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Analisis comparativo del estudio
morfologico del endotelio corneal
mediante dos microscopios
especulares: CSO y Noncom Robo
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El analisis morfologico del endotelio corneal resulta esencial en ciertos procedimientos oftalmoldgicos.
El uso de la microscopia especular para este fin esta ampliamente establecido, habiendo disponibilidad
de diversos modelos comerciales de microscopio con diferentes prestaciones. En el estudio que se des-
cribe a continuacion se ha llevado a cabo un analisis comparativo de dos microscopios especulares para
3 parametros que definen la morfologia endotelial: la densidad endotelial, el coeficiente de variaciéon y el
porcentaje de hexagonalidad. Con uno de los microscopios el marcaje de las células se llevaba a cabo
manualmente, mientras que con el otro el procedimiento estaba totalmente automatizado. Se ha puesto
de manifiesto la concordancia de las mediciones de la densidad y el coeficiente de variacién obtenidas
con ambos instrumentos, existiendo una falta de concordancia en el estudio de la hexagonalidad.

INTRODUCCION

La existencia de un endotelio corneal
completamente sano y funcional es
imprescindible para que la cérnea
mantenga su transparencia optica’.
Una de las peculiaridades del en-
dotelio corneal es la incapacidad de
regeneracion celular que presenta.
Los espacios residuales que dejan
las células muertas son cubiertos
gracias al cambio de tamafio de las
células adyacentes, con el fin de lo-
grar mantener una barrera celular in-
tegra. Se ha demostrado que existe
una pérdida celular fisiologica aso-
ciada a la edad, la cual va inducien-
do un cambio morfolégico celular®®.
Dicho cambio se manifiesta por un
aumento progresivo del tamafio ce-
lular, denominado pleomorfismo, y
un cambio del perfil poligonal celu-
lar, observandose una reduccion del
porcentaje de células hexagonales?®.
Ademas del propio fenémeno del
envejecimiento, existen otros facto-
res que pueden acelerar y acusar las
pérdidas y cambios morfologicos en-
doteliales, como son la hipoxia (por
ejemplo, por lentes de contacto)™ y
el trauma quirdrgico®'2.
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Por ello, es imprescindible en ciertos
seguimientos terapéuticos la monito-
rizacion de la morfologia corneal con
el tiempo. Una de las aplicaciones
mas claras de dicha monitorizacion
es el seguimiento de los pacientes
con implante de una lente intraocular
faquica de camara anterior. En casos
de alta miopia o cornea no sana e
inestable, se suele recurrir al implan-
te de una lente intraocular en la ca-
mara anterior del ojo con la potencia
adecuada para la compensacion del
defecto refractivo existente. Dichas
lentes pueden ser de apoyo angular
o de apoyo iridiano. Los modelos de
estas lentes han ido evolucionando
con el tiempo con el fin de conseguir
implantes altamente biocompatibles y
que proporcionen el mayor respeto a
las estructuras de la camara anterior.
Los modelos de primera generacion
que surgieron el siglo pasado no se
hallaban exentos de complicaciones,
siendo una de las mas importantes
la pérdida celular endotelial'*'®. Este
hecho era debido al dafio mecanico
generado por el roce continuo o in-
termitente de los bordes de la lente
con el endotelio. Actualmente con los
nuevos modelos existentes se han lo-

grado disefios mas fisiologicos, aun-
gue hace falta una mayor cantidad de
estudios para plazos de seguimiento
mas extensos.

Existen varios métodos de andlisis
morfologico del endotelio, tales como
la microscopia especular’® o la mi-
croscopia confocal”. El objetivo del
presente estudio es comparar y ve-
rificar la equivalencia en las medidas
obtenidas por medio de dos modelos
de microscopios especulares de no
contacto existentes actualmente en
el mercado: Noncom Robo y CSO.

METODOS

En el presente estudio se ha inclui-
do un total de 25 ojos correspon-
dientes a 14 pacientes con edades
comprendidas entre los 24 y los 53
afos (edad media: 35.88 + 7.75
anos). En la muestra existia una pre-
dominancia de mujeres (80%) frente
a hombres (20%). En todos los ojos
se realizé un analisis morfolégico en-
dotelial empleando dos microscopios
especulares de no contacto diferen-
tes: Noncom Robo (Konan Camera
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Figura 1. Pantalla principal del software Kss-300 de Konan Medical, el cual permite el andlisis morfoldgico del endotelio
corneal a partir de las imdgenes obtenidas con el microscopio especular Noncom Robo.

Research Institute, Hyogo, Japan) y
CSO Specular Microscope (CSO,
Firenze, ltaly). Todas las medidas
fueron llevadas a cabo por un mis-
mo examinador entrenado y con
experiencia en el manejo de ambos
instrumentos. Ninguno de los ojos
incluidos presentaba patologia cor-
neal o intraocular, ni tampoco habia
sido intervenido de cirugia corneal
o intraocular que pudiera haber mo-
dificado de manera significativa el
perfil endotelial.
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El microscopio especular Noncom
Robo es un microscopio de no
contacto con camara incorporada
que permite el examen del endote-
lio corneal sin necesidad de ningun
objeto que contacte con el ojo. Di-
cho microscopio de no contacto se
halla conectado a una computadora
en la que se halla instalado un soft-
ware especifico para el andlisis de
las imagenes que se van adquirien-
do. Se trata del software KSS-300
de Konan Medical, el cual presenta
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Figura 2. Pantalla principal del software integrado en el sistema CSO Specular Microscope de GSO, el cual permite el
andlisis morfolgico del endotelio corneal a partir de las imdgenes obtenidas con el microscopio especular.

Optica

varias opciones, como el contaje
manual y semiautomatico de las cé-
lulas endoteliales para el calculo de
la densidad correspondiente.

El microscopio especular CSO pre-
senta un mecanismo parecido al
instrumento anterior, incluyendo un
método automatico de enfoque con
el fin de lograr la mejor imagen sin
necesidad de ir realizando ajustes
posteriores (Figura 2). En este caso,
la camara y la computadora se hallan
integradas en una unica unidad. Una
de las prestaciones que ofrece el sis-
tema es la realizacion de un contaje
celular automatico de precision, que
evita la tediosa maniobra del conta-
je manual. De todos modos, los re-
sultados del contaje automatico se
pueden editar mediante el software
incorporado en caso de que se de-
tecte algun error.

En todos los casos se llevo a cabo
primero la medida con el sistema
manual del microscopio Noncom
Robo, para posteriormente pasar al
sistema automatico del equipamien-
to CSO. De este modo, se lograba
evitar que el conteo manual se pu-
diera ver sesgado debido a que el
examinador conocia las lecturas
automaticas. Para el contaje celular
manual siempre se marcaba como
minimo un total de 80 células.

Con cada microscopio especular se
determinaron los siguientes parame-
tros morfoldgicos: densidad endotelial,
coeficiente de variacion y porcentaje
de hexagonalidad. La densidad en-
dotelial equivale al numero de células
existentes en un milimetro cuadrado
de endotelio. Dependiendo de la edad
del paciente, la media debe superar o
rondar las 2.000 células/mm2.

El coeficiente de variacion caracteriza
la variabilidad existente en lo que res-
pecta al tamario celular, y se calcula
como el cociente ente la desviacion
estandar de las medidas y su valor
medio. Por ultimo, la hexagonalidad
nos indica el porcentaje de células
hexagonales existentes en el area ana-
lizada, el cual debe superar idealmen-
te el 50%.

Para el analisis estadistico se
empled el software SPSS para
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Figura 3. Contaje manual endotelial realizado con el software Kss-300 sobre imégenes obtenidas con el microscopio

especular Noncom Robo.

Windows version 11.0 (SPSS,
Chicago, lllinois, USA). Todas las
variables del estudio se hallaban
distribuidas normalmente, lo cual
fue comprobado por medio del
test de Kolmogorov-Smirnov. Para
la comparativa entre instrumentos
se empleo el test estadistico t de
Student para muestras no parea-
das, siendo considerado el nivel
de significacion estadistica para
valores de p>0.05.

La concordancia entre las medicio-
nes obtenidas con ambos instru-
mentos fue estudiada por medio
del analisis de Bland & Altman. Este
analisis es de caracter grafico, y en
él las diferencias entre instrumentos
para un determinado parametro son
representadas frente al valor medio
entre ambas técnicas. De este modo,
se podran visualizar los limites de
concordancia, definidos como 1.96
veces la desviaciéon estandar de las
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Figura 4. Contaje automético llevado a cabo mediante el software del sistema CSO Specular Microscope.
Adicionalmente este software realiza un anélisis gréfico del pleomorfismo y polimegatismo, como se puede apreciar

en la figura.
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diferencias, e interpretar si resultan
clinicamente relevantes o no™.

Adicionalmente, se han determinado
las correlaciones correspondientes
para todos los parametros medidos
entre técnicas.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se muestran esque-
matizados los resultados obtenidos.
Como se puede apreciar en la tabla,
la densidad endotelial media con el
microscopio Noncom Robo resultd
ser de 2598.00 + 275.71 cel/mm?,
mientras que con el sistema CSO
la densidad media fue de 2699.24
+ 262.62 cel/mm? La diferencia
entre las densidades obtenidas con
ambos instrumentos no resulté esta-
disticamente significativa (t Student
no pareadas p=0.553). Tampoco re-
sultaron estadisticamente significati-
vas las diferencias en el coeficiente
de variacion y en el porcentaje de
hexagonalidad entre instrumentos (t
Student no pareadas; coeficiente de
variacion p=0.141, hexagonalidad
p=0.460).

Las Figuras 5, 6 y 7 muestran los
diagramas de Bland & Altman para
los 3 parametros endoteliales es-
tudiados. La diferencia media entre
Noncom Robo y CSO para la den-
sidad endotelial fue de -101.24
203.86 cel/mm?, existiendo un rango
de concordancia entre instrumentos
de 399.57 células/mm? (1.96 veces
la desviacion estandar de las diferen-
cias). En lo que respecta al coeficien-
te de variacion la diferencia media
resulto ser de 3.08 * 4.45, existien-
do un rango de concordancia entre
instrumentos para este parametro de
8.72. Por ultimo, para el porcentaje de
hexagonalidad la diferencia media fue
de -0.12 * 8.57%, existiendo un ran-
go de concordancia de 16.80%.

Todos los coeficientes de correlacion
entre instrumentos (coeficiente de
Pearson) obtenidos para cada para-
metro endotelial resultaron estadisti-
camente significativos (densidad en-
dotelial r=0.714 p<<0.001; coeficiente
variacion r=0.45 p=0.012; hexagona-
lidad r=0.34 p=0.048). De todos mo-
dos, la relacién entre los porcentajes
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Densidad Coeficiente de Hexagonalidad
endotelial variacion
Noncom Robo 259800 = 275,71 3592 =445 55722821
(2151,3279) (26,42) (44,75)
C50 26949 24 = 262,62 3284 =402 5584 = 6,46
(2313,3108) (26,45) (44,68)

Tabla 1. Sumario de los resultados obtenidos con los dos microscopios especulares analizados para diferentes parametros

que definen la morfologia endotelial corneal.

de hexagonalidad obtenidos con am-
bos instrumentos resulté débil.

DISCUSION

El analisis del endotelio corneal es
un procedimiento fundamental en el
seguimiento de ciertos procesos qui-
rurgicos refractivos, especialmente
tras el implante de lentes intraocula-
res faquicas. Se ha demostrado en el
postoperatorio inicial tras el implante
de diversos modelos de lente faquica
de camara anterior que existe una re-
duccién de la densidad endotelial’®?®,
Dicha reduccion se explica en cierto
modo por el ligero trauma inducido
en la maniobra quirirgica. La cues-
tiébn es comprobar que dicho trauma
y la consecuente pérdida endotelial no
continta en el tiempo, puesto que si
asi fuera nos estaria indicando que el
problema lo ocasiona la lente. Los mo-
delos de lente faquica actuales estan
creados con la finalidad de no generar
roce ni trauma mecanico con el endo-
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Figura 5. Gréfica de Bland & Altman para la comparativa de
densidad endotelial entre ambos instrumentos. Se muestra el

rango de concordancia (1.96 desviacién estdndar) limitado por

la Iinea superior e inferior.
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telio, pero puede ocurrir que la lente no
se halle perfectamente posicionada o
que el tamarfio de la misma no sea el
adecuado. Por ello, es imprescindible
realizar un seguimiento endotelial en el
postoperatorio. Empiezan a aparecer
estudios a largo plazo que analizan la
pérdida endotelial con estas lentes y
se ha demostrado que la mayor pér-
dida se produce en el postoperatorio
inmediato®.

Parece claro que es imprescindible €l
analisis endotelial para ciertos proce-
sos oftalmologicos, pero a su vez es
necesario disponer de un sistema de
alta precision, fiable. La aplicacion de
la microscopia especular para la ob-
tencion de imagenes de alta resolu-
cion del endotelio sobre las que poder
realizar un contaje celular de precision
sSupuso un gran avance en el campo
de la oftalmologia. Por medio de
estos instrumentos se pueden reali-
zar monitorizaciones exhaustivas del
endotelio corneal. Los sistemas inicia-
les requerian la realizacion del contaje
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Figura 6. Gréfica de Bland & Altman para la comparativa
del coeficiente de variacidn entre ambos instrumentos.
Se muestra el rango de concordancia (1.96 desviacidn
estdndar) limitado por la linea superior e inferior.
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manualmente, pero posteriormente se
han desarrollado sistemas semiauto-
maticos®? que realizan estimaciones
del contaje de una manera rapida y
sin la necesidad de que las células
sean marcadas una a una. El proble-
ma de algunas de esas estimaciones
es la pérdida de algo de precision.
Finalmente, surgieron los sistemas au-
tomaticos, como el que se halla aco-
plado al microscopio confocal, que en
cuestion de segundos proporcionan
automaticamente un contaje celular
de precision’™.

En el presente trabajo hemos compa-
rado los resultados de diversos para-
metros endoteliales obtenidos a partir
del marcado celular manual del Non-
com Robo y también a partir del sis-
tema automatico del microscopio es-
pecular CSO. Para los 3 parametros
analizados (densidad endotelial, coefi-
ciente de variacion, hexagonalidad), la
variabilidad obtenida resulta bastante
similar. Los valores medios del coefi-
ciente de variacion y del porcentaje
de hexagonalidad obtenidos con cada
uno de los dos microscopios especu-
lares estudiados resultan significativa-
mente similares. En cambio, el proce-
dimiento automatico tiende a generar
valores de densidad endotelial algo
superiores.

El andlisis de Bland & Altman muestra
para la densidad endotelial un rango
de concordancia aceptable, el cual
coincide con la repetibilidad intraob-
servador para la medida con el micros-
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Figura 7. Grdfica de Bland & Altman para la comparativa
de hexagonalidad entre ambos instrumentos. e muestra el
rango de concordancia (1.96 desviacidn estdndar) limitado
por la linea superior e inferior.
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copio especular Noncom Robo ya
analizada en un estudio previo®. Por
lo tanto, la concordancia entre ambos
métodos para la densidad endotelial
se puede considerar clinicamente no
relevante, y también que ambos méto-
dos son intercambiables para la medi-
da de la densidad endotelial.

En lo que respecta al coeficiente de
variacion la concordancia obtenida
es aun mayor, existiendo un rango de
concordancia muy bueno que nos in-
dica un grado de intercambiabilidad
elevado. El problema reside en el por-
centaje de hexagonalidad, existiendo
una ligera mayor variabilidad para el
microscopio Noncom Robo. Para
este parametro el rango de concor-
dancia resulta elevado, ya que nos
indica que son posibles diferencias
para el porcentaje de hexagonalidad
entre los instrumentos de hasta 17%
aproximadamente, hallandose en el
limite de la relevancia clinica. Por lo
tanto, los microscopios especulares
Noncom Robo y CSO resultan mini-
mamente intercambiables para la me-
dida de la hexagonalidad.

Por lo tanto, el procedimiento automa-
tico de andlisis endotelial proporciona
valores de densidad endotelial y coe-
ficiente de variacion equivalentes al
procedimiento de contaje manual.
Para el porcentaje de hexagonalidad
el microscopio CSO realiza un anali-
sis mas exhaustivo y con menor varia-
bilidad que el microscopio Noncom
Robo, no resultando ambas medidas
intercambiables en todos los casos.

CONCLUSIONES

El andlisis del endotelio corneal por
medio de un microscopio especular
es un procedimiento sencillo y muy util
en la practica clinica. Resulta impres-
cindible para valorar la evolucion de
ciertos procedimientos quirurgicos
refractivos, tales como el implante de
lentes faquicas, la cirugia de catarata
o el transplante de cornea.

Existen diversos modelos de micros-
copio especular que permiten el
analisis morfologico endotelial, unos
mediante contaje manual y otros
mediante contaje automatico. En el
presente estudio hemos comparado
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dos de los modelos de microscopio
especular existentes actualmente en
el mercado: uno de contaje manual,
Noncom Robo, y otro de contaje au-
tomatico, CSO Specular Microsco-
pe. Hemos comprobado que ambos
instrumentos resultan intercambia-
bles para la medida de la densidad
endotelial y del coeficiente de varia-
cion, pero no se aprecia ese hecho
claramente para el porcentaje de
hexagonalidad. El andlisis de la hexa-
gonalidad celular presenta una ligera
menor variabilidad con el procedi-
miento automatico.

Por lo tanto, el procedimiento auto-
matico del microscopio CSO resulta

equivalente al procedimiento manual
del microscopio Noncom Robo para
el analisis morfologico del endotelio
corneal, solo existiendo divergencias
en el célculo del porcentaje de hexa-
gonalidad. (@
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