la formación de neovasos sanguíneos y la 

infiltración de células polimorfonucleares desde la lágrima y los vasos sanguíneos del 

limbo.227 

 

En el curso de procesos crónicos el epitelio corneal es capaz de desarrollar un mecanismo 

de respuesta adaptativa, a menudo reversible, llamado metaplasia escamosa. Durante 

este proceso, la córnea va adquiriendo las características histológicas del epitelio de la 

piel, tales como la vascularización, la pigmentación subepitelial y la queratinización e 

hiperplasia epitelial. Este grado de metaplasia aporta información del estado de la 

superficie ocular, permite establecer un diagnóstico y valorar la progresión y severidad de 

la enfermedad.135,227 

 

Dependiendo de la naturaleza y de la persistencia de la irritación de la superficie ocular es 

posible encontrar diferentes cuadros clínicos. No todos los procesos que cursan con 

metaplasia escamosa presentan todos los cambios citados, así, es posible encontrar una 

queratinización del epitelio corneal sin que exista pigmentación corneal asociada o 

metaplasia escamosa sin neovascularización de la córnea.255 

En general las lesiones que afectan al epitelio corneal se acompañan de vascularización 

superficial derivada de los vasos conjuntivales adyacentes.  

 

Las enfermedades que afectan a zonas más profundas de la córnea presentan una 

vascularización que deriva de la circulación ciliar y se caracteriza por vasos cortos, rectos 

y de color más oscuro. Si el proceso irritativo se mantiene, la vascularización masiva 

puede dar lugar a la formación de tejido de granulación.227  

 

La migración de melanocitos desde los tejidos limbales o perilimbales hasta localizarse en 

el estroma subepitelial o el epitelio, es un mecanismo de respuesta inespecífica a la 

inflamación corneal. Constituye una de las causas más frecuentes de déficit visual en 

animales afectados por enfermedades corneales crónicas, en especial cuando hay 

exposición o irritación continua de la córnea debido a distiquiasis, triquiasis, rozamiento 

con los pliegues nasales, exposición corneal crónica en razas braquicéfalas, QCS o 

queratitis neurotrófica entre otras causas.223 

 

 

 

 

 

 

 



Revisión Bibliográfica 

22 
 

3.2. Citología de impresión corneal 

 

3.2.1. Definición y antecedentes históricos 

La citología de impresión es una técnica atraumática, simple, rápida y carente de efectos 

secundarios y contraindicaciones que permite la recolección de las células de las capas 

más externas de la superficie ocular en pacientes de cualquier especie, mediante la 

aplicación de un pequeño microfiltro sobre la córnea o la conjuntiva.39 

 

La técnica fue diseñada y descrita por primera vez por Larmande y Timsit en 1954, para el 

diagnóstico de la metaplasia escamosa de la superficie ocular. En 1977 fue introducida 

simultáneamente en la práctica clínica por el Dr. Thatcher y col. del hospital Moorfields 

Eye de Londres y por el Dr. Egbert y col. de la Universidad de Medicina de Stanford 

(California).60,120,236 

 

Thatcher diseñó la técnica utilizando un disco de impresión de plástico, buscando una 

alternativa a otros métodos de recogida de muestras de la superficie ocular, menos 

cómodos para el paciente, como los raspados o los hisopos conjuntivales, con el fin de 

estudiar la respuesta inflamatoria de la conjuntiva frente a diversas patologías oculares.236 

 

La técnica que se emplea en la actualidad fue diseñada por Egbert y su equipo, que 

observaron como al presionar un microfiltro de celulosa sobre la conjuntiva bulbar y 

palpebral para estudiar la secreción de las células caliciformes, obtenían de manera 

constante, además de secreciones, abundantes células que se quedaban adheridas al 

papel.60 

 

Las técnicas empleadas para obtener muestras de la superficie corneal se dividen en 

técnicas invasivas, como la biopsia excisional y los raspados corneales, y en técnicas no 

invasivas en las que se incluye la citología de impresión y el empleo de hisopos o 

microcepillos celulares (Cytobrush®). 

 

La biopsia limbocorneal aporta la ventaja de proporcionar información del estado de todas 

las capas del epitelio, así como de la organización del estroma corneal. Sin embargo, en 

muchos casos de enfermedad de la superficie corneal esta técnica no está justificada o 

está contraindicada debido a que con cada biopsia se reduce potencialmente el número 

de células madre, lo que puede provocar la conjuntivalización y opacificación de la 

córnea.133,149 

 

Los raspados realizados con espátulas son ideales para tomar muestras de la córnea y de 

la conjuntiva de animales muy pequeños, son económicos y el número de células 

recolectadas es grande; sin embargo, pueden producir lesiones oculares serias si la toma 

de muestras no se realiza con cuidado o si se realiza a animales muy nerviosos.  
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Además, la integridad celular se ve comprometida muchas veces y no aporta información 

de las relaciones intercelulares.13 

 

Los frotis realizados con hisopos de algodón son económicos, atraumáticos y tienen la 

ventaja de proporcionar una gran población celular sin alterar su integridad si se realizan 

con cuidado. La desventaja es que no aportan ninguna información en lo relativo a las 

relaciones intercelulares.13 

 

El Cytobrush-S® es un microcepillo empleado de modo rutinario para la realización de 

citologías ginecológicas en medicina humana y ha sido utilizado para obtener muestras de 

la superficie ocular. Es económico, poco traumático, mantiene bien la estructura celular y 

el número de células recolectadas es bueno. Sin embargo, debido a su longitud, no es el 

método más indicado en ojos de pequeño tamaño (cachorros, pájaros, hurones….).45,250 

 

La citología de impresión es una técnica de recolección celular no invasiva, indolora, 

económica, accesible y fácil de realizar que proporciona de manera constante gran 

cantidad de células con un alto detalle celular.10,81,250 

 

Permite obtener de una a tres capas de células conjuntivales y una capa de células 

corneales de la superficie, proporcionando información precisa del área anatómica a 

estudiar, de la morfología celular, de las relaciones intercelulares y de las interacciones 

establecidas entre las células epiteliales con otros componentes celulares.116,222,233 

 

La citología de impresión corneal proporciona muestras de la superficie ocular de manera 

rápida y repetida, permitiendo tanto el diagnóstico como la monitorización frecuente de 

enfermedades que afecten a la superficie ocular.30,39,233,236 

 

Comparado con las técnicas tradicionales, la citología de impresión ofrece diversas 

ventajas: 

 

- Preserva mejor la morfología celular que los frotis de la superficie corneal, aportando 

información más precisa del estado de la superficie ocular y de las relaciones 

intercelulares.13 

 

- Comparada con la biopsia corneal es menos invasiva, tiene menos contraindicaciones, se 

puede repetir tantas veces como sea necesario y permite obtener muestras más amplias 

del epitelio corneal sin ocasionar efectos secundarios.39,45 

 

- Con respecto a los microcepillos celulares(Cytobrush®), los resultados han puesto en 

evidencia que la cantidad de células obtenidas por muestra, la resolución del detalle 

celular y la valoración de las relaciones intercelulares es mejor aplicando la citología de 

impresión.13,45,250 
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- Las muestras obtenidas por citología de impresión pueden ser procesadas y evaluadas 

por una amplia gama de técnicas como la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), 

técnicas inmunohistoquímicas, citometría de flujo, microscopía óptica o microscopía 

electrónica entre otras.30,39 

 

Todas estas ventajas han convertido a la citología de impresión en la técnica de elección 

para el muestreo del epitelio de la superficie ocular y en una herramienta de investigación 

clínica muy útil.30 

 

Sin embargo, a pesar de tratarse de una técnica sencilla no está estandarizada, lo que ha 

limitado su reproductibilidad y potencial desarrollo como técnica de referencia en el 

diagnóstico de patologías de la superficie ocular.30,60,141,149 

 

3.2.2. Aplicaciones clínicas 

La citología de impresión ha ido evolucionando desde su aparición en 1954, ampliando 

sus aplicaciones en el diagnóstico etiológico de diversas patologías de la superficie ocular 

a medida que se han ido introduciendo nuevos materiales, nuevas tecnologías y nuevas 

técnicas de laboratorio. 

 

Es una técnica de diagnóstico muy útil, que permite estudiar y comprender los cambios 

secuenciales que se producen en la superficie corneal y conjuntival durante el curso de la 

enfermedad ocular, así como evaluar y comparar la eficacia de los tratamientos aplicados 

para establecer cuál es el más adecuado.137 

 

La aplicación más frecuente de la citología de impresión en la práctica clínica es la 

valoración de la metaplasia escamosa de la superficie ocular en pacientes humanos con 

xeroftalmia.6,21,81,160,161,169,201,204,243,260 

 

Otras situaciones en las que se emplea la citología de impresión por su alta sensibilidad 

son: 

 

- En el diagnóstico primario y seguimiento de las neoplasias escamosas de la superficie 

ocular.149,172,180,233,240 

 

- En el diagnóstico de la insuficiencia limbal y valoración del grado de recuperación de la 

superficie corneal en pacientes tratados con trasplante de membrana amniótica o cirugía 

combinada de ésta con trasplante de limbo.46,132,133,134,135  

 

- En el diagnóstico de pacientes con manifestaciones oculares de mucopolisacaridosis, en 

combinación con microscopía electrónica.142 

 

- En el estudio de la toxicidad derivada del uso crónico de medicaciones tópicas utilizadas 

en el tratamiento de enfermedades oculares como el glaucoma.24,186 
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- En la valoración de la superficie ocular de pacientes diabéticos, de niños prematuros y de 

pacientes que usan lentes de contacto.2,92,152 

 

- En estudios sobre la queratoconjuntivitis vernal, el penfigoide cicatricial y la 

queratoconjuntivitis límbica superior.4,166,252 

 
- En el diagnóstico de queratitis parasitarias por Acanthamoeba a partir de la identificación 

de quistes y trofozoítos en muestras corneales.217 

 

- En el diagnóstico de infecciones víricas de la superficie ocular provocadas por herpes 

simplex, varicela zoster y adenovirus en la conjuntiva de pacientes humanos.237 

 

3.2.3. Descripción de la técnica 

La técnica de citología por impresión de la superficie ocular consta de cinco etapas 

básicas: recogida de muestras, fijación, tinción, montaje y análisis microscópico.41 

 

3.2.3.1. Recogida de muestras 

La recogida de muestras es técnicamente sencilla, sin embargo existen múltiples factores 

que pueden influir en la cantidad y calidad de las mismas, como son: 

 

 La aplicación de anestésicos tópicos sobre la superficie ocular previamente a la toma de 

muestras es motivo de controversia. Algún autor ha sugerido que su empleo podría 

producir artefactos o alterar la morfología celular,236 sin embargo, otros autores han 

defendido que su influencia es mínima.60,167 

La gran mayoría de los estudios consultados de citología de impresión de la superficie 

ocular han empleado anestesia tópica.6,10,18,19,41,45,46,51,59,79,160,161,167,196,203,204,205,233,237,240,243 

 

 Las características de la superficie ocular afectan de manera considerable a la calidad y 

cantidad de la muestra. La presencia de secreciones mucosas, exudado purulento o 

lágrimas sobre la córnea disminuye la cantidad de células corneales que se adhieren a la 

membrana de filtración, por lo que es fundamental mantener la superficie corneal limpia y 

seca antes de obtener la muestra. 

 

 Las características físicas de la membrana de filtración afectan directamente tanto al 

número de células recolectadas como al mantenimiento de la estructura morfológica de 

las mismas. En los diferentes estudios se han empleado diversos tipos de membranas, lo 

que contribuye a la falta de homogeneidad de la técnica.  
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Algunos autores han empleado membranas de metilcelulosa234 o nitrocelulosa,21,59 sin 

embargo, las membranas de filtración de acetato de celulosa MF-Millipore® (Millipore 

Corporation, Billerica, MA, USA) son las que han sido utilizadas con mayor frecuencia en  

los estudios   consultados.6,19,41,45,60,81,84,133,135,141,156,157,160,161167,182,196,201,203,204,205,233,243 

Están formadas por ésteres mixtos de celulosa hidrofílica y se fabrican con diferentes 

tamaños de poro. 

 

A partir de 1992 algunos autores empezaron a utilizar una membrana de 

politetrafluoroetileno hidrofílico llamada Biopore® (Millicell-CM 0.4 μm PICM012550, de 

Millipore Corporation, Bedford, MA) diseñada originalmente para realizar cultivos celulares. 

Biopore® posee una serie de propiedades físicas, como la transparencia al hidratarse y la 

incapacidad de teñirse con pigmentos fluorescentes, que la hacen muy útil para la 

realización tanto de estudios tradicionales por microscopía óptica, como de estudios en los 

que se empleen tinciones inmunohistoquímicas o inmunofluorescencia.10,18,46,51,237,240
 

El tamaño del poro de la membrana de filtración es determinante, afectando tanto a la 

cantidad de células recolectadas como a la resolución del detalle celular. Así, el empleo de 

membranas con un tamaño de poro grande proporciona mayor cantidad de células pero 

con mayores alteraciones estructurales, mientras que tamaños de poro pequeños 

permiten obtener menor cantidad de células por muestra, pero de gran calidad 

estructural.141 

Los tamaños de poro empleados en los diversos estudios son de 0.025 μm,6,167,182            

0.10 μm,81 0.20 μm,10 0.22 μm,156 0.25 μm,45 0.40 μm18,46,51,237,240 y 0.45 μm 
19,41,59,133,135,157,160,161,201,203,204,205,233,234 

 

Martinez, en un intento de estandarizar la técnica, realizó un estudio en conejos en el que 

comparaba diversas membranas de filtración con diferentes tamaños de poro para ver cuál 

era el más adecuado para obtener muestras conjuntivales. Atendiendo al número de 

células obtenidas y al mantenimiento de la morfología celular, llegó a la conclusión de que 

los mejores resultados se obtenían empleando membranas de filtración de acetato de 

celulosa con tamaño de poro de 0.025 μm y 0.22 μm.141 

 

Sin embargo, estudios posteriores han empleado membranas acetato de celulosa con 

tamaños de poro diferentes a los considerados óptimos por este autor con buenos 

resultados.6,19,41,45,59,81,133,135,160,161,205,233,234 

 

 Se han encontrado grandes diferencias en cuanto al tamaño de la membrana de filtración 

utilizado para tomar las muestras también entre los distintos estudios, pudiendo variar 

desde 3x4 mm,59 3x7 mm,19 3x10 mm,196 4x3 mm,203 4x8 mm,10 5x5 mm,133,141,157,182,205 

5x7 mm,41 5x8 mm,156 5x25 mm,201 y filtros circulares de 6.2 mm de diámetro.169 Las 

membranas Biopore® están precortadas en círculos de 8 mm de diámetro y van unidas a 

un cilindro de plástico, lo cual facilita su manejo.18,46,51,237,240 
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 La rugosidad del papel de celulosa es otra característica física que a priori puede influir en 

el número y calidad de las células obtenidas. El papel de filtro tiene dos caras, una más 

brillante y lisa, y otra más mate y rugosa.167 La cara rugosa ofrece mayor área de 

superficie para la adhesión celular, lo que supone una ventaja sobre la cara lisa. Sin 

embargo, las células tienden a adaptarse a la superficie del papel por lo que se 

distorsionan en el papel rugoso, permaneciendo planas y lisas en un papel liso.141 

 

Algunos investigadores como Divani,45 Nelson167 y Haller-Schober,81 especifican en sus 

trabajos el empleo de la cara mate y rugosa del papel, sin embargo la mayoría no hace 

referencia a este respecto. Nelson167 y Tseng243 apuntaron que ambas caras pueden ser 

utilizadas sin afectar a la recogida celular. 

 

 Vadrevu250 determinó la importancia de las propiedades químicas del papel en la toma de 

muestras al comprobar que el tratamiento de la membrana de celulosa con sustancias 

químicas, como los surfactantes, reducía notablemente la cantidad de las células 

recolectadas, por lo que recomendaba emplear siempre filtros libres de surfactante. 

 

 La influencia de las fuerzas electrostáticas del papel de filtro sobre la cantidad de células 

recolectadas se puso de manifiesto en un estudio realizado por Dursun59 en el que 

valoraba los cambios producidos en la superficie ocular en un grupo de conejos con ojo 

seco. Determinó que el número de células recolectadas mediante citología de impresión 

aumentaba espectacularmente si se dejaban las membranas de filtración en agua 

destilada durante la noche, concluyendo que la pérdida de las fuerzas electrostáticas por 

parte del papel de celulosa favorecía la recolección celular. 

 

 La presión ejercida sobre el globo ocular durante la toma de muestras es otra variable a 

tener en cuenta. Martinez141 valoró cuál era la presión óptima que debería ejercerse para 

obtener la mayor cantidad de células, concluyendo que una presión de 60 G ejercida con 

un oftalmodinamómetro de Goldman era la ideal. 

 

Sin embargo, la mayoría de autores simplemente describe que una vez el papel de 

celulosa ha sido apoyado sobre la superficie ocular, se debe ejercer una ligera presión 

para asegurar la adhesión celular pero sin especificar la cantidad de presión ejercida. 

 

Entre los múltiples instrumentos utilizados para presionar la superficie ocular para obtener 

la muestra destacan oftalmodinamómetros79,141,169,203,222,263 barritas de cristal o 

plástico60,167,182,196,237 y pinzas de cirugía entre otros.19,41,81,160,206,233 

 

Brandao,23 sin embargo, en un estudio realizado para establecer el patrón celular 

conjuntival normal en felinos domésticos, obtuvo muestras de calidad sin utilizar ningún 

instrumento para presionar la membrana sobre la superficie ocular, empleando un método 

que consistió en evertir los párpados e introducir una tira de papel de filtro en el saco 

conjuntival durante unos segundos. 
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 El tiempo de contacto entre el papel y la superficie ocular varía entre unos autores y otros, 

desde 2 segundos,45,79,182,169,203  2 a 3 segundos,59,196 2 a 4 segundos,23 2 a 5 segundos,41  

3 segundos,141,157 3 a 4 segundos,205 3 a 5 segundos,46,237 5 segundos,19,156 5 a 10 

segundos,222 10 a 20 segundos,149 hasta 30 segundos84 sin que ningún autor haya 

reportado diferencias en la calidad o la cantidad de la muestra derivadas del tiempo 

contacto entre la superficie ocular y la membrana de filtración. 

 

 Uno de los puntos en los que coincide la mayoría de los autores es el modo de retirar la 

membrana de la superficie ocular una vez que han contactado. Independientemente del 

tipo de membrana utilizada y de los instrumentos empleados a tal efecto, siempre se 

describe como si se intentase despegar el papel de la superficie ocular empezando a 

levantarlo desde uno de los lados hacia el otro extremo, en un intento de descamar la 

capa superficial de células adheridas a la membrana.19,45,60,77,59,81,141,161,233,243 

 

3.2.3.2. Técnicas de fijación y tinción de las muestras 

Los métodos de fijación de las muestras son diversos y van desde muestras fijadas al 

aire237, hasta el empleo de sustancias químicas como etanol de 95º,19,59,149,167,201,233 etanol 

de 96º,6,133,157,160,204,205 etanol de 99º,51 sprays de fijación,45,46,79,169 y mezclas de ácido 

acético glacial con formaldehido al 37% y alcohol etílico de 70º (1:1:20)41,141,196,222,243 entre 

otros. 

 

Las tinciones Ácido Periódico-Schiff (PAS)6,19,45,59,60,79,133,156,157,160,161,167,182,203,204,263 y la 

combinación de PAS y Papanicolau modificadas,41,81,141,172,222,233,243 han sido las más 

empleadas por los diversos autores. Otras tinciones empleadas con buenos resultados en 

muestras obtenidas de la superficie ocular de pacientes humanos y animales han sido las 

de Giemsa,18,23,234  Ziehl/ Alcian blue,201  Shorr23 o hematoxilina.21,51 
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3.2.4. Estudio morfométrico en la citología de impresión 

Muchas de las patologías que afectan a la superficie ocular provocan metaplasia 

escamosa del epitelio corneal y conjuntival, lo que se traduce en cambios celulares 

estructurales y funcionales. Los cambios morfológicos asociados a estas patologías y 

descritos por citología de impresión son un aumento del tamaño celular, disminución del 

tamaño nuclear y un aumento del ratio núcleo:citoplasma (ratio N:C), que van asociados a 

otras alteraciones morfológicas citoplasmáticas o nucleares, más o menos frecuentes en 

función de la gravedad o cronicidad de la patología.161 

La introducción de nuevos equipos de imagen y software informáticos ha facilitado mucho 

el contaje y medición de las células de la superficie ocular, lo que ha permitido obtener 

medidas cada vez más precisas y establecer diferencias entre patrones celulares sanos y 

alterados. Los autores consultados han empleado diversos equipos de imagen para su 

estudio.  

 

López-García, Rivas y Murube tomaron las medidas de las células de la superficie ocular 

sobre fotografías de 10x15 cm obtenidas a 40x mediante una cámara fotográfica acoplada 

a un microscopio óptico.133,161 

 

Blades y Doughty utilizaron fotografías en color de las células a 40x, que fueron impresas 

superponiendo una escala de 100 μm, y escaneadas para producir láminas de 35 mm por 

proyección. Estas fotografías fueron graduadas de acuerdo con una escala de cuatro 

puntos, que evaluaba el tamaño y la forma de las células. Sobre las láminas de 35 mm se 

dibujaron los márgenes externos de las células y de los núcleos.17 

 

Doughty, buscando mayor precisión en el establecimiento del tamaño celular empleó una  

gran hoja de papel en blanco que superpuso sobre las imágenes magnificadas a 3000x 

para realzar los bordes celulares y a partir de ahí calcular el área, la longitud y la anchura 

celular.51 

 

Grene, tras analizar las muestras bajo microscopía óptica, las digitalizó, y empleando 

programas de gráficos estableció las áreas celulares absolutas y porcentuales, lo que le 

permitió realizar un mapa topográfico de la superficie conjuntival donde representaba los 

grados de metaplasia escamosa en pacientes humanos sanos y con síndrome de ojo 

seco.79 
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3.2.4.1. Estudio morfométrico de las células corneales de pacientes humanos sanos 

obtenidas por citología de impresión 

Existen escasas referencias bibliográficas sobre las medidas morfológicas de las células 

de la superficie corneal obtenidas por citología de impresión en pacientes sanos que 

permitan establecer una base comparativa con patrones celulares patológicos para fines 

diagnósticos. 

 

En 1991, Rivas realizó un estudio de la superficie ocular para describir el patrón normal 

del epitelio corneal y conjuntival en individuos sanos utilizando la citología de impresión. 

Observó que en la mayoría de las muestras corneales aparecían láminas de células 

poligonales con un núcleo central redondo, con cromatina finamente granular, 

uniformemente distribuida y una delicada membrana nuclear. Describió el citoplasma  

como abundante, semitransparente y no queratinizado. El tamaño medio de las células 

epiteliales corneales fue de 56.1 ± 5.8 μm de largo y 37.6 ± 4.3 μm de ancho.203 

 

En 2002, Murube y Rivas establecieron una clasificación del síndrome de ojo seco 

basándose en los signos clínicos y en las características celulares de la superficie ocular. 

Observaron que los individuos con un grado 0 de metaplasia escamosa presentaban un 

área celular corneal de 300-350 μm2 y un ratio N:C 1:3.160 

 

En 2003 estos mismos autores realizaron un estudio de la superficie ocular de 33 

individuos con el fin de obtener medidas de las células corneales normales. Los individuos 

con un grado 0 de metaplasia escamosa según su escala de gradación presentaron un 

área nuclear de 106.4 ± 10.5 μm2, un área celular de 322.41 ± 34.08 μm2 y un ratio N:C 

de 1:3.161 

 

3.2.4.2. Estudio morfométrico de las células corneales de pacientes humanos con 

patologías de la superficie ocular obtenidas por citología de impresión 

Desde la implantación de la citología de impresión en el estudio de la superficie ocular, 

diversos autores como Tseng, Nelson, Adams, Aragona, Blades y Oroza entre otros han 

desarrollado escalas para valorar el grado de metaplasia escamosa de las células de la 

superficie ocular centrándose principalmente en la conjuntiva, a pesar de que la córnea 

suele ser la más afectada en pacientes que padecen síndrome de ojo 

seco.1,5,17,161,167,169,179,243 

 

En 1992, Rivas estudió los cambios morfológicos que se producían en la superficie ocular 

de personas que padecían QCS. Observó que el tamaño de las células epiteliales 

corneales era ligeramente mayor que el de las células normales.  

El tamaño medio era 61 ± 7.6 μm de largo y 43.2 ± 7.1 μm de ancho. Las células se 

caracterizaban por tener un citoplasma más abundante y transparente, y un núcleo con la 

cromatina más condensada que las células control.204 
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En 2003, Murube y Rivas con objeto de establecer una correlación entre los signos 

clínicos de pacientes con síndrome de ojo seco y la metaplasia escamosa celular en 

células corneales y conjuntivales, desarrollaron una clasificación que distingue 6 grados 

de metaplasia. Los criterios valorados fueron la forma y el tamaño celular, la separación 

intercelular, el tamaño nuclear, la tinción del citoplasma, las alteraciones nucleares, el ratio 

núcleo:citoplasma (ratio N:C) y la conjuntivalización del epitelio corneal.161 

 

En 2006, López-García estudió la relación entre el grado de metaplasia escamosa del 

epitelio corneal y la gravedad clínica de la insuficiencia limbal en pacientes humanos. Los 

resultados mostraron que en los pacientes que presentaban una insuficiencia limbal 

asintomática el tamaño celular medio era 477 ± 140 μm2, con un ratio N:C de 1:5,25 ± 

1,5. Concluyó que existía correlación entre la gravedad clínica de la insuficiencia limbal y 

el grado de metaplasia escamosa del epitelio corneal, e incluso que pacientes con 

afectación leve o preclínica presentaban cierto grado de metaplasia escamosa, lo que 

realzaba la utilidad de la citología de impresión como diagnóstico precoz en casos de 

insuficiencia limbal.135 

 

3.2.5. Situación actual de la citología de impresión corneal en pequeños animales 

La citología de impresión corneal y conjuntival no es una técnica diagnóstica habitual en la 

práctica clínica veterinaria. La mayoría de los estudios en animales han sido realizados de 

modo experimental en conejos, con el objetivo de extrapolar los datos obtenidos a 

patologías que afectan a la especie humana.59,141 

 

Hasta el momento son pocos los estudios realizados con citología por impresión de la 

superficie ocular en pequeños animales, y la mayoría se centran exclusivamente en el 

estudio de la conjuntiva. 

 

Bounous, en 1998, estudió los cambios producidos en la conjuntiva de 15 perros 

diagnosticados de QCS antes y después de un tratamiento de 6 semanas con ciclosporina 

A tópica al 0.2% cada 12 horas. En sus conclusiones defiende la idoneidad del método de 

citología por impresión para el estudio de la superficie ocular en perros. 

Determinó que el grado de metaplasia escamosa de las células conjuntivales era 

significativamente menor tras el tratamiento con ciclosporina A tópica, aunque el grado de 

inflamación no mejoraba de manera significativa.21 

 

En 2002, Brandao23 realizó un estudio en 30 felinos domésticos sanos en un intento por 

establecer el patrón celular normal de la conjuntiva en esta especie. Empleando las 

tinciones de Giemsa y Schorr, determinó que el patrón normal se caracterizaba por la 

presencia de células de las capas intermedia y superficial dispuestas en grupos o en 

sábana, con morfología similar a la descrita por otros autores como Jegou o Malerba que 

emplearon técnicas de raspado conjuntival.95,140 
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Bolzan, en 2005, realizó un estudio con 20 perros sanos para establecer el patrón 

citológico conjuntival normal. Destacó en sus resultados que, aunque las muestras fueron 

tomadas en conjuntivas sanas, en el 53% de las preparaciones se encontraron hebras de 

mucosidad, en el 47% se identificaron leucocitos y en el 33% aparecieron células 

epiteliales queratinizadas, con un citoplasma rosa claro de aspecto granular y con núcleos 

degenerados o sin núcleos.19 

 

Tardón,234 en 2011, realizó un estudio en 28 gatos sanos. Estableció un patrón celular 

conjuntival normal atendiendo al número de células caliciformes y al tamaño de las células 

cilíndricas, y un patrón celular corneal empleando como criterio el tamaño de las células 

escamosas de la superficie. Las células fueron categorizadas de acuerdo a los grados de 

metaplasia escamosa propuestos por Murube y Rivas.161 Cabe destacar que del total de 

las células muestreadas, un 10% tanto de la córnea como de la conjuntiva presentaron 

signos de alteración celular caracterizados por núcleos degradados o picnóticos y 

citoplasmas queratinizados. 

 

También en 2011, Balicki6 realizó un estudio en 18 perros diagnosticados de QCS 

basándose en los resultados de la PLS I. Dividió a los animales en diferentes grupos en 

función de los resultados obtenidos con la PLS I y tomó muestras de la conjuntiva y de la 

córnea. Tras realizar el estudio microscópico de las muestras estableció una correlación 

entre la gravedad de los signos clínicos, la severidad de los cambios metaplásicos córneo-

conjuntivales y los valores obtenidos con la PLS. 

 

A pesar de que la citología de impresión es una técnica complementaria de gran ayuda en 

el entendimiento de los procesos fisiológicos y patológicos que afectan a la superficie 

ocular, no hemos encontrado, hasta el momento, ningún artículo en el que se haga un 

estudio del patrón celular normal en la córnea de los perros. 
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3.2.6. Futuro de la citología de impresión 

La citología de impresión es una técnica versátil y en expansión, lo que le ha permitido 

evolucionar a lo largo del tiempo desde sus inicios en 1977. Los mayores avances que se 

han producido en el diagnóstico de patologías oculares por citología de impresión van 

ligados a la incorporación de nuevos instrumentos de magnificación y de nuevas técnicas 

laboratoriales.60,236 

 

La introducción de nuevas tecnologías que permiten el estudio de la ultraestructura 

celular, como la microscopía electrónica de barrido y la microscopía electrónica de 

transmisión, mucho más potentes que la microscopía óptica, ha supuesto un gran avance 

en el conocimiento de la patogenia de las enfermedades que afectan a la córnea y a la 

conjuntiva.59,143,183,237 

 

Paralelamente al desarrollo de nuevos instrumentos de magnificación se han ido 

incorporando modernas técnicas de laboratorio como la citometría de flujo,11,25 las 

tinciones inmunohistoquímicas e inmunofluorescentes10,46,185,237 y la PCR35,188,256 entre 

otras, lo que ha incrementado el potencial de la citología de impresión como método 

diagnóstico. 

 

La citometría de flujo es una técnica estandarizada cuyos resultados no dependen de la 

interpretación subjetiva del personal de laboratorio. La combinación de la citometría de 

flujo con la citología de impresión corneal, permite un estudio objetivo de la superficie 

ocular, como por ejemplo el número de células HLA-DR positivas, la presencia de factores 

apoptóticos y otros receptores celulares.137 

 

La citología por impresión asociado a las técnicas de RT-PCR/PCR, que permite obtener 

ADN de células de la superficie corneal, posibilita la identificación de las células limbales 

supervivientes del donante en casos de trasplantes limbales y la identificación de genes 

de superficie ocular, como los péptidos defensinas antimicrobianos y las enzimas 

antioxidantes.35,256 

 

Las tinciones inmunohistoquímicas e inmunofluorescentes unidas a la citología de 

impresión están posibilitando la identificación de virus que afectan a la superficie ocular de 

un modo más rápido y con la misma fiabilidad o mayor que las técnicas tradicionales de 

aislamiento viral a partir de cultivos celulares.237 

 

La combinación de la citología de impresión y técnicas inmunocitoquímicas que utilizan 

anticuerpos anti citoqueratinas de la superficie ocular CK19 y CK3, ha demostrado que la 

identificación de citoqueratinas CK19 específicas de conjuntiva en la córnea es un método 

precoz para identificar insuficiencias limbales dado que la conjuntivalización de la córnea 

es un signo diagnóstico de este proceso.46,193, 228 
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3.3. Queratoconjuntivitis seca 

 

La queratoconjuntivitis seca (QCS), también conocida como enfermedad del ojo seco, 

síndrome de ojo seco o síndrome de lágrima disfuncional, se define como una enfermedad 

multifactorial de la película lagrimal y de la superficie ocular que ocasiona síntomas de 

malestar, trastornos visuales e inestabilidad de la película lagrimal capaz de ocasionar 

daños en la superficie ocular. Se acompaña de un incremento de la osmolaridad de la 

lágrima e inflamación de la superficie ocular.14,42 

 

La QCS una patología ocular muy común en la especie canina y uno de los principales 

motivos de consulta en la clínica oftalmológica veterinaria. 

Su diagnóstico está basado en una lectura de la PLS I menor a 15 mm/min, junto con 

hallazgos patológicos en la superficie ocular tales como descarga ocular mucosa o 

mucopurulenta, grados variables de conjuntivitis, queratitis pigmentaria, ulceración corneal 

y ceguera.3,107,215 

 

La QCS puede estar causada por una disminución de la producción lagrimal y/o por la 

evaporación del componente acuoso de las lágrimas. 

 

Existen diferentes estudios sobre la prevalencia de la QCS en la especie canina. En 1976, 

Helper87 estableció una prevalencia del 0,4% de los perros incluidos en su estudio y en 

otro informe de 1998, Kaswan documentó una prevalencia de la enfermedad en el 35% de 

los 460 perros incluidos en el estudio.110 

 

Posteriormente, Williams y su equipo realizaron la PLS I a 1.000 perros seleccionados al 

azar y observaron que el resultado de la misma era inferior a 10 mm/min en el 4% de los 

animales.184 

 

Las razas de perros en las que se ha descrito una predisposición a desarrollar QCS son, 

entre otras: Cavalier King Charles Spaniel, Bulldog Inglés, Lhasa Apso, Shih Tzu, West 

Highland White Terrier, Carlino, Sabueso, Cocker Spaniel Americano, Pequinés, Boston 

Terrier, Schnauzer miniatura y Samoyedo.107 

 

Entre las múltiples causas implicadas en el déficit del componente acuoso de la lágrima 

destacan en primer lugar las alteraciones inmunomediadas del tejido glandular lagrimal. 

 

Los hallazgos histopatológicas de los tejidos implicados en la producción lagrimal en 

animales afectados por QCS documentados en un estudio, revelaron que el 87% de los 

casos presentaban diversos grados de adenitis multifocal crónica e infiltración 

linfoplasmocitaria asociada a una atrofia acinar104.  
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Estos hallazgos, unidos a la existencia concurrente de enfermedades con un componente 

inmunológico105, y la respuesta de la enfermedad a terapias inmunomoduladoras, 
20,67,73,106,119,154,158,176,212,231,247,249 consolidan la sospecha de la existencia de mecanismos 

inmunomediados como la causa más frecuente de QCS en un amplio porcentaje de los 

casos clínicos.  

 

En múltiples estudios en los que se han empleado tanto modelos humanos como animales 

afectados de síndrome de Sjögren (una enfermedad de características muy similares a la 

QCS canina), se han encontrado diversos tipos de autoanticuerpos dirigidos contra las 

glándulas lagrimales, lo que vendría a confirmar las sospechas sobre el origen 

inmunomediado de la enfermedad.90,130,197,253,262 

 

El modelo clásico de disfunción o hipofunción de las glándulas lagrimales considera que la 

pérdida de secreción se debe a la destrucción inmunitaria del tejido glandular y a la 

apoptosis del epitelio glandular que se produce a continuación.267 

 

Durante el curso del síndrome de ojo seco se produce una infiltración linfocítica progresiva 

y masiva principalmente de las células T CD4 + en la glándula lagrimal y en la conjuntiva. 

Dentro de los tejidos oculares, estos linfocitos son capaces de liberar 

citoquinas/quimioquinas proinflamatorias en la lágrima y en la superficie ocular.230 

 

Las células del epitelio corneal y conjuntival pueden ser estimuladas para expresar 

moléculas inflamatorias como las citoquinas y moléculas de adhesión celular, lo cual 

puede promover la activación y el reclutamiento de más linfocitos hacia los tejidos 

oculares y la glándula lagrimal exacerbando la inflamación de la superficie ocular y 

provocando alteraciones de la cantidad y composición de la película lagrimal.99,189 

 

La producción de citoquinas proinflamatorias, se ha asociado a procesos patológicos tales 

como la queratinización epitelial,111 hipostesia relativa de la superficie ocular,218 

alteraciones de la expresión de las mucinas de la película lagrimal88 y neovascularización 

corneal.38 

 

Las citoquinas no sólo perpetúan el ataque inmunológico a la glándula lagrimal 

estimulando el reclutamiento y la proliferación de linfocitos sino que también interfieren 

con el normal funcionamiento glandular.267 

 

La producción de citoquinas inflamatorias IL-1ß y TNFα se ha relacionado con la inhibición 

de la liberación de los neurotransmisores implicados en la producción lagrimal.265,266 

Es bastante probable que la resistencia a la apoptosis de los linfocitos que infiltran el tejido 

glandular, más que la apoptosis de las células epiteliales “per se”, pueda jugar un papel 

importante en la fisiología de tejido lagrimal.267 
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En un estudio realizado con perros con QCS espontánea, Gao describió una menor 

apoptosis linfocitaria y una mayor apoptosis en las células epiteliales lagrimales 

comparado con perros normales. Los linfocitos no apoptóticos eran activamente 

citotóxicos, invadían los tejidos glandulares, produciendo citoquinas inflamatorias que 

dañaban los tejidos y transportaban factores apoptóticos (como el antígeno Fas), que se 

unían a receptores celulares del epitelio glandular induciendo su muerte.67 

 

La inflamación de la superficie ocular se puede iniciar por desecación, hiperosmolaridad 

lagrimal, microtraumatismos producidos por los propios párpados durante el parpadeo, 

liberación de sustancias proinflamatorias desde la glándula lagrimal o los párpados, y 

debido a un menor aporte de factores tróficos desde las lágrimas o los nervios corneales.96 

 

La inflamación crónica provoca la activación de los genes responsables de la expresión de 

queratinas, lo que da lugar a una hiperqueratinización del epitelio corneal y conjuntival, 

que transforma la superficie ocular en una superficie seca y pobremente lubricada.163,241 

 

Asociado a la inflamación crónica también se produce una disminución de la sensibilidad 

corneal y por consiguiente una menor producción lagrimal refleja que se acompaña de una 

menor liberación de sustancias neurotróficas por parte de los nervios que inervan la 

córnea, contribuyendo a agravar la enfermedad ocular.159,218 

 

El proceso inflamatorio está generalmente limitado a las capas más externas de la 

superficie ocular. El paso a capas más profundas de citoquinas y linfocitos está impedido 

por un epitelio y una membrana basal intacta.259 Sin embargo, si estas capas están 

dañadas por causas traumáticas, iatrogénicas o como resultado de una inflamación 

severa, la interacción de las citoquinas proinflamatorias con los queratinocitos estromales 

puede dar lugar a una cicatrización subepitelial extensa o a una fusión del estroma que 

pondrá en serio peligro la visión del ojo afectado.259 

 

Independientemente de los factores que den lugar a la QCS, hay una vía común final para 

la expresión de la enfermedad que afecta a la película lagrimal. Las características 

comunes incluyen una película lagrimal inestable, hiperosmolaridad lagrimal y daño de la 

superficie ocular asociado a molestias oculares y disminución de la visión.128 
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Los signos clínicos presentes en la QCS dependen de la severidad y de la duración del 

déficit lagrimal.175 

 

Existen dos formas clínicas de presentación de la QCS canina: 

 

- En las formas de presentación agudas, el incremento brusco de la osmolaridad de la 

lágrima produce deshidratación de la superficie corneal y conjuntival, dando lugar a 

edema, degeneración vacuolar y a un adelgazamiento generalizado de la córnea y de la 

conjuntiva.70 

 

El paciente presenta un fuerte dolor ocular, asociado a ulceración o erosión corneal que se 

manifiesta con blefarospasmo, enoftalmia, entropión y fotofobia.31 En estos casos la 

inflamación supurativa puede dar lugar a una enfermedad corneal progresiva con 

queratomalacia estromal, descemetocele, estafiloma y prolapso de iris.77 

 
- En la forma de presentación crónica, la más frecuente, los signos clínicos van 

progresando a lo largo de semanas o meses.77 

 

El signo clínico característico es una secreción ocular mucoide o mucopurulenta que se 

adhiere a la superficie corneal y conjuntival.31 

 

El acúmulo de secreciones en los párpados está asociado con frecuencia a dermatitis 

perioculares, blefaritis y alergias oculares que coexisten en una relación mutua de causa 

efecto con la sequedad ocular.12, 77 ,170 

 

A medida que la enfermedad se cronifica se produce un engrosamiento y una 

queratinización del epitelio corneal y conjuntival, el estroma corneal anterior se infiltra con 

células inflamatorias y vasos sanguíneos y se producen precipitados subepiteliales 

distróficos de melanina mayoritariamente, y en menor medida de lípidos o calcio, que 

comprometen seriamente la visión.107,108 

 

Se produce un incremento de la descamación de las células del epitelio corneal debido al 

aumento de la fricción producida durante el parpadeo, entre una superficie corneal 

escasamente lubricada y un epitelio conjuntival palpebral engrosado y queratinizado.108 

 

La superficie conjuntival responde a la sequedad ocular con enrojecimiento, quemosis e 

hipertrofia secundaria a la metaplasia escamosa y queratinización del epitelio 

conjuntival.108 Si no se controla, la estimulación ambiental constante y el aumento de las 

fuerzas superficiales de rozamiento pueden causar más irritación, descamación anormal 

del epitelio corneal e hiperemia de los vasos conjuntivales.229 

 

Paradójicamente se ha observado que los cambios inflamatorios característicos de las 

formas más severas de QCS pueden dar lugar a un descenso de la sensibilidad corneal, 

explicando así la escasez de síntomas en estos pacientes.229 
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Los principales cambios celulares del epitelio corneal asociados a la QCS160,161,204 son:   

 

1. Aumento en el tamaño de las células epiteliales.  

2. Presencia de alteraciones nucleares. 

3. Aumento del ratio N:C. 

4. Incremento de los espacios intercelulares. 

5. Queratinización epitelial. 

6. Cambios en la tinción citoplasmática que pasa de eosinófila a basófila. 

 

En la forma aguda de la QCS se produce una degeneración corneal con vacuolización y 

adelgazamiento del epitelio. La córnea no se infiltra inicialmente con células inflamatorias 

o vasos sanguíneos, pero con la pérdida progresiva del epitelio se produce una queratitis 

supurativa y puede haber perdida del estroma, lo que puede inducir una respuesta 

fibrovascular.77 

En la forma crónica, el epitelio se vuelve hiperplásico y queratinizado, y existen gránulos 

de melanina dispuestos en el epitelio y en el estroma anterior. Con el paso del tiempo la 

membrana basal se ondula formando pliegues en el epitelio y el estroma anterior, que se 

vasculariza e infiltra de forma difusa por células plasmáticas y linfocitos.77 

 

El objetivo del tratamiento de la QCS es intentar recrear el ambiente ocular óptimo.31 

 

La terapia médica se establece en función de las características particulares de cada 

individuo, y la respuesta al tratamiento se va a ver influenciada entre otros factores por las 

enfermedades subyacentes, la severidad del cuadro clínico y la capacidad del dueño para 

cumplir con el tratamiento prescrito.77 

 

El tratamiento médico generalmente consiste en alguna combinación de lágrimas 

artificiales, antiinflamatorios tópicos, antibióticos tópicos, agentes mucinolíticos y fármacos 

estimulantes de la producción lagrimal.77 

 

Entre los fármacos estimulantes de la producción lagrimal utilizados en oftalmología 

veterinaria, destacan tres potentes agentes inmunomoduladores como son la ciclosporina 

A 67,104,105, el tacrolimus15 y el pimecrolimus.165,175 

El mecanismo central de acción de estos fármacos, también conocidos como inhibidores 

de la Calcineurina, es evitar la producción de citoquinas inflamatorias por parte de los 

linfocitos al interferir con los mecanismos involucrados en la activación de las células T.235 
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3.3.1. Diagnóstico de la QCS 

 

La QCS es un trastorno frecuente que afecta a la población canina general y dado que los 

signos clínicos son inespecíficos en las primeras fases de la enfermedad, muchas veces 

se diagnostica erróneamente como una conjuntivitis primaria irritativa o bacteriana.77,214 

 

El diagnóstico del ojo seco está basado en los signos clínicos y, fundamentalmente en la 

especie canina, en la prueba lagrimal de Schirmer (PLS).81 

 

La prueba lagrimal de Schirmer (PLS) es un método semicuantitativo que permite 

determinar el componente acuoso de la película lagrimal y es, en la actualidad, la técnica 

más empleada en la clínica oftalmológica veterinaria para diagnosticar la QCS.100 

 

Existen dos modos de realizar la PLS que varían en función del tiempo empleado en 

realizar la técnica y el empleo o no de anestesia tópica. 

 

La prueba lagrimal de Schirmer I (PLS I) es la más comúnmente empleada. Se realiza 

colocando una tira de papel de filtro de 5x35 mm, en el fondo de saco del tercio medial del 

parpado inferior durante 1 minuto sin emplear anestesia tópica. Mide tanto la producción 

basal lagrimal como la producción refleja provocada por la irritación generada por el papel 

del filtro. Los valores de la PLS I normales en perros oscilan entre 18.64 ± 4.47 mm/min y 

23.90 ± 5.12 mm/min según los distintos autores.69,83,109,261 

 

En la QCS canina, valores de la PLS I por debajo de 15 milímetros/minuto se consideran 

significativos cuando están asociados a signos como ulceración corneal, depósitos de 

pigmento en la superficie corneal, y/o a conjuntivitis mucopurulenta.107 

 

En la prueba lagrimal de Schirmer II (PLS II) se utilizan las mismas tiras de papel de 

filtro que en la PLS I. La tira se mantiene en el saco conjuntival durante 5 minutos, previa 

aplicación de anestesia tópica, lo cual elimina la producción lagrimal refleja y permite 

medir solo la producción basal. Los valores de la PLS II son más variables y se han 

reportado rangos entre 3.6 ± 2.8 mm/min y 13.95 ± 4.40.69, 83, 86,261 

 

Aunque la PLS es fácil de realizar y su uso clínico generalizado se ha mantenido durante 

más de un siglo, tiene muchas desventajas. Diversos autores han criticado su escasa 

reproducibilidad y sensibilidad para detectar pacientes con sequedad ocular, ya que 

obtener valores normales no excluye que el paciente padezca un síndrome de ojo seco, 

simplemente indica que existe una buena producción de lágrima, y que sería apropiado 

emplear otras pruebas diagnósticas diferentes.34,102,128,157,177 

 

Su sensibilidad es mayor cuando la QCS está en un estadio avanzado, ya que hay una 

menor producción lagrimal y los resultados son más reproducibles.  

En los estadios iniciales de la enfermedad, que se acompaña de signos leves o 

moderados, la PLS tiene una utilidad limitada.128 
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Hay múltiples variables que afectan a la reproducibilidad de la PLS: 

 

- La posición del papel de filtro en el ojo y la variable respuesta de lagrimeo provocada por 

el papel según la sensibilidad corneal.80,246 

- La influencia de la evaporación, la temperatura y la humedad ambiental.80,246 

- La aplicación reciente de medicaciones que aumentan o disminuyen la producción 

lagrimal.109 

- Según el momento del día en que se realice la prueba, el sexo, la edad, el peso del perro 

y si está esterilizado o no, los resultados pueden variar.8,9,16,86,224 

- La estimulación simpática inducida por el miedo que experimentan algunos animales en la 

consulta disminuye falsamente los valores reales de lágrima.109 

- La realización de la prueba en perros con los ojos cerrados o abiertos puede arrojar 

resultados diferentes.106,210 

- La manipulación de la punta del papel de filtro con los dedos puede alterar los resultados 

de la prueba. Esto es debido a que el depósito de lípidos cutáneos provenientes de las 

manos del oftalmólogo en el papel puede interferir con la absorción de la lágrima del 

paciente.7 

 

La prueba de rojo fenol es un método de medida del componente acuoso de la lágrima 

que consiste en situar un hilo de algodón impregnado de rojo fenol, un indicador de pH, en 

el fórnix conjuntival inferior durante 15 segundos. La producción lagrimal se mide en 

milímetros según la longitud de hilo que ha cambiado de color de amarillo a naranja.82 

El rango de normalidad oscila de 30 a 38 mm según Brown26 y de 23.9 ± 3.45 mm según 

Saito y Kotani.211 

 

La tira de rojo fenol estimula menos la producción de lágrimas y es más adecuada que la 

PLS para los mamíferos pequeños, sin embargo aún no ha encontrado un lugar en la 

evaluación habitual de la película lagrimal canina. La ventaja de esta prueba es que es 

muy rápida y poco invasiva, pero por el contrario es difícil de interpretar si el cambio de 

color es sutil o no existe cambio, y además no está disponible de manera habitual.26 

 

El empleo de la fluoresceína sódica en oftalmología es particularmente útil en la 

valoración de la integridad de la superficie ocular.7,178,209 

 

La fijación de la fluoresceína a la superficie ocular ha sido explicada por su acumulación 

en los espacios intercelulares debido a la alteración de las uniones de las células 

epiteliales y/o al daño de células epiteliales corneales y conjuntivales.63,258 

Sin embargo, la valoración de la tinción corneal con fluoresceína se ha basado en una 

lectura cualitativa de los resultados, lo que ha limitado los análisis estadísticos y las 

comparativas. 
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El método de tinción de la superficie ocular necesita ser estandarizado dada la gran 

cantidad de variables que pueden influir en la lectura del mismo, como son la 

concentración del colorante, el volumen aplicado, la técnica de instilación, el intervalo 

entre la instilación y la observación, el empleo de filtros en la observación y la utilización 

de sistemas de gradación estandarizados.7 

 

La tinción rosa de bengala, (C20H2Cl4I4Na2O5), es en esencia fluoresceína a la que se han 

añadido sustancias halógenas para producir moléculas de diferente color.  

 

Esta tinción permite identificar áreas de la superficie ocular cuyo epitelio está dañado,  

bien debido a que la capa mucínica es deficiente o está ausente, porque las células 

epiteliales están dañados o muertas, o bien porque los tejidos subyacentes están 

expuestos externamente. Tales condiciones pueden ocurrir en pacientes con sequedad 

ocular, heridas mecánicas, quemaduras o infecciones de la superficie ocular.162 

 

El rosa de bengala presenta los mismos inconvenientes que la fluoresceína, a los que hay 

que sumar los que derivan de su toxicidad. Dentro de la célula, el rosa bengala induce una 

pérdida de vitalidad que se manifiesta en cambios morfológicos celulares, pérdida de 

motilidad, e incluso muerte celular. Estos efectos se incrementan por exposición a la luz. 

El uso repetido del rosa de bengala está contraindicado en casos de las úlceras corneales 

y conjuntivales, ya que puede teñir los tejidos conectivos subyacentes durante mucho 

tiempo o permanentemente.63,114,162 

 

El tiempo de ruptura lagrimal (TRL) es en la actualidad el método más empleado para 

valorar la estabilidad de la película lagrimal.216 

 

Se define como el intervalo entre el último parpadeo completo y la aparición del primer 

punto de ruptura de la película lagrimal en la superficie corneal.125,173,174 

 

La prueba consiste en instilar una gota de fluoresceína sódica en el fondo del saco 

palpebral inferior, y tras varios parpadeos, se mantiene el ojo abierto y se examina la 

película lagrimal con la lámpara de hendidura empleando el filtro azul cobalto.157 

 

El tiempo de ruptura lagrimal se mide en segundos, y se estima que tiempos de ruptura 

lagrimal menores de 20 segundos son anormales en perros e indican inestabilidad de la 

película lagrimal precorneal.155 

 

La inestabilidad de la lágrima es uno de los hallazgos más comunes en pacientes con 

signos de irritación ocular y ha sido asociada a déficit lagrimal, disminución de la calidad y 

cantidad de la capa lipídica, alteración de la composición de la lágrima, irregularidades de 

la superficie corneal y a inflamación de la superficie corneal.37,124,125,139 
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El tiempo de ruptura lagrimal ha sido considerado por muchos como la prueba diagnóstica 

principal en prácticamente todos los tipos de ojo seco debido a su alta reproducibilidad y  

baja variabilidad.146,181,248,264 

 

Sin embargo, otros autores han criticado esta prueba por ser poco sensible y no estar 

perfectamente estandarizada, y ser de difícil realización en el perro. Estos autores ponen 

de manifiesto diversas variables críticas que pueden afectar a la perfecta interpretación de 

los resultados como son el volumen de fluoresceína instilada, el tiempo transcurrido desde 

la instilación del colorante hasta el inicio de la prueba, la concentración de la fluoresceína 

y los diferentes tipos de filtros empleados.7,97,207,216,251 

 

La citología de impresión corneal ha demostrado ser muy útil en el diagnóstico de 

diversos modelos de ojo seco que se acompañan con metaplasia escamosa progresiva de 

la superficie ocular y disminución de células caliciformes conjuntivales a medida que la 

enfermedad se agrava.6,160,161,168,204,208,243 

 

La metaplasia escamosa es un fenómeno muy típico en diversas patologías que cursan 

con sequedad de la superficie ocular como la conjuntivitis cicatrizante, la conjuntivitis no 

cicatrizante crónica (queratoconjuntivitis límbica superior), la deficiencia de vitamina A, la 

displasia / neoplasia de la superficie ocular y por supuesto la QCS.30 

 

La correlación existente entre el grado de metaplasia escamosa de las células epiteliales 

de la superficie ocular con el grado de severidad de la enfermedad permite realizar un 

diagnóstico precoz y un seguimiento objetivo de la enfermedad independientemente de la 

sintomatología que presente el paciente.160,161 

 

Además de la observación directa y caracterización de las alteraciones celulares 

metaplásicas por microscopía óptica, las nuevas técnicas de laboratorio como la 

inmunofluorescencia, la inmunoperoxidasa, la RT-PCR y la citometría de flujo entre otras 

han permitido la aplicación de la citología de impresión al entendimiento del síndrome de 

ojo seco como un proceso inflamatorio de naturaleza inmunomediada.       
10,11,22,25,29,99,187,188,190,226 
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4.1. Animales incluidos en el estudio 
 

En el presente estudio se han incluido 60 perros de diferentes razas, 21 machos y 39 

hembras, con edades comprendidas entre los 3 meses y los 13 años con una media de 

edad de 6,4 ± 3.21 años. Los animales han sido seleccionados entre los pacientes del 

servicio de oftalmología del Hospital Clínico Veterinario de la Universidad Complutense de 

Madrid y del Centro Veterinario La Caseta de Madrid. También se han seleccionado 

individuos reproductores de los criaderos caninos Lupiak y Gallumar situados en la 

provincia de Guadalajara.  

Los animales incluidos en el estudio han sido divididos en dos poblaciones: el grupo I, 

formado por pacientes sanos, y el grupo II, formado por pacientes diagnosticados de QCS. 

El grupo I está formado por 31 perros, 13 machos y 18 hembras, de diferentes razas con 

edades comprendidas entre los 3 meses y los 9 años y un promedio de edad de 4.9 ± 

2.89 años. Los criterios de inclusión en este grupo son tener unos valores en la PLS I 

iguales o superiores a 15 mm/min, y no haber presentado ninguna enfermedad ocular 

previa, ni ninguna anomalía congénita ocular que pudiera influir en la interpretación de la 

citología corneal. (Tabla 1) 

 

RAZA       HEMBRAS         MACHOS 

   
YORKSHIRE TERRIER 2 1 
BICHON MALTES 1 0 
BEAGLE 5 1 
SHIH TZU 3 0 
BULLDOG FRANCES 0 1 
SCHNAUZER MINIATURA 1 1 
GOLDEN RETRIEVER 2 1 
WEST HIGHLAND WHITE TERRIER 0 3 
POMERANIA 1 0 
CHIHUAHUA 1 0 
COCKER SP. INGLES 1 1 
BICHON HABANERO 0 1 
BICHON FRISE 0 1 
LHASA APSO 0 1 
MESTIZO 1 0 
TECKEL 0 1 
   
TOTAL 18 13 
   
   

 

Tabla 1. Animales incluidos en el grupo I. 
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El grupo II está formado por 29 perros, 8 machos y 21 hembras, de diferentes razas con 

edades comprendidas entre 1 año y 13 años con un promedio de edad de 7,7 ± 2.93 

años. Los animales incluidos en este grupo han presentado unos valores en la PLS I 

comprendidos entre 0 y 14 mm/min, y signos clínicos compatibles con QCS (hiperemia 

conjuntival, exudado ocular mucoso o mucopurulento, queratitis y/o signos de molestias 

oculares como blefarospasmo o fotofobia). (Tabla 2) 

 

RAZA       HEMBRAS         MACHOS 

   
YORKSHIRE TERRIER 2 4 

BEAGLE 2 1 

SHIH TZU 1 0 

BULLDOG FRANCES 0 1 

SCHNAUZER 2 0 

GOLDEN RETRIEVER 1 0 

WEST HIGHLAND W.T. 1 0 

COCKER SP. INGLES 5 2 

BULLDOG INGLES 5 0 

MESTIZO 1 0 

BULL TERRIER 1 0 

   

TOTAL 21 8 

   

 
 

  

 

Tabla 2. Animales incluidos en el grupo II. 

 

Los ojos de los animales del grupo II han sido categorizados en 3 subgrupos en función de 

los resultados obtenidos en la prueba la PLS I: (Gráfico 1) 

 

 

 Un grupo formado por 25 ojos con valores en la PLS I ≤ 5 mm/min categorizados 

dentro de una QCS grave. 

 Un grupo formado por 10 ojos con valores en la PLS I entre 6 y 10 mm/min 

categorizados dentro de una QCS moderada. 

 Un grupo formado por 8 ojos con valores en la PLS I entre 11 y 14 mm/min 

categorizados dentro de una QCS subclínica. 
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4.2. Protocolo de exploración oftalmológica 

 

Todos los animales incluidos en ambos grupos han sido sometidos a una exploración 

oftalmológica completa, tras la cual se han obtenido las muestras de la superficie central 

de la córnea para su posterior estudio citológico. 

El protocolo de exploración oftalmológica fue el siguiente: 

 Realización de la PLS I con tiras con colorante azul (Schering-Plough Animal Health, 

Kenilworth, NJ, USA), con el fin de valorar el componente acuoso de la película 

lagrimal. 

 Exploración de los anejos oculares y del segmento anterior utilizando lámparas de 

hendidura portátiles, Kowa SL15 (Kowa, Tokio, Japón) y Shin-Nippon XL-1 (Ajinomoto 

Trading, Inc., Japon).  

 Aplicación de una gota de Fluoresceína sódica al 2% (Colircusi Fluoresceína®, Alcon 

Cusi S.A), limpieza con suero fisiológico estéril de ambos ojos y exploración 

biomicroscópica de la superficie ocular empleando un filtro azul cobalto. 

 Medición de la presión intraocular mediante un tonómetro de rebote (TonoVet®, Icare, 

Finlandia). 

 

 

4.3. Criterios de valoración de la superficie ocular 

 

Los criterios de clasificación elegidos para valorar las alteraciones oculares de los 

animales incluidos en este estudio están detallados a continuación. 

 

 Secreción conjuntival. (Figura 1) 

 Hiperemia de la conjuntiva palpebral. (Figura 2) 

 Hiperemia de la conjuntiva bulbar. (Figura 3) 

 Neovascularización corneal. (Figura 4) 

 Infiltrado inflamatorio corneal. (Figura 5) 

 Pigmentación de la superficie corneal. (Figura 6) 

 Valoración de la integridad del epitelio conjuntival después de  

instilar fluoresceína sódica al 2%. (Figura 7) 

 Valoración de la integridad del epitelio corneal después de 

instilar fluoresceína sódica al 2%. (Figura 8) 
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Figuras 1-8. Signos clínicos utilizados como criterios de clasificación para valorar la superficie ocular. 
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4.4. Citología de impresión corneal 

 

4.4.1. Recogida de muestras 

 

Todas las muestras se han tomado de la misma forma y han sido procesadas por la 

misma persona para evitar variaciones en el tratamiento de las mismas. 

 

El procedimiento utilizado se describe de forma secuencial: 

 

 Aplicación de una gota de Hidrocloruro de Oxibuprocaína e Hidrocloruro de 

Tetracaína (Colircusí Anestésico Doble®, Alcón Cusí S.A) en cada ojo 2 veces con un 

intervalo de 5 minutos. 

 

 Preparación del papel de filtro 

La membrana de filtración empleada (Millipore HAWP304F0 MA) está compuesta por 

acetato de celulosa y tiene un tamaño de poro de 0.45 μm. 

Las membranas han permanecido sumergidas en agua destilada desde el día anterior al 

estudio y se han secado antes de tomar la muestra, momento en el que han sido 

recortadas en pequeños fragmentos de 1 cm2. 

 
 Preparación del dispositivo de toma de muestras 

Con el objetivo de facilitar el sistema de recogida y manejo de las muestras, adecuar la 

técnica para su empleo en animales que poseen un tercer párpado y disminuir al mínimo 

cualquier tipo de lesión iatrogénica sobre la superficie ocular se ha utilizado un dispositivo 

integrado por un émbolo de plástico de 5.5 cm de longitud y un cilindro plano de goma en 

el extremo anterior de 0.8 cm de longitud y 0.9 cm de diámetro. (Figura 9)                         

A dicho cilindro se ha adherido un pequeño fragmento de cinta adhesiva de doble cara 

(Figuras 10 y 11) sobre el que se ha dispuesto la membrana de acetato de celulosa. 

(Figuras 12, 13 y 14) 

 

 

 

 

http://www.vademecum.es/medicamentos-principio-activo-tetracaina+hidrocloruro_2003_1
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Figura 9. Émbolo de plástico con punta de goma utilizado en la toma de muestras. 

 

 

 

 

Figuras 10 y 11. Recorte y aplicación de un fragmento de papel adhesivo de doble cara sobre la superficie 

anterior del émbolo. 

 

 

 

 

 



Material y Métodos 

51 
 

 

 

Figuras 12 y 13. Recorte y pegado de la membrana de acetato de celulosa sobre la superficie del 

émbolo. 

 

 

 

 

Figuras 14. Dispositivo montado y preparado para la toma de muestras. 
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 Aplicación de la membrana de celulosa sobre el ojo del animal 

 

Los ojos se han secado cuidadosamente con una gasa para eliminar el exceso de 

humedad y secreciones de la superficie corneal. Un ayudante ha sujetado la cabeza del 

animal mientras la persona encargada de tomar la muestra ha mantenido abiertos los 

párpados del paciente con una mano y con la otra ha aplicado el dispositivo durante 10 

segundos sobre el área central de la córnea. (Figura 15) 

 

Se ha ejercido una presión firme pero delicada sobre la superficie ocular y una vez 

transcurridos los 10 segundos, se ha retirado suavemente el dispositivo provocando una 

descamación de las células superficiales de la córnea. 

 

Se han tomado dos citologías de cada ojo para asegurar la obtención de una muestra 

significativa. 

 

 

 

 
 

Figura 15. Aplicación de la membrana de acetato de celulosa sobre la superficie corneal. 
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4.4.2. Procesado de las muestras 

 

 Identificación de las muestras 

Se han utilizado portaobjetos de vidrio con uno de sus extremos esmerilado, donde se ha 

escrito el nombre y número de ficha del animal y la fecha de recogida de la muestra. 

(Figura 16) 

Se han empleado clips recubiertos de plástico para sujetar las muestras al portaobjetos 

evitando así las manchas de óxido que generaban los sistemas de sujeción sin cobertura 

en las membranas de filtración como consecuencia de los procesos oxidativos derivados 

de la tinción.  

 

 

 

 

Figura 16. Portaobjetos con un extremo esmerilado para facilitar la identificación de las muestras. 
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Figura 17. Procedimiento de sujeción de la muestra. 

 

 Posicionamiento de las muestras: 

Las muestras correspondientes al ojo derecho se han posicionado en el extremo más 

próximo a la zona esmerilada, y las del ojo izquierdo en el extremo más distal, con el fin de 

poder distinguir posteriormente a que ojo corresponde cada muestra. (Figuras 17 y 18) 

 

 

Figura 18. Muestras correspondientes al ojo derecho (clip amarillo) y al ojo izquierdo (clip azul). 
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 Fijación de las muestras 

Las preparaciones se han sumergido en etanol de 96º durante al menos 10 minutos para 

su correcta fijación hasta su tinción. 

 

 Tinción de las muestras 

 

La técnica de tinción empleada es una modificación de la tinción PAS-Hematoxilina 

descrita por Rivas203 que ha constado de los siguientes pasos: 

 

 Lavado con agua destilada durante 5 minutos. 

 Inmersión en ácido periódico al 1% durante 10 minutos. 

 Lavado con agua destilada durante 5 minutos. 

 Aplicación de reactivo de Schiff por goteo durante 2 minutos. 

 Lavado constante con agua del grifo durante 5 minutos. 

 Inmersión en Hematoxilina de Harris previa filtración durante 2 minutos. 

 Lavado constante con agua del grifo durante 5 minutos. 

 Deshidratación con Etanol de 96º durante 2 minutos. 

 Inmersión en Etanol de 100º durante 4 minutos. 

 Inmersión en Xilol durante 6 minutos. 

 

 

 Montaje de las muestras:  

Una vez realizada la tinción y retirados los clips, se han empleado unas pinzas de Adson 

sin dientes para proceder al montaje de las muestras con resina de montaje DPX (Casa 

Álvarez, Madrid, España) y un cubreobjetos de 24x24 mm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Material y Métodos 

56 
 

4.4.3. Estudio morfométrico de las muestras 

Las imágenes utilizadas para realizar la valoración morfométrica de las muestras, han sido 

obtenidas con un microscopio óptico Olympus BX50, con cámara fotográfica Olympus 

DP50 (Olympus, Tokio, Japón) y posteriormente procesadas informáticamente mediante 

los programas Viewfinder  Lite® y StudioLite® (Better Light Inc, San Carlos, CA, USA). 

Las medidas morfométricas de las células corneales se han realizado manualmente 

empleando el programa de procesamiento digital ImageJ (JAVA, Sun Microsystems, Santa 

Clara, CA, USA). 

La valoración morfométrica de las células se ha realizado atendiendo a los siguientes 

criterios: 

 Celularidad de la muestra. 

 Separación intercelular. 

 Morfología de las células. 

 Tinción citoplasmática. 

 Tamaño celular. 

 Tamaño nuclear. 

 Relación núcleo/citoplasma. 

 Alteraciones nucleares. 

 

4.5. Estudio estadístico 

Los datos obtenidos han sido analizados utilizando el programa SAS 9.4 (SAS Institute, 

Cary, North Carolina, USA) en el Área de apoyo al usuario de los servicios de informática 

de la Universidad Complutense de Madrid. 

Para el análisis descriptivo de los datos relativos al tamaño celular se ha calculado la 

media, la desviación estándar, la mediana, los intervalos de confianza al 95% superior e 

inferior para la media y el valor máximo y mínimo de cada ojo por separado. 

 

Los resultados relativos al tamaño citoplasmático, tamaño nuclear y ratio N:C fueron 

expresados en forma de media ± desviación estándar (DE), considerándose 

estadísticamente significativos valores de P<0.05. 

 

Se ha realizado un estudio comparativo entre los ojos izquierdo y derecho de todos los 

perros del estudio empleando la prueba T de Student para valorar la existencia de 

diferencias significativas en las medidas citoplasmáticas, nucleares o en el ratio N:C. 

 

La correlación entre los ojos derecho e izquierdo de todos los individuos se ha confirmado 

posteriormente utilizando la prueba de correlación de Pearson. 
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El estudio morfométrico comparativo entre el grupo I y el grupo II ha sido llevado a cabo 

empleando la prueba T de Student. Para ello se han utilizado las medias de ambos ojos, y 

en el caso de los individuos con un único ojo o en los que sólo uno de los ojos estaba 

afectado se ha tomado la media de los valores de ese ojo. 

 

Para demostrar la correlación existente entre los valores obtenidos en la PLS I con las 

medidas citoplasmáticas, nucleares y el ratio N:C de todos los individuos se ha estudiado 

cada ojo por separado. Para este estudio se ha empleado la prueba de correlación de 

Spearman. 

 

Para el estudio de los subgrupos en los que se ha dividido el grupo II en función de la 

gravedad de la QCS, se ha utilizado la prueba de Kruskall-Wallis y un test no paramétrico 

de comparaciones múltiples para determinar si existen diferencias significativas entre ellos 

al estudiar alteraciones de las células de la superficie corneal. 

 

El estudio comparativo entre el grupo de animales con el grado de QCS más leve (valores 

en la PLS I entre 11-14 mm/min) y los animales del grupo I se ha realizado utilizando el 

test de suma de rangos de Wilcoxon. 
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5.1. Resultados obtenidos de la exploración oftalmológica 

 

 

5.1.1. Resultados de la prueba lagrimal de Schirmer I (PLS I) 

 

 

5.1.1.1. Grupo I 

 

Todos los animales incluidos en este grupo han presentado en la PLS I valores iguales o 

superiores a 15 mm/min. Se han realizado mediciones en 61 ojos, 31 ojos derechos y 30 

ojos izquierdos. La media de los valores registrados en la PLS I ha sido de 23.18 ± 3.59 

mm/min. 

 

 

5.1.1.2. Grupo II 

 

Todos los animales incluidos en este grupo han registrado valores en la PLS I inferiores a 

15 mm/min en alguno de sus ojos. Se ha realizado la PLS I en 43 ojos en total, 20 ojos 

derechos y 23 ojos izquierdos. La media de la PLS I de los ojos incluidos en el estudio ha 

sido de 5.86 ± 4.76 mm/min. 

 

En función de los resultados obtenidos en la PLS I los animales del grupo II han sido 

incluidos en 3 categorías diferentes: 

 

 Un grupo formado por 25 ojos con valores en la PLS I ≤5 mm/min categorizados dentro 

de una QCS grave. 

 Un grupo formado por 10 ojos con valores en la PLS I entre 6 y 10 mm/min 

categorizados dentro de una QCS moderada. 

 Un grupo formado por 8 ojos con valores en la PLS I entre 11 y 14 mm/min 

categorizados dentro de una QCS leve o subclínica. 
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Gráfico 1. Clasificación de los animales del grupo II según el grado de gravedad de la QCS 
establecida a partir de los resultados obtenidos en la PLS I. 

 
 

 

5.1.2. Análisis de los signos clínicos 

 

Durante la realización del estudio biomicroscópico de la superficie ocular se han valorado 

los siguientes signos clínicos: 

 

 

 Secreción conjuntival. 

 Hiperemia de la conjuntiva palpebral. 

 Hiperemia de la conjuntiva bulbar. 

 Neovascularización corneal. 

 Infiltrado inflamatorio corneal. 

 Pigmentación de la superficie corneal. 

 Fluorescencia de la superficie conjuntival. 

 Fluorescencia de la superficie corneal. 

 
 
 

QCS GRAVE QCS MODERADA QCS SUBCLÍNICA

25 

10 
8 
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5.1.2.1. Grupo I 

 

El 100% de los individuos incluidos en este grupo presentaron un Grado 0 para todos los 

signos clínicos estudiados. 

 

 

5.1.2.2. Grupo II 

 

Todos los animales incluidos en este grupo han presentado signos clínicos compatibles 

con el Síndrome de ojo seco. Los signos clínicos se han categorizado en diferentes grados 

en función de la gravedad de los mismos. (Gráfico 2) 

 
 

 
 

Gráfico 2. Gradación de los signos clínicos de los animales del grupo II. 
S.C. (Secreción conjuntival), H.C.B (Hiperemia Conjuntiva Bulbar), H.C.P. (Hiperemia de la 

Conjuntiva Palpebral), I.I. (Infiltrado Inflamatorio), P.C.(Pigmentación Corneal),  
F.C.(Fluorescencia Corneal), F.Co.(Fluorescencia Conjuntival) 

 
 

 
El porcentaje de individuos del grupo II afectados por los distintos signos 

clínicos, independientemente de la gravedad del cuadro, han sido representados 

en el Gráfico 3. 
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Gráfico 3. Porcentaje de animales del grupo II con signos clínicos compatibles con QCS. 
S.C. (Secreción conjuntival), H.C.B (Hiperemia Conjuntiva Bulbar), H.C.P. (Hiperemia de la 

Conjuntiva Palpebral), I.I. (Infiltrado Inflamatorio), P.C. (Pigmentación Corneal),                           
F.C. (Fluorescencia Corneal), F.Co. (Fluorescencia Conjuntival) 

 

 
 

5.2. Resultados del estudio citológico 
 
 

5.2.1. Resultados del estudio morfométrico celular 
 
 
5.2.1.1. Grupo I 

 
Las citologías corneales del grupo I se han caracterizado por la presencia de láminas de 

células epiteliales, grandes y muy homogéneas con escasos espacios intercelulares e 

integradas por un número que variaba entre 20 y 40 células por campo. Estas presentaron 

una morfología poligonal, muy característica, con abundante citoplasma ligeramente 

basófilo y un núcleo pequeño, redondo y de localización central, con la cromatina 

finamente granular uniformemente distribuida. (Figura 19) 

 

El estudio de las medidas celulares ha mostrado un área celular media de 1727.6 µm2 (DE 

232.5), un área nuclear media de 131.3 µm2 (DE 14.1) y un ratio N:C de 1:13.3 (DE 1.5) 
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Figura 19. Citología de impresión corneal grupo I. Láminas de células 
poligonales con un citoplasma ligeramente basófilo y un núcleo pequeño, 

redondo y central con la cromatina finamente granular.                                 
Tinción PAS-hematoxilina 20X 

 
 

 

Figura 20. Citología de impresión corneal grupo I. Células con núcleo 
pequeño y picnótico (Flechas). Tinción PAS-hematoxilina 20X 
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Se ha observado un escaso número de células caracterizadas por la presencia de un 

núcleo más excéntrico, muy pequeño y picnótico y un citoplasma grande y abundante. 

(Figura 20) Estas células han aparecido en un 50% de las muestras analizadas y han 

representado un 0.91% del recuento celular total. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En un 73.3% de las muestras se han observado células anucleadas, que han supuesto el 

0.83% del recuento celular total (Figura 21) y en un 3.2% de las muestras se han 

apreciado células binucleadas, que han representado el 0.014% de la totalidad de las 

células estudiadas en el grupo I. (Figura 22) 

 

 

 

 

 

En el 35.5% de las muestras se han encontrado células que contenían depósitos 

citoplasmáticos de pigmento color marrón que hemos identificado como melanina. Estas 

células han representado el 0.4% del recuento celular total. (Figura 23) 

 

 
 

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

FFigura 21. Citología de impresión corneal grupo I. Células anucleadas. 
(Flechas) Tinción PAS-hematoxilina 20X  
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Figura 22. Citología de impresión corneal grupo I. Células con núcleos 
dobles. (Flecha) Tinción PAS-hematoxilina 20X 

 

 
 

 

Figura 23. Citología de impresión corneal grupo I. Células con depósitos de 
melanina en el citoplasma. (Flechas) Tinción PAS-hematoxilina 20X 
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Asimismo, en un 35.5 % de las muestras, se han visualizado células pequeñas y 

redondeadas con un citoplasma pequeño, más basófilo que las células superficiales 

corneales adyacentes y un núcleo redondo y central. Estas células han supuesto el 0.59% 

del recuento celular total. (Figura 24) 

 

 

 

 

Figura 24. Citología de impresión corneal grupo I. Célula pequeña y 
redondeada con un citoplasma basófilo y un núcleo redondo y central. 

(Flecha) Tinción PAS-hematoxilina 20X 
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5.2.1.2. Grupo II 
 

Las citologías corneales del grupo II se han caracterizado por la presencia de láminas de 

células epiteliales integradas por un número de células, menor que en el grupo I, y que ha 

variado, en la mayoría de las citologías entre 10 y 40 células por campo.   

 

Se han encontrado diversos patrones de organización celular entre los que destacan: 

 

 Láminas de células uniformemente dispuestas con grandes espacios intercelulares. 

 Extensas agrupaciones de células superpuestas o agrupadas de forma irregular. 

 Presencia de células aisladas.  

 

Aunque morfológicamente las células de este grupo han presentado mayor  

heterogeneidad, el 72% de las células estudiadas se han caracterizado por tener una 

forma poligonal, con un citoplasma abundante y ligeramente basófilo, y un núcleo 

pequeño, redondo y de localización central o ligeramente excéntrico. (Figura 25) 

El área celular media ha sido de 1262.7 µm2 (DE 303.7), el área nuclear media de 83.1 

µm2 (DE 22.4) y han presentado un ratio N:C de 1:16.8 (DE 3.6). 

 

Se han encontrado diferencias significativas de tamaño entre ellas y en muchos casos se 

han observado células plegadas y con los bordes citoplasmáticos irregulares. (Figura 26) 

 

Un gran número de células han presentado cambios a nivel nuclear caracterizados por la 

presencia de un núcleo muy pequeño y algo excéntrico con la cromatina muy condensada 

y que se ha asociado con procesos de apoptosis celular. Este tipo celular se ha 

identificado en un 96.5% de las muestras analizadas y ha representado el 17.8% del 

recuento celular total del grupo II. (Figura 27) 

 

En un 96.5% de las muestras se han identificado células anucleadas y han representado 

el 8.74% del recuento celular total. (Figura 28) También se han observado células 

binucleadas en un 68.96% de las muestras, que han supuesto el 0.49% del total de las 

células estudiadas del grupo II. (Figura 29) 

 

En cuanto a cambios a nivel citoplasmático, se han encontrado células con depósitos de 

melanina en su citoplasma. Estas células han representado el 6% del total de las células 

del grupo II y han aparecido en un 79.3% de las citologías estudiadas. (Figura 30) 

 

También se ha observado la presencia de células pequeñas, de forma redondeada, con 

un citoplasma menos abundante y más basófilo y un núcleo redondo y central. Estas 

células se han identificado en el 62% de las citologías y han representado el 1.18% del 

recuento celular total. (Figura 31) 

Otra característica destacable en las citologías de los animales del grupo II, ha sido la 

presencia en el 67.4 % de las muestras de restos de células inflamatorias, identificadas 

como neutrófilos, localizadas en el espacio intercelular. (Figura 32) 
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Figura 25. Citología de impresión corneal grupo II. Células poligonales con 
un citoplasma grande y ligeramente basófilo y un núcleo pequeño y redondo. 

Tinción PAS-hematoxilina 20X 

 

 

Figura 26. Citología de impresión corneal grupo II. Gran heterogeneidad 
celular. Células con diferentes tamaños nucleares y citoplasmáticos, 

abundantes células con pliegues y bordes citoplasmáticos irregulares.     
Tinción PAS-hematoxilina 20X 
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26 

         
Figura 27. Citología de impresión corneal grupo II. Células con un núcleo 

muy pequeño y cromatina muy condensada. (Flechas) Tinción PAS-
hematoxilina 20X 

 

 

 

Figura 28. Citología de impresión corneal grupo II. Agrupación de células 
anucleadas. Tinción PAS-hematoxilina 20X 
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Figura 29. Citología de impresión corneal grupo II. Célula binucleada. 
(Flecha) Tinción PAS-hematoxilina 20X 

 

 
 
 

 
 

Figura 30. Citología de impresión corneal grupo II. Células con depósitos 
citoplasmáticos de melanina. Tinción PAS-hematoxilina 20X 
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Figura 31. Citología de impresión corneal. Grupo II. Células pequeñas, de 

forma redondeada, citoplasma basófilo y  núcleo redondo. (Flechas) 
 Tinción PAS-hematoxilina 20X 

 

 

 
 

Figura 32. Citología de impresión corneal. Grupo II. Restos de células 
inflamatorias localizadas en el espacio intercelular.  

Tinción PAS-hematoxilina 20X 
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5.2.2. Análisis comparativo de los resultados del estudio morfométrico celular 
 

Tal y como ya se ha especificado en el apartado de material y métodos para el estudio 

morfométrico de las muestras hemos analizado los siguientes parámetros: 

 

 Tamaño celular. 

 Tamaño nuclear. 

 Ratio núcleo: citoplasma (N:C). 

 Presencia de alteraciones nucleares. 

 Presencia de otros tipos celulares. 

 Presencia de células pigmentadas. 

 

Se ha realizado un recuento celular de 14.200 células, 7.100 células por grupo. Con estos 

datos se ha determinado el porcentaje de animales de cada grupo que presentaba 

alteraciones celulares (Gráfico 4), el número de células con alteraciones estructurales 

(Gráfico 5) y el porcentaje de células con alteraciones con respecto al recuento celular 

total de cada grupo. (Gráfico 6) 

 

 
 

 
 

Gráfico 4. Porcentaje de animales de cada grupo que han presentado alteraciones celulares. 
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Gráfico 5. Número de células con alteraciones estructurales por grupo. 
 
 

 

 

Gráfico 6. Porcentaje de células con alteraciones estructurales por grupo. 

65 59 28 42 
1 

1276 

625 

436 

85 
35 

GRUPO I GRUPO II

0,92% 0,83% 0,39% 0,59% 
0,01% 

17,97% 

8,80% 

6,14% 

1,20% 
0,49% 

GRUPO I GRUPO II



Resultados 

76 
 

5.3. Análisis estadístico 
 

 

5.3.1. Estudio comparativo de las medidas celulares entre los ojos derecho e 

izquierdo de todos los individuos incluidos en el estudio 

 

Con el objetivo de establecer la independencia entre los ojos derecho e izquierdo de todos 

los animales incluidos en el estudio para los parámetros citoplasma, núcleo y ratio N:C, se 

ha empleado la prueba estadística T de Student. 

 

El análisis de los datos ha establecido que para estos tres parámetros no existen 

diferencias significativas (P>0.05) entre los ojos derecho e izquierdo del mismo animal. 

Por lo tanto los cálculos estadísticos para el estudio morfométrico de las muestras se han 

llevado a cabo con la media de las medidas del núcleo, citoplasma y ratio N:C de ambos 

ojos conjuntamente.  

 

Se ha utilizado la prueba de correlación de Pearson para ver si existe relación entre los 

ojos izquierdo y derecho de todos los individuos incluidos en el estudio para los 

parámetros núcleo, citoplasma y ratio N:C, y se ha establecido que existe una correlación 

positiva de moderada a alta y muy significativa (P<0.0001) entre los ojos izquierdo y 

derecho. 

 

Esto significa que las medidas del núcleo, citoplasma y ratio N:C no son variables 

independientes para cada ojo y que tienen una concordancia positiva de moderada a alta. 

 

 

5.3.2. Estudio comparativo de las medidas celulares entre el grupo I y el grupo II 

 

Para el análisis comparativo entre las medias de las áreas de los parámetros núcleo, 

citoplasma y el ratio N:C entre los grupos I y II se ha utilizado la prueba T de Student. 

 

Los resultados han evidenciado que la diferencia de las medidas celulares entre ambos 

grupos es estadísticamente muy significativa (P<0.0008). Las células corneales de los 

animales del grupo I han presentado un tamaño citoplasmático y nuclear mayor pero un 

ratio N:C proporcionalmente menor que las del grupo II, las cuales se han caracterizado 

por ser más pequeñas y con un núcleo considerablemente menor que las del grupo I. 

(Gráfico 6) 

 

Se añade tabla descriptiva con los datos de las medias de las medidas celulares por perro. 

(Anexo 1) 
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Gráfico 6. Gráfico comparativo de la media de las medidas del área del núcleo y el citoplasma en 
μm2 y del ratio N:C de las muestras del grupo I y el grupo II. 

 
 
 

5.3.3. Correlación entre la PLS I y las medidas celulares del citoplasma, núcleo y 

ratio N:C 

 

Para determinar la existencia de una asociación entre la PLS I y las medidas 

morfométricas celulares de todos los animales incluidos en el estudio (grupo I y grupo II) 

se ha utilizado la prueba de correlación de Spearman. 

 

Debido a que cada ojo ha presentado una medida diferente en la PLS I, se han empleado 

en este caso los valores de la PLS I de cada ojo por separado y se han comparado con la 

media de las medidas celulares registradas para ese ojo. (Gráfico 7) 

 

El estudio estadístico ha establecido una correlación positiva moderada (r=0.656 y              

r=0.696) y muy significativa (P<0.0001) entre los valores de la PLS I y las medidas 

citoplasmáticas y nucleares de las células corneales respectivamente, y una correlación 

negativa moderada (r=-0.48) y muy significativa (P<0.0001) entre los valores de la PLS I y 

la medida del ratio N:C. 
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El análisis de los datos permite interpretar que existe una relación entre las medidas de la 

PLS I y la magnitud del área citoplasmática, nuclear y del ratio N:C, de tal modo que 

cuanto menores son los valores obtenidos en la PLS I menores son las medidas celulares 

correspondientes al núcleo y citoplasma de las células de la superficie corneal  y mayor es 

el ratio N:C. 

 

 
 

Grafico 7. Grado de correlación entre la PLS I y las medidas de núcleo, citoplasma y ratio N:C de 
todos los animales incluidos en el estudio. 

 
 
 

5.3.4. Correlación entre la PLS I y alteraciones celulares 

 

Para establecer si existe alguna relación entre la PLS I y la presencia de determinadas 

alteraciones celulares en la superficie corneal (núcleos picnóticos, núcleos dobles, células 

pequeñas, células anucleadas y células pigmentadas) se ha empleado el coeficiente de 

correlación de Spearman. 

 

El análisis de los datos ha establecido una correlación negativa de moderada a alta          

(-0.71 > r < -0.4) con un nivel de significación muy alto (P<0.0001) entre los valores 

obtenidos en la PLS I de todos los individuos y la presencia de alteraciones celulares 

corneales en las muestras estudiadas. 
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La interpretación del estudio permite establecer una asociación negativa entre los valores 

obtenidos en la PLS I por los animales incluidos en este estudio y la presencia de 

alteraciones celulares en sus córneas, de tal manera que la cantidad de células con 

alteraciones se incrementa cuando los valores de PLS I son menores. 

 

 

 

 

 
 

Gráfico 8. Grado de correlación entre la PLS I y la presencia de alteraciones celulares en la superficie 
corneal. 
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5.3.5. Correlación entre la PLS I y alteraciones celulares en el grupo II según la 

gravedad de la QCS 

 

El grupo II ha sido dividido en 3 subgrupos en función de los valores obtenidos en la PLSI: 

 

-QCS grave: valores en la PLS I ≤ 5 mm/min. 

-QCS moderada: valores en la PLS I entre 6 y 10 mm/min. 

-QCS leve o subclínica: valores en la PLS I entre 11 y 14 mm/min. 

 

Se ha realizado la prueba de Kruskall-Wallis para comparar estos subgrupos entre si  y 

determinar si existen diferencias significativas entre ellos cuando se correlacionan con 

alteraciones de las células de la superficie corneal (presencia de núcleos picnóticos, 

células anucleadas, células pigmentadas, células con núcleos dobles y células pequeñas). 

Se ha establecido que solo existen diferencias significativas (P ≤0.05) entre alguno de los 

subgrupos en el caso de la presencia de núcleos picnóticos (P=0.0009) y de células 

anucleadas (P=0.0037). 

 

Para establecer entre qué subgrupos existen diferencias significativas se ha realizado un 

test no paramétrico de comparaciones múltiples que ha determinado que existen 

diferencias significativas entre el grupo con QCS leve y severa (P=0.00019), y entre los 

grupos con QCS moderada y severa (P=0.01613) en lo relativo a la presencia de núcleos 

picnóticos, y entre los grupos con QCS leve y moderada (P=0.00302) en lo que respecta a 

la presencia de células anucleadas. 

 

Se ha realizado el test de suma de rangos de Wilcoxon para comparar el subgrupo de los 

animales con el grado de QCS leve, (PLS I 11-14 mm/min) con los animales del grupo I 

(PLS I ≥15 mm) en lo que respecta a la presencia de núcleos picnóticos y células 

anucleadas en las células de la superficie corneal de estos animales. No se han 

encontrado diferencias en el número de células anucleadas entre ambos grupos, pero si 

se han establecido diferencias muy significativas (P<0.0001) en el número de núcleos 

picnóticos, con una media de 4.4 ± 2.1 células con núcleos picnóticos por muestra en el 

grupo de animales con QCS leve (PLS I 11-14 mm/min) y de 1.1 ± 2.4 células con núcleos 

picnóticos por muestra en el caso de animales con una producción lagrimal normal (PLS I 

≥15 mm/min). 
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La citología de impresión es una herramienta muy útil para la obtención de células de la 

superficie ocular. Es una técnica no invasiva, indolora, económica, accesible y fácil de 

realizar.  

 

Proporciona de manera constante gran cantidad de células con alto detalle celular10,81,250 

capaces de ser procesadas y evaluadas por una amplia gama de técnicas laboratoriales, 
30,39 permitiendo tanto el diagnóstico como la monitorización frecuente de enfermedades 

que afectan a la superficie ocular.30,39,233,236 

 

La citología de impresión presenta indudables ventajas sobre las técnicas tradicionales de 

recogida de muestras de la superficie corneal como las biopsias, los raspados y las 

citologías con hisopos o microcepillos. Es una técnica no invasiva39,45,133,149 que preserva 

la morfología celular y permite estudiar las relaciones establecidas entre las células del 

estrato escamoso corneal.13,45,116,222,233,250 

 

En medicina humana la citología de impresión se ha venido utilizando en oftalmología 

desde su implantación en el año 197760,236 y ha ido evolucionando, y ampliando su 

espectro en el diagnóstico de enfermedades oculares a lo largo del tiempo gracias a la 

introducción de nuevas membranas de filtración, a la implantación de nuevos protocolos 

de tinción y al desarrollo de nuevas tecnologías laboratoriales. 

 

Diferentes autores han empleado y perfeccionado la técnica a lo largo del tiempo sin llegar 

a establecer un protocolo estandarizado seguido por todos. Esta falta de uniformidad ha 

limitado en gran medida el empleo de la citología de impresión como una prueba rutinaria 

en la clínica oftalmológica humana y veterinaria para el diagnóstico de enfermedades que 

afectan a la superficie ocular. 

 

Entre los factores que han podido influir en la falta de uniformidad de los resultados 

obtenidos en los diferentes estudios, destacan, el empleo de anestésicos tópicos, la 

limpieza de la superficie ocular, las características físico-químicas de las membranas de 

filtración, la intensidad de presión y tiempo empleado para tomar la muestra y los 

instrumentos utilizados en el procedimiento. 

 

En medicina veterinaria las principales limitaciones de la citología de impresión para el 

estudio de la superficie corneal son la dificultad de obtener muestras de buena calidad con 

los procedimientos habituales debido a la existencia, en muchas especies, de un tercer 

párpado capaz de desplazar la membrana de filtración desde el punto de aplicación, al 

reducido tamaño ocular de algunos animales y a la falta de colaboración de algunos 

pacientes.  

 

A estas dificultades propias de la técnica hay que añadir, además, la escasez de estudios 

descritos en la bibliografía que permitan definir y comparar los parámetros morfométricos 

celulares normales y patológicos en las diferentes especies. 
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El procedimiento desarrollado en este estudio facilita el sistema de recogida y manejo de 

las muestras, optimiza la técnica para su empleo en animales y minimiza cualquier tipo 

lesión iatrogénica sobre la superficie ocular en comparación con los procedimientos de 

citología de impresión corneal convencionales. 

El empleo de anestésicos tópicos previo al procedimiento de toma de muestras por 

citología de impresión es muy útil en oftalmología veterinaria, sin embargo, su empleo ha 

sido motivo de controversia en medicina humana ya que algún autor ha descrito que 

podría generar artefactos o alterar la morfología celular.236 En el presente trabajo se han 

empleado anestésicos tópicos como en la mayoría de los estudios consultados 
6,10,18,19,41,45,46,51,59,79,160,161,167,196,203,204,205,233,237,240,243, y se ha comprobado que su empleo 

facilita significativamente la toma de muestras y que la presencia de alteraciones celulares 

y artefactos asociados a su uso es mínima. 

Martinez,141 en un intento de estandarizar la técnica de recogida de muestras de la 

superficie ocular, empleó membranas de acetato de celulosa con diferentes tamaños de 

poro (8, 3, 0.45, 0.22 y 0.025 μm) y demostró que el tamaño del poro era directamente 

proporcional a la cantidad de células obtenidas por muestra pero inversamente 

proporcional a la calidad de la preservación celular. 

En este estudio se ha utilizado una membrana de filtración de acetato de celulosa con un 

tamaño de poro intermedio de 0.45 μm (Millipore HAWP304F0 MA), que ha permitido 

obtener una buena cantidad de células sin alteraciones de la morfología celular, 

confirmando lo que había sido descrito previamente por otros autores. 
19,41,59,133,135,157,160,161,201,203,204,205,233,234 

En los últimos años la comercialización de una nueva membrana de filtración llamada 

Biopore® (Millicell-CM 0.4 μm PICM012550, de Millipore Corporation, Bedford, MA) 

compuesta de politetrafluoroetileno hidrofílico ha permitido incorporar al estudio citológico 

de la superficie ocular técnicas de biología molecular como la PCR35,188,256 y técnicas de 

tinción inmunohistoquímicas e inmunofluorescentes.10,18,46,51,237,240 

 

Las ventajas de Biopore® sobre las membranas de acetato de celulosa se ven 

contrarrestadas por su elevado precio, la dificultad de su manejo debido a su escaso 

espesor10 y por las posibles lesiones iatrogénicas derivadas de aplicar un anillo de plástico 

rígido sobre la superficie ocular, puesto que Biopore® se comercializa montada sobre una 

estructura plástica con unos soportes en su base que hay que romper con unas pinzas 

para no dañar la córnea al tomar la muestra.  

 

Las membranas de filtración empleadas en este estudio han estado sumergidas en agua 

destilada siguiendo las indicaciones de De Nadai,41 quien comprobó, que el número de 

células recolectadas aumentaba de manera significativa si las membranas permanecían 

sumergidas en agua destilada desde el día anterior a la toma de muestras. 
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A pesar de que existen autores que no hacen referencia a cuál de las dos superficies de la 

membrana utilizan o que refieren que ambas caras de la membrana pueden ser 

utilizadas,167,243 en este estudio se ha empleado la superficie rugosa y mate de la 

membrana en un intento de obtener la mayor cantidad de células posible, tal y como 

especifican algunos autores.45,81,167 

 

La citología de impresión corneal es una técnica generalmente atraumática, sin embargo, 

la rigidez de los materiales empleados tradicionalmente para presionar la membrana de 

acetato de celulosa sobre la córnea tales como, oftalmodinamómetros79,141,169,203,222,263, 

barritas de cristal o plástico60,167,182,196,237 y pinzas de cirugía entre otros,19,41,81,160,206,233 la 

hacen susceptible de provocar lesiones en la superficie ocular sobre todo en animales 

nerviosos o asustadizos. Por esta razón hemos desarrollado un dispositivo de toma de 

muestras adaptado a las particularidades de los pacientes de la consulta oftalmológica 

veterinaria. 

 

El dispositivo empleado en este trabajo consta de un émbolo de plástico con un cilindro de 

goma blanda en un extremo sobre el que dispone la membrana de filtración. La 

simplicidad y seguridad del dispositivo ha permitido obtener muestras de la superficie 

corneal de todos los animales incluidos en este estudio de un modo fácil y exento de 

complicaciones, incluso en aquellos animales menos colaboradores.  

Este dispositivo tiene la ventaja de que la membrana de filtración permanece adherida a 

su superficie en todo momento, lo cual permite obtener muestras más precisas comparado 

con los procedimientos clásicos. Tradicionalmente, desde el momento en el que se 

deposita la membrana sobre la superficie ocular hasta que se ejerce la presión sobre la 

misma, la membrana es susceptible de plegarse, desplazarse o caerse debido a 

movimientos oculares del animal, haciendo que haya que repetir el proceso. 

En los animales, la existencia de un tercer párpado es una dificultad añadida a la toma de 

muestras con respecto a medicina humana. El desplazamiento de la membrana nictitante 

y la retracción del globo ocular en respuesta a la amenaza que representa la aplicación de 

un cuerpo extraño sobre la superficie ocular dificultan en gran medida la toma de 

muestras. La firme adherencia del microfiltro a la superficie del émbolo evita el efecto de 

arrastre de la membrana nictitante. 

En el presente estudio, se ha aplicado el dispositivo durante 10 segundos sobre el área 

central de la córnea, un tiempo medio con respecto a los estudios de otros autores 

consultados que van desde 2 hasta 30 segundos, 
19,23,41,45,46,59,79,84,141,149,156,157,169,182,196,203,205,222,237 suficiente para asegurar la adherencia 

celular y que los animales hayan permanecido tranquilos y quietos en la mayoría de los 

casos. Sin embargo, en este estudio no ha sido posible determinar de manera objetiva la 

cantidad de presión ejercida sobre el globo ocular, a pesar de que Martinez141 estableció 

que una presión de 60 g era la que permitía obtener mejores resultados. 
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Siguiendo las indicaciones de la mayoría de los autores consultados, se ha empezado a 

retirar la membrana de la superficie corneal desde uno de sus extremos para facilitar la 

descamación de las células epiteliales.19,45,60,77,59,81,141,161,233,243 

La técnica de fijación empleada, con etanol de 96º 6,133,157,160,204,205  y la tinción utilizada 

con Ácido Periódico-Schiff (PAS)6,19,45,59,60,79,133,156,157,160,161,167,182,203,204,263 son técnicas 

contrastadas y empleadas por muchos de los autores consultados. 

Los procedimientos de toma de muestras, fijación, tinción y montaje utilizados en este 

estudio han proporcionado un número suficiente de células bien preservadas y con una 

buena resolución del detalle celular. 

Uno de los objetivos planteados en este trabajo ha sido realizar un estudio descriptivo y 

comparativo de las características morfológicas y morfométricas las células de la 

superficie corneal de los animales incluidos en el grupo I y en el grupo II a partir de 

muestras obtenidas por citología de impresión. 

En la bibliografía consultada no se ha encontrado ningún estudio previo en el que se haya 

realizado un análisis morfométrico y morfológico detallado de las células escamosas del 

epitelio corneal en perros sanos a partir de muestras obtenidas por citología de impresión. 

El estudio microscópico de las muestras de los animales del grupo I se ha caracterizado 

por la presencia de láminas de células epiteliales grandes y muy homogéneas con 

escasos espacios intercelulares. Presentaron una forma poligonal con un citoplasma 

grande y ligeramente basófilo, y un núcleo pequeño, redondo y central, con la cromatina 

finamente granular y uniformemente distribuida. Estas características celulares se 

corresponden con el grado 0 de metaplasia escamosa descrita por Murube y Rivas, a 

partir de muestras obtenidas de la superficie ocular por citología de impresión, para 

establecer una correlación entre el grado de metaplasia escamosa y la severidad de los 

signos clínicos de pacientes humanos con QCS.160,161 

La morfología de las células superficiales del epitelio corneal del perro ha sido descrita por 

Kafarnik,101 empleando microscopía confocal, como células poligonales, con núcleos bien 

visibles y bordes celulares bien definidos. Esta descripción coincide con los resultados 

obtenidos en este estudio en los animales del grupo I y con lo descrito por diferentes 

autores en estudios realizados en gatos,101 conejos,53,200  bovinos,52  caballos,123  

cobayas27 y humanos203 . 

En el presente estudio se han valorado una serie de características celulares tales como el 

área celular, el área nuclear, el ratio N:C, la presencia alteraciones nucleares, la 

pigmentación celular y la presencia de otros tipos celulares. 
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Las células del epitelio corneal de los animales del grupo I han presentado un área celular 

media de 1727.6 µm2 (DE 232.5), un área nuclear media de 131.3 µm2 (DE 14.1) y un 

ratio N:C de 1:13.3 (DE 1.5). 

 

No se ha encontrado ningún estudio en el que se haya determinado el área celular de las 

células escamosas de la córnea de perros sanos; solo es destacable el estudio de 

Kafarnik realizado con microscopía confocal, en el cual estableció que las medidas de las 

células superficiales corneales de perros sanos oscilaban entre 40 y 50 μm de longitud.101 

En trabajos realizados en otras especies, como caballos,123 conejos,129,200 gatos101 o 

humanos,126,202,203  los autores han calculado la longitud y el grosor celular, pero no el área 

celular. 

Son pocos los autores que han calculado el área de las células de la superficie corneal 

sana, y los resultados obtenidos en los diferentes estudios son dispares entre especies e 

incluso dentro de una misma especie. Doughty empleando microscopía electrónica de 

barrido (SEM), determinó el área celular media en bovinos52 (1748 ± 1169 µm2) y en 

conejos53 (625 ± 516 μm2), Julio Morán98 también la determinó en conejos empleando el 

mismo sistema de magnificación (SEM), (355.73 ± 288.56 µm2) y Murube161 obtuvo el 

área celular en humanos a partir de muestras estudiadas con microscopía óptica (322.41 

± 34.08 μm2). 

 

Las citologías de impresión del grupo II se han caracterizado por presentar un menor 

número de células que el grupo I y una distribución celular irregular, con espacios 

intercelulares cada vez mayores hasta dar la apariencia de células aisladas. Estos 

resultados coinciden con los descritos por Murube y Rivas donde quedaron establecidos 

los diferentes grados de metaplasia escamosa en pacientes humanos con síndrome de ojo 

seco.160,161 

 

La mayoría de las células del grupo II han mantenido una morfología poligonal, con un 

núcleo pequeño, redondo y de localización central y un abundante citoplasma ligeramente 

basófilo con bordes irregulares en muchos casos. El área celular media de ha sido de 

1262.7 µm2 (DE 303.7), el área nuclear media de 83.1 µm2 (DE 22.4) y un ratio N:C de 

1/16.8 (DE 3.6). 

Existe una diferencia muy significativa entre las medidas celulares medias de ambos 

grupos. Las células corneales de los animales del grupo I han presentado un tamaño 

citoplasmático y nuclear mayor y un ratio N:C proporcionalmente menor que las del grupo 

II, las cuales se han caracterizado por tener un citoplasma más pequeño y un núcleo 

considerablemente menor que las del grupo I. 

La metaplasia escamosa es un mecanismo de respuesta adaptativa a menudo reversible 

de algunos epitelios ante agresiones externas o estímulos patogénicos del propio 

organismo que desarrollan procesos de queratinización, hiperplasia epitelial, 

pigmentación, fibrosis subepitelial y vascularización. Es decir, la córnea sufre una 

transformación hacia un tejido que recuerda a la piel aunque con la ausencia de folículos 
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pilosos. Dependiendo de la naturaleza de la agresión pueden aparecer todos o sólo 

algunos de los cambios característicos.30,135,148 

La presencia de cambios metaplásicos en la superficie corneal de individuos afectados por 

QCS está descrita en la bibliografía161,204 y ha sido asociada a alteraciones vasculares que 

impiden la llegada de los factores circulantes encargados de la normal diferenciación del 

epitelio y a procesos inflamatorios que capaces de introducir factores que facilitan las 

alteraciones epiteliales.242 

Murube y Rivas demostraron la existencia de una correlación entre la severidad de los 

signos clínicos de pacientes con síndrome de ojo seco y el grado de metaplasia escamosa 

de las células de la superficie corneal y conjuntival. Las células corneales afectadas se 

caracterizaron por presentar un aumento progresivo del área celular, del ratio N:C y por un 

incremento de alteraciones nucleares manifestadas en forma de núcleos dobles, 

picnóticos, líticos o ausencia de los mismos. También describieron un incremento de los 

espacios intercelulares hasta llegar al aislamiento celular en los estadios más avanzados y 

una modificación de la tinción del citoplasma que pasaba de eosinofílica a basófila a 

medida que el proceso se agravaba.160,161 

En este estudio, el 50% de las muestras obtenidas de las córneas de los animales del 

grupo I (0.91% del recuento celular total del grupo I) y el 96.5% de las muestras 

analizadas del grupo II (17.8% del recuento celular total del grupo II) han presentado 

células con signos de alteración celular caracterizadas por la presencia de núcleos muy 

pequeños y excéntricos con la cromatina muy condensada, y citoplasmas grandes y 

abundantes. Sin embargo, al contrario que Murube y Rivas160,161, en este estudio no se 

han hallado diferencias en las tinciones citoplasmáticas entre las células de los grupos I y 

II, que han resultado basófilas en ambos casos. 

En el grupo II se ha encontrado una disminución del área nuclear media y un aumento del 

ratio N:C, resultados que coinciden con los trabajos de Murube y Rivas.160,161 Sin 

embargo, se ha observado que en el grupo II existe una disminución del área celular 

media con respecto al grupo I, hecho que difiere con los resultados obtenidos por estos 

autores, que observaron un incremento del área celular media a medida que aumenta el 

grado de metaplasia escamosa celular, pero concuerda con las investigaciones de autores 

como Lemp, Ren y Wilson y Estil que han descrito en sus estudios una disminución del 

tamaño celular en superficies corneales sometidas a un incremento de la renovación 

celular.62,127,199,200 

Lemp, en un estudio realizado en personas con QCS utilizando microscopia especular, 

introdujo el concepto de que además de los movimientos celulares descritos en la teoría X, 

Y, Z de Thoft y Friend238 para el mantenimiento de la integridad de la superficie corneal, 

existe un movimiento celular desde las capas más profundas hacia la superficie de la 

córnea. Las células de las capas más profundas tienen menor tamaño que las células 

superficiales, pero una vez que alcanzan la superficie, la exposición al medio exterior hace 

que aumenten de tamaño, se aplanen y finalmente se descamen.127 
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La presencia de mayor proporción de células pequeñas en la superficie corneal asociada a 

la retención de fluoresceína sódica, indicativa de una alteración de las membranas 

celulares, se ha sugerido que puede ser debida a un incremento del recambio celular con 

células provenientes de estratos inferiores, asociado a una senescencia prematura de las 

células de la superficie corneal junto con una disminución del tiempo de residencia de las 

mismas en la superficie ocular.127 

Enfermedades de la superficie ocular como la QCS pueden provocar un aumento del ritmo 

de recambio celular secundario a la desecación, a la hiperosmolaridad de la lágrima y/o a 

un descenso de la lubricación con incremento de las fuerzas de rozamiento del párpado 

sobre la superficie ocular, lo que podría explicar la mayor presencia de células de menor 

tamaño provenientes de capas inferiores como se ha descrito en este estudio.108,204 

Otra teoría que puede explicar el menor tamaño del área citoplasmática de las células del 

grupo II está relacionada con los procesos de apoptosis que experimentan las células de 

la superficie corneal. Ren y Wilson199,200 estudiaron la viabilidad de las células de la 

superficie corneal en conejos, empleando tinciones inmunocitoquímicas para determinar la 

presencia de apoptosis celular. Observaron que después de someter a la superficie 

corneal a un proceso descamativo durante horas mediante una perfusión constante con 

suero fisiológico, entre las células descamadas encontraban mayor cantidad de células 

redondeadas y de menor tamaño que las que obtenían en el grupo control cuya superficie 

corneal no había estado sometida a fuerzas de rozamiento. Estas observaciones 

coincidían con las realizadas por Lemp.127 

En un trabajo posterior, Estil62 estudió la descamación forzada de las células de la 

superficie corneal empleando una lentilla de contacto en pacientes humanos y observó 

que con cada repetición del proceso se obtenía mayor cantidad de células y cada vez más 

pequeñas. 

La disminución del tamaño celular podría haber quedado explicada por la obtención de 

células de capas más profundas como había sugerido Lemp127, pero Estil estudió la 

posibilidad de que este proceso fuera debido a mecanismos apoptóticos como habían 

descrito previamente Ren y Wilson en otro estudio.62,200 

Estil observó que un pequeño porcentaje de las células de la superficie corneal se 

desprendían por apoptosis clásica, caracterizada, en los estadios iniciales, por la 

presencia de células con unos pequeños cuerpos apoptóticos de origen citoplasmático 

adheridos a su superficie que eran los responsables de la reducción del tamaño celular. 

En este estudio no se han encontrado células con cuerpos apoptóticos adheridos a la 

superficie celular, por lo que no se ha podido confirmar que la reducción del tamaño 

celular se deba a este tipo de muerte celular programada. 

Estil determinó que la mayoría de las células de la superficie corneal se desprendían por 

un mecanismo que llamó apoptosis no clásica. Estas células eran morfológicamente 

similares a las células normales pero de menor tamaño, aunque a nivel histoquímico 
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presentaban cambios moleculares apoptóticos, confirmando lo que ya se había descrito en 

otros tejidos con alta capacidad de renovación celular como el epitelio del intestino 

delgado68 y la capa de Henle de los folículos pilosos.232 

Se ha comprobado que fuerzas mecánicas ejercidas sobre el citoesqueleto pueden ser 

transferidas al DNA activando el programa de apoptosis no clásica.93 Esto es compatible 

con lo que se produce en la QCS donde hay un aumento de la fricción durante el 

parpadeo, entre una superficie corneal escasamente lubricada y un epitelio conjuntival 

palpebral engrosado y queratinizado.108 

En este estudio el 72% de las células del grupo II han mantenido la forma poligonal, 

aunque con un tamaño más heterogéneo y en general más pequeño que las células del 

grupo I. La disminución del tamaño celular observada en la mayoría de las células del 

grupo II podría quedar explicada por procesos de apoptosis no clásica en la cual las 

células presentan una morfología similar a las células normales aunque un tamaño celular 

inferior. 

En un 35.5% de las muestras del grupo I (0.59% del recuento celular total del grupo l) y en 

el 62% de las citologías del grupo II (1.18% del recuento celular total del grupo II) se han 

visualizado células muy pequeñas y redondeadas con un citoplasma pequeño, más 

basófilo que las células superficiales corneales adyacentes y un núcleo grande, redondo y 

central. 

La presencia de este tipo celular atípico puede ser compatible con fases terminales de las 

células de la superficie corneal sometidas a mecanismos de apoptosis clásica o no 

clásica, con la presencia de células de estratos corneales inferiores o con una 

contaminación de la muestra con células conjuntivales adyacentes. La presencia de este 

tipo de células en la superficie de los animales del grupo I, entre láminas de células 

corneales sanas descarta en gran medida la contaminación conjuntival. El tamaño, la 

forma y la disposición de este tipo celular presentan gran similitud con las fases terminales 

de células sometidas a procesos de apoptosis no clásica descritas por Estil62 aunque 

serían necesarios estudios inmunohistoquímicos complementarios para confirmar el origen 

de este tipo celular. 

Una tercera vía de descamación del epitelio corneal descrita por Estil62 establece la 

existencia de células que se desprenden como células muertas. Son estructuras celulares 

de igual tamaño que las células normales pero carecen de núcleo, y se las ha denominado 

células fantasmas. Esta tercera vía de descamación es compatible con la presencia de 

células anucleadas en el 73.3% de las muestras del grupo I (un 0.83 % del recuento 

celular total de este grupo) en ausencia de ningún otro signo de metaplasia escamosa. 

Una característica destacable en las citologías de los animales del grupo II, que no se ha 

encontrado en el grupo I, ha sido la presencia en el 67.4 % de las muestras de restos de 

células inflamatorias y mucosidad localizados entre los espacios intercelulares. 
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El estudio comparativo entre los dos grupos para el resto de los parámetros estudiados de 

metaplasia escamosa corneal permite observar diferencias muy significativas. En el 8.74% 

de las células del grupo II se han identificado células anucleadas frente a un 0.83 % del 

recuento celular total del grupo I, el 0.49% de las células del grupo II han presentado 

células binucleadas frente al 0.014% de la totalidad de las células del grupo I y el 6% de 

las células del grupo II han presentado depósitos de melanina intracitoplasmáticos frente 

al 0.4% del recuento celular total del grupo I. (Gráfico 6) 

La zona central de la córnea está exenta de melanocitos y de células dendríticas 

presentadoras de antígeno, que sí se encuentran en la zona periférica.58 En cuadros 

inflamatorios crónicos, como la QCS, se producen depósitos de pigmento en toda la 

superficie corneal que finalmente pueden causar ceguera.107,109  La presencia de melanina 

en las muestras de los animales del grupo I puede deberse a que las muestras hayan sido 

tomadas de la zona periférica o bien a la presencia de enfermedades inflamatorias 

subclínicas de la superficie central de la córnea. 

Corroborando lo observado en este estudio, la presencia de células de la superficie ocular 

con signos de metaplasia escamosa en animales sanos ha sido descrita en diferentes 

especies en estudios realizados utilizando citología de impresión. 

Tardón describió la presencia de células con signos de metaplasia escamosa 

caracterizados por la presencia de núcleos degradados o picnóticos y citoplasmas 

queratinizados en el 10% de las células analizadas tanto de la córnea como de la 

conjuntiva de gatos sanos.234 

Bolzan, en otro estudio llevado a cabo para establecer el patrón citológico conjuntival 

normal en perros sanos, destacó en sus resultados que en el 33% de las muestras 

aparecieron células epiteliales queratinizadas, con un citoplasma rosa claro de aspecto 

granular y con núcleos degenerados o sin núcleos.19 

Estudios realizados por Gren y Doughty de la conjuntiva de personas asintomáticas, con 

ojos aparentemente sanos, demostraron que era frecuente encontrar células con signos 

de metaplasia escamosa en determinadas regiones de la muestra.51,79 

La presencia de áreas de metaplasia escamosa en la superficie ocular de individuos 

asintomáticos, y sin ninguna patología asociada, fue interpretada por Doughty como que 

incluso irritaciones oculares leves podrían significar un estímulo capaz de inducir esos 

cambios celulares y planteó la cuestión de si la sensibilidad corneal o conjuntival individual 

debiera de ser considerada en la interpretación y definición del verdadero estatus de estos 

individuos.51 

La severidad de los signos clínicos en el síndrome de ojo seco no suele asociarse con la 

intensidad de la percepción de los síntomas171, por lo que la simple observación con 

lámpara de hendidura no es suficiente para realizar un diagnóstico preciso de esta 

enfermedad aunque, como se ha comentado previamente, existen una serie de signos 

clínicos orientativos. 
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A lo largo de los años se han desarrollado múltiples pruebas con el fin de realizar un 

diagnóstico preciso de la QCS como son, entre otras, la realización de proteinogramas 

para determinar la concentración de lisozima y lactoferrina de la lágrima, o la 

determinación de la osmolaridad de la lágrima entre otras. Sin embargo estas pruebas no 

están disponibles en los centros veterinarios y su uso se limita casi exclusivamente a 

medicina humana. 

La prueba de tinción con fluoresceína sódica ha sido tradicionalmente utilizada como el 

método de elección para valorar la integridad de la superficie ocular, y en la actualidad es 

uno de los procedimientos más frecuentemente empleados para el diagnóstico del ojo 

seco.14,248 La tinción de la superficie corneal y conjuntival con fluoresceína se produce 

siempre que exista una alteración de las uniones intercelulares,63 sin embargo, la 

interpretación de la prueba se basa en una lectura cualitativa de los resultados, y es por lo 

tanto subjetiva. Existen además una serie de variables que pueden influir en la lectura de 

la prueba como son la concentración del colorante, el volumen aplicado, la técnica de 

instilación, el intervalo entre la instilación y la observación, el empleo de filtros en la 

observación y la utilización de sistemas de gradación estandarizados.7 

 

El tiempo de ruptura lagrimal (TRL) ha sido considerado por muchos como la prueba 

diagnóstica principal en prácticamente todos los tipos de ojo seco  debido a su alta 

reproducibilidad y baja variabilidad.146,181,248 264 Sin embargo algunos autores han criticado 

esta prueba por su escasa sensibilidad poniendo de manifiesto diversas variables críticas 

que pueden afectar a la perfecta interpretación de los resultados como son el volumen de 

fluoresceína instilada, el tiempo transcurrido desde la instilación del colorante hasta el 

inicio de la prueba, la concentración de la fluoresceína y los diferentes tipos de filtros 

empleados.7,97,207,216,251 

Aunque el TRL está considerado como el método más sensible, la PSL I es la prueba más 

empleada en medicina veterinaria para diagnosticar el síndrome de ojo seco. Es una 

prueba atraumática, barata, fácil de realizar y su uso clínico generalizado se ha mantenido 

durante más de un siglo. Sin embargo, diversos autores han criticado su variable 

sensibilidad y reproducibilidad para diagnosticar el síndrome de ojo seco.34,102,128,157,177     

La sensibilidad de la PLS I aumenta cuando la QCS está en estadios avanzados y se 

acompaña de una menor producción lagrimal, sin embargo tiene una utilidad limitada en 

los estadios iniciales de la enfermedad cuando los signos clínicos son leves o 

moderados.128 

A esto hay que añadir otros factores que pueden afectar a la reproducibilidad de la prueba  

que han de tenerse en cuenta para una correcta interpretación de la misma como son, la 

sensibilidad corneal, el sexo, la edad, el peso del animal, si esta esterilizado o no, el grado 

de nerviosismo al realizar la prueba, la evaporación, la temperatura y la humedad 

ambiental, el momento del día en realizar la prueba, el uso de medicaciones que 

aumenten o disminuyan la producción lagrimal, la correcta manipulación del papel por 

parte del veterinario si la prueba se realiza con los ojos cerrados o abiertos entre 

otros.7,8,9,16,80,86,106,109,210,224,246 
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En nuestro estudio se ha establecido una correlación inversamente proporcional entre los 

valores obtenidos en la PLS I de los animales del grupo II y los signos de metaplasia 

escamosa de la superficie corneal, es decir, al disminuir los valores de la PLS I existe un 

incremento de las alteraciones celulares. Estos resultados corroboran los datos obtenidos 

en estudios realizados en perros con QCS por Balicki6 y Bolzan19, sin embargo, estos 

resultados difieren con los obtenidos por Rivas204  que no encontró una correlación entre la 

PLS I y el grado de metaplasia escamosa de las células de la superficie corneal de 

pacientes con sequedad ocular. 

Además se ha encontrado una correlación entre las medidas de la PLS I y la magnitud del 

área citoplasmática, nuclear y del ratio N:C, de las células superficiales de la córnea, de tal 

modo que, cuanto menores son los valores obtenidos en la PLS I menores son las 

medidas celulares correspondientes al núcleo y citoplasma de las células de la superficie 

corneal y mayor es el ratio N:C. 

 

Para tratar de determinar la sensibilidad de la citología de impresión en el diagnóstico de 

alteraciones que afecten a la superficie corneal en casos de QCS canina, los animales del 

grupo II se han distribuido en función de los valores obtenidos en la PLS I en 3 grupos: 

leve, moderada y severa. 

En el estudio de los diferentes parámetros celulares indicativos de metaplasia escamosa 

de estos tres grupos sólo se han encontrado diferencias significativas en dos parámetros: 

células anucleadas y núcleos picnóticos. 

La existencia de diferencias significativas en el número de células anucleadas entre los 

animales con QCS leve y moderada, indica que este parámetro puede ser utilizado para 

evaluar la progresión de la enfermedad sólo en los estadios iniciales del proceso, por el 

contrario, la presencia de diferencias significativas en el número de núcleos picnóticos 

entre los animales con QCS leve y QCS grave, y entre los animales con QCS moderada y 

QCS grave, permite utilizar este parámetro como un indicador de la progresión desde los 

estadios iniciales de la enfermedad hasta los más avanzados. 

Además, la existencia de diferencias muy significativas en el número de núcleos picnóticos 

entre el grupo de animales con una QCS leve (PLS I 11-14 mm/min) y los animales del 

grupo I, con una producción lagrimal normal (PLS I ≥15 mm/min),  refuerza por un lado, la 

correlación existente entre la PLS I y los procesos de metaplasia escamosa de la 

superficie corneal de muestras obtenidas por citología de impresión corneal, y por otro, la 

importancia del estudio de los núcleos picnóticos como un factor diagnóstico precoz a 

tener en cuenta en animales con signos leves o inespecíficos de QCS.
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1. La citología de impresión corneal en pacientes caninos ha demostrado ser una técnica útil y de 

fácil realización en la consulta veterinaria. Proporciona de manera constante muestras con gran 

cantidad de células y bien conservadas permitiendo el estudio morfométrico detallado de las 

mismas. 

2. El procedimiento desarrollado en este estudio facilita la recogida y el manejo de las muestras, 

optimiza la técnica para su empleo en animales y minimiza cualquier tipo de lesión iatrogénica 

sobre la superficie ocular en comparación con los procedimientos de citología de impresión 

corneal convencionales.  

3. Las células del epitelio corneal obtenidas por citología de impresión de animales sanos se ha 

caracterizado por la presencia de láminas de células epiteliales grandes con escasos espacios 

intercelulares. Las células presentan forma poligonal con un citoplasma grande y ligeramente 

basófilo, con núcleos pequeños, redondos, con cromatina finamente granular uniformemente 

distribuida y en posición central. El área celular media fue de 1727.6 µm2 (DE 232.5), el área 

nuclear media 131.3 µm2 (DE 14.1) y el ratio N:C  1:13.3 (DE 1.5). 

4. Las citologías de impresión de los animales con signos clínicos de QCS se han caracterizado 

por presentar menor número de células que las de los animales sanos, una distribución celular 

irregular y espacios intercelulares cada vez mayores, hasta dar la apariencia de células aisladas. 

La mayoría de las células han mantenido una morfología poligonal, con un núcleo pequeño, 

redondo y de localización central y un citoplasma abundante y ligeramente basófilo, de bordes 

irregulares en muchos casos. El área celular media fue de 1262.7 µm2 (DE 303.7),  el área 

nuclear media  83.1 µm2 (DE 22.4) y el ratio N:C 1/16.8 (DE 3.6). 

5. Se han encontrado diferencias muy significativas en el estudio morfométrico celular entre las 

córneas sanas y las córneas de animales con QCS. Las células corneales de los animales sin 

patología corneal han presentado un tamaño citoplasmático y nuclear mayor, y un ratio N:C 

proporcionalmente menor que las de los animales con QCS.  

6. En las citologías corneales de los animales con QCS se ha observado un número 

significativamente superior de células con signos de degeneración celular. 

7. La disminución de los valores de la PLS I se han relacionado con un incremento de las  

alteraciones celulares. 

8. Se ha encontrado una correlación entre los valores de la PLS I y la media del área 

citoplasmática, nuclear y del ratio N:C de las células superficiales de la córnea. Cuanto menor es 

el valor obtenido en la PLS I, menor es la medida celular correspondiente al núcleo y citoplasma 

de las células de la superficie corneal y mayor es el ratio N:C. 

9. El número de células anucleadas presentes en las muestras de los animales con QCS 

moderada es significativamente superior que en las muestras de los animales con QCS leve. 

 10. La disminución de la PLS I se ha relacionado con el aumento del número de núcleos 

picnóticos, existiendo una diferencia estadísticamente significativa entre los animales con QCS 

leve y grave y aquellos con QCS moderada y grave.  
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11. El número de células con núcleos picnóticos presentes en las muestras de los animales con 

QCS leve es significativamente superior al de las muestras de los animales sanos. De esta 

observación podemos concluir que la presencia de núcleos picnóticos es un factor sensible en la 

detección precoz de QCS en perros y debe tenerse en cuenta en perros con signos leves o 

inespecíficos de QCS. 
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La citología de impresión corneal es una técnica atraumática, simple, rápida y carente de 

efectos secundarios que permite estudiar las capas celulares más externas de la 

superficie ocular, posibilitando el diagnóstico de enfermedades de la misma y su 

monitorización durante y después del tratamiento.  

Los objetivos de la presente Tesis Doctoral han sido normalizar la técnica de obtención y 

procesamiento de muestras obtenidas por citología de impresión corneal en la especie 

canina, determinar los parámetros morfológicos y morfométricos fisiológicos de las células 

epiteliales corneales en perros sanos y establecer las alteraciones celulares corneales en 

el transcurso de la QCS canina. Además, se ha estudiado la existencia de una correlación 

entre las alteraciones del epitelio corneal y la producción lagrimal valorada mediante la 

prueba lagrimal de Schirmer I (PLS I). 

En este estudio se han incluido 60 perros de diferentes razas que han sido divididos en 

dos poblaciones: el grupo I, formado por pacientes sanos, con unos valores en la prueba 

lagrimal de Schirmer I (PLS I) iguales o superiores a 15 mm/min y el grupo II, formado por 

pacientes diagnosticados de QCS con unos valores en la PLS I comprendidos entre 0 y 14 

mm/min. Los ojos de los animales del grupo II han sido categorizados a su vez en 3 

subgrupos, estableciendo la gravedad de la enfermedad en función de los resultados 

obtenidos en  la PLS I como grave, moderada o leve. 

Para facilitar la recogida y el manejo de las muestras, adecuar la técnica para su empleo 

en animales y disminuir al mínimo cualquier tipo de lesión iatrogénica sobre la superficie 

ocular se ha utilizado un dispositivo simple y eficaz, diferente a los que se han venido 

empleando tradicionalmente en oftalmología humana y veterinaria. 

 

La valoración morfométrica de las células se ha realizado atendiendo a los criterios de 

celularidad de la muestra, separación intercelular, morfología de las células, tinción 

citoplasmática, área celular, área nuclear, ratio núcleo/citoplasma (ratio N:C) y 

alteraciones nucleares. 

Las citologías corneales del grupo I se han caracterizado por la presencia de láminas de 

células poligonales, grandes, homogéneas y compactas, con un citoplasma ligeramente 

basófilo y un núcleo pequeño, redondo y central, con una cromatina finamente granular y 

uniformemente distribuida. El área celular media fue 1727.6 µm2 (DE 232.5), el área 

nuclear media 131.3 µm2 (DE 14.1)  y el ratio N:C 1:13.3 (DE 1.5). 

Las citologías corneales del grupo II se han caracterizado por la presencia de láminas 

integradas por células epiteliales menos numerosas y más heterogéneas que el grupo I. El 

72% de las células estudiadas se han caracterizado por tener forma poligonal con un 

citoplasma abundante y ligeramente basófilo, y un núcleo pequeño, redondo y de 

localización central o ligeramente excéntrico. El área celular media ha sido 1262.7 µm2 

(DE 303.7), el área nuclear media 83.1 µm2 (DE 22.4) y han presentado un ratio N:C de 

1:16.8 (DE 3.6). 
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Los resultados estadísticos han evidenciado una diferencia estadísticamente muy 

significativa (P<0.0008) entre las medidas celulares del grupo I y del grupo II. Las células 

corneales de los animales del grupo I han presentado un tamaño citoplasmático y nuclear 

mayor pero un ratio N:C proporcionalmente menor que las del grupo II, las cuales se han 

caracterizado por ser más pequeñas y con un núcleo considerablemente menor que las 

del grupo I. 

Se ha establecido una correlación positiva moderada y muy significativa (P<0.0001) entre 

los valores de la PLS I y las medidas citoplasmáticas y nucleares de las células corneales 

respectivamente, y una correlación negativa moderada y muy significativa (P<0.0001) 

entre los valores de la PLS I y la medida del ratio N:C. 

Ha sido posible establecer una correlación negativa de moderada a alta, con un nivel de 

significación muy alto (P<0.0001), entre los valores obtenidos en la PLS I de todos los 

individuos y la presencia de alteraciones celulares corneales en las muestras estudiadas. 

Se han encontrado diferencias muy significativas en el número de núcleos picnóticos entre 

los animales con un grado de QCS leve y aquellos con QCS severa, y entre los animales 

con QSC moderada y QCS severa. Igualmente, han existido diferencias significativas en el 

número de células anucleadas entre los animales con QCS leve y moderada. 

No se han encontrado diferencias en el número de células anucleadas entre el grupo con 

QCS leve y el grupo de animales con producción lagrimal normal, pero sí se han 

establecido diferencias muy significativas (P<0.0001) en el número de núcleos picnóticos. 

Por tanto, podemos concluir que la citología de impresión corneal es una técnica de fácil  

realización que permite valorar de forma detallada las células del epitelio corneal tanto en 

animales sanos como en animales con QCS, demostrando su utilidad en el diagnóstico y 

caracterización de dicha enfermedad. 
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Corneal impression cytology is an atraumatic, simple, fast, lacking side effects technique that 

allows to study the outermost cell layers of the ocular surface, enabling the diagnosis of diseases 

and the monitoring during and after treatment. 

This Doctoral Thesis has sought to standardize the technique of obtaining and processing 

samples by corneal impression cytology on the canine species, determine the morphological and 

morphometric physiological parameters of corneal epithelial cells in healthy dogs and set corneal 

cellular alterations during canine KCS. The correlation between corneal epithelium alterations and 

lacrimal production, assessed using Schirmer tear test I (STT I), has also been studied. 

This study included 60 dogs of different breeds that were divided into two populations: group I, 

formed by healthy patients, with Schirmer tear test I (STT I) values equal or greater than 15 

mm/min, and group II, which included patients diagnosed with KCS, with STT I values between 0 

and 14 mm/min. The eyes of the animals in group II were categorized in turn into 3 subgroups, 

establishing the severity of the disease based on the results of the STT I as severe, moderate or 

mild. 

In order to ease the collection and handling of samples, adapt the technique for use in animals 

and minimize any iatrogenic injury on the ocular surface, a simple and effective device was used, 

other than those that have traditionally been used in human and veterinary ophthalmology. 

The morphometric evaluation of the cells was performed according to the criteria of cellularity of 

the sample, intercellular separation, cell morphology, cytoplasmic staining, cell area, nuclear 

area, N:C ratio and nuclear alterations. 

Corneal cytologies of group I were characterized by the presence of sheets of polygonal, large, 

homogeneous and compact cells, with a slightly basophilic cytoplasm and small round nucleus, 

with finely granular and evenly distributed chromatin. The average cell area was 1727.6 µm2 (SD 

232.5), mean nuclear area 131.3 µm2 (SD 14.1) and the N: C ratio 1:13.3 (SD 1.5). 

Corneal cytologies of group II were characterized by the presence of epithelial cell sheets with 

fewer and more heterogeneous cells compared to group I. 72% of the cells studied were 

polygonal with abundant cytoplasm and slightly basophilic, and a small, round and centrally 

located or slightly eccentric core. The average cell area was 1262.7 (SD 303.7) μm2, the nuclear 

area average 83.1 (SD 22.4) μm2 and the N: C ratio 1:16.8 (SD 3.6). 

The statistical results have shown a statistically significant difference (P <0.0008) between cell 

measures of group I and group II. Corneal cells of animals in group I presented a bigger 

cytoplasmic and nuclear size but a proportionately smaller N:C ratio than those in group II, which 

were characterized being smaller and having a considerably smaller nucleus. 

A moderate and a highly significant positive correlation (P <0.0001) was stablished between the 

STT I values and cytoplasmic and nuclear measurements of the corneal cells respectively, and a 

moderate negative but highly significant correlation (P <0.0001) between STT I values and N:C 

ratio measures. 
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It has been possible to establish a moderate to high negative correlation, with very high 

significance (P <0.0001), between STT I values of all individuals and the presence of corneal 

cellular alterations in the samples studied. 

Highly significant differences have been evidenced in the number of pyknotic nuclei between 

animals with a mild degree of KCS and those with severe KCS and between animals with 

moderate and severe KCS. Significant differences were also found in the number of enucleated 

cells between animals with mild and moderate KCS. 

No significant differences were found in the number of enucleated cells between the group of 

animals with mild KCS and the group with normal tear production, though very high significant 

differences (P <0.0001) have been stablished in the number of pyknotic nuclei between both 

groups. 

Therefore, we can conclude that corneal impression cytology is an easy technique which allows 

detailed evaluation of corneal epithelial cells in both healthy animals and those with KCS, 

demonstrating its utility in the diagnosis and characterization of this ocular disease. 
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11.1. TABLA DESCRIPTIVA DE MEDIDAS CELULARES POR PERRO 
 
 

 

                                    LISTADO DE DATOS FINALES                                   1 

 

                                                NUCLEO_                           NUCLEO_ 

    Obs    PERRO           GRUPO     CITO_OD       OD      RATIO_OD    CITO_OI       OI 

 

      1    BRIGI           II        .         .          .            826.98      70.940 

      2    CHANEL          II        1278.64     66.587     19.7359    1316.85     74.194 

      3    COCO COSLADA    II        1157.63     84.398     14.2450        .         . 

      4    CUCA            II            .         .          .        1109.83    118.171 

      5    IRIS            II         936.13     73.608     13.8391        .         . 

      6    JESSI           II        1383.28    111.945     12.9309    1067.64     42.782 

      7    KIARA           II        1184.15    100.896     12.8475        .         . 

8    KUMA            II        1052.44     69.129     17.1240    1412.49     62.205 

      9    LINDA MEST      II        1045.45     45.292     24.7490    1063.57     56.545 

10    LUIGI           II            .         .          .        1275.62     54.140 

     11    OTTO            II        1128.40     63.811     20.0859     974.01     56.899 

     12    SHASHA          II        1230.56     81.730     15.4754    1182.05     76.611 

     13    VALERIA         II        923.78     58.302     19.8439    1549.45     63.362 

     14    WILMA           II        1236.54     92.725     14.0574    1230.64    106.435 

 

                                                        sd_cito_    sd_nucleo_    sd_ratio_ 

    Obs    RATIO_OI      cito      nucleo     ratio        od           od            od 

 

1     11.9836     826.98     70.940    11.9836        .            .           . 

      2     18.8167    1297.75     70.391    18.7602     316.077       13.809       5.0401 

      3       .        1157.63     84.398    14.2450     262.805       22.199       3.7302 

4     11.8513    1109.83    118.171    11.8513        .            .           . 

      5       .         936.13     73.608    13.8391     230.300       23.696       5.0630 

      6     30.7064    1225.46     77.363    16.4689     372.793       31.961       3.9621 

      7       .        1184.15    100.896    12.8475     283.830       29.930       5.5930 

      8     30.6130    1232.47     65.667    21.4543     376.689       25.583       9.0332 

      9     20.5652    1054.51     50.918    21.5534     256.326       14.353       8.5947 

10     27.7481    1275.62     54.140    27.7481        .            .           . 

     11     18.7507    1051.21     60.355    18.4628     245.807       29.341       7.6601 

     12     15.9473    1206.31     79.170    15.4330     202.929       14.309       3.9056 

     13     30.8748    1236.61     60.832    22.4838     235.559       23.778      14.3278 

     14     12.6577    1233.59     99.580    12.7988     303.220       24.991       4.3155 

 

           sd_cito_    sd_nucleo_    sd_ratio_ 

    Obs       oi           oi            oi       sd_cito    sd_nucleo    sd_ratio 

 

1     143.696      13.3274       2.7231     143.696     13.3274       2.7231 

      2     303.237      19.2956       6.9364     227.647     12.0080       3.5963 

      3        .           .            .         262.805     22.1994       3.7302 

      4     402.045      70.0947       6.9712     402.045     70.0947       6.9712 

      5        .           .            .         230.300     23.6957       5.0630 

      6     221.948      22.4079      14.8832     213.606     18.4646       3.8855 

      7        .           .            .         283.830     29.9297       5.5930 

      8     388.216      32.5347      19.8097     249.710     23.0983       9.8390 

      9     242.172      16.8006       8.6846     153.860     10.4100       5.6158 

     10     229.016      21.0164      13.3874     229.016     21.0164      13.3874 

     11     202.984      18.0187       6.7249     162.168     16.8418       5.0653 

     12     247.085      15.4629       4.5820     156.805      9.6271       2.6279 

     13     328.337      33.2001      17.2302     212.245     20.3330       8.3129 

     14     345.213      35.1817       5.1332     221.620     21.5239       2.8944 

 

                                    LISTADO DE DATOS FINALES                                   2 

 

                                                NUCLEO_                           NUCLEO_ 

    Obs    PERRO           GRUPO     CITO_OD       OD      RATIO_OD    CITO_OI       OI 

 

     15    COCO            II        2317.70    133.378     18.4469        .         . 

     16    EICO            II            .         .          .        1385.89     94.408 

     17    KENZO           II            .         .          .        1821.65    101.712 

     18    LINDA           II            .         .          .        1157.81     79.884 

     19    LOLA            II            .         .          .        1100.26     71.224 

     20    LUCAS           II        1114.91     77.770     16.7573        .         . 

     21    LUCI LIU        II        1095.33     98.556     12.1016    1902.63    147.860 

     22    MAFALDA         II        1454.77    103.227     16.6250     871.14     62.204 

     23    MAYA            II         987.90     72.407     14.2709    1699.14    117.707 

     24    NALA            II        1511.58    108.562     14.5677    1123.70     89.796 

     25    NICA            II         891.32     42.993     23.4604     864.27     47.965 

     26    POPI            II         908.02     58.101     16.4156     908.99     45.139 

     27    SIMBA           II            .         .          .        1497.49     85.704 

     28    TIZON           II        1752.52    113.381     16.9203        .         . 

 

                                                        sd_cito_    sd_nucleo_    sd_ratio_ 

    Obs    RATIO_OI      cito      nucleo     ratio        od           od            od 
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     15       .        2317.70    133.378    18.4469     460.569       32.792       6.2613 

     16     16.2634    1385.89     94.408    16.2634        .            .           . 

     17     18.7418    1821.65    101.712    18.7418        .            .           . 

     18     15.2945    1157.81     79.884    15.2945        .            .           . 

     19     16.2310    1100.26     71.224    16.2310        .            .           . 

     20       .        1114.91     77.770    16.7573     395.269       45.761       6.9154 

     21     14.3694    1498.98    123.208    12.8393     349.864       38.083       4.7847 

     22     15.4610    1162.95     82.715    14.9991     310.931       43.022       8.9489 

     23     15.4401    1343.52     95.057    14.5496     381.429       26.651       4.4731 

     24     13.0029    1317.64     99.179    13.5597     384.833       30.950       4.0218 

     25     22.1569     877.80     45.479    20.6982     269.631       14.535      12.3339 

     26     22.1042     908.50     51.620    18.1948     224.585       15.291       5.2316 

     27     17.8240    1497.49     85.704    17.8240        .            .           . 

     28       .        1752.52    113.381    16.9203     633.213       41.987       9.5348 

 

           sd_cito_    sd_nucleo_    sd_ratio_ 

Obs       oi           oi            oi       sd_cito    sd_nucleo    sd_ratio 

 

15        .           .            .         460.569     32.7915      6.26126 

     16     384.525      32.3814       6.9262     384.525     32.3814      6.92618 

     17     327.890      19.7929       5.7323     327.890     19.7929      5.73229 

     18     427.950      23.2066       6.2076     427.950     23.2066      6.20758 

     19     217.107      21.7114       3.8506     217.107     21.7114      3.85058 

     20        .           .            .         395.269     45.7606      6.91537 

     21     310.313      49.7623       6.1655     204.003     31.5228      3.27343 

     22     346.088      26.9775       6.9625     243.239     23.9138      4.55203 

     23     760.070      43.0075       8.7056     408.458     23.3810      4.61185 

     24     402.606      27.5496       4.0541     271.496     17.7824      3.03045 

     25     234.418      21.2044      12.6110     161.365     12.4997      6.67117 

     26     187.071      15.4556       7.5061     133.525     10.9243      3.87591 

     27     620.013      27.0042       6.0444     620.013     27.0042      6.04438 

     28        .           .            .         633.213     41.9874      9.53484 

 

                                    LISTADO DE DATOS FINALES                                   3 

 

                                                NUCLEO_                           NUCLEO_ 

    Obs    PERRO           GRUPO     CITO_OD       OD      RATIO_OD    CITO_OI       OI 

 

29    WILLIAM         II            .         .          .        1331.88     89.138 

     30    BILLY           I         2161.32    142.566     15.4151    2108.63    159.400 

     31    BIMBA           I         1859.26    163.331     11.7865    1892.19    144.675 

     32    BLANCA          I         2036.60    141.981     14.4644    1995.50    143.698 

     33    BOLITA          I         1570.35     95.955     16.5836    1501.03     98.246 

     34    CAIFAS          I         1700.54    142.033     12.0647    1911.85    147.299 

     35    CAPRICHO        I         1733.36    170.660     11.9014    1495.74    127.454 

     36    CHITA           I         1982.31    158.001     12.6309    2016.95    137.082 

     37    CLOE            I         1745.46    152.234     11.6865    1963.29    157.107 

     38    CLOE ROSA       I         1695.51    140.108     12.4350    1821.44    133.081 

     39    DIANA           I         1590.88    131.841     12.2000    1771.94    142.942 

     40    FOSCO           I         1793.56    116.640     15.6098    1757.93    140.256 

     41    FRITANGA        I         1780.36    124.482     14.4800    1776.67    128.600 

     42    GOLDEN          I         1666.55    121.735     13.9603    1563.57    124.148 

 

                                                        sd_cito_    sd_nucleo_    sd_ratio_ 

    Obs    RATIO_OI      cito      nucleo     ratio        od           od            od 

 

29     15.4494    1331.88     89.138    15.4494        .            .           . 

     30     13.3848    2134.98    150.983    14.2272     314.364       23.213       2.5059 

     31     13.3226    1875.72    154.003    12.3522     212.267       33.274       2.4472 

     32     13.9627    2016.05    142.839    14.1607     273.785       19.581       1.8052 

     33     15.6393    1535.69     97.100    15.9512     194.831       12.467       2.6615 

     34     13.1147    1806.19    144.666    12.5531     231.851       16.031       1.7258 

     35     11.8534    1614.55    149.057    11.7410     239.602      181.688       2.5658 

     36     14.9640    1999.63    147.542    13.6022     357.041       23.405       1.9618 

     37     12.7413    1854.38    154.670    12.1148     222.823       24.745       2.0231 

     38     14.0550    1758.47    136.595    12.9772     195.546       24.743       2.5439 

     39     12.4888    1681.41    137.392    12.3247     192.165       19.946       1.4282 

     40     12.6417    1775.75    128.448    13.8956     216.090       14.511       2.7113 

     41     14.1795    1778.52    126.541    14.1677     333.153       18.005       2.7901 

     42     12.8149    1615.06    122.942    13.2650     217.657       18.979       2.5524 

 

           sd_cito_    sd_nucleo_    sd_ratio_ 

    Obs       oi           oi            oi       sd_cito    sd_nucleo    sd_ratio 

 

29     265.433      20.5500       3.6151     265.433     20.5500      3.61506 

     30     266.727      21.6216       2.0001     186.297     13.3635      1.58727 

     31     244.478      20.3978       2.4969     165.203     19.0228      1.81096 

     32     220.276      14.6703       1.5719     198.278     13.8055      1.18539 

     33     257.194      15.8582       3.6160     165.601      9.2896      2.30429 

     34     239.520      18.5081       1.9373     167.146     12.6071      1.37971 

     35     219.688      18.6636       1.7033     162.674     91.5134      1.93188 

     36     317.164      22.1706       2.7035     280.940     16.6888      1.62416 

     37     248.996      24.0039       2.2684     154.243     17.8424      1.48426 

     38     245.723      23.2937       2.9949     168.339     13.8706      1.57456 

     39     191.236      18.6349       1.1948     132.684     16.0991      0.99609 

     40     194.836      15.0350       1.7075     129.958      9.5990      1.39025 

     41     226.752      23.4391       2.6275     191.557     14.0578      1.77071 

     42     204.289      21.6759       1.8954     137.222     14.4957      1.53637 
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                                                NUCLEO_                           NUCLEO_ 

    Obs    PERRO           GRUPO     CITO_OD       OD      RATIO_OD    CITO_OI       OI 

 

43    GORDI           I         1740.83    123.977     14.2925    1541.79    115.779 

     44    JEFA            I         1338.91    114.780     11.7955    1553.97    137.568 

     45    KIRA            I         1742.86    128.190     13.6522    1512.33    126.530 

     46    KIWI            I         1509.96    111.033     13.8427    1659.87    122.794 

     47    LEOPOLDO        I         1462.25    116.745     12.8098    1547.84    128.726 

     48    LETI            I         1679.68    117.252     14.5052    1875.79    138.111 

     49    LULU            I         1816.80    143.375     12.7061    1804.98    136.967 

     50    NELA            I         1935.38    121.964     15.9485    1736.81    118.708 

     51    NIMA            I         1856.00    117.310     16.0335    2219.55    124.088 

     52    NIÑO            I         1454.77    119.170     12.4187    1779.75    118.767 

     53    NORA            I         1725.87    123.475     14.1912    1503.54    104.205 

     54    ODIE            I         1582.07    134.969     11.7737    1427.46    122.350 

     55    PANCHO          I         1209.60    103.226     11.8133    1606.27    119.666 

 

                                                        sd_cito_    sd_nucleo_    sd_ratio_ 

    Obs    RATIO_OI      cito      nucleo     ratio        od           od            od 

 

     43     13.4483    1641.31    119.878    13.7659     338.162       21.856       2.9466 

     44     11.4145    1446.44    126.174    11.5471     212.270       17.038       1.8810 

     45     12.1240    1627.60    127.360    12.8330     233.530       13.359       1.7255 

     46     13.7704    1584.91    116.914    13.6855     167.028       15.631       2.4690 

     47     12.1197    1505.04    122.735    12.3593     275.415       25.928       2.1656 

     48     13.7817    1777.73    127.682    14.0427     241.656       15.275       2.4470 

     49     13.3357    1810.89    140.171    12.9624     276.267       14.393       1.7441 

     50     14.7504    1836.10    120.336    15.3016     418.757       21.162       2.6151 

     51     18.3356    2037.77    120.699    17.0729     235.181       16.320       2.5593 

     52     15.2311    1617.26    118.969    13.7547     225.883       20.866       2.1416 

     53     14.6241    1614.71    113.840    14.2653     312.629       15.781       2.7784 

     54     11.7240    1504.76    128.660    11.7121     185.167       13.335       1.3193 

     55     13.4350    1478.79    122.452    12.1547     273.931       15.720       2.3340 

     56     13.5875    1407.93    111.446    12.6882     156.141       10.337       1.8095 

 

           sd_cito_    sd_nucleo_    sd_ratio_ 

    Obs       oi           oi            oi       sd_cito    sd_nucleo    sd_ratio 

 

43     297.163      19.3908       2.2431     232.892     15.5036      1.61163 

     44     219.786      17.8500       1.7541     152.478     14.1452      1.30877 

     45     238.405      19.1780       2.1672     163.754     10.9757      1.36082 

     46     147.959      16.8518       2.3360     107.957     12.3843      1.60888 

     47     214.484      16.2936       1.6587     185.630     16.4946      1.39028 

     48     279.964      18.7238       2.5626     172.178     14.0395      1.69973 

     49     271.314      19.0718       2.2903     203.820     12.8247      1.35188 

     50     314.277      15.2494       2.7674     273.363     13.0783      1.91502 

     51     284.694      21.0243       3.5095     157.283     13.7869      2.13091 

     52     226.393      18.2925       2.5236     143.839     15.6415      1.68562 

     53     304.756      15.1220       3.1861     224.294      9.8699      2.12764 

     54     283.135      16.5375       2.0651     185.300     11.3440      1.15079 

     55     216.257      16.8583       2.4729     183.437     10.3615      1.81749 

     56     175.984      13.5383       2.0842     124.961      7.9050      1.36754 
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                                                NUCLEO_                           NUCLEO_ 

    Obs    PERRO           GRUPO     CITO_OD       OD      RATIO_OD    CITO_OI       OI 

 

57    RON             I         2404.50    148.379     16.4153        .         . 

     58    SMEAGOL         I         1500.33    135.723     11.0947    1343.51    118.583 

     59    WINNIE          I         1411.23    140.051     10.1198    1514.90    136.673 

     60    WOLFI           I         2017.51    153.649     13.2147    1838.17    139.484 

 

                                                        sd_cito_    sd_nucleo_    sd_ratio_ 

    Obs    RATIO_OI      cito      nucleo     ratio        od           od            od 

 

     57       .        2404.50    148.379    16.4153     310.023       18.001       2.7477 

     58     11.4115    1421.92    127.153    11.2018     278.757       19.391       1.7017 

     59     11.1979    1463.06    138.362    10.6159     209.941       15.018       1.4449 

     60     13.3001    1927.84    146.566    13.2291     262.598       16.054       1.7799 

 

           sd_cito_    sd_nucleo_    sd_ratio_ 

    Obs       oi           oi            oi       sd_cito    sd_nucleo    sd_ratio 

 

57        .           .            .         310.023     18.0012      2.74772 

     58     225.205      16.8248       1.7641     193.396     12.9027      1.27024 

     59     217.066      18.0834       1.7025     143.087     10.5891      1.15662 

     60     310.914      20.7924       2.0772     194.442     12.8852      1.54777
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