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Introduccion

La complejidad de la fisiologia corneo-conjuntival asociada a su no menos compleja patogénesis,
hace que la homeostasis de la superficie corneal sea fragil. Las consecuencias de las
enfermedades que afectan a la superficie externa del ojo son a menudo devastadoras para la
vision, por lo que avanzar en el conocimiento de los mecanismos que conducen a la enfermedad
corneal adquiere gran significacion clinica.

Una de las técnicas empleadas para la deteccidén precoz de enfermedades que afectan a la
superficie ocular es la citologia de impresién.

La citologia de impresién fue introducida en 1977 en la oftalmologia de la especie humana.
Consiste en la obtenciéon de muestras de epitelio corneal mediante la aplicacion de discos de
acetato de celulosa directamente sobre la superficie ocular. Permite estudiar las capas celulares
mas superficiales del epitelio corneal y conjuntival, posibilitando el diagnéstico de un niimero
considerable de trastornos de la superficie ocular y la monitorizacion de la enfermedad corneal
durante y después del tratamiento.

Con gran difusion clinica en medicina humana, por ser una técnica atraumatica, minimamente
invasiva, con alta sensibilidad (78-87%) y que puede repetirse a lo largo del tiempo, la citologia
de impresion puede constituir una herramienta de diagnostico que supla a la biopsia por escision
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 citologia de impresién como prueba diagndstica, la
principal en la practica clinica 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 estimulos patogénicos del propio organismo. El grado de metaplasia
aporta informacion del estado de la superficie ocular y, por tanto, de la severidad de la
enfermedad.

También ha sido utilizada para valorar el grado de recuperacién de la superficie corneal en
pacientes tratados con trasplante de membrana amniotica, cirugia combinada de ésta con
trasplante de limbo en pacientes con insuficiencia limbal, en el diagnéstico de tumores que
afectan a la superficie ocular o en el estudio de los efectos de diversas medicaciones topicas
sobre la superficie ocular, entre muchas otras aplicaciones.

Esta técnica, por tanto, podria 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 caracteristicas morfologicas de las células del epitelio corneal obtenidas por
citologia de impresion en dicha especie.
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Objetivos

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es realizar un estudio de la citologia de
impresion 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 obtencion y procesamiento de las muestras obtenidas por
citologia de impresion corneal en la especie canina.

2.- Establecer los pardmetros morfolégicos y morfométricos normales de las células
epiteliales corneales obtenidas mediante la citologia de impresion corneal en perros
sanos.

3.- Establecer las alteraciones celulares del epitelio corneal obtenidas mediante la
citologia de impresion en la QCS en la especie canina.

4.- Correlacionar las alteraciones del epitelio corneal con la produccion lagrimal valorada
mediante la prueba lagrimal de Schirmer | (PLS ) en perros con QCS.
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Revision Bibliografica

3.1. Cornea: estructura y funcion

3.1.1. Caracteristicas generales

La pared del globo ocular esta constituida por tres capas o tunicas que desde el exterior al
interior son: una tunica fibrosa externa, una capa intermedia vascular o Uvea y una capa
interna nerviosa. La capa mas externa o tunica fibrosa estd dividida en dos zonas, la
cornea y la esclerética que confluyen en una zona de transicidon llamada limbo
esclerocorneal .43

La esclerdtica es una membrana opaca cuya funcidn principal es proporcionar resistencia
mecanica al globo ocular para soportar la presion intraocular y proteger a las delicadas
estructuras internas del ojo de traumas externos. La cdrnea posee unas caracteristicas
estructurales Unicas que la hacen altamente transparente, por lo que ademas de la funcion
de soporte que comparte con la esclerética, constituye la principal lente refractiva del
0j0.15'

La cornea es un tejido transparente altamente especializado situado en la superficie mas
anterior del globo ocular. Tiene forma de elipse, con una superficie externa convexa y una
superficie interna concava, y un diametro horizontal mayor que el vertical. En el perro y en
el gato la diferencia entre estos diametros es pequefia, haciendo que sus cdrneas
parezcan casi circulares. 101213254

La ausencia de queratina, vasos sanguineos y pigmentos en su estructura, y la especial
disposicion de sus fibras de colageno permiten a la cérnea desempefiar dos de sus
funciones principales: la refraccion de la luz hacia el eje visual del ojo, con un poder
refractivo de 40-42 dioptrias, y la transmisioén de la luz dentro del globo, en cantidad y
calidad suficientes, para poder formar imagenes nitidas en la retina.™

El grosor corneal varia dependiendo de la especie, raza, sexo y edad, siendo mas
estrecho en las hembras que en los machos, e incrementando su espesor con la
edad.’2213

En los canidos la cdrnea es mas gruesa en el centro, mientras que en los félidos y en los
équidos es mas gruesa en el limbo. El grosor medio corneal en el perro medido con
paquimetria ultrasonica es de 562 * 6.2 um, mientras que determinado mediante
microscopia confocal es de 585 £ 79 ym.72.101

La cdrnea depende del humor acuoso y de la lagrima para su nutricién y limpieza, y de los
parpados y membrana nictitante para su proteccidn frente al medio externo.23La ausencia
de queratinizacién del epitelio se compensa con la presencia de la pelicula lagrimal, que al
tapizar la superficie corneal, la lubrica, la protege de agentes infecciosos y forma una
interfase con el aire de alta calidad 6ptica que permite una buena vision.202.227
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La pelicula lagrimal esté considerada en muchos sentidos la capa mas superficial de la
cornea. Con un grosor de 7 um, posee una estructura trilaminar generada por secreciones
celulares de estructuras anexas al globo ocular. Su ld&mina mas externa es lipidica y deriva
de la secrecion de las glandulas de Meibomio; la capa intermedia acuosa, esta generada
por las glédndulas lacrimales situadas en el margen superotemporal de la drbita y en la
membrana nictitante; la capa interna mucosa, derivada de las células caliciformes
conjuntivales.358

Estas capas se entremezclan intimamente, haciendo muy dificil establecer el grosor de
cada una por separado. Estudios recientes incluso sugieren la existencia de sélo dos
fases en la pelicula lagrimal; una capa externa formada por lipidos apolares y fosfolipidos,
y una mas interna, en contacto con el epitelio, formada por un gel acuoso-mucinico, en la
que los fosfolipidos se situarian entre las dos fases estabilizando la pelicula lagrimal.47. 238

3.1.2. Caracteristicas histologicas de la cérnea

La cornea es un tejido transparente y avascular altamente especializado. En un corte
transversal de la cornea 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 mas externa de la cornea. Es un epitelio plano, estratificado
y no queratinizado, cuyas células, dispuestas en tres estratos, presentan caracteristicas
morfolégicas similares en todas las especies estudiadas, si bien existen diferencias
interespecificas en cuanto al nimero de capas celulares.285761.71.221

En canidos, félidos y aves, el estrato mas interno del epitelio corneal presenta una capa
simple de células basales, con forma columnar, que descansa sobre una fina membrana
basal. El estrato intermedio estd 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 pelicula lagrimal, que presentan numerosas microvellosidades y
micropliegues en su superficie.”6:213

Las células epiteliales estan fuertemente adheridas entre si a través de moléculas de
adhesion (cadherinas e integrinas) y complejos de union (desmosomas, uniones estrechas
y uniones comunicantes) que ademas tienen un papel de comunicacién y formacién de
barreras. Estas uniones dan estabilidad al epitelio y proporcionan resistencia frente a las
agresiones externas."

La membrana basal subepitelial esta sintetizada por las células basales epiteliales y sus
principales funciones son servir de guia para la migracién celular, dar soporte para la
adhesion celular, actuar como membrana semipermeable y mantener la arquitectura de
los tejidos.

12
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Esta constituida por colageno IV y proteoglicanos asociados a proteinas como la laminina
y la fibronectina, cuya funcion es permitir las interconexiones de los diferentes
compartimentos de la matriz extracelular y las uniones celulares. '3

Las células epiteliales basales estan fuertemente unidas a la membrana basal gracias a la
presencia de numerosos hemidesmosomas. Utilizando microscopia electronica se pueden
distinguir tres laminas diferentes en la membrana basal, que desde el exterior al interior
son: una lamina ldcida, una lamina densa y una lamina reticular mas interna que esta en
contacto con el estroma.22”

El estroma o sustancia propia constituye el 90% del espesor de la cornea. Esta compuesto
por un tejido conjuntivo denso y avascular formado por fibras paralelas de colageno tipo | y
tipo V uniformemente dispuestas en haces o laminas. Las |&minas se encuentran
separadas entre si por una matriz extracelular de proteoglicanos y por un sincitio de
fibroblastos modificados llamados queratocitos, que se disponen entre las multiples capas
de colageno.6465.94.115

La matriz extracelular estromal esta formada basicamente por proteoglicanos, en su mayor
parte queratan sulfato y dermatan sulfato. Los proteoglicanos se unen a las fibras
colagenas de forma ordenada y las rodean individualmente con el fin de mantener su
disposicion regular en el espacio. Los componentes intersticiales son hidrofilicos y atraen
agua de la pelicula lagrimal y del humor acuoso. Cuando se produce un dafio en la barrera
epitelial o endotelial, el fluido llega al estroma, separando las fibras de colageno y dando a
la cérnea una coloracion azulada.%3.220

El compartimento celular del estroma estd formado por fibroblastos modificados o
queratocitos que se disponen en las estrechas hendiduras que existen entre los haces
paralelos que forman las fibrillas de coldgeno constituyendo entre el 3 y el 5% del volumen
estromal. Su funcién consiste en mantener las fibras de colageno y la matriz extracelular
mediante una actividad de sintesis constante. También es posible encontrar en el estrato
estromal linfocitos dispersos que migran desde los vasos sanguineos 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 apex de la red trabecular, situada en la regién del limbo corneoescleral. Esta
compuesta por gran cantidad de glicoproteinas, laminina y colageno tipo IV, lo que le
confiere gran elasticidad y resistencia ante agresiones traumaticas o inflamatorias.44150.213

Ultraestructuralmente, la membrana de Descemet esta formada por tres zonas: una capa
anterior de aproximadamente 0.3 um de grosor préxima al estroma formada por colageno
tipo V y VI, una zona bandeada intermedia de 2 a 4 um formada por colageno tipo IV y
VIIl, y una zona ancha no bandeada interna adyacente al endotelio constituida por
colageno tipo lll 'y V.22

13
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El endotelio corneal posterior es la capa mas interna de la cornea y esta en intimo
contacto con el humor acuoso. Esta formado por una Unica capa de células planas de
forma hexagonal que miden de 4 a 6 ym de alto y 20 um de ancho en el perro adulto.*?

Las células endoteliales presentan un citoplasma caracteristico de células con gran
actividad metabdlica: gran numero de mitocondrias, un aparato de Golgi y un reticulo
endoplasmico bien desarrollado, y abundantes vesiculas de picnocitosis en su interior.
Estas estructuras citoplasmaticas les permiten desempefiar funciones de transporte,
secrecion y sintesis, imprescindibles para la nutricion y el mantenimiento del metabolismo
corneal.#3

La funcion principal del endotelio es mantener el estado de deturgescencia o
deshidratacion 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.2'3

La cdrnea esta inervada por los nervios ciliares largos, que derivan de la divisidn oftalmica
del nervio triggémino (V par craneal). Estos troncos discurren radialmente a la cérnea
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 cdrnea esta inervado, principalmente,
por receptores del dolor, mientras que la mayoria de los receptores de presion estan en el
estroma.74145,159,213

3.1.3. Caracteristicas estructurales y ultraestructurales del epitelio anterior de la
cornea

Como se ha citado previamente, el epitelio anterior es la capa mas externa de la cornea y
se encuentra en intimo contacto con la pelicula lagrimal precorneal. Es un epitelio
escamoso, estratificado y no queratinizado que mide aproximadamente entre 25 y 40 ym
de grosor en los carnivoros domésticos.2!3

En el perro el epitelio anterior esta formado por 6 0 7 capas celulares, diferenciandose tres
estratos: una capa simple de células basales, 2 0 3 capas de células intermedias o células
aladas, y de 2 a 3 capas de células superficiales o células escamosas.??!

El estrato basal es la capa mas interna del epitelio corneal. Esta formado por una capa de
células poligonales alargadas, con medidas que oscilan entre los 10 um de ancho y los 15-
20 um de alto llamadas células basales.22

Las células basales estan unidas entre si a través de uniones comunicantes (‘gap
junctions”) y desmosomas, y se unen a la membrana basal subepitelial a través de
hemidesmosomas.#
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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 migracion celular), microtubulos y filamentos de
citoqueratina.®

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 renovacion del epitelio corneal. 122219

Las células intermedias o células aladas son células de transicion entre las células
basales y las células superficiales escamosas. Son células de forma poligonal y un
didmetro de 12 a 15 ym. Estructuralmente poseen un citoplasma con escasas organelas y
numerosos filamentos de citoqueratina en su citoesqueleto, un gran nucleo ovoide y
multiples interdigitaciones en su superficie.22” Recubriendo su membrana citoplasmatica
aparecen numerosos desmosomas que unen firmemente estas células entre si 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 um de longitud y cuya superficie esta cubierta por numerosas
microproyecciones citoplasmaticas en forma de microvellosidades y micropliegues cuya
funcion es la de asegurar y fijar la capa mucoide profunda de la pelicula lacrimal
precorneal, facilitar la absorcion de oxigeno y el transporte de nutrientes entre las células y
la pelicula lagrimal.47:48:49,50,101,112

En la membrana citoplasmatica de las caras lateral y basal de las células superficiales
destacan los complejos de unién intercelulares, % que son de tres tipos:

- Uniones adherentes que garantizan la cohesion mecanica entre las células al tiempo que
sirven de punto de anclaje al citoesqueleto y que estan integradas por desmosomas y por
uniones adherens.

- Las uniones estrechas (“tight junctions”), que aseguran la cohesién celular pero sobre
todo representan un sistema estanco que impide el paso libre de moléculas, jugando un
papel fundamental en la funcién de permeabilidad selectiva del epitelio.

- Las uniones comunicantes (“gap junctions”), que permiten el paso de pequefias
moléculas de una célula a otra. Estan distribuidas al azar sobre las caras basales y
laterales y permiten el acoplamiento metabolico y eléctrico entre las células al permitir el
paso de iones y de pequefias moléculas hidrofilicas.

Son células metabolicamente 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 vesiculas secretoras.2?’
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3.1.4. Fisiologia corneal

La transparencia corneal, imprescindible para una correcta vision, se mantiene por la
presencia del epitelio escamoso no queratinizado que se ve reforzado por la presencia de
una pelicula lagrimal precorneal que tapiza la superficie ocular, la ausencia de vasos
sanguineos y pigmento, la perfecta disposicion espacial de las fibrillas de colageno que
forman el estroma corneal y la deshidratacion relativa de la cornea, que es mantenida por
la barrera endotelial y epitelial.85.144.213

El humor acuoso, la pelicula lagrimal precorneal, el plexo capilar limbico y los capilares
conjuntivales palpebrales son los responsables de la nutricion de la cornea, suministrando
las cantidades de oxigeno, proteinas y glucosa necesarias para mantener sus elevadas
necesidades metabdlicas.”

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 glucogeno que puede ser usado como fuente de energia en
condiciones de estrés.8

Si las reservas de glucogeno disminuyen, la cicatrizaciéon normal del epitelio y la motilidad
celular sobre la superficie quedarian comprometidas. El oxigeno lo recibe directamente
desde la atmosfera a través de la pelicula lagrimal.8

La lagrima posee pocos aminoacidos y la barrera epitelial es impermeable al paso de
estas sustancias, por lo que los aminoacidos necesarios para la intensa sintesis proteica
fundamental para la renovacion corneal se obtienen del humor acuoso a través del
endotelio y del estroma.202

Las necesidades metabdlicas de las células del estroma son limitadas y estan
relacionadas con el mantenimiento de las fibras de colageno y los glicosaminoglicanos por
parte de los queratinocitos. 53

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 metabolica principal es la glicolisis anaerobia, empleando
de manera significativa también la ruta del &cido citrico y la ruta de las pentosas fosfato.8
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3.1.5. Descamacion del epitelio corneal

La descamacion es el proceso por el cual el epitelio corneal se deshace de las células
muertas de manera completa e instantanea sin necesidad de que los macréfagos las
fagociten como sucede en otros tejidos. %8

Se han descrito tres mecanismos de descamacion de las células de la superficie corneal:
la apoptosis clasica, la apoptosis no clasica y la diferenciacion terminal.62.198.199

La apoptosis es una forma controlada de muerte celular que puede aparecer de forma
fisioldgica durante el desarrollo embriologico o en tejidos en crecimiento, pero también es
caracteristico de gran cantidad de procesos patoldgicos como los procesos viricos, las
alteraciones inmunoldgicas producidas por linfocitos T y las lesiones causadas por
algunos productos quimicos o drogas. !4

La participacion de la apoptosis en la descamacion fisiologica del epitelio corneal se pone
en evidencia por la presencia de células apoptoticas en la superficie epitelial y en las
células descamadas. Histolégicamente esta apoptosis se reconoce porque las células
aparecen retraidas, con la cromatina condensada, el citoplasma fragmentado y restos
citoplasmaticos en la superficie (cuerpos apoptéticos). Estas células también se
evidencian mediante técnicas inmunocitoquimicas, que ponen de manifiesto el proceso
tipico de fragmentacion 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 apoptoticas desde el punto de
vista inmunohistoquimico pero carecian de los cambios morfologicos tipicos de la
apoptosis clasica. A este tipo de proceso se le ha denominado apoptosis no clasica.6?

La existencia de estas células terminalmente diferenciadas, sin las caracteristicas tipicas
de la apoptosis clasica, parece ser comun a los tejidos que poseen una renovacion celular
rapida, como sucede en el epitelio del intestino delgado y en los foliculos pilosos.88232
Parece que el factor determinante que desencadena este proceso, podria estar
relacionado con la tension y presion ejercida sobre el citoesqueleto celular y la pérdida de
interaccion entre célula y matriz.164.199

Un tercer mecanismo de descamacion epitelial es por desprendimiento de las llamadas
células fantasma, que tienen el mismo tamafio que las células de la superficie pero
pierden el nucleo antes de descamarse.62.199
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3.1.6. Renovacién del epitelio corneal

El epitelio corneal en condiciones fisiologicas esta sometido a un proceso regenerativo
continuo, dado que la vida media de las células epiteliales corneales se estima entre 3y 7
dias. La membrana apical consigue mantener la continuidad de la barrera epitelial durante
la descamacion fisioldgica porque las células descamadas se desprenden solo después
de que las células reemplazantes, inmediatamente inferiores, hayan restablecido sus
uniones estrechas con las células vecinas.%

La renovacion del epitelio corneal es un proceso complejo y multifactorial, que depende
del correcto funcionamiento y coordinaciéon de multiples mecanismos interrelacionados
entre si. La alteracion del equilibrio entre division, maduracion, muerte y descamacion
celular puede traducirse en patologias de la superficie ocular y en importantes alteraciones
visuales. 38

La regeneracion del epitelio corneal esta 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 E| déficit de estas células produce un
cuadro clinico que se caracteriza por una vascularizacion del epitelio corneal, inflamacién
cronica, defectos epiteliales persistentes y recurrentes, fotofobia y pérdida de visién, que
puede ser mas o menos grave dependiendo del nimero de células madre afectadas.245

Son muchos los autores que han estudiado la renovacion del epitelio corneal y han
surgido distintas teorias encaminadas a explicar dicho fenémeno.

La teoria actualmente aceptada es la de Schermer, Galvin y Sun, que establece que el
proceso de renovacion del epitelio corneal se realiza a partir de células madre
indiferenciadas o células primordiales (Stem cells) situadas en la capa basal del limbo
corneal.2!®

Las células primordiales corneales poseen una serie de caracteristicas Unicas que las
diferencia del resto de las células del epitelio corneal:

e Son células escasamente diferenciadas.92

e Tienen un ciclo celular lento.%5.122

o Poseen una alta capacidad de autorrenovacion sin errores y una vida equivalente a la
del organismo en el que residen.%

o Estan en contacto con membranas basales formadas por colageno tipo 1V.202

e No expresan marcadores especificos del epitelio corneal diferenciado como las
citoqueratinas 3 y 12.131.219

¢ Realizan movimientos centripetos de superficie.32.5

e Su deficiencia provoca alteraciones del epitelio corneal tales como vascularizacion,
conjuntivalizacién e inflamacidn crénica.%1.32.117

e 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 observacion de que
los tumores aparecen mayormente en células relativamente poco diferenciadas. !
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e 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 diferenciacion y divisidn celular, llamada célula amplificadora transitoria
0 célula TAC.36:55.118244

Las células TAC tienen un potencial proliferativo limitado, se dividen con frecuencia y dan
lugar a células diferenciadas incapaces de dividirse. Esta forma de division asimétrica
permite tanto la renovacion celular como la autoperpetuacién de la célula
primordial.36:55.118.244

Existe una hipétesis propuesta por Thoft y col. que explica la renovacién del epitelio
corneal por medio de tres ejes: el eje X representa la proliferacion de las células basales,
el eje Y corresponde con la proliferacion y migracion centripeta 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 ecuacion:
X +Y =2, la cual ejemplifica cdbmo, para mantener el epitelio corneal, la pérdida celular
debe estar en equilibrio con el reemplazo celular.238

3.1.7. Reparacion y envejecimiento del epitelio corneal

En la superficie corneal, encontramos unos complejos sistemas de reparacion que son el
resultado del elevado nivel de organizacién y diferenciacién de estos tejidos. Los
mecanismos de reparacion se activan de forma inmediata tras la agresién y tienen como
mision la reepitelizacion de la cornea, asi como la correcta restauracion de su estructura y
organizacion. 36

Existen dos mecanismos de reparacion del area lesionada que permiten mantener el
numero normal de células epiteliales, la migracion de células propias del epitelio anterior y
la mitosis celular.213

Si la lesion epitelial es pequefa la reparacion se produce por migracion en las primeras 24
horas.2'3

En caso de grandes lesiones existe cierta actividad mitotica, no solo de las células
limbares sino también de células del epitelio corneal, que estan migrando debido a la
excesiva demanda de nuevas células epiteliales. 1%

La renovacion epitelial se produce cada 7 dias, pero ante una erosion o un defecto se
inicia una reaccién 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 area de la
lesion.54.222
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La fase de migracion 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
recuperacion del efecto barrera, gracias a un incremento de la superficie celular y a la
formacion de fibrillas y filamentos. Se ha atribuido a la fibronectina un papel fundamental
en esta fase, permitiendo una fuerte unién celular con la membrana basal.”

En la fase de proliferacion celular se activan las células primordiales del limbo, se
desarrollan los complejos de union con la membrana basal y se restablecen las
terminaciones nerviosas.58

La presencia o ausencia de colageno IV parece determinar respectivamente el caracter
inmaduro o diferenciado de las células corneales. El colageno IV no aparece en la
membrana basal de las células corneales de individuos adultos, pero si aparece en la
membrana basal del limbo y de la conjuntiva en el hombre, el conejo y la cobaya. Se cree
que el colageno IV favorece la proliferacidn epitelial pero hace perder a las células sus
propiedades de diferenciacion.202

El fendémeno de envejecimiento afecta también a las células del epitelio corneal que ven
disminuidas sus capacidades regenerativas respecto a los epitelios de individuos mas
jovenes.202 Sin embargo, la influencia de la edad es dificil de demostrar por la gran
variabilidad del indice mit6tico del epitelio entre unos individuos y otros de la misma edad,
e incluso entre las corneas de un mismo individuo.56

Se ha comprobado que los ritmos circadianos también ejercen cierta influencia sobre los
procesos que regulan la multiplicaciéon de las células del epitelio corneal. Lavker,®! en
1991, comprobd en un estudio realizado en ratones y cobayas, que el indice mitético de
las células epiteliales corneales era maximo entre las 6 y las 12 horas de la mafiana,
coincidiendo con lo observado en otros epitelios estratificados, lo que indica que hay
factores sistémicos que determinan esta regulacion.
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3.1.8. Reaccion del epitelio corneal a la enfermedad

La cdrnea es un tejido avascular y como tal responde ante estimulos nosolégicos de un
modo diferente a como lo hacen los tejidos que reciben aporte sanguineo. Para generar
una respuesta inflamatoria, la cornea necesita primero adquirir los elementos necesarios
para producir la inflamacion, mediante la formacion de neovasos sanguineos y la
infiltracion de células polimorfonucleares desde la lagrima y los vasos sanguineos del
limbo.227

En el curso de procesos cronicos el epitelio corneal es capaz de desarrollar un mecanismo
de respuesta adaptativa, a menudo reversible, llamado metaplasia escamosa. Durante
este proceso, la cornea va adquiriendo las caracteristicas histologicas del epitelio de la
piel, tales como la vascularizacion, la pigmentacion subepitelial y la queratinizacion e
hiperplasia epitelial. Este grado de metaplasia aporta informacién del estado de la
superficie ocular, permite establecer un diagndstico y valorar la progresién y severidad de
la enfermedad.135.227

Dependiendo de la naturaleza y de la persistencia de la irritacién de la superficie ocular es
posible encontrar diferentes cuadros clinicos. No todos los procesos que cursan con
metaplasia escamosa presentan todos los cambios citados, asi, es posible encontrar una
queratinizacion del epitelio corneal sin que exista pigmentacion corneal asociada o
metaplasia escamosa sin neovascularizacion de la cérnea.2%

En general las lesiones que afectan al epitelio corneal se acompafian de vascularizacion
superficial derivada de los vasos conjuntivales adyacentes.

Las enfermedades que afectan a zonas mas profundas de la cornea presentan una
vascularizacion que deriva de la circulacion ciliar y se caracteriza por vasos cortos, rectos
y de color mas oscuro. Si el proceso irritativo se mantiene, la vascularizacion masiva
puede dar lugar a la formacion de tejido de granulacion.22?

La migracion de melanocitos desde los tejidos limbales o perilimbales hasta localizarse en
el estroma subepitelial o el epitelio, es un mecanismo de respuesta inespecifica a la
inflamacion corneal. Constituye una de las causas mas frecuentes de déficit visual en
animales afectados por enfermedades corneales cronicas, en especial cuando hay
exposicion o irritacion continua de la cornea debido a distiquiasis, triquiasis, rozamiento
con los pliegues nasales, exposicion corneal crénica en razas braquicéfalas, QCS o
queratitis neurotrofica entre otras causas.223

21



Revisién Bibliografica

3.2. Citologia de impresién corneal

3.2.1. Definicién y antecedentes historicos

La citologia de impresidn es una técnica atraumatica, simple, rapida y carente de efectos
secundarios y contraindicaciones que permite la recoleccion de las células de las capas
mas externas de la superficie ocular en pacientes de cualquier especie, mediante la
aplicacion de un pequefio microfiltro sobre la cornea o la conjuntiva.®

La técnica fue disefiada y descrita por primera vez por Larmande y Timsit en 1954, para el
diagnostico de la metaplasia escamosa de la superficie ocular. En 1977 fue introducida
simultaneamente en la practica clinica 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 disefié la técnica utilizando un disco de impresién de plastico, buscando una
alternativa a otros métodos de recogida de muestras de la superficie ocular, menos
comodos para el paciente, como los raspados o los hisopos conjuntivales, con el fin de
estudiar la respuesta inflamatoria de la conjuntiva frente a diversas patologias oculares.23

La técnica que se emplea en la actualidad fue disefiada por Egbert y su equipo, que
observaron como al presionar un microfiltro de celulosa sobre la conjuntiva bulbar y
palpebral para estudiar la secrecion de las células caliciformes, obtenian de manera
constante, ademas de secreciones, abundantes células que se quedaban adheridas al
papel.80

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 citologia de impresion y el empleo de hisopos o
microcepillos celulares (Cytobrush®).

La biopsia limbocorneal aporta la ventaja de proporcionar informacién del estado de todas
las capas del epitelio, asi como de la organizacién del estroma corneal. Sin embargo, en
muchos casos de enfermedad de la superficie corneal esta técnica no estd justificada o
esta contraindicada debido a que con cada biopsia se reduce potencialmente el nimero
de células madre, lo que puede provocar la conjuntivalizacion y opacificacion de la
cornea. 133,149

Los raspados realizados con espatulas son ideales para tomar muestras de la cérnea y de
la conjuntiva de animales muy pequefios, son econoémicos y el numero 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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Ademas, la integridad celular se ve comprometida muchas veces y no aporta informacion
de las relaciones intercelulares. '3

Los frotis realizados con hisopos de algodon son econdmicos, atraumaticos y tienen la
ventaja de proporcionar una gran poblacion celular sin alterar su integridad si se realizan
con cuidado. La desventaja es que no aportan ninguna informacion en lo relativo a las
relaciones intercelulares. 3

El Cytobrush-S® es un microcepillo empleado de modo rutinario para la realizacion de
citologias ginecoldgicas en medicina humana y ha sido utilizado para obtener muestras de
la superficie ocular. Es econdémico, poco traumatico, mantiene bien la estructura celular y
el numero de células recolectadas es bueno. Sin embargo, debido a su longitud, no es el
método mas indicado en ojos de pequefio tamafio (cachorros, pajaros, hurones....).45:250

La citologia de impresion es una técnica de recoleccion celular no invasiva, indolora,
economica, accesible y facil 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 informacién precisa del area anatémica a
estudiar, de la morfologia celular, de las relaciones intercelulares y de las interacciones
establecidas entre las células epiteliales con otros componentes celulares. 16222233

La citologia de impresion corneal proporciona muestras de la superficie ocular de manera
rapida y repetida, permitiendo tanto el diagnostico como la monitorizacion frecuente de
enfermedades que afecten a la superficie ocular.3039.233,236

Comparado con las técnicas tradicionales, la citologia de impresion ofrece diversas
ventajas:

Preserva mejor la morfologia celular que los frotis de la superficie corneal, aportando
informacion mas precisa del estado de la superficie ocular y de las relaciones
intercelulares.'3

Comparada con la biopsia corneal es menos invasiva, tiene menos contraindicaciones, se
puede repetir tantas veces como sea necesario y permite obtener muestras mas amplias
del epitelio corneal sin ocasionar efectos secundarios.3945

Con respecto a los microcepillos celulares(Cytobrush®), los resultados han puesto en
evidencia que la cantidad de células obtenidas por muestra, la resolucion del detalle
celular y la valoracién de las relaciones intercelulares es mejor aplicando la citologia de
impresion. 13:45.250
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Las muestras obtenidas por citologia de impresion pueden ser procesadas y evaluadas
por una amplia gama de técnicas como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
técnicas inmunohistoquimicas, citometria de flujo, microscopia dptica o microscopia
electrénica entre otras.30.39

Todas estas ventajas han convertido a la citologia de impresion en la técnica de eleccion
para el muestreo del epitelio de la superficie ocular y en una herramienta de investigacion
clinica muy Util.30

Sin embargo, a pesar de tratarse de una técnica sencilla no esté estandarizada, lo que ha
limitado su reproductibilidad y potencial desarrollo como técnica de referencia en el
diagndstico de patologias de la superficie ocular,3060.141,149

3.2.2. Aplicaciones clinicas

La citologia de impresion ha ido evolucionando desde su aparicion en 1954, ampliando
sus aplicaciones en el diagndstico etiolégico de diversas patologias de la superficie ocular
a medida que se han ido introduciendo nuevos materiales, nuevas tecnologias y nuevas
técnicas de laboratorio.

Es una técnica de diagnostico muy util, que permite estudiar y comprender los cambios
secuenciales que se producen en la superficie corneal y conjuntival durante el curso de la
enfermedad ocular, asi como evaluar y comparar la eficacia de los tratamientos aplicados
para establecer cual es el mas adecuado. ¥

La aplicacion mas frecuente de la citologia de impresion en la practica clinica es la

valoracion 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 citologia de impresion por su alta sensibilidad
son:

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

ocular.149,172,180,233,240

- En el diagnéstico de la insuficiencia limbal y valoracion del grado de recuperacion de la

superficie corneal en pacientes tratados con trasplante de membrana amniética o cirugia
combinada de ésta con trasplante de limbo.46.132,133,134,135

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

combinacién con microscopia electrénica. 42

- En el estudio de la toxicidad derivada del uso crénico de medicaciones tdpicas utilizadas

en el tratamiento de enfermedades oculares como el glaucoma.24.186
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- En la valoracion de la superficie ocular de pacientes diabéticos, de nifios prematuros y de
pacientes que usan lentes de contacto.292152

- En estudios sobre la queratoconjuntivitis vernal, el penfigoide cicatricial y la
queratoconjuntivitis limbica superior.4166.252

" En el diagnostico de queratitis parasitarias por Acanthamoeba a partir de la identificacion
de quistes y trofozoitos en muestras corneales.2!?

- En el diagnostico de infecciones viricas de la superficie ocular provocadas por herpes
simplex, varicela zoster y adenovirus en la conjuntiva de pacientes humanos.237

3.2.3. Descripcio6n de la técnica

La técnica de citologia por impresion de la superficie ocular consta de cinco etapas
basicas: recogida de muestras, fijacion, tinciéon, montaje y analisis microscopico.4!

3.2.3.1. Recogida de muestras

La recogida de muestras es técnicamente sencilla, sin embargo existen multiples factores
que pueden influir en la cantidad y calidad de las mismas, como son:

e La aplicacion de anestésicos topicos sobre la superficie ocular previamente a la toma de
muestras es motivo de controversia. Algun autor ha sugerido que su empleo podria
producir artefactos o alterar la morfologia celular,23¢ sin embargo, otros autores han
defendido que su influencia es minima.60.167

La gran mayoria de los estudios consultados de citologia de impresién de la superficie
ocular han emp|eado anestesia tépica_6,10,18,19,41,45,45,51,59,79,160,161,167,196,203,204,205,233,237,240,243

e Las caracteristicas de la superficie ocular afectan de manera considerable a la calidad y
cantidad de la muestra. La presencia de secreciones mucosas, exudado purulento o
lagrimas sobre la cornea disminuye la cantidad de células corneales que se adhieren a la
membrana de filtracion, por lo que es fundamental mantener la superficie corneal limpia y
seca antes de obtener la muestra.

e Las caracteristicas fisicas de la membrana de filtracion afectan directamente tanto al
numero de células recolectadas como al mantenimiento de la estructura morfolégica 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 metilcelulosa?* o nitrocelulosa,?!%9 sin
embargo, las membranas de filtracién de acetato de celulosa MF-Millipore® (Millipore

Corporation, Billerica, MA, USA) son las que han sido utilizadas con mayor frecuencia en
los estudios consultados.6.19:4145,60,81,84,133,135,141,156,157,160,161167,182,196,201,203,204,205,233,243

Estan formadas por ésteres mixtos de celulosa hidrofilica y se fabrican con diferentes
tamarios de poro.

A partir de 1992 algunos autores empezaron a utilizar una membrana de
politetrafluoroetileno hidrofilico llamada Biopore® (Millicel-CM 0.4 ym PICM012550, de
Millipore Corporation, Bedford, MA) disefiada originalmente para realizar cultivos celulares.
Biopore® posee una serie de propiedades fisicas, como la transparencia al hidratarse y la
incapacidad de tefiirse con pigmentos fluorescentes, que la hacen muy util para la
realizacion tanto de estudios tradicionales por microscopia dptica, como de estudios en los
que se empleen tinciones inmunohistoquimicas o inmunofluorescencia.0.18:46.51237.240

El tamafio del poro de la membrana de filtraciéon es determinante, afectando tanto a la
cantidad de células recolectadas como a la resolucion del detalle celular. Asi, el empleo de
membranas con un tamafio de poro grande proporciona mayor cantidad de células pero
con mayores alteraciones estructurales, mientras que tamafios de poro pequefios
permiten obtener menor cantidad de células por muestra, pero de gran calidad
estructural 4!

Los tamafios de poro empleados en los diversos estudios son de 0.025 um,6.167.182

0.10 ymp' 020 pm,"0 0.22 um,’6 0.25 pm,* 0.40 um'84651237.240 y 0.45 um
19,41,59,133,135,157,160,161,201,203,204,205,233,234

Martinez, en un intento de estandarizar la técnica, realizé un estudio en conejos en el que
comparaba diversas membranas de filtracion con diferentes tamafios de poro para ver cual
era el mas adecuado para obtener muestras conjuntivales. Atendiendo al nimero de
células obtenidas y al mantenimiento de la morfologia celular, llegd a la conclusién de que
los mejores resultados se obtenian empleando membranas de filtraciéon de acetato de
celulosa con tamafio de poro de 0.025 ymy 0.22 pm. 141

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

tamafios de poro diferentes a los considerados Optimos por este autor con buenos
resultados.6.19.4145,59,81,133,135,160,161,205,233,234

e Se han encontrado grandes diferencias en cuanto al tamafio de la membrana de filtracién
utilizado para tomar las muestras también entre los distintos estudios, pudiendo variar
desde 3x4 mm,® 3x7 mm,’® 3x10 mm,'% 4x3 mm,203 4x8 mm,10 5x5 mm),133,141,157,182,205
5X7 mm,#! 5x8 mm,!56 5x25 mm,20! y filtros circulares de 6.2 mm de diametro.'®® Las
membranas Biopore® estan precortadas en circulos de 8 mm de diametro y van unidas a
un cilindro de plastico, lo cual facilita su manejo.18:46.51237.240
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e La rugosidad del papel de celulosa es otra caracteristica fisica que a priori puede influir en
el numero y calidad de las células obtenidas. El papel de filtro tiene dos caras, una mas
brillante y lisa, y otra mas mate y rugosa.'®” La cara rugosa ofrece mayor area de
superficie para la adhesion 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. 4!

Algunos investigadores como Divani,*5 Nelson'67 y Haller-Schober,8! especifican en sus
trabajos el empleo de la cara mate y rugosa del papel, sin embargo la mayoria no hace
referencia a este respecto. Nelson'®” y Tseng?*3 apuntaron que ambas caras pueden ser
utilizadas sin afectar a la recogida celular.

e VVadrevu20 determiné la importancia de las propiedades quimicas del papel en la toma de
muestras al comprobar que el tratamiento de la membrana de celulosa con sustancias
quimicas, como los surfactantes, reducia notablemente la cantidad de las células
recolectadas, por lo que recomendaba emplear siempre filtros libres de surfactante.

e La influencia de las fuerzas electrostaticas del papel de filtro sobre la cantidad de células
recolectadas se puso de manifiesto en un estudio realizado por Dursun®® en el que
valoraba los cambios producidos en la superficie ocular en un grupo de conejos con ojo
seco. Determind que el numero de células recolectadas mediante citologia de impresion
aumentaba espectacularmente si se dejaban las membranas de filtracion en agua
destilada durante la noche, concluyendo que la pérdida de las fuerzas electrostaticas por
parte del papel de celulosa favorecia la recoleccion celular.

e La presidn ejercida sobre el globo ocular durante la toma de muestras es otra variable a
tener en cuenta. Martinez'4! valoré cual era la presion 6ptima que deberia ejercerse para
obtener la mayor cantidad de células, concluyendo que una presién de 60 G ejercida con
un oftalmodinamémetro de Goldman era la ideal.

Sin embargo, la mayoria de autores simplemente describe que una vez el papel de
celulosa ha sido apoyado sobre la superficie ocular, se debe ejercer una ligera presion
para asegurar la adhesion celular pero sin especificar la cantidad de presion ejercida.

Entre los multiples instrumentos utilizados para presionar la superficie ocular para obtener
la muestra destacan oftalmodinamdmetros79.141.169.203222263  harritas de cristal o
plasticob0.167.182,196.237 y pinzas de cirugia entre otros.19:41,81,160,206,233

Brandao,?? sin embargo, en un estudio realizado para establecer el patrén celular
conjuntival normal en felinos domésticos, obtuvo muestras de calidad sin utilizar ningun
instrumento para presionar la membrana sobre la superficie ocular, empleando un método
que consistid en evertir los parpados e introducir una tira de papel de filiro en el saco
conjuntival durante unos segundos.
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e El tiempo de contacto entre el papel y la superficie ocular varia entre unos autores y otros,
desde 2 segundos,#5.79.182,169.203 2 3 3 segundos,>%.1% 2 a 4 segundos,3 2 a 5 segundos,*’
3 segundos,™!157 3 a 4 segundos,® 3 a 5 segundos,*6.237 5 segundos,®15%6 5 a 10
segundos,?22 10 a 20 segundos,'® hasta 30 segundos® sin que ningun 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 filtracion.

¢ Uno de los puntos en los que coincide la mayoria 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 fijacion y tincion de las muestras

Los métodos de fijacion de las muestras son diversos y van desde muestras fijadas al
aire23’  hasta el empleo de sustancias quimicas como etanol de 95°,19.59.149,167.201233 etgnol
de 96°,6.133,157,160.204.205 etanol de 99°5' sprays de fijacidn,*46.79.169 y mezclas de acido
acético glacial con formaldehido al 37% y alcohol etilico de 70° (1:1:20)41.141,196,222.243 entre
otros.

Las tinciones Acido Periodico-Schiff (PAS)6:19:46,69,60.79,133,156,157.160,161,167,182.203.204.263 y/ |g
combinacion de PAS y Papanicolau modificadas,4!.81.141.172222.233243 han sido las mas
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,20' Shorr23 o0 hematoxilina.2151
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3.2.4. Estudio morfométrico en la citologia de impresion

Muchas de las patologias 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 morfologicos asociados a estas patologias y
descritos por citologia de impresion son un aumento del tamafio celular, disminucion del
tamafio nuclear y un aumento del ratio nucleo:citoplasma (ratio N:C), que van asociados a
otras alteraciones morfoldgicas citoplasmaticas o nucleares, mas o menos frecuentes en
funcion de la gravedad o cronicidad de la patologia. 161

La introduccién de nuevos equipos de imagen y software informaticos ha facilitado mucho
el contaje y medicion de las células de la superficie ocular, lo que ha permitido obtener
medidas cada vez mas precisas y establecer diferencias entre patrones celulares sanos y
alterados. Los autores consultados han empleado diversos equipos de imagen para su
estudio.

Lopez-Garcia, Rivas y Murube tomaron las medidas de las células de la superficie ocular
sobre fotografias de 10x15 cm obtenidas a 40x mediante una camara fotografica acoplada
a un microscopio optico. 133,161

Blades y Doughty utilizaron fotografias en color de las células a 40x, que fueron impresas
superponiendo una escala de 100 ym, y escaneadas para producir |dminas de 35 mm por
proyeccion. Estas fotografias fueron graduadas de acuerdo con una escala de cuatro
puntos, que evaluaba el tamafio y la forma de las células. Sobre las l1dminas de 35 mm se
dibujaron los margenes externos de las células y de los nucleos."

Doughty, buscando mayor precision en el establecimiento del tamafio celular emple6 una
gran hoja de papel en blanco que superpuso sobre las imagenes magnificadas a 3000x
para realzar los bordes celulares y a partir de ahi calcular el area, la longitud y la anchura
celular.5!

Grene, tras analizar las muestras bajo microscopia Optica, las digitalizd, y empleando
programas de graficos establecio las areas celulares absolutas y porcentuales, lo que le
permitié realizar un mapa topografico de la superficie conjuntival donde representaba los
grados de metaplasia escamosa en pacientes humanos sanos y con sindrome de ojo
seco.”
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3.2.4.1. Estudio morfométrico de las células corneales de pacientes humanos sanos
obtenidas por citologia de impresion

Existen escasas referencias bibliograficas sobre las medidas morfolégicas de las células
de la superficie corneal obtenidas por citologia de impresion en pacientes sanos que
permitan establecer una base comparativa con patrones celulares patolégicos para fines
diagnosticos.

En 1991, Rivas realiz6 un estudio de la superficie ocular para describir el patron normal
del epitelio corneal y conjuntival en individuos sanos utilizando la citologia de impresion.
Observé que en la mayoria de las muestras corneales aparecian laminas de células
poligonales con un nulcleo central redondo, con cromatina finamente granular,
uniformemente distribuida y una delicada membrana nuclear. Describi6 el citoplasma
como abundante, semitransparente y no queratinizado. El tamafio medio de las células
epiteliales corneales fue de 56.1 £ 5.8 ym de largo y 37.6 £ 4.3 ym de ancho.203

En 2002, Murube y Rivas establecieron una clasificacién del sindrome de ojo seco
basandose en los signos clinicos y en las caracteristicas celulares de la superficie ocular.
Observaron que los individuos con un grado 0 de metaplasia escamosa presentaban un
area celular corneal de 300-350 um2 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 segun su escala de gradacion presentaron un
area nuclear de 106.4 £ 10.5 ym2, un area celular de 322.41 + 34.08 um2 y un ratio N:C
de 1:3.161

3.2.4.2. Estudio morfométrico de las células corneales de pacientes humanos con
patologias de la superficie ocular obtenidas por citologia de impresion

Desde la implantacién de la citologia de impresién 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 centrdndose principalmente en la conjuntiva, a pesar de que la cdrnea

suele ser la mas afectada en pacientes que padecen sindrome de ojo
seco.15.17,161,167,169,179,243

En 1992, Rivas estudié los cambios morfolégicos que se producian en la superficie ocular
de personas que padecian QCS. Observd que el tamafio de las células epiteliales
corneales era ligeramente mayor que el de las células normales.

El tamafio medio era 61 + 7.6 um de largo y 43.2 £ 7.1 ym de ancho. Las células se
caracterizaban por tener un citoplasma mas abundante y transparente, y un ntcleo con la
cromatina mas condensada que las células control.204
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En 2003, Murube y Rivas con objeto de establecer una correlacion entre los signos
clinicos de pacientes con sindrome de 0jo seco y la metaplasia escamosa celular en
células corneales y conjuntivales, desarrollaron una clasificacion que distingue 6 grados
de metaplasia. Los criterios valorados fueron la forma y el tamafio celular, la separacién
intercelular, el tamafio nuclear, la tincidn del citoplasma, las alteraciones nucleares, el ratio
nucleo:citoplasma (ratio N:C) y la conjuntivalizacion del epitelio corneal. 6!

En 2006, Lopez-Garcia estudio la relacion entre el grado de metaplasia escamosa del
epitelio corneal y la gravedad clinica de la insuficiencia limbal en pacientes humanos. Los
resultados mostraron que en los pacientes que presentaban una insuficiencia limbal
asintomatica el tamafio celular medio era 477 + 140 um2, con un ratio N:C de 1:5,25
1,5. Concluyé que existia correlacion entre la gravedad clinica de la insuficiencia limbal y
el grado de metaplasia escamosa del epitelio corneal, e incluso que pacientes con
afectacién leve o preclinica presentaban cierto grado de metaplasia escamosa, lo que
realzaba la utilidad de la citologia de impresion como diagnostico precoz en casos de
insuficiencia limbal.135

3.2.5. Situacion actual de la citologia de impresién corneal en pequerios animales

La citologia de impresion corneal y conjuntival no es una técnica diagndstica habitual en la
practica clinica veterinaria. La mayoria de los estudios en animales han sido realizados de
modo experimental en conejos, con el objetivo de extrapolar los datos obtenidos a
patologias que afectan a la especie humana.%.141

Hasta el momento son pocos los estudios realizados con citologia por impresion de la
superficie ocular en pequefios animales, y la mayoria se centran exclusivamente en el
estudio de la conjuntiva.

Bounous, en 1998, estudio los cambios producidos en la conjuntiva de 15 perros
diagnosticados de QCS antes y después de un tratamiento de 6 semanas con ciclosporina
A topica al 0.2% cada 12 horas. En sus conclusiones defiende la idoneidad del método de
citologia por impresion para el estudio de la superficie ocular en perros.

Determind que el grado de metaplasia escamosa de las células conjuntivales era
significativamente menor tras el tratamiento con ciclosporina A tépica, aunque el grado de
inflamacion no mejoraba de manera significativa.?'

En 2002, Brandao? realizé un estudio en 30 felinos domésticos sanos en un intento por
establecer el patron celular normal de la conjuntiva en esta especie. Empleando las
tinciones de Giemsa y Schorr, determind que el patrdn normal se caracterizaba por la
presencia de células de las capas intermedia y superficial dispuestas en grupos o en
sabana, con morfologia 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, realizd un estudio con 20 perros sanos para establecer el patron
citolégico conjuntival normal. Destaco 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 nucleos
degenerados o sin nucleos.

Tarddn,234 en 2011, realizé un estudio en 28 gatos sanos. Establecié un patrén celular
conjuntival normal atendiendo al nimero de células caliciformes y al tamafio de las células
cilindricas, y un patrén celular corneal empleando como criterio el tamafio de las células
escamosas de la superficie. Las células fueron categorizadas de acuerdo a los grados de
metaplasia escamosa propuestos por Murube y Rivas.'®! Cabe destacar que del total de
las células muestreadas, un 10% tanto de la cérnea como de la conjuntiva presentaron
signos de alteracion celular caracterizados por nucleos degradados o picnéticos y
citoplasmas queratinizados.

También en 2011, Balickié realiz6 un estudio en 18 perros diagnosticados de QCS
basandose en los resultados de la PLS I. Dividié a los animales en diferentes grupos en
funcion de los resultados obtenidos con la PLS | y tomé muestras de la conjuntiva y de la
cornea. Tras realizar el estudio microscopico de las muestras establecié una correlacion
entre la gravedad de los signos clinicos, la severidad de los cambios metaplasicos corneo-
conjuntivales y los valores obtenidos con la PLS.

A pesar de que la citologia de impresidn es una técnica complementaria de gran ayuda en
el entendimiento de los procesos fisiologicos y patolégicos que afectan a la superficie
ocular, no hemos encontrado, hasta el momento, ningun articulo en el que se haga un
estudio del patron celular normal en la cérnea de los perros.
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3.2.6. Futuro de Ia citologia de impresion

La citologia de impresion es una técnica versatil y en expansion, 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 diagnostico de patologias oculares por citologia de impresidn van
ligados a la incorporacién de nuevos instrumentos de magnificacién y de nuevas técnicas
laboratoriales.60.23

La introduccion de nuevas tecnologias que permiten el estudio de la ultraestructura
celular, como la microscopia electronica de barrido y la microscopia electronica de
transmision, mucho mas potentes que la microscopia optica, ha supuesto un gran avance
en el conocimiento de la patogenia de las enfermedades que afectan a la cérnea y a la
conjuntiva.59.143.183.237

Paralelamente al desarrollo de nuevos instrumentos de magnificacion se han ido
incorporando modernas técnicas de laboratorio como la citometria de flujo,"25 las
tinciones inmunohistoquimicas e inmunofluorescentes1046.185.237 y |g PCR35.188,25% entre
otras, lo que ha incrementado el potencial de la citologia de impresion como método
diagnostico.

La citometria de flujo es una técnica estandarizada cuyos resultados no dependen de la
interpretacion subjetiva del personal de laboratorio. La combinacion de la citometria de
flujo con la citologia de impresién corneal, permite un estudio objetivo de la superficie
ocular, como por ejemplo el niumero de células HLA-DR positivas, la presencia de factores
apoptoticos y otros receptores celulares. '3’

La citologia por impresion asociado a las técnicas de RT-PCR/PCR, que permite obtener
ADN de células de la superficie corneal, posibilita la identificacion de las células limbales
supervivientes del donante en casos de trasplantes limbales y la identificaciéon de genes
de superficie ocular, como los péptidos defensinas antimicrobianos y las enzimas
antioxidantes. 3525

Las tinciones inmunohistoquimicas e inmunofluorescentes unidas a la citologia de
impresion estan posibilitando la identificacion de virus que afectan a la superficie ocular de
un modo mas répido y con la misma fiabilidad o mayor que las técnicas tradicionales de
aislamiento viral a partir de cultivos celulares.23"

La combinacién de la citologia de impresidn y técnicas inmunocitoquimicas que utilizan
anticuerpos anti citoqueratinas de la superficie ocular CK19 y CK3, ha demostrado que la
identificacion de citoqueratinas CK19 especificas de conjuntiva en la cornea es un método
precoz para identificar insuficiencias limbales dado que la conjuntivalizacion de la cornea
es un signo diagnostico 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,
sindrome de 0jo seco o sindrome de lagrima disfuncional, se define como una enfermedad
multifactorial de la pelicula lagrimal y de la superficie ocular que ocasiona sintomas de
malestar, trastornos visuales e inestabilidad de la pelicula lagrimal capaz de ocasionar
dafios en la superficie ocular. Se acompafia de un incremento de la osmolaridad de la
lagrima e inflamacién de la superficie ocular.4:42

La QCS una patologia ocular muy comun en la especie canina y uno de los principales
motivos de consulta en la clinica oftalmol6gica veterinaria.

Su diagnéstico esta basado en una lectura de la PLS | menor a 15 mm/min, junto con
hallazgos patologicos en la superficie ocular tales como descarga ocular mucosa o
mucopurulenta, grados variables de conjuntivitis, queratitis pigmentaria, ulceracion corneal
y ceguera.3107.215

La QCS puede estar causada por una disminucion de la produccion lagrimal y/o por la
evaporacion del componente acuoso de las lagrimas.

Existen diferentes estudios sobre la prevalencia de la QCS en la especie canina. En 1976,
Helper8” establecio una prevalencia del 0,4% de los perros incluidos en su estudio y en
otro informe de 1998, Kaswan documenté una prevalencia de la enfermedad en el 35% de
los 460 perros incluidos en el estudio. !0

Posteriormente, Williams y su equipo realizaron la PLS | 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. 18

Las razas de perros en las que se ha descrito una predisposicion 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. 07

Entre las multiples causas implicadas en el déficit del componente acuoso de la lagrima
destacan en primer lugar las alteraciones inmunomediadas del tejido glandular lagrimal.

Los hallazgos histopatolégicas de los tejidos implicados en la produccion lagrimal en
animales afectados por QCS documentados en un estudio, revelaron que el 87% de los
casos presentaban diversos grados de adenitis multifocal crénica e infiltracion
linfoplasmocitaria asociada a una atrofia acinar'%4,
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Estos hallazgos, unidos a la existencia concurrente de enfermedades con un componente
inmunolégico'%®, 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 mas frecuente de QCS en un amplio porcentaje de los
casos clinicos.

En multiples estudios en los que se han empleado tanto modelos humanos como animales
afectados de sindrome de Sjogren (una enfermedad de caracteristicas muy similares a la
QCS canina), se han encontrado diversos tipos de autoanticuerpos dirigidos contra las
gldndulas lagrimales, lo que vendria a confirmar las sospechas sobre el origen
inmunomediado de la enfermedad.90.130.197.253,262

El modelo clasico de disfuncién o hipofuncién de las glandulas lagrimales considera que la
pérdida de secrecion se debe a la destruccion inmunitaria del tejido glandular y a la
apoptosis del epitelio glandular que se produce a continuacidn.267

Durante el curso del sindrome de ojo seco se produce una infiltracién linfocitica progresiva
y masiva principalmente de las células T CD4 + en la glandula lagrimal y en la conjuntiva.
Dentro de los tejidos oculares, estos linfocitos son capaces de liberar
citoquinas/quimioquinas proinflamatorias en la lagrima y en la superficie ocular.2%0

Las células del epitelio corneal y conjuntival pueden ser estimuladas para expresar
moléculas inflamatorias como las citoquinas y moléculas de adhesién celular, lo cual
puede promover la activaciéon y el reclutamiento de mas linfocitos hacia los tejidos
oculares y la glandula lagrimal exacerbando la inflamacién de la superficie ocular y
provocando alteraciones de la cantidad y composicion de la pelicula lagrimal.99.189

La produccion de citoquinas proinflamatorias, se ha asociado a procesos patologicos tales
como la queratinizacion epitelial,'"" hipostesia relativa de la superficie ocular,2!8
alteraciones de la expresion de las mucinas de la pelicula lagrimal8® y neovascularizacion
corneal.®8

Las citoquinas no solo perpetuan el ataque inmunolégico a la glandula lagrimal
estimulando el reclutamiento y la proliferacién de linfocitos sino que también interfieren
con el normal funcionamiento glandular.26”

La produccion de citoquinas inflamatorias IL-1R y TNFa se ha relacionado con la inhibicién
de la liberacion de los neurotransmisores implicados en la produccién lagrimal.265.266

Es bastante probable que la resistencia a la apoptosis de los linfocitos que infiltran el tejido
glandular, mas que la apoptosis de las células epiteliales “per se”, pueda jugar un papel
importante en la fisiologia de tejido lagrimal.267
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En un estudio realizado con perros con QCS espontanea, Gao describié una menor
apoptosis linfocitaria y una mayor apoptosis en las células epiteliales lagrimales
comparado con perros normales. Los linfocitos no apoptéticos eran activamente
citotoxicos, invadian los tejidos glandulares, produciendo citoquinas inflamatorias que
dafiaban los tejidos y transportaban factores apoptéticos (como el antigeno Fas), que se
unian a receptores celulares del epitelio glandular induciendo su muerte.57

La inflamacion de la superficie ocular se puede iniciar por desecacion, hiperosmolaridad
lagrimal, microtraumatismos producidos por los propios parpados durante el parpadeo,
liberacion de sustancias proinflamatorias desde la glandula lagrimal o los parpados, y
debido a un menor aporte de factores tréficos desde las lagrimas o los nervios corneales.%

La inflamacién crénica provoca la activacion de los genes responsables de la expresion de
queratinas, lo que da lugar a una hiperqueratinizacion del epitelio corneal y conjuntival,
que transforma la superficie ocular en una superficie seca y pobremente lubricada. 163241

Asociado a la inflamacién cronica también se produce una disminucion de la sensibilidad
corneal y por consiguiente una menor produccion lagrimal refleja que se acompafia de una
menor liberacion de sustancias neurotréficas por parte de los nervios que inervan la
cornea, contribuyendo a agravar la enfermedad ocular.159.218

El proceso inflamatorio esta generalmente limitado a las capas mas externas de la
superficie ocular. El paso a capas mas profundas de citoquinas y linfocitos esta impedido
por un epitelio y una membrana basal intacta.2®® Sin embargo, si estas capas estan
dafiadas por causas traumaticas, iatrogénicas o como resultado de una inflamacion
severa, la interaccion de las citoquinas proinflamatorias con los queratinocitos estromales
puede dar lugar a una cicatrizacion subepitelial extensa o a una fusion del estroma que
pondra en serio peligro la vision del ojo afectado.2%

Independientemente de los factores que den lugar a la QCS, hay una via comun final para
la expresion de la enfermedad que afecta a la pelicula lagrimal. Las caracteristicas
comunes incluyen una pelicula lagrimal inestable, hiperosmolaridad lagrimal y dafio de la
superficie ocular asociado a molestias oculares y disminucidn de la vision.128
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Los signos clinicos presentes en la QCS dependen de la severidad y de la duracion del
déficit lagrimal 17

Existen dos formas clinicas de presentacion de la QCS canina:

En las formas de presentacion agudas, el incremento brusco de la osmolaridad de la
lagrima produce deshidratacién de la superficie corneal y conjuntival, dando lugar a
edema, degeneracion vacuolar y a un adelgazamiento generalizado de la cornea y de la
conjuntiva.”

El paciente presenta un fuerte dolor ocular, asociado a ulceracion o erosion corneal que se
manifiesta con blefarospasmo, enoftalmia, entropién y fotofobia.3' En estos casos la
inflamacion supurativa puede dar lugar a una enfermedad corneal progresiva con
queratomalacia estromal, descemetocele, estafiloma y prolapso de iris.”

En la forma de presentacion crénica, la mas frecuente, los signos clinicos van
progresando a lo largo de semanas o meses.””

El signo clinico caracteristico es una secrecion ocular mucoide 0 mucopurulenta que se
adhiere a la superficie corneal y conjuntival.3!

El acimulo de secreciones en los parpados esta asociado con frecuencia a dermatitis
perioculares, blefaritis y alergias oculares que coexisten en una relacion mutua de causa
efecto con la sequedad ocular.'2.77.170

A medida que la enfermedad se cronifica se produce un engrosamiento y una
queratinizacion del epitelio corneal y conjuntival, el estroma corneal anterior se infiltra con
células inflamatorias y vasos sanguineos y se producen precipitados subepiteliales
distréficos de melanina mayoritariamente, y en menor medida de lipidos o calcio, que
comprometen seriamente la vision. 107,108

Se produce un incremento de la descamacion de las células del epitelio corneal debido al
aumento de la friccion 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 €
hipertrofia secundaria a la metaplasia escamosa y queratinizacion del epitelio
conjuntival.’® Sj no se controla, la estimulacién ambiental constante y el aumento de las
fuerzas superficiales de rozamiento pueden causar mas irritacion, descamacioén anormal
del epitelio corneal e hiperemia de los vasos conjuntivales.?2

Paradojicamente se ha observado que los cambios inflamatorios caracteristicos de las

formas méas severas de QCS pueden dar lugar a un descenso de la sensibilidad corneal,
explicando asi la escasez de sintomas en estos pacientes.229
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Los principales cambios celulares del epitelio corneal asociados a la QCS160.161,204 son;

Aumento en el tamafio de las células epiteliales.

Presencia de alteraciones nucleares.

Aumento del ratio N:C.

Incremento de los espacios intercelulares.

Queratinizacion epitelial.

Cambios en la tincién citoplasmatica que pasa de eosindfila a basofila.

AR S o

En la forma aguda de la QCS se produce una degeneracién corneal con vacuolizacion y
adelgazamiento del epitelio. La cérnea no se infiltra inicialmente con células inflamatorias
0 vasos sanguineos, 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.”

En la forma crénica, el epitelio se vuelve hiperplasico y queratinizado, y existen granulos
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 plasmaticas y linfocitos.””

El objetivo del tratamiento de la QCS es intentar recrear el ambiente ocular dptimo.3!

La terapia médica se establece en funcién de las caracteristicas 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 clinico y la capacidad del duefio para
cumplir con el tratamiento prescrito.”

El tratamiento médico generalmente consiste en alguna combinacion de lagrimas
artificiales, antiinflamatorios topicos, antibiéticos topicos, agentes mucinoliticos y farmacos
estimulantes de la produccion lagrimal.””

Entre los farmacos estimulantes de la produccién lagrimal utilizados en oftalmologia
veterinaria, destacan tres potentes agentes inmunomoduladores como son la ciclosporina
A 67104105 ¢| tacrolimus'® y el pimecrolimus.165.175

El mecanismo central de accion de estos farmacos, también conocidos como inhibidores
de la Calcineurina, es evitar la produccion de citoquinas inflamatorias por parte de los
linfocitos al interferir con los mecanismos involucrados en la activacion de las células T.23
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3.3.1. Diagnéstico de la QCS

La QCS es un trastorno frecuente que afecta a la poblacion canina general y dado que los
signos clinicos son inespecificos en las primeras fases de la enfermedad, muchas veces
se diagnostica erréneamente como una conjuntivitis primaria irritativa o bacteriana.’”.214

El diagnéstico del ojo seco estd basado en los signos clinicos y, fundamentalmente en la
especie canina, en la prueba lagrimal de Schirmer (PLS).8'

La prueba lagrimal de Schirmer (PLS) es un método semicuantitativo que permite
determinar el componente acuoso de la pelicula lagrimal y es, en la actualidad, la técnica
mas empleada en la clinica oftalmoldgica veterinaria para diagnosticar la QCS. 100

Existen dos modos de realizar la PLS que varian en funcién del tiempo empleado en
realizar la técnica y el empleo o no de anestesia topica.

La prueba lagrimal de Schirmer | (PLS ) es la mas comUnmente 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 topica. Mide tanto la produccion
basal lagrimal como la produccion refleja provocada por la irritacién generada por el papel
del filtro. Los valores de la PLS | normales en perros oscilan entre 18.64 £ 4.47 mm/min y
23.90 £ 5.12 mm/min segun los distintos autores.89.83109.261

En la QCS canina, valores de la PLS | por debajo de 15 milimetros/minuto se consideran
significativos cuando estan asociados a signos como ulceracién corneal, depdsitos de
pigmento en la superficie corneal, y/o a conjuntivitis mucopurulenta. 07

En la prueba lagrimal de Schirmer Il (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
aplicacién de anestesia tdpica, lo cual elimina la produccién lagrimal refleja y permite
medir solo la produccion basal. Los valores de la PLS Il son mas 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 facil de realizar y su uso clinico generalizado se ha mantenido durante
mas 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 sindrome de 0jo seco,
simplemente indica que existe una buena produccidn de lagrima, y que seria apropiado
emplear otras pruebas diagndsticas diferentes.34.102.128,157,177

Su sensibilidad es mayor cuando la QCS esta en un estadio avanzado, ya que hay una
menor produccion lagrimal y los resultados son mas reproducibles.

En los estadios iniciales de la enfermedad, que se acompafia de signos leves o
moderados, la PLS tiene una utilidad limitada.!28
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Hay multiples variables que afectan a la reproducibilidad de la PLS:

- La posicién del papel de filtro en el ojo y la variable respuesta de lagrimeo provocada por
el papel segun la sensibilidad corneal.80.246

- Lainfluencia de la evaporacion, la temperatura y la humedad ambiental .80.246

- La aplicaciéon reciente de medicaciones que aumentan o disminuyen la produccién
lagrimal.109

- Segun el momento del dia en que se realice la prueba, el sexo, la edad, el peso del perro
y si esta esterilizado o no, los resultados pueden variar.8.9.16.86.224

- La estimulacién simpatica inducida por el miedo que experimentan algunos animales en la
consulta disminuye falsamente los valores reales de lagrima.109

- La realizacion de la prueba en perros con los ojos cerrados o abiertos puede arrojar
resultados diferentes. 106210

- La manipulacién de la punta del papel de filtro con los dedos puede alterar los resultados
de la prueba. Esto es debido a que el depdsito de lipidos cutaneos provenientes de las
manos del oftalmélogo en el papel puede interferir con la absorcion de la lagrima del
paciente.’

La prueba de rojo fenol es un método de medida del componente acuoso de la lagrima
que consiste en situar un hilo de algodon impregnado de rojo fenol, un indicador de pH, en
el fornix conjuntival inferior durante 15 segundos. La produccién lagrimal se mide en
milimetros segun la longitud de hilo que ha cambiado de color de amarillo a naranja.82

El rango de normalidad oscila de 30 a 38 mm segun Brown26 y de 23.9 + 3.45 mm segun
Saito y Kotani.2!!

La tira de rojo fenol estimula menos la produccién de lagrimas y es mas adecuada que la
PLS para los mamiferos pequefios, sin embargo ain no ha encontrado un lugar en la
evaluacion habitual de la pelicula lagrimal canina. La ventaja de esta prueba es que es
muy rapida y poco invasiva, pero por el contrario es dificil de interpretar si el cambio de
color es sutil 0 no existe cambio, y ademas no esta disponible de manera habitual .26

El empleo de la fluoresceina sodica en oftalmologia es particularmente util en la
valoracion de la integridad de la superficie ocular.7.178.209

La fijacién de la fluoresceina a la superficie ocular ha sido explicada por su acumulacion
en los espacios intercelulares debido a la alteracion de las uniones de las células
epiteliales y/o al dafio de células epiteliales corneales y conjuntivales.t3.258

Sin embargo, la valoracion de la tincion corneal con fluoresceina se ha basado en una
lectura cualitativa de los resultados, lo que ha limitado los andlisis estadisticos y las
comparativas.
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El método de tincion de la superficie ocular necesita ser estandarizado dada la gran
cantidad de variables que pueden influir en la lectura del mismo, como son la
concentracion del colorante, el volumen aplicado, la técnica de instilacién, el intervalo
entre la instilacion y la observacion, el empleo de filtros en la observacion y la utilizacion
de sistemas de gradacién estandarizados.’

La tincién rosa de bengala, (C20H2ClalsNa20s), es en esencia fluoresceina a la que se han
afadido sustancias haldégenas para producir moléculas de diferente color.

Esta tincion permite identificar areas de la superficie ocular cuyo epitelio estéd dafiado,
bien debido a que la capa mucinica es deficiente o estd ausente, porque las células
epiteliales estan dafiados o muertas, o bien porque los tejidos subyacentes estan
expuestos externamente. Tales condiciones pueden ocurrir en pacientes con sequedad
ocular, heridas mecanicas, quemaduras o infecciones de la superficie ocular.62

El rosa de bengala presenta los mismos inconvenientes que la fluoresceina, 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 morfologicos celulares, pérdida de
motilidad, e incluso muerte celular. Estos efectos se incrementan por exposicién a la luz.
El uso repetido del rosa de bengala esta contraindicado en casos de las Ulceras corneales
y conjuntivales, ya que puede tefiir los tejidos conectivos subyacentes durante mucho
tiempo o permanentemente. 83,114,162

El tiempo de ruptura lagrimal (TRL) es en la actualidad el método més empleado para
valorar |a estabilidad de la pelicula lagrimal.216

Se define como el intervalo entre el Ultimo parpadeo completo y la aparicién del primer
punto de ruptura de la pelicula lagrimal en la superficie corneal.125.173.174

La prueba consiste en instilar una gota de fluoresceina sddica en el fondo del saco
palpebral inferior, y tras varios parpadeos, se mantiene el ojo abierto y se examina la
pelicula lagrimal con la lampara de hendidura empleando el filtro azul cobalto.'5”

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
pelicula lagrimal precorneal.'%5

La inestabilidad de la lagrima es uno de los hallazgos mas comunes en pacientes con
signos de irritacién ocular y ha sido asociada a déficit lagrimal, disminucién de la calidad y
cantidad de la capa lipidica, alteracion de la composicion de la lagrima, irregularidades de
la superficie corneal y a inflamacion de la superficie corneal.37.124.125,139

41



Revisién Bibliografica

El tiempo de ruptura lagrimal ha sido considerado por muchos como la prueba diagnéstica
principal en practicamente 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 dificil realizacion en el perro. Estos autores ponen
de manifiesto diversas variables criticas que pueden afectar a la perfecta interpretacion de
los resultados como son el volumen de fluoresceina instilada, el tiempo transcurrido desde
la instilacidn del colorante hasta el inicio de la prueba, la concentracién de la fluoresceina
y los diferentes tipos de filtros empleados.7.97.207.216,251

La citologia de impresion corneal ha demostrado ser muy Util en el diagnéstico de
diversos modelos de 0jo seco que se acompafian con metaplasia escamosa progresiva de
la superficie ocular y disminucién de células caliciformes conjuntivales a medida que la
enfermedad se agrava,6:160.161,168.204,208.243

La metaplasia escamosa es un fenémeno muy tipico en diversas patologias que cursan
con sequedad de la superficie ocular como la conjuntivitis cicatrizante, la conjuntivitis no
cicatrizante cronica (queratoconjuntivitis limbica superior), la deficiencia de vitamina A, la
displasia / neoplasia de la superficie ocular y por supuesto la QCS.30

La correlacion 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
diagndstico precoz y un seguimiento objetivo de la enfermedad independientemente de la
sintomatologia que presente el paciente. 60,161

Ademas de la observacién directa y caracterizacion de las alteraciones celulares
metaplasicas por microscopia Optica, las nuevas técnicas de laboratorio como la
inmunofluorescencia, la inmunoperoxidasa, la RT-PCR y la citometria de flujo entre otras
han permitido la aplicacion de la citologia de impresion al entendimiento del sindrome de

0jo 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 afios con una media de
edad de 6,4 £ 3.21 afos. Los animales han sido seleccionados entre los pacientes del
servicio de oftalmologia del Hospital Clinico 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 |,
formado por pacientes sanos, y el grupo |l, formado por pacientes diagnosticados de QCS.

El grupo | esta formado por 31 perros, 13 machos y 18 hembras, de diferentes razas con
edades comprendidas entre los 3 meses y los 9 afios y un promedio de edad de 4.9 £
2.89 afios. Los criterios de inclusion en este grupo son tener unos valores en la PLS |
iguales o superiores a 15 mm/min, y no haber presentado ninguna enfermedad ocular
previa, ni ninguna anomalia congénita ocular que pudiera influir en la interpretacién de la
citologia 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 .
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El grupo Il esta formado por 29 perros, 8 machos y 21 hembras, de diferentes razas con
edades comprendidas entre 1 afio y 13 afios con un promedio de edad de 7,7 £ 2.93
afos. Los animales incluidos en este grupo han presentado unos valores en la PLS |
comprendidos entre 0 y 14 mm/min, y signos clinicos 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 |.

Los ojos de los animales del grupo Il han sido categorizados en 3 subgrupos en funcién de
los resultados obtenidos en la prueba la PLS I: (Gréfico 1)

e Un grupo formado por 25 ojos con valores en la PLS | < 5 mm/min categorizados
dentro de una QCS grave.

e Un grupo formado por 10 ojos con valores en la PLS | entre 6 y 10 mm/min
categorizados dentro de una QCS moderada.

e Un grupo formado por 8 ojos con valores en la PLS | entre 11 y 14 mm/min
categorizados dentro de una QCS subclinica.
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4.2. Protocolo de exploracién oftalmoldgica

Todos los animales incluidos en ambos grupos han sido sometidos a una exploracion
oftalmoldgica completa, tras la cual se han obtenido las muestras de la superficie central
de la cornea para su posterior estudio citologico.

El protocolo de exploracion oftalmologica fue el siguiente:

Realizacién de la PLS | con tiras con colorante azul (Schering-Plough Animal Health,
Kenilworth, NJ, USA), con el fin de valorar el componente acuoso de la pelicula
lagrimal.

Exploracion de los anejos oculares y del segmento anterior utilizando lamparas de
hendidura portatiles, Kowa SL15 (Kowa, Tokio, Japdn) y Shin-Nippon XL-1 (Ajinomoto
Trading, Inc., Japon).

Aplicacién de una gota de Fluoresceina sddica al 2% (Colircusi Fluoresceina®, Alcon
Cusi S.A), limpieza con suero fisioldgico estérii de ambos ojos y exploracion
biomicroscopica de la superficie ocular empleando un filtro azul cobalto.

Medicion de la presion intraocular mediante un tondmetro de rebote (TonoVet®, Icare,
Finlandia).

4.3. Criterios de valoracion de la superficie ocular

Los criterios de clasificacién elegidos para valorar las alteraciones oculares de los
animales incluidos en este estudio estan detallados a continuacion.

J Secrecion conjuntival. (Figura 1)

. Hiperemia de la conjuntiva palpebral. (Figura 2)

. Hiperemia de la conjuntiva bulbar. (Figura 3)

o Neovascularizacion corneal. (Figura 4)

. Infiltrado inflamatorio corneal. (Figura 5)

o Pigmentacidn de la superficie corneal. (Figura 6)

o Valoracion de la integridad del epitelio conjuntival después de

instilar fluoresceina sédica al 2%. (Figura 7)

o Valoracion de la integridad del epitelio corneal después de

instilar fluoresceina sodica al 2%. (Figura 8)
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Figuras 1-8. Signos clinicos utilizados como criterios de clasificacién para valorar la superficie ocular.
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4.4, Citologia de impresién 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:

> Aplicacion de una gota de Hidrocloruro de Oxibuprocaina e Hidrocloruro de
Tetracaina (Colircusi Anestésico Doble®, Alcon Cusi S.A) en cada ojo 2 veces con un
intervalo de 5 minutos.

> Preparacion del papel de filtro

La membrana de filtracion empleada (Millipore HAWP304F0 MA) esta compuesta por
acetato de celulosa y tiene un tamafio de poro de 0.45 ym.

Las membranas han permanecido sumergidas en agua destilada desde el dia anterior al
estudio y se han secado antes de tomar la muestra, momento en el que han sido
recortadas en pequefios fragmentos de 1 cm?.

> Preparacion 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 parpado y disminuir al minimo
cualquier tipo de lesion iatrogénica sobre la superficie ocular se ha utilizado un dispositivo
integrado por un émbolo de plastico 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 diametro. (Figura 9)
A dicho cilindro se ha adherido un pequefio 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)
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Figura 9. Embolo de plastico con punta de goma utilizado en la toma de muestras.

Figuras 10 y 11. Recorte y aplicacién de un fragmento de papel adhesivo de doble cara sobre la superficie
anterior del émbolo.
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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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> Aplicacion 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
parpados del paciente con una mano y con la otra ha aplicado el dispositivo durante 10
segundos sobre el area central de la cornea. (Figura 15)

Se ha ejercido una presién firme pero delicada sobre la superficie ocular y una vez
transcurridos los 10 segundos, se ha retirado suavemente el dispositivo provocando una
descamacion de las células superficiales de la cornea.

Se han tomado dos citologias de cada ojo para asegurar la obtencién de una muestra
significativa.

Figura 15. Aplicacién de la membrana de acetato de celulosa sobre la superficie corneal.
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4.4.2. Procesado de las muestras

> Identificacion de las muestras

Se han utilizado portaobjetos de vidrio con uno de sus extremos esmerilado, donde se ha
escrito el nombre y numero de ficha del animal y la fecha de recogida de la muestra.
(Figura 16)

Se han empleado clips recubiertos de plastico para sujetar las muestras al portaobjetos
evitando asi las manchas de 6xido que generaban los sistemas de sujecion sin cobertura
en las membranas de filtracion como consecuencia de los procesos oxidativos derivados
de la tincion.

Figura 16. Portaobjetos con un extremo esmerilado para facilitar la identificacion de las muestras.

53



Material y Métodos

Figura 17. Procedimiento de sujecién de la muestra.

> Posicionamiento de las muestras:

Las muestras correspondientes al 0jo derecho se han posicionado en el extremo mas
proximo a la zona esmerilada, y las del ojo izquierdo en el extremo mas 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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> Fijacion de las muestras

Las preparaciones se han sumergido en etanol de 96° durante al menos 10 minutos para
su correcta fijacion hasta su tincion.

> Tincion de las muestras

La técnica de tincion empleada es una modificacion de la tincién PAS-Hematoxilina
descrita por Rivas20® que ha constado de los siguientes pasos:

e Lavado con agua destilada durante 5 minutos.

e Inmersion en acido periddico al 1% durante 10 minutos.

e Lavado con agua destilada durante 5 minutos.

e Aplicacién de reactivo de Schiff por goteo durante 2 minutos.

e Lavado constante con agua del grifo durante 5 minutos.

e Inmersion en Hematoxilina de Harris previa filtracion durante 2 minutos.
e Lavado constante con agua del grifo durante 5 minutos.

e Deshidratacion con Etanol de 96° durante 2 minutos.

e Inmersion en Etanol de 100° durante 4 minutos.

e Inmersion en Xilol durante 6 minutos.

> Montaje de las muestras:

Una vez realizada la tincion 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
Alvarez, Madrid, Espafia) y un cubreobjetos de 24x24 mm.
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4.4.3. Estudio morfométrico de las muestras

Las imagenes utilizadas para realizar la valoracién morfométrica de las muestras, han sido
obtenidas con un microscopio éptico Olympus BX50, con camara fotografica Olympus
DP50 (Olympus, Tokio, Japdn) y posteriormente procesadas informaticamente 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 valoracién morfométrica de las células se ha realizado atendiendo a los siguientes
criterios:

o Celularidad de la muestra.
e Separacion intercelular.

¢ Morfologia de las células.

¢ Tincion citoplasmatica.

e Tamafio celular.

e Tamafio nuclear.

¢ Relacion nucleo/citoplasma.

e Alteraciones nucleares.

4.5. Estudio estadistico

Los datos obtenidos han sido analizados utilizando el programa SAS 9.4 (SAS Institute,
Cary, North Carolina, USA) en el Area de apoyo al usuario de los servicios de informatica
de la Universidad Complutense de Madrid.

Para el analisis descriptivo de los datos relativos al tamafio celular se ha calculado la
media, la desviacién estandar, la mediana, los intervalos de confianza al 95% superior e
inferior para la media y el valor maximo y minimo de cada ojo por separado.

Los resultados relativos al tamafio citoplasmatico, tamafio nuclear y ratio N:C fueron
expresados en forma de media * desviacion estandar (DE), considerandose
estadisticamente 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 citoplasmaticas, nucleares o en el ratio N:C.

La correlacion entre los ojos derecho e izquierdo de todos los individuos se ha confirmado
posteriormente utilizando la prueba de correlacion de Pearson.
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El estudio morfométrico comparativo entre el grupo | y el grupo Il 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 unico 0jo o en los que sélo uno de los ojos estaba
afectado se ha tomado la media de los valores de ese 0jo.

Para demostrar la correlacion existente entre los valores obtenidos en la PLS | con las
medidas citoplasmaticas, 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 correlacion de
Spearman.

Para el estudio de los subgrupos en los que se ha dividido el grupo Il en funcién de la
gravedad de la QCS, se ha utilizado la prueba de Kruskall-Wallis y un test no paramétrico
de comparaciones multiples 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 mas leve (valores

en la PLS | entre 11-14 mm/min) y los animales del grupo | se ha realizado utilizando el
test de suma de rangos de Wilcoxon.
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5.1. Resultados obtenidos de la exploracion oftalmolégica

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

5.1.1.1. Grupo |

Todos los animales incluidos en este grupo han presentado en la PLS | valores iguales o
superiores a 15 mm/min. Se han realizado mediciones en 61 ojos, 31 ojos derechos y 30
0jos izquierdos. La media de los valores registrados en la PLS | ha sido de 23.18 + 3.59
mm/min.

5.1.1.2. Grupo Il

Todos los animales incluidos en este grupo han registrado valores en la PLS | inferiores a
15 mm/min en alguno de sus ojos. Se ha realizado la PLS | en 43 ojos en total, 20 ojos
derechos y 23 ojos izquierdos. La media de la PLS | de los ojos incluidos en el estudio ha
sido de 5.86 + 4.76 mm/min.

En funcion de los resultados obtenidos en la PLS | los animales del grupo Il han sido
incluidos en 3 categorias diferentes:

e Un grupo formado por 25 ojos con valores en la PLS | <5 mm/min categorizados dentro
de una QCS grave.

eUn grupo formado por 10 ojos con valores en la PLS | entre 6 y 10 mm/min
categorizados dentro de una QCS moderada.

eUn grupo formado por 8 ojos con valores en la PLS | entre 11 y 14 mm/min
categorizados dentro de una QCS leve o subclinica.
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QCS GRAVE QCSMODERADA  QCS SUBCLINICA

1 PACIENTES GRUPO 11

Gréfico 1. Clasificacion de los animales del grupo Il segun el grado de gravedad de la QCS
establecida a partir de los resultados obtenidos en la PLS I.

5.1.2. Analisis de los signos clinicos

Durante la realizacion del estudio biomicroscépico de la superficie ocular se han valorado
los siguientes signos clinicos:

o Secrecion conjuntival.

. Hiperemia de la conjuntiva palpebral.

. Hiperemia de la conjuntiva bulbar.

. Neovascularizacion corneal.

. Infiltrado inflamatorio corneal.

o Pigmentacion de la superficie corneal.

. Fluorescencia de la superficie conjuntival.
. Fluorescencia de la superficie corneal.
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5.1.2.1. Grupo |

El 100% de los individuos incluidos en este grupo presentaron un Grado 0 para todos los
signos clinicos estudiados.

5.1.2.2. Grupo Il

Todos los animales incluidos en este grupo han presentado signos clinicos compatibles

con el Sindrome de ojo seco. Los signos clinicos se han categorizado en diferentes grados
en funcion de la gravedad de los mismos. (Grafico 2)

Signos Clinicos

L1 GRADOo xGRADO1 1GRADO2 x1GRADOS3

12

o |al B

E 3 3 3 3 i i E 3 ]
S.C. H.C.B. H.C.P. N. C. LL P.C. F.C. F.Co.

Grafico 2. Gradacion de los signos clinicos de los animales del grupo II.
S.C. (Secrecion conjuntival), H.C.B (Hiperemia Conjuntiva Bulbar), H.C.P. (Hiperemia de la
Conjuntiva Palpebral), L.I. (Infiltrado Inflamatorio), P.C.(Pigmentacion Corneal),
F.C.(Fluorescencia Corneal), F.Co.(Fluorescencia Conjuntival)

El porcentaje de individuos del grupo Il afectados por los distintos signos
clinicos, independientemente de la gravedad del cuadro, han sido representados
en el Grafico 3.
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Grafico 3. Porcentaje de animales del grupo Il con signos clinicos compatibles con QCS.
S.C. (Secrecion conjuntival), H.C.B (Hiperemia Conjuntiva Bulbar), H.C.P. (Hiperemia de la
Conjuntiva Palpebral), I.1. (Infiltrado Inflamatorio), P.C. (Pigmentacion Corneal),

F.C. (Fluorescencia Corneal), F.Co. (Fluorescencia Conjuntival)

5.2. Resultados del estudio citolégico

5.2.1. Resultados del estudio morfométrico celular

5.2.1.1. Grupo |

Las citologias corneales del grupo | se han caracterizado por la presencia de laminas de
células epiteliales, grandes y muy homogéneas con escasos espacios intercelulares e
integradas por un numero que variaba entre 20 y 40 células por campo. Estas presentaron
una morfologia poligonal, muy caracteristica, con abundante citoplasma ligeramente
baséfilo y un nudcleo pequefio, redondo y de localizacion central, con la cromatina
finamente granular uniformemente distribuida. (Figura 19)

El estudio de las medidas celulares ha mostrado un &rea celular media de 1727.6 ym2 (DE
232.5), un érea nuclear media de 131.3 ym? (DE 14.1) y un ratio N:C de 1:13.3 (DE 1.5)
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Figura 19. Citologia de impresion corneal grupo I. Ldminas de células
poligonales con un citoplasma ligeramente basofilo y un nicleo pequefio,
redondo y central con la cromatina finamente granular.

Tincion PAS-hematoxilina 20X

Figura 20. Citologia de impresion corneal grupo I. Células con nucleo
pequefio y picnético (Flechas). Tincién PAS-hematoxilina 20X
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Se ha observado un escaso numero de células caracterizadas por la presencia de un
nucleo mas excéntrico, muy pequefio y picnético 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 |. (Figura 22)

En el 355% de las muestras se han encontrado células que contenian depdsitos
citoplasmaticos de pigmento color marrén que hemos identificado como melanina. Estas
células han representado el 0.4% del recuento celular total. (Figura 23)

\Figura 21. Citologia de impresion corneal grupo I. Células anucleadas.
(Flechas) Tincién PAS-hematoxilina 20X
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Figura 22. Citologia de impresion corneal grupo I. Células con nicleos
dobles. (Flecha) Tincién PAS-hematoxilina 20X

Figura 23. Citologia de impresion corneal grupo I. Células con depositos de
melanina en el citoplasma. (Flechas) Tincién PAS-hematoxilina 20X
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Asimismo, en un 355 % de las muestras, se han visualizado células pequefas y
redondeadas con un citoplasma pequefio, mas basofilo que las células superficiales
corneales adyacentes y un nucleo redondo y central. Estas células han supuesto el 0.59%
del recuento celular total. (Figura 24)

Figura 24. Citologia de impresion corneal grupo I. Célula pequefia y
redondeada con un citoplasma basdfilo y un nicleo redondo y central.
(Flecha) Tincién PAS-hematoxilina 20X
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5.2.1.2. Grupo Il

Las citologias corneales del grupo Il se han caracterizado por la presencia de laminas de
células epiteliales integradas por un numero de células, menor que en el grupo |, y que ha
variado, en la mayoria de las citologias entre 10 y 40 células por campo.

Se han encontrado diversos patrones de organizacion celular entre los que destacan:

e Laminas de células uniformemente dispuestas con grandes espacios intercelulares.
e Extensas agrupaciones de células superpuestas o agrupadas de forma irregular.
e Presencia de células aisladas.

Aunque morfologicamente 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 baséfilo, y un nucleo
pequefio, redondo y de localizacion central o ligeramente excéntrico. (Figura 25)

El area celular media ha sido de 1262.7 um? (DE 303.7), el area nuclear media de 83.1
pMm2 (DE 22.4) y han presentado un ratio N:C de 1:16.8 (DE 3.6).

Se han encontrado diferencias significativas de tamafio entre ellas y en muchos casos se
han observado células plegadas y con los bordes citoplasmaticos irregulares. (Figura 26)

Un gran numero de células han presentado cambios a nivel nuclear caracterizados por la
presencia de un nucleo muy pequefio 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 Il. (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 Il. (Figura 29)

En cuanto a cambios a nivel citoplasmatico, se han encontrado células con depdsitos de
melanina en su citoplasma. Estas células han representado el 6% del total de las células
del grupo Il'y han aparecido en un 79.3% de las citologias estudiadas. (Figura 30)

También se ha observado la presencia de células pequefias, de forma redondeada, con
un citoplasma menos abundante y mas baséfilo y un nucleo redondo y central. Estas
células se han identificado en el 62% de las citologias y han representado el 1.18% del
recuento celular total. (Figura 31)

Otra caracteristica destacable en las citologias de los animales del grupo II, ha sido la
presencia en el 67.4 % de las muestras de restos de células inflamatorias, identificadas
como neutrdfilos, localizadas en el espacio intercelular. (Figura 32)
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Figura 25. Citologia de impresion corneal grupo Il. Células poligonales con
un citoplasma grande y ligeramente basofilo y un nucleo pequefio y redondo.
Tincion PAS-hematoxilina 20X

Figura 26. Citologia de impresion corneal grupo Il. Gran heterogeneidad
celular. Células con diferentes tamafios nucleares y citoplasmaticos,
abundantes células con pliegues y bordes citoplasméticos irregulares.
Tincion PAS-hematoxilina 20X

70



Figura 27. Citologia de impresion corneal grupo Il. Células con un nicleo
muy pequefio y cromatina muy condensada. (Flechas) Tincion PAS-
hematoxilina 20X

Figura 28. Citologia de impresion corneal grupo Il. Agrupacién de células
anucleadas. Tincion PAS-hematoxilina 20X
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Figura 29. Citologia de impresion corneal grupo Il. Célula binucleada.
(Flecha) Tincién PAS-hematoxilina 20X

Figura 30. Citologia de impresion corneal grupo Il. Células con depdsitos
citoplasmaticos de melanina. Tincion PAS-hematoxilina 20X
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Figura 31. Citologia de impresion corneal. Grupo Il. Células pequefias, de
forma redondeada, citoplasma baséfilo y nicleo redondo. (Flechas)
Tincion PAS-hematoxilina 20X

Figura 32. Citologia de impresion corneal. Grupo Il. Restos de células
inflamatorias localizadas en el espacio intercelular.
Tincién PAS-hematoxilina 20X
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5.2.2. Analisis 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 parametros:

Tamario celular.

Tamario nuclear.

Ratio nucleo: citoplasma (N:C).
Presencia de alteraciones nucleares.
Presencia de otros tipos celulares.
Presencia de células pigmentadas.

VVVYVYY

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 (Grafico 4), el nimero de células con alteraciones estructurales
(Grafico 5) y el porcentaje de células con alteraciones con respecto al recuento celular
total de cada grupo. (Grafico 6)

96’,5,0% 96,20%

73,30 0

L GRUPOI xGRUPOII

Gréfico 4. Porcentaje de animales de cada grupo que han presentado alteraciones celulares.
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Grafico 5. Nimero de células con alteraciones estructurales por grupo.

17,97%
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Grafico 6. Porcentaje de células con alteraciones estructurales por grupo.
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5.3. Analisis estadistico

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 0jos derecho e izquierdo de todos
los animales incluidos en el estudio para los parametros citoplasma, nucleo y ratio N:C, se
ha empleado la prueba estadistica T de Student.

El analisis de los datos ha establecido que para estos tres parametros no existen
diferencias significativas (P>0.05) entre los ojos derecho e izquierdo del mismo animal.
Por lo tanto los célculos estadisticos para el estudio morfométrico de las muestras se han
llevado a cabo con la media de las medidas del nucleo, citoplasma y ratio N:C de ambos
0jos conjuntamente.

Se ha utilizado la prueba de correlacién de Pearson para ver si existe relacion entre los
0jos izquierdo y derecho de todos los individuos incluidos en el estudio para los
parametros nucleo, citoplasma y ratio N:C, y se ha establecido que existe una correlacién
positiva de moderada a alta y muy significativa (P<0.0001) entre los ojos izquierdo y
derecho.

Esto significa que las medidas del nucleo, 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 | y el grupo Il

Para el andlisis comparativo entre las medias de las areas de los parametros nucleo,
citoplasma y el ratio N:C entre los grupos | y Il se ha utilizado la prueba T de Student.

Los resultados han evidenciado que la diferencia de las medidas celulares entre ambos
grupos es estadisticamente muy significativa (P<0.0008). Las células corneales de los
animales del grupo | han presentado un tamafio citoplasmatico y nuclear mayor pero un
ratio N:C proporcionalmente menor que las del grupo Il, las cuales se han caracterizado
por ser mas pequefias y con un nucleo considerablemente menor que las del grupo |.
(Gréfico 6)

Se afiade tabla descriptiva con los datos de las medias de las medidas celulares por perro.
(Anexo 1)
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CITOPLASMA NUCLEO RATIO N:C

L GRUPOI xGRUPOII

Grafico 6. Grafico comparativo de la media de las medidas del area del nucleo y el citoplasma en
pm?2y del ratio N:C de las muestras del grupo I 'y el grupo II.

5.3.3. Correlacion entre la PLS | y las medidas celulares del citoplasma, nucleo y
ratio N:C

Para determinar la existencia de una asociacion entre la PLS | y las medidas
morfométricas celulares de todos los animales incluidos en el estudio (grupo | y grupo II)
se ha utilizado la prueba de correlacién de Spearman.

Debido a que cada ojo ha presentado una medida diferente en la PLS |, se han empleado
en este caso los valores de la PLS | de cada ojo por separado y se han comparado con la
media de las medidas celulares registradas para ese ojo. (Grafico 7)

El estudio estadistico ha establecido una correlacion positiva moderada (r=0.656 y
r=0.696) y muy significativa (P<0.0001) entre los valores de la PLS | y las medidas
citoplasmaticas y nucleares de las células corneales respectivamente, y una correlacion
negativa moderada (r=-0.48) y muy significativa (P<0.0001) entre los valores de la PLS | 'y
la medida del ratio N:C.
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El analisis de los datos permite interpretar que existe una relacion entre las medidas de la
PLS | y la magnitud del &rea citoplasmética, nuclear y del ratio N:C, de tal modo que
cuanto menores son los valores obtenidos en la PLS | menores son las medidas celulares

correspondientes al nucleo y citoplasma de las células de la superficie corneal y mayor es
el ratio N:C.

0,8

0,6

CITOPLASMA

-0,2 NUCLEO
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-0,6

1 GRADO DE CORRELACION

Grafico 7. Grado de correlacién entre la PLS | y las medidas de nicleo, citoplasma y ratio N:C de
todos los animales incluidos en el estudio.

5.3.4. Correlacion entre la PLS | y alteraciones celulares

Para establecer si existe alguna relacion entre la PLS | y la presencia de determinadas
alteraciones celulares en la superficie corneal (nucleos picnéticos, nucleos dobles, células

pequefias, células anucleadas y células pigmentadas) se ha empleado el coeficiente de
correlacion de Spearman.

El analisis de los datos ha establecido una correlacion negativa de moderada a alta
(-0.71 > r < -0.4) con un nivel de significacion muy alto (P<0.0001) entre los valores
obtenidos en la PLS | de todos los individuos y la presencia de alteraciones celulares
corneales en las muestras estudiadas.
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La interpretacidn del estudio permite establecer una asociacion negativa entre los valores
obtenidos en la PLS | por los animales incluidos en este estudio y la presencia de
alteraciones celulares en sus corneas, de tal manera que la cantidad de células con
alteraciones se incrementa cuando los valores de PLS | son menores.

PLS 1

Grado de correlacion
IS
N

_0,5
-0,6
-0,7
- y8 - =
° NUCLEO CEL. CEL.PIGMEN CEL. NUCLEO
PICNOTICO | ANUCLEADA TADA PEQUENA DOBLE
LPLSI -0,716 -0,519 -0,408 -0,431 -0,463

Grafico 8. Grado de correlacion entre la PLS | y la presencia de alteraciones celulares en la superficie

corneal.
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5.3.5. Correlacion entre la PLS | y alteraciones celulares en el grupo Il segtn la
gravedad de la QCS

El grupo Il ha sido dividido en 3 subgrupos en funcion de los valores obtenidos en la PLSI:

-QCS grave: valores en la PLS | < 5 mm/min.
-QCS moderada: valores en la PLS | entre 6 y 10 mm/min.
-QCS leve o subclinica: valores en la PLS | entre 11y 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 nucleos picnéticos,
células anucleadas, células pigmentadas, células con nucleos dobles y células pequefias).
Se ha establecido que solo existen diferencias significativas (P <0.05) entre alguno de los
subgrupos en el caso de la presencia de nucleos picnéticos (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 multiples 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 nucleos
picnoticos, 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 | 11-14 mm/min) con los animales del grupo |
(PLS | 215 mm) en lo que respecta a la presencia de nucleos picnéticos y células
anucleadas en las células de la superficie corneal de estos animales. No se han
encontrado diferencias en el numero de células anucleadas entre ambos grupos, pero si
se han establecido diferencias muy significativas (P<0.0001) en el nimero de nucleos
picnoticos, con una media de 4.4 + 2.1 células con nucleos picnéticos por muestra en el
grupo de animales con QCS leve (PLS | 11-14 mm/min) y de 1.1 + 2.4 células con nucleos
picnoticos por muestra en el caso de animales con una produccion lagrimal normal (PLS |
215 mm/min).
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Discusion

La citologia de impresion es una herramienta muy Util para la obtencion de células de la
superficie ocular. Es una técnica no invasiva, indolora, econémica, accesible y facil de
realizar.

Proporciona de manera constante gran cantidad de células con alto detalle celular'0.81.250
capaces de ser procesadas y evaluadas por una amplia gama de técnicas laboratoriales,
30.39 permitiendo tanto el diagnéstico como la monitorizacion frecuente de enfermedades
que afectan a la superficie ocular.30.39,233.236

La citologia de impresion presenta indudables ventajas sobre las técnicas tradicionales de
recogida de muestras de la superficie corneal como las biopsias, los raspados y las
citologias con hisopos o microcepillos. Es una técnica no invasiva3?45.133.149 que preserva
la morfologia celular y permite estudiar las relaciones establecidas entre las células del
estrato escamoso corneal.3:45.116.222,233,250

En medicina humana la citologia de impresiéon se ha venido utilizando en oftalmologia
desde su implantacion en el afio 197760.236 y ha ido evolucionando, y ampliando su
espectro en el diagnostico de enfermedades oculares a lo largo del tiempo gracias a la
introduccion de nuevas membranas de filtracién, a la implantacion de nuevos protocolos
de tincidn y al desarrollo de nuevas tecnologias 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 citologia de impresion como una prueba rutinaria
en la clinica oftalmoldgica humana y veterinaria para el diagnéstico 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 topicos, la
limpieza de la superficie ocular, las caracteristicas fisico-quimicas de las membranas de
filtracion, la intensidad de presion y tiempo empleado para tomar la muestra y los
instrumentos utilizados en el procedimiento.

En medicina veterinaria las principales limitaciones de la citologia de impresién 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
parpado capaz de desplazar la membrana de filtracién desde el punto de aplicacion, al
reducido tamafio ocular de algunos animales y a la falta de colaboracion de algunos
pacientes.

A estas dificultades propias de la técnica hay que afiadir, ademas, la escasez de estudios

descritos en la bibliografia que permitan definir y comparar los pardmetros morfométricos
celulares normales y patolégicos 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
lesion iatrogénica sobre la superficie ocular en comparacion con los procedimientos de
citologia de impresion corneal convencionales.

El empleo de anestésicos topicos previo al procedimiento de toma de muestras por
citologia de impresion es muy util en oftalmologia veterinaria, sin embargo, su empleo ha
sido motivo de controversia en medicina humana ya que algun autor ha descrito que
podria generar artefactos o alterar la morfologia celular.23¢ En el presente trabajo se han
empleado anestésicos topicos como en la mayoria de los estudios consultados
6,10,18,19,41,45,46,51,59,79,160,161,167,196,203,204,205,233,237,240,2431 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 minima.

Martinez,'#! en un intento de estandarizar la técnica de recogida de muestras de la
superficie ocular, emple6 membranas de acetato de celulosa con diferentes tamafios de
poro (8, 3, 0.45, 0.22 y 0.025 um) y demostré que el tamafio del poro era directamente
proporcional a la cantidad de células obtenidas por muestra pero inversamente
proporcional a la calidad de la preservacion celular.

En este estudio se ha utilizado una membrana de filtracion de acetato de celulosa con un
tamafio de poro intermedio de 0.45 ym (Millipore HAWP304F0 MA), que ha permitido
obtener una buena cantidad de células sin alteraciones de la morfologia celular,

confirmando lo que habia sido descrito previamente por otros autores.
19,41,59,133,135,157,160,161,201,203,204,205,233,234

En los Ultimos afios la comercializacion de una nueva membrana de filtracion llamada
Biopore® (Millicell-CM 0.4 pym PICM012550, de Millipore Corporation, Bedford, MA)
compuesta de politetrafluoroetileno hidrofilico ha permitido incorporar al estudio citolégico
de la superficie ocular técnicas de biologia molecular como la PCR35.188.256 y técnicas de
tincion inmunohistoquimicas 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
espesor'0y por las posibles lesiones iatrogénicas derivadas de aplicar un anillo de plastico
rigido sobre la superficie ocular, puesto que Biopore® se comercializa montada sobre una
estructura plastica con unos soportes en su base que hay que romper con unas pinzas
para no dafar la cornea al tomar la muestra.

Las membranas de filtracion empleadas en este estudio han estado sumergidas en agua
destilada siguiendo las indicaciones de De Nadai,' quien comprobd, que el nimero de
células recolectadas aumentaba de manera significativa si las membranas permanecian
sumergidas en agua destilada desde el dia anterior a la toma de muestras.
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A pesar de que existen autores que no hacen referencia a cual de las dos superficies de la
membrana utilizan o que refieren que ambas caras de la membrana pueden ser
utilizadas,'67.243 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. 4581167

La citologia de impresidn corneal es una técnica generalmente atraumatica, sin embargo,
la rigidez de los materiales empleados tradicionalmente para presionar la membrana de
acetato de celulosa sobre la cdrnea tales como, oftalmodinamémetros?e.141.169.203,222,263
barritas de cristal 0 plastico%0.167.182,19%6.237 y pinzas de cirugia entre otros,19.41.81,160.206.233 |g
hacen susceptible de provocar lesiones en la superficie ocular sobre todo en animales
nerviosos o asustadizos. Por esta razéon hemos desarrollado un dispositivo de toma de
muestras adaptado a las particularidades de los pacientes de la consulta oftalmoldgica
veterinaria.

El dispositivo empleado en este trabajo consta de un émbolo de plastico con un cilindro de
goma blanda en un extremo sobre el que dispone la membrana de filtracion. 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 facil y exento de
complicaciones, incluso en aquellos animales menos colaboradores.

Este dispositivo tiene la ventaja de que la membrana de filtracidn permanece adherida a
su superficie en todo momento, lo cual permite obtener muestras mas precisas comparado
con los procedimientos clasicos. Tradicionalmente, desde el momento en el que se
deposita la membrana sobre la superficie ocular hasta que se ejerce la presion 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 parpado es una dificultad afiadida a la toma de
muestras con respecto a medicina humana. El desplazamiento de la membrana nictitante
y la retraccion del globo ocular en respuesta a la amenaza que representa la aplicacion de
un cuerpo extrafio 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 area
central de la cdrnea, 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 g|ficiente para asegurar la adherencia
celular y que los animales hayan permanecido tranquilos y quietos en la mayoria de los
casos. Sin embargo, en este estudio no ha sido posible determinar de manera objetiva la
cantidad de presion ejercida sobre el globo ocular, a pesar de que Martinez'#! establecid
que una presion de 60 g era la que permitia obtener mejores resultados.
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Siguiendo las indicaciones de la mayoria de los autores consultados, se ha empezado a
retirar la membrana de la superficie corneal desde uno de sus extremos para facilitar la
descamacion de las células epiteliales.9:45.60.77.59,81,141,161,233,243

La técnica de fijacién empleada, con etanol de 96° 6.133.157.160204.205 y |g tincion utilizada
con ACidO Periodico-Schiff (PAS)G,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, fijacion, tincion y montaje utilizados en este
estudio han proporcionado un numero suficiente de células bien preservadas y con una
buena resolucion del detalle celular.

Uno de los objetivos planteados en este trabajo ha sido realizar un estudio descriptivo y
comparativo de las caracteristicas morfolégicas y morfométricas las células de la
superficie corneal de los animales incluidos en el grupo | y en el grupo Il a partir de
muestras obtenidas por citologia de impresion.

En la bibliografia consultada no se ha encontrado ningun estudio previo en el que se haya
realizado un analisis morfométrico y morfoldgico detallado de las células escamosas del
epitelio corneal en perros sanos a partir de muestras obtenidas por citologia de impresion.

El estudio microscépico de las muestras de los animales del grupo | se ha caracterizado
por la presencia de laminas de células epiteliales grandes y muy homogéneas con
escasos espacios intercelulares. Presentaron una forma poligonal con un citoplasma
grande y ligeramente baséfilo, y un nucleo pequefio, redondo y central, con la cromatina
finamente granular y uniformemente distribuida. Estas caracteristicas 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 citologia de impresion, para
establecer una correlacion entre el grado de metaplasia escamosa y la severidad de los
signos clinicos de pacientes humanos con QCS.160.161

La morfologia de las células superficiales del epitelio corneal del perro ha sido descrita por
Kafarnik,'0" empleando microscopia confocal, como células poligonales, con nucleos bien
visibles y bordes celulares bien definidos. Esta descripcion coincide con los resultados
obtenidos en este estudio en los animales del grupo | y con lo descrito por diferentes
autores en estudios realizados en gatos,'" conejos,53200  bovinos,52  caballos,!2
cobayas?’ y humanos203 ,

En el presente estudio se han valorado una serie de caracteristicas celulares tales como el
area celular, el area nuclear, el ratio N:C, la presencia alteraciones nucleares, la
pigmentacion celular y la presencia de otros tipos celulares.
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Las ceélulas del epitelio corneal de los animales del grupo | han presentado un area celular
media de 1727.6 ym? (DE 232.5), un érea nuclear media de 131.3 ym2 (DE 14.1) y un
ratio N:C de 1:13.3 (DE 1.5).

No se ha encontrado ningun estudio en el que se haya determinado el area celular de las
células escamosas de la cornea de perros sanos; solo es destacable el estudio de
Kafarnik realizado con microscopia confocal, en el cual establecié que las medidas de las
células superficiales corneales de perros sanos oscilaban entre 40 y 50 um de longitud. 101
En trabajos realizados en otras especies, como caballos,'23 conejos,2920 gatos'0! o
humanos, 126202203 |os autores han calculado la longitud y el grosor celular, pero no el area
celular.

Son pocos los autores que han calculado el area 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 microscopia electrénica de
barrido (SEM), determind el area celular media en bovinos® (1748 + 1169 um2) y en
conejos® (625 + 516 um2), Julio Moran® también la determind en conejos empleando el
mismo sistema de magnificacién (SEM), (355.73 £ 288.56 um2) y Murube'®! obtuvo el
area celular en humanos a partir de muestras estudiadas con microscopia oOptica (322.41
+ 34.08 pm2).

Las citologias de impresion del grupo |l se han caracterizado por presentar un menor
numero de células que el grupo | y una distribucién 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 sindrome de 0jo
seco. 160,161

La mayoria de las células del grupo Il han mantenido una morfologia poligonal, con un
nucleo pequefo, redondo y de localizacién central y un abundante citoplasma ligeramente
bastfilo con bordes irregulares en muchos casos. El area celular media de ha sido de
1262.7 um? (DE 303.7), el area nuclear media de 83.1 um?2 (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 ceélulas corneales de los animales del grupo | han presentado un tamafio
citoplasmatico y nuclear mayor y un ratio N:C proporcionalmente menor que las del grupo
I, las cuales se han caracterizado por tener un citoplasma mas pequefio y un nucleo
considerablemente menor que las del grupo |.

La metaplasia escamosa es un mecanismo de respuesta adaptativa a menudo reversible
de algunos epitelios ante agresiones externas o estimulos patogénicos del propio
organismo que desarrollan procesos de queratinizacién, hiperplasia epitelial,
pigmentacion, fibrosis subepitelial y vascularizacion. Es decir, la cornea sufre una
transformacion hacia un tejido que recuerda a la piel aunque con la ausencia de foliculos
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pilosos. Dependiendo de la naturaleza de la agresion pueden aparecer todos o solo
algunos de los cambios caracteristicos.30.135.148

La presencia de cambios metaplasicos en la superficie corneal de individuos afectados por
QCS esta descrita en la bibliografia'61.204 y ha sido asociada a alteraciones vasculares que
impiden la llegada de los factores circulantes encargados de la normal diferenciacion del
epitelio y a procesos inflamatorios que capaces de introducir factores que facilitan las
alteraciones epiteliales.42

Murube y Rivas demostraron la existencia de una correlacion entre la severidad de los
signos clinicos de pacientes con sindrome de 0jo 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 area celular, del ratio N:C y por un
incremento de alteraciones nucleares manifestadas en forma de nucleos dobles,
picnoticos, liticos 0 ausencia de los mismos. También describieron un incremento de los
espacios intercelulares hasta llegar al aislamiento celular en los estadios mas avanzados y
una modificacion de la tincion del citoplasma que pasaba de eosinofilica a baséfila a
medida que el proceso se agravaba.160.161

En este estudio, el 50% de las muestras obtenidas de las cdrneas de los animales del
grupo | (0.91% del recuento celular total del grupo 1) y el 96.5% de las muestras
analizadas del grupo Il (17.8% del recuento celular total del grupo Il) han presentado
células con signos de alteracion celular caracterizadas por la presencia de nucleos muy
pequefios y exceéntricos con la cromatina muy condensada, y citoplasmas grandes y
abundantes. Sin embargo, al contrario que Murube y Rivas'60.161 en este estudio no se
han hallado diferencias en las tinciones citoplasmaticas entre las células de los grupos | y
I, que han resultado basdfilas en ambos casos.

En el grupo Il se ha encontrado una disminucion del &rea 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 Il existe una disminucién del area celular
media con respecto al grupo |, hecho que difiere con los resultados obtenidos por estos
autores, que observaron un incremento del &rea 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 disminucion del

tamafio celular en superficies corneales sometidas a un incremento de la renovacion
celular.62.127,199,200

Lemp, en un estudio realizado en personas con QCS utilizando microscopia especular,
introdujo el concepto de que ademas de los movimientos celulares descritos en la teoria X,
Y, Z de Thoft y Friend23¢ para el mantenimiento de la integridad de la superficie corneal,
existe un movimiento celular desde las capas mas profundas hacia la superficie de la
cornea. Las células de las capas mas profundas tienen menor tamafio que las células
superficiales, pero una vez que alcanzan la superficie, la exposicion al medio exterior hace
que aumenten de tamafio, se aplanen y finalmente se descamen. 2’
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La presencia de mayor proporcion de células pequefias en la superficie corneal asociada a
la retencion de fluoresceina sddica, indicativa de una alteracion de las membranas
celulares, se ha sugerido que puede ser debida a un incremento del recambio celular con
celulas provenientes de estratos inferiores, asociado a una senescencia prematura de las
celulas de la superficie corneal junto con una disminucion del tiempo de residencia de las
mismas en la superficie ocular. 12’

Enfermedades de la superficie ocular como la QCS pueden provocar un aumento del ritmo
de recambio celular secundario a la desecacion, a la hiperosmolaridad de la lagrima y/o a
un descenso de la lubricacion con incremento de las fuerzas de rozamiento del parpado
sobre la superficie ocular, lo que podria explicar la mayor presencia de células de menor
tamafio provenientes de capas inferiores como se ha descrito en este estudio. 08204

Otra teoria que puede explicar el menor tamario del area citoplasmatica de las células del
grupo Il esta relacionada con los procesos de apoptosis que experimentan las células de
la superficie corneal. Ren y Wilson'9.200 estudiaron la viabilidad de las células de la
superficie corneal en conejos, empleando tinciones inmunocitoquimicas para determinar la
presencia de apoptosis celular. Observaron que después de someter a la superficie
corneal a un proceso descamativo durante horas mediante una perfusiéon constante con
suero fisiologico, entre las células descamadas encontraban mayor cantidad de células
redondeadas y de menor tamafio que las que obtenian en el grupo control cuya superficie
corneal no habia estado sometida a fuerzas de rozamiento. Estas observaciones
coincidian con las realizadas por Lemp. 27

En un trabajo posterior, Estil62 estudi6 la descamacion forzada de las células de la
superficie corneal empleando una lentilla de contacto en pacientes humanos y observo
que con cada repeticion del proceso se obtenia mayor cantidad de células y cada vez mas
pequefias.

La disminucién del tamafio celular podria haber quedado explicada por la obtencion de
células de capas mas profundas como habia sugerido Lemp'?’. pero Estil estudié la
posibilidad de que este proceso fuera debido a mecanismos apoptdticos como habian
descrito previamente Ren y Wilson en otro estudio.62.200

Estil observd que un pequefio porcentaje de las células de la superficie corneal se
desprendian por apoptosis clasica, caracterizada, en los estadios iniciales, por la
presencia de células con unos pequefios cuerpos apoptoticos de origen citoplasmatico
adheridos a su superficie que eran los responsables de la reduccion del tamafio celular.

En este estudio no se han encontrado células con cuerpos apoptoticos adheridos a la
superficie celular, por lo que no se ha podido confirmar que la reducciéon del tamafio
celular se deba a este tipo de muerte celular programada.

Estil determin6 que la mayoria de las células de la superficie corneal se desprendian por
un mecanismo que llamo apoptosis no clasica. Estas células eran morfologicamente
similares a las células normales pero de menor tamafio, aunque a nivel histoquimico
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presentaban cambios moleculares apoptéticos, confirmando lo que ya se habia descrito en
otros tejidos con alta capacidad de renovacion celular como el epitelio del intestino
delgado®8 y la capa de Henle de los foliculos pilosos.232

Se ha comprobado que fuerzas mecanicas ejercidas sobre el citoesqueleto pueden ser
transferidas al DNA activando el programa de apoptosis no clasica.® Esto es compatible
con lo que se produce en la QCS donde hay un aumento de la friccién durante el
parpadeo, entre una superficie corneal escasamente lubricada y un epitelio conjuntival
palpebral engrosado y queratinizado.08

En este estudio el 72% de las células del grupo Il han mantenido la forma poligonal,
aunque con un tamafio mas heterogéneo y en general mas pequefio que las células del
grupo |. La disminucion del tamafio celular observada en la mayoria de las células del
grupo Il podria quedar explicada por procesos de apoptosis no clasica en la cual las
células presentan una morfologia similar a las células normales aunque un tamario celular
inferior.

En un 35.5% de las muestras del grupo | (0.59% del recuento celular total del grupo I) y en
el 62% de las citologias del grupo Il (1.18% del recuento celular total del grupo Il) se han
visualizado células muy pequefias y redondeadas con un citoplasma pequefio, mas
basofilo que las células superficiales corneales adyacentes y un nicleo grande, redondo y
central.

La presencia de este tipo celular atipico puede ser compatible con fases terminales de las
células de la superficie corneal sometidas a mecanismos de apoptosis clasica 0 no
clasica, con la presencia de células de estratos corneales inferiores o0 con una
contaminacion de la muestra con células conjuntivales adyacentes. La presencia de este
tipo de células en la superficie de los animales del grupo I, entre laminas de células
corneales sanas descarta en gran medida la contaminacion conjuntival. El tamafio, la
forma y la disposicion de este tipo celular presentan gran similitud con las fases terminales
de células sometidas a procesos de apoptosis no clasica descritas por Estilé2 aunque
serian necesarios estudios inmunohistoquimicos complementarios para confirmar el origen
de este tipo celular.

Una tercera via de descamacion del epitelio corneal descrita por Estils2 establece la
existencia de células que se desprenden como células muertas. Son estructuras celulares
de igual tamafio que las células normales pero carecen de nucleo, y se las ha denominado
células fantasmas. Esta tercera via de descamacion es compatible con la presencia de
células anucleadas en el 73.3% de las muestras del grupo | (un 0.83 % del recuento
celular total de este grupo) en ausencia de ningun otro signo de metaplasia escamosa.

Una caracteristica destacable en las citologias de los animales del grupo I, que no se ha
encontrado en el grupo |, 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 parametros estudiados de
metaplasia escamosa corneal permite observar diferencias muy significativas. En el 8.74%
de las células del grupo Il se han identificado células anucleadas frente a un 0.83 % del
recuento celular total del grupo |, el 0.49% de las células del grupo Il han presentado
celulas binucleadas frente al 0.014% de la totalidad de las células del grupo | y el 6% de
las células del grupo Il han presentado depositos de melanina intracitoplasmaticos frente
al 0.4% del recuento celular total del grupo I. (Grafico 6)

La zona central de la cornea esta exenta de melanocitos y de células dendriticas
presentadoras de antigeno, que si se encuentran en la zona periférica.5¢ En cuadros
inflamatorios crénicos, como la QCS, se producen depdsitos de pigmento en toda la
superficie corneal que finalmente pueden causar ceguera.'07.19 |a presencia de melanina
en las muestras de los animales del grupo | puede deberse a que las muestras hayan sido
tomadas de la zona periférica o bien a la presencia de enfermedades inflamatorias
subclinicas de la superficie central de la cornea.

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 citologia de impresion.

Tardon describio la presencia de células con signos de metaplasia escamosa
caracterizados por la presencia de nucleos degradados o picndticos y citoplasmas
queratinizados en el 10% de las células analizadas tanto de la cérnea como de la
conjuntiva de gatos sanos.23

Bolzan, en otro estudio llevado a cabo para establecer el patrén citoldgico conjuntival
normal en perros sanos, destacd en sus resultados que en el 33% de las muestras
aparecieron células epiteliales queratinizadas, con un citoplasma rosa claro de aspecto
granular y con nucleos degenerados o sin nucleos.'®

Estudios realizados por Gren y Doughty de la conjuntiva de personas asintomaticas, con
0jos aparentemente sanos, demostraron que era frecuente encontrar células con signos
de metaplasia escamosa en determinadas regiones de la muestra.>!.”®

La presencia de areas de metaplasia escamosa en la superficie ocular de individuos
asintomaticos, y sin ninguna patologia asociada, fue interpretada por Doughty como que
incluso irritaciones oculares leves podrian significar un estimulo capaz de inducir esos
cambios celulares y planted la cuestidn de si la sensibilidad corneal o conjuntival individual
debiera de ser considerada en la interpretacion y definicion del verdadero estatus de estos
individuos.5!

La severidad de los signos clinicos en el sindrome de ojo seco no suele asociarse con la
intensidad de la percepcién de los sintomas'’!, por lo que la simple observacién con
lampara de hendidura no es suficiente para realizar un diagnéstico preciso de esta
enfermedad aunque, como se ha comentado previamente, existen una serie de signos
clinicos orientativos.
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A lo largo de los afios se han desarrollado multiples pruebas con el fin de realizar un
diagndstico preciso de la QCS como son, entre otras, la realizacién de proteinogramas
para determinar la concentracion de lisozima y lactoferrina de la lagrima, o la
determinacion de la osmolaridad de la lagrima entre otras. Sin embargo estas pruebas no
estan disponibles en los centros veterinarios y su uso se limita casi exclusivamente a
medicina humana.

La prueba de tincién con fluoresceina sodica ha sido tradicionalmente utilizada como el
método de eleccion para valorar la integridad de la superficie ocular, y en la actualidad es
uno de los procedimientos mas frecuentemente empleados para el diagnéstico del ojo
seco.'4248 | a tincion de la superficie corneal y conjuntival con fluoresceina se produce
siempre que exista una alteracion de las uniones intercelulares,®® sin embargo, la
interpretacion de la prueba se basa en una lectura cualitativa de los resultados, y es por lo
tanto subjetiva. Existen ademas una serie de variables que pueden influir en la lectura de
la prueba como son la concentracién del colorante, el volumen aplicado, la técnica de
instilacion, el intervalo entre la instilacién y la observacion, el empleo de filtros en la
observacion y la utilizacion de sistemas de gradacién estandarizados.”

El tiempo de ruptura lagrimal (TRL) ha sido considerado por muchos como la prueba
diagnostica principal en practicamente todos los tipos de ojo seco debido a su alta
reproducibilidad y baja variabilidad.46.181.248 264 Sin embargo algunos autores han criticado
esta prueba por su escasa sensibilidad poniendo de manifiesto diversas variables criticas
que pueden afectar a la perfecta interpretacion de los resultados como son el volumen de
fluoresceina instilada, el tiempo transcurrido desde la instilacion del colorante hasta el
inicio de la prueba, la concentracion de la fluoresceina y los diferentes tipos de filtros
empleados.7v97207v216'251

Aunque el TRL esta considerado como el método més sensible, la PSL | es la prueba més
empleada en medicina veterinaria para diagnosticar el sindrome de ojo seco. Es una
prueba atraumatica, barata, facil de realizar y su uso clinico generalizado se ha mantenido
durante mas de un siglo. Sin embargo, diversos autores han criticado su variable
sensibilidad y reproducibilidad para diagnosticar el sindrome de ojo seco.34.102128,157.177
La sensibilidad de la PLS | aumenta cuando la QCS esta en estadios avanzados y se
acompafa de una menor produccion lagrimal, sin embargo tiene una utilidad limitada en
los estadios iniciales de la enfermedad cuando los signos clinicos son leves o
moderados.!28

A esto hay que afiadir otros factores que pueden afectar a la reproducibilidad de la prueba
que han de tenerse en cuenta para una correcta interpretacion 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 evaporacion, la temperatura y la humedad
ambiental, el momento del dia en realizar la prueba, el uso de medicaciones que
aumenten o disminuyan la produccién lagrimal, la correcta manipulacion 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 correlacion inversamente proporcional entre los
valores obtenidos en la PLS | de los animales del grupo Il y los signos de metaplasia
escamosa de la superficie corneal, es decir, al disminuir los valores de la PLS | existe un
incremento de las alteraciones celulares. Estos resultados corroboran los datos obtenidos
en estudios realizados en perros con QCS por Balicki® y Bolzan'®, sin embargo, estos
resultados difieren con los obtenidos por Rivas?%4 que no encontr6 una correlacion entre la
PLS | y el grado de metaplasia escamosa de las células de la superficie corneal de
pacientes con sequedad ocular.

Ademas se ha encontrado una correlacion entre las medidas de la PLS | y la magnitud del
area citoplasmatica, nuclear y del ratio N:C, de las células superficiales de la cérnea, de tal
modo que, cuanto menores son los valores obtenidos en la PLS | menores son las
medidas celulares correspondientes al nucleo y citoplasma de las células de la superficie
corneal y mayor es el ratio N:C.

Para tratar de determinar la sensibilidad de la citologia de impresién en el diagndstico de
alteraciones que afecten a la superficie corneal en casos de QCS canina, los animales del
grupo |l se han distribuido en funcién de los valores obtenidos en la PLS | en 3 grupos:
leve, moderada y severa.

En el estudio de los diferentes parametros celulares indicativos de metaplasia escamosa
de estos tres grupos sélo se han encontrado diferencias significativas en dos pardmetros:
células anucleadas y nucleos picnéticos.

La existencia de diferencias significativas en el nimero de células anucleadas entre los
animales con QCS leve y moderada, indica que este parametro puede ser utilizado para
evaluar la progresion de la enfermedad solo en los estadios iniciales del proceso, por el
contrario, la presencia de diferencias significativas en el nimero de nicleos picnoticos
entre los animales con QCS leve y QCS grave, y entre los animales con QCS moderada y
QCS grave, permite utilizar este parametro como un indicador de la progresién desde los
estadios iniciales de la enfermedad hasta los més avanzados.

Ademas, la existencia de diferencias muy significativas en el numero de nucleos picnéticos
entre el grupo de animales con una QCS leve (PLS | 11-14 mm/min) y los animales del
grupo |, con una produccién lagrimal normal (PLS | 215 mm/min), refuerza por un lado, la
correlacion existente entre la PLS | y los procesos de metaplasia escamosa de la
superficie corneal de muestras obtenidas por citologia de impresién corneal, y por otro, la
importancia del estudio de los nucleos picnéticos como un factor diagndstico precoz a
tener en cuenta en animales con signos leves o inespecificos de QCS.
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Conclusiones

1. La citologia de impresion corneal en pacientes caninos ha demostrado ser una técnica Util y de
facil realizacidn 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 lesion iatrogénica
sobre la superficie ocular en comparacién con los procedimientos de citologia de impresion
corneal convencionales.

3. Las células del epitelio corneal obtenidas por citologia de impresion de animales sanos se ha
caracterizado por la presencia de laminas de células epiteliales grandes con escasos espacios
intercelulares. Las células presentan forma poligonal con un citoplasma grande y ligeramente
basofilo, con nucleos pequefios, redondos, con cromatina finamente granular uniformemente
distribuida y en posicion central. El area celular media fue de 1727.6 um? (DE 232.5), el &rea
nuclear media 131.3 um? (DE 14.1) y el ratio N:C 1:13.3 (DE 1.5).

4. Las citologias de impresion de los animales con signos clinicos de QCS se han caracterizado
por presentar menor numero de células que las de los animales sanos, una distribucion celular
irregular y espacios intercelulares cada vez mayores, hasta dar la apariencia de células aisladas.
La mayoria de las células han mantenido una morfologia poligonal, con un nucleo pequefio,
redondo y de localizacién central y un citoplasma abundante y ligeramente basdfilo, de bordes
irregulares en muchos casos. El area celular media fue de 1262.7 ym2 (DE 303.7), el area
nuclear media 83.1 um?(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
corneas sanas y las corneas de animales con QCS. Las células corneales de los animales sin
patologia corneal han presentado un tamafio citoplasmético y nuclear mayor, y un ratio N:C
proporcionalmente menor que las de los animales con QCS.

6. En las citologias corneales de los animales con QCS se ha observado un numero
significativamente superior de células con signos de degeneracion celular.

7. La disminucién de los valores de la PLS | se han relacionado con un incremento de las
alteraciones celulares.

8. Se ha encontrado una correlacién entre los valores de la PLS | y la media del area
citoplasmatica, nuclear y del ratio N:C de las células superficiales de la cérnea. Cuanto menor es
el valor obtenido en la PLS |, menor es la medida celular correspondiente al nicleo y citoplasma
de las células de la superficie corneal y mayor es el ratio N:C.

9. El nimero 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 disminucion de la PLS | se ha relacionado con el aumento del nimero de nucleos
picnoticos, existiendo una diferencia estadisticamente significativa entre los animales con QCS
leve y grave y aquellos con QCS moderada y grave.
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11. El nimero de células con nucleos picnoticos presentes en las muestras de los animales con
QCS leve es significativamente superior al de las muestras de los animales sanos. De esta
observacion podemos concluir que la presencia de nucleos picnéticos es un factor sensible en la
deteccion precoz de QCS en perros y debe tenerse en cuenta en perros con signos leves o
inespecificos de QCS.
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Resumen

La citologia de impresidn corneal es una técnica atraumatica, simple, rapida y carente de
efectos secundarios que permite estudiar las capas celulares mas externas de la
superficie ocular, posibilitando el diagnéstico de enfermedades de la misma y su
monitorizacion durante y después del tratamiento.

Los objetivos de la presente Tesis Doctoral han sido normalizar la técnica de obtencion y
procesamiento de muestras obtenidas por citologia de impresion corneal en la especie
canina, determinar los parametros morfoldgicos y morfométricos fisiologicos de las células
epiteliales corneales en perros sanos y establecer las alteraciones celulares corneales en
el transcurso de la QCS canina. Ademas, se ha estudiado la existencia de una correlacion
entre las alteraciones del epitelio corneal y la produccion lagrimal valorada mediante la
prueba lagrimal de Schirmer | (PLS I).

En este estudio se han incluido 60 perros de diferentes razas que han sido divididos en
dos poblaciones: el grupo |, formado por pacientes sanos, con unos valores en la prueba
lagrimal de Schirmer | (PLS 1) iguales o superiores a 15 mm/min y el grupo Il, formado por
pacientes diagnosticados de QCS con unos valores en la PLS | comprendidos entre 0 y 14
mm/min. Los ojos de los animales del grupo Il han sido categorizados a su vez en 3
subgrupos, estableciendo la gravedad de la enfermedad en funcién de los resultados
obtenidos en la PLS | 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 minimo cualquier tipo de lesién iatrogénica sobre la superficie
ocular se ha utilizado un dispositivo simple y eficaz, diferente a los que se han venido
empleando tradicionalmente en oftalmologia humana y veterinaria.

La valoracion morfométrica de las células se ha realizado atendiendo a los criterios de
celularidad de la muestra, separacion intercelular, morfologia de las células, tincion
citoplasmatica, area celular, area nuclear, ratio nucleo/citoplasma (ratio N:C) vy
alteraciones nucleares.

Las citologias corneales del grupo | se han caracterizado por la presencia de I&minas de
células poligonales, grandes, homogéneas y compactas, con un citoplasma ligeramente
basdfilo y un nucleo pequefio, redondo y central, con una cromatina finamente granular y
uniformemente distribuida. El area celular media fue 1727.6 pm?2 (DE 232.5), el area
nuclear media 131.3 um? (DE 14.1) y el ratio N:C 1:13.3 (DE 1.5).

Las citologias corneales del grupo Il se han caracterizado por la presencia de laminas
integradas por células epiteliales menos numerosas y mas heterogéneas que el grupo I. El
72% de las células estudiadas se han caracterizado por tener forma poligonal con un
citoplasma abundante y ligeramente basofilo, y un nucleo pequefio, redondo y de
localizacion central o ligeramente excéntrico. El &rea celular media ha sido 1262.7 pum?
(DE 303.7), el area nuclear media 83.1 um?2 (DE 22.4) y han presentado un ratio N:C de
1:16.8 (DE 3.6).
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Los resultados estadisticos han evidenciado una diferencia estadisticamente muy
significativa (P<0.0008) entre las medidas celulares del grupo | y del grupo Il. Las células
corneales de los animales del grupo | han presentado un tamario citoplasmatico y nuclear
mayor pero un ratio N:C proporcionalmente menor que las del grupo I, las cuales se han
caracterizado por ser mas pequefias y con un nucleo considerablemente menor que las
del grupo I.

Se ha establecido una correlacién positiva moderada y muy significativa (P<0.0001) entre
los valores de la PLS | y las medidas citoplasmaticas y nucleares de las células corneales
respectivamente, y una correlacion negativa moderada y muy significativa (P<0.0001)
entre los valores de la PLS | y la medida del ratio N:C.

Ha sido posible establecer una correlacion negativa de moderada a alta, con un nivel de
significacion muy alto (P<0.0001), entre los valores obtenidos en la PLS | de todos los
individuos y la presencia de alteraciones celulares corneales en las muestras estudiadas.

Se han encontrado diferencias muy significativas en el nimero de nucleos picnéticos 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
numero de células anucleadas entre los animales con QCS leve y moderada.

No se han encontrado diferencias en el nimero de células anucleadas entre el grupo con
QCS leve y el grupo de animales con produccion lagrimal normal, pero si se han
establecido diferencias muy significativas (P<0.0001) en el nimero de nucleos picnéticos.

Por tanto, podemos concluir que la citologia de impresion corneal es una técnica de facil
realizacion 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 diagnostico y
caracterizacion de dicha enfermedad.
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Summary

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 | (STT 1), has also been studied.

This study included 60 dogs of different breeds that were divided into two populations: group |,
formed by healthy patients, with Schirmer tear test | (STT I) values equal or greater than 15
mm/min, and group Il, which included patients diagnosed with KCS, with STT | values between 0
and 14 mm/min. The eyes of the animals in group Il were categorized in turn into 3 subgroups,
establishing the severity of the disease based on the results of the STT | 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 | 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 uym? (SD
232.5), mean nuclear area 131.3 ym? (SD 14.1) and the N: C ratio 1:13.3 (SD 1.5).

Corneal cytologies of group Il were characterized by the presence of epithelial cell sheets with
fewer and more heterogeneous cells compared to group |. 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) um?, the nuclear
area average 83.1 (SD 22.4) ym2 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 | and group Il. Corneal cells of animals in group | presented a bigger
cytoplasmic and nuclear size but a proportionately smaller N:C ratio than those in group Il, 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 | values and cytoplasmic and nuclear measurements of the corneal cells respectively, and a
moderate negative but highly significant correlation (P <0.0001) between STT | 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 | 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

Obs PERRO
1 BRIGI II
2 CHANEL II
3 COCO COSLADA
4 CUCA II
5 IRIS
6 JESSI II
7 KIARA
8 KUMA II
9 LINDA MEST II
10 LUIGI II
11 OTTO II
12 SHASHA II
13 VALERIA I
14 WILMA IT
Obs RATIO OI cit
1 11.9836 82
2 18.8167 1297.75
3 . 1157.63
4 11.8513 110
5 . 936.13
6 30.7064 1225.46
7 . 1184.15
8 30.6130 1232.47
9 20.5652 1054.51
10 27.7481 127
11 18.7507 1051.21
12 15.9473 1206.31
13 30.8748 1236.61
14 12.6577 1233.59
Obs oi
1 143.696
2 303.237
3 .
4 402.045
5 .
6 221.948
7 .
8 388.216
9 242.172
10 229.016
11 202.984
12 247.085
13 328.337
14 345.213
Obs PERRO
15 COCO
16 EICO IT
17 KENZO IT
18 LINDA IT
19 LOLA IT
20 LUCAS
21 LUCI LIU IT
22 MAFALDA IT
23 MAYA IT
24 NALA IT
25 NICA IT
26 POPI IT
27 SIMBA IT
28 TIZON
Obs RATIO_OI cit

LISTADO DE DATOS FINALES

NUCLEO
GRUPO CITO_OD OD RATIO_OD CITO_OI
. 826.98
1278.64 66.587 19.7359 1316.85
II 1157.63 84.398 14.2450 .
. . . 1109.83
II 936.13 73.608 13.8391 .
1383.28 111.945 12.9309 1067.64
II 1184.15 100.896 12.8475 .
1052.44 69.129 17.1240 1412.49
1045.45 45.292 24.7490 1063.57
. . . 1275.62
1128.40 63.811 20.0859 974.01
1230.56 81.730 15.4754 1182.05
I 923.78 58.302 19.8439 1549.45
1236.54 92.725 14.0574 1230.64
sd_cito sd_nucleo_
o nucleo ratio od od
6.98 70.940 11.9836 . .
70.391 18.7602 316.077 13.809
84.398 14.2450 262.805 22.199
9.83 118.171 11.8513 . .
73.608 13.8391 230.300 23.696
77.363 16.4689 372.793 31.961
100.896 12.8475 283.830 29.930
65.667 21.4543 376.689 25.583
50.918 21.5534 256.326 14.353
5.62 54.140 27.7481 . .
60.355 18.4628 245.807 29.341
79.170 15.4330 202.929 14.309
60.832 22.4838 235.559 23.778
99.580 12.7988 303.220 24.991
sd_cito sd_nucleo_
oi oi sd_cito sd_nucleo
13.3274 2.7231 143.696 13.3274
19.2956 6.9364 227.647 12.0080
. . 262.805 22.1994
70.0947 6.9712 402.045 70.0947
. . 230.300 23.6957
22.4079 14.8832 213.606 18.4646
. . 283.830 29.9297
32.5347 19.8097 249.710 23.0983
16.8006 8.6846 153.860 10.4100
21.0164 13.3874 229.016 21.0164
18.0187 6.7249 162.168 16.8418
15.4629 4.5820 156.805 9.6271
33.2001 17.2302 212.245 20.3330
35.1817 5.1332 221.620 21.5239
LISTADO DE DATOS FINALES
NUCLEO_
GRUPO CITO_OD OD RATIO_OD CITO_OI
II 2317.70 133.378 18.4469 .
1385.89
1821.65
1157.81
. . . 1100.26
II 1114.91 77.770 16.7573 .
1095.33 98.556 12.1016 1902.63
1454.77 103.227 16.6250 871.14
987.90 72.407 14.2709 1699.14
1511.58 108.562 14.5677 1123.70
891.32 42.993 23.4604 864.27
908.02 58.101 16.4156 908.99
. . . 1497.49
II 1752.52 113.381 16.9203
sd_cito_ sd_nucleo_
o nucleo ratio od od
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NUCLEO
oI

70
74

.940
.194

118.171

42.782
.205
.545
.140
.899
.611
.362
.435

sd_ratio
od

5.0401
3.7302

5.0630
3.9621
5.5930
9.0332
8.5947

7.6601
3.9056
.3278
4.3155

sd_ratio
sd_ratio

L7231
.5963
L7302

[
N oONU WO WU Wou owwN

NUCLEO_
oI

.408
L7712
.884
.224

.860
.204
.707
.796
.965
.139
.704

sd_ratio_
od
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15

27

29

2317.70 133.378 18.4469 460.569 32.792
16.2634 1385.89 94.408 16.2634
18.7418 1821.65 101.712 18.7418
15.2945 1157.81 79.884 15.2945
16.2310 1100.26 71.224 16.2310 .
. 1114.91 77.770 16.7573 395.269 45.761
14.3694 1498.98 123.208 12.8393 349.864 38.083
15.4610 1162.95 82.715 14.9991 310.931 43.022
15.4401 1343.52 95.057 14.5496 381.429 26.651
13.0029 1317.64 99.179 13.5597 384.833 30.950
22.1569 877.80 45.479 20.6982 269.631 14.535
22.1042 908.50 51.620 18.1948 224.585 15.291
17.8240 1497.49 85.704 17.8240 . .
1752.52 113.381 16.9203 633.213 41.987
sd_cito_ sd_nucleo_
Obs oi oi oi sd_cito sd_nucleo
15 . . . 460.569 32.7915
16 384.525 32.3814 6.9262 384.525 32.3814
17 327.890 19.7929 5.7323 327.890 19.7929
18 427.950 23.2066 6.2076 427.950 23.2066
19 217.107 21.7114 3.8506 217.107 21.7114
20 . . . 395.269 45.7606
21 310.313 49.7623 6.1655 204.003 31.5228
22 346.088 26.9775 6.9625 243.239 23.9138
23 760.070 43.0075 8.7056 408.458 23.3810
24 402.606 27.5496 4.0541 271.496 17.7824
25 234.418 21.2044 12.6110 161.365 12.4997
26 187.071 15.4556 7.5061 133.525 10.9243
27 620.013 27.0042 6.0444 620.013 27.0042
28 633.213 41.9874
LISTADO DE DATOS FINALES
NUCLEO
PERRO GRUPO CITO_OD OD RATIO_OD CITO_OI
WILLIAM IT . . . 1331.88
BILLY I 2161.32 142.566 15.4151 2108.63
BIMBA I 1859.26 163.331 11.7865 1892.19
BLANCA I 2036.60 141.981 14.4644 1995.50
BOLITA I 1570.35 95.955 16.5836 1501.03
CAIFAS I 1700.54 142.033 12.0647 1911.85
CAPRICHO I 1733.36 170.660 11.9014 1495.74
CHITA I 1982.31 158.001 12.6309 2016.95
CLOE I 1745.46 152.234 11.6865 1963.29
CLOE ROSA I 1695.51 140.108 12.4350 1821.44
DIANA I 1590.88 131.841 12.2000 1771.94
FOSCO I 1793.56 116.640 15.6098 1757.93
FRITANGA I 1780.36 124.482 14.4800 1776.67
GOLDEN I 1666.55 121.735 13.9603 1563.57
sd_cito_ sd_nucleo_
RATIO_OI cito nucleo ratio od od
15.4494 1331.88 89.138 15.4494
13.3848 2134.98 150.983 14.2272 314.364 23.213
13.3226 1875.72 154.003 12.3522 212.267 33.274
13.9627 2016.05 142.839 14.1607 273.785 19.581
15.6393 1535.69 97.100 15.9512 194.831 12.467
13.1147 1806.19 144.666 12.5531 231.851 16.031
11.8534 1614.55 149.057 11.7410 239.602 181.688
14.9640 1999.63 147.542 13.6022 357.041 23.405
12.7413 1854.38 154.670 12.1148 222.823 24.745
14.0550 1758.47 136.595 12.9772 195.546 24.743
12.4888 1681.41 137.392 12.3247 192.165 19.946
12.6417 1775.75 128.448 13.8956 216.090 14.511
14.1795 1778.52 126.541 14.1677 333.153 18.005
12.8149 1615.06 122.942 13.2650 217.657 18.979
sd_cito_ sd_nucleo_
Obs oi oi oi sd_cito sd_nucleo
29 265.433 20.5500 3.6151 265.433 20.5500
30 266.727 21.6216 2.0001 186.297 13.3635
31 244.478 20.3978 2.4969 165.203 19.0228
32 220.276 14.6703 1.5719 198.278 13.8055
33 257.194 15.8582 3.6160 165.601 9.2896
34 239.520 18.5081 1.9373 167.146 12.6071
35 219.688 18.6636 1.7033 162.674 91.5134
36 317.164 22.1706 2.7035 280.940 16.6888
37 248.996 24.0039 2.2684 154.243 17.8424
38 245.723 23.2937 2.9949 168.339 13.8706
39 191.236 18.6349 1.1948 132.684 16.0991
40 194.836 15.0350 1.7075 129.958 9.5990
41 226.752 23.4391 2.6275 191.557 14.0578
42 204.289 21.6759 1.8954 137.222 14.4957
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6.2613

.9154
.7847
.9489
L4731
.0218
.3339
.2316

—
G DS oy

9.5348

sd_ratio
sd_ratio

.26126
.92618
.73229
.20758
.85058
.91537
.27343
.55203
.61185
.03045
.67117
.87591
.04438
.53484
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NUCLEO
oI

89.138
159.400
144.675
143.698

98.246
147.299
127.454
137.082
157.107
133.081
142.942
140.256
128.600
124.148

sd_ratio_
od

.5059
L4472
.8052
.6615
.7258
.5658
.9618
.0231
.5439
.4282
L7113
L7901
.5524
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sd_ratio_
sd_ratio

.61506
.58727
.81096
.18539
.30429
.37971
.93188
.62416
.48426
.57456
.99609
.39025
.77071
.53637
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Ob

S

57

PERRO

GORDI
JEFA
KIRA
KIWI
LEOPOLDO
LETI
LULU
NELA
NIMA
NINO
NORA
ODIE
PANCHO

RATIO OI

13.4483
11.4145
12.1240
13.7704
12.1197
13.7817
13.3357
14.7504
18.3356
15.2311
14.6241
11.7240
13.4350
13.5875

Obs oi

43 297.
44 219.
45 238.
46 147.
47 214.
48 279.
49 271.
50 314.
51 284.
52 226.
53 304.
54 283.
55 216.
56 175.

PERRO

RON
SMEAGOL
WINNIE
WOLFI

RATIO OI

11.4115
11.1979
13.3001

Obs o

58 225
59 217
60 310

1641.
l446.
1627.
1584.
1505.
1777.
1810.
1836.
2037.
1617.
1614.
1504.
1478.
1407.

1

163
786
405
959
484
964
314
277
694
393
756
135
257
984

2404.
1421.
1463.
1927.

.205
.066
.914

LISTADO DE DATOS FINALES

NUCLEO_
GRUPO CITO_OD OD RATIO_OD CITO_OI
I 1740.83 123.977 14.2925 1541.79
I 1338.91 114.780 11.7955 1553.97
I 1742.86 128.190 13.6522 1512.33
I 1509.96 111.033 13.8427 1659.87
I 1462.25 116.745 12.8098 1547.84
I 1679.68 117.252 14.5052 1875.79
I 1816.80 143.375 12.7061 1804.98
I 1935.38 121.964 15.9485 1736.81
I 1856.00 117.310 16.0335 2219.55
I 1454.77 119.170 12.4187 1779.75
I 1725.87 123.475 14.1912 1503.54
I 1582.07 134.969 11.7737 1427.46
I 1209.60 103.226 11.8133 1606.27
sd_cito_ sd_nucleo_
cito nucleo ratio od od
31 119.878 13.7659 338.162 21.856
44 126.174 11.5471 212.270 17.038
60 127.360 12.8330 233.530 13.359
91 116.914 13.6855 167.028 15.631
04 122.735 12.3593 275.415 25.928
73 127.682 14.0427 241.656 15.275
89 140.171 12.9624 276.267 14.393
10 120.336 15.3016 418.757 21.162
77 120.699 17.0729 235.181 16.320
26 118.969 13.7547 225.883 20.866
71 113.840 14.2653 312.629 15.781
76 128.660 11.7121 185.167 13.335
79 122.452 12.1547 273.931 15.720
93 111.446 12.6882 156.141 10.337
sd_cito sd_nucleo_
oi oi sd_cito sd_nucleo
19.3908 2.2431 232.892 15.5036
17.8500 1.7541 152.478 14.1452
19.1780 2.1672 163.754 10.9757
16.8518 2.3360 107.957 12.3843
16.2936 1.6587 185.630 16.4946
18.7238 2.5626 172.178 14.0395
19.0718 2.2903 203.820 12.8247
15.2494 2.7674 273.363 13.0783
21.0243 3.5095 157.283 13.7869
18.2925 2.5236 143.839 15.6415
15.1220 3.1861 224.294 9.8699
16.5375 2.0651 185.300 11.3440
16.8583 2.4729 183.437 10.3615
13.5383 2.0842 124.961 7.9050
LISTADO DE DATOS FINALES
NUCLEO
GRUPO CITO OD oD RATIO OD CITO OI
2404.50 148.379 16.4153
I 1500.33 135.723 11.0947 1343.51
I 1411.23 140.051 10.1198 1514.90
I 2017.51 153.649 13.2147 1838.17
sd_cito sd_nucleo_
cito nucleo ratio od od
50 148.379 16.4153 310.023 18.001
92 127.153 11.2018 278.757 19.391
06 138.362 10.6159 209.941 15.018
84 146.566 13.2291 262.598 16.054
sd_cito_ sd_nucleo_
oi oi sd_cito sd_nucleo
. . 310.023 18.0012
16.8248 1.7641 193.396 12.9027
18.0834 1.7025 143.087 10.5891
20.7924 2.0772 194.442 12.8852
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NUCLEO
oI

115.779
137.568
126.530
122.794
128.726
138.111
136.967
118.708
124.088
118.767
104.205
122.350
119.666

sd_ratio
od

.9466
.8810
.7255
.4690
.1656
.4470
L7441
.6151
.5593
L1416
.7784
.3193
.3340
.8095

FNEFEFNMNNDODNENNDNDRERFEND

sd_ratio
sd_ratio

.61163
.30877
.36082
.60888
.39028
.69973
.35188
.91502
.13091
.68562
.12764
.15079
.81749
.36754
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5

NUCLEO_
oI

118.583
136.673
139.484

sd_ratio
od

L7477
L7017
.4449
L7799

e N

sd_ratio_
sd_ratio

.74772
.27024
.15662
.54777
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