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ESTUDIO MEDIANTE PAQUIMETRIA ULTRASONICA DEL ESPESOR CORNEAL EN LA ESPECIE CANINA

La paquimetria ultrasdonica es una técnica fiable y aplicativa, desde el punto de vista
clinico, en la determinacién del espesor corneal en la especie canina, ya que permite la toma
de datos precisos de forma rapida y no afectados por el movimiento ocular, y para la que no se
requiere necesariamente sedacion o anestesia general. Ademas, presenta una alta
repetibilidad entre observadores y entre sesiones. Asi, es una técnica Util de forma rutinaria en
el diagndstico y tratamiento médico y quirurgico de patologias del segmento ocular anterior, y

concretamente, de la estructura corneal.

El objetivo principal del presente estudio es determinar los valores medios del espesor
corneal en la especie canina mediante el uso de dicha técnica, asi como comprobar la
existencia de correlacién entre el espesor corneal, la edad y el peso. Ademas, se pretende

establecer el grado de variacidon que presenta el espesor corneal central respecto al periférico.

En la realizacién del mismo, se utiliza un total de 16 perros de raza Beagle, todas hembras
castradas, con edades comprendidas entre los 2 y 7 afios. A cada uno de los animales se le
realiza previamente un examen fisico general y oftalmoldgico especifico, asi como un test de
fluoresceina, para descartar la presencia de alteraciones del epitelio corneal que puedan
interferir en los valores reales registrados. Bajo anestesia tépica ocular, se realiza la medicién
del espesor corneal mediante paquimetria ultrasénica en 5 puntos preestablecidos del mapa
corneal (central, dorsal, ventral, lateral y medial). Posteriormente, se procede al anilisis

bioestadistico de los datos obtenidos.

Los resultados obtenidos muestran un valor medio del espesor corneal es de 588,81 um en
el punto central, de 665,2 um en el punto dorsal, de 633,03 um en el punto ventral, de 654,13
pum en el punto lateral y de 620,31 um en el punto medial. Tras el exhaustivo andlisis de los
datos, no se observan diferencias estadisticamente significativas en el espesor corneal entre
ambos ojos, para cada uno de los puntos estudiados (central, dorsal, ventral, lateral y medial),
pudiéndose establecer valores medios de cada punto e individuo referidos a ambos ojos. Por
otra parte, no se observa variacidn del espesor corneal central ni periférico relacionada con la
edad ni con el peso del individuo, para la especie y raza estudiada. Por ultimo, el centro de la
estructura corneal presenta un espesor significativamente menor que el existente en puntos

mas periféricos de la misma, tanto en el ojo derecho como en el izquierdo.
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v/ OBJETIVOS DE ESTUDIO

o Determinar los valores medios del espesor corneal in vivo, en perros oftalmolégicamente
sanos de la raza Beagle (hembras castradas), en distintos puntos preestablecidos de la

estructura corneal, y comprobar la variabilidad existente entre los mismos.

o Establecer las correlaciones estadisticas y variabilidad de los valores del espesor corneal,
obtenidos por medicidn en distintos puntos simétricos de la cdrnea, con las variables edad

Yy peso.

o Comparar la coincidencia o correlacion de las medias estadisticas obtenidas, con los

estudios publicados para dicha especie, raza, edad, sexo y peso.

o Verificar la adecuacién e idoneidad de la paquimetria ultrasénica como técnica de

medicion del espesor corneal en la especie canina.

o Determinar la importancia de la paquimetria ultrasénica como técnica util y aplicable de
forma rutinaria, desde el punto de vista clinico, para el diagnéstico y tratamiento médico y
quirurgico de patologias del segmento ocular anterior, y concretamente de la estructura

corneal.

o Establecimiento de futuras lineas de investigacion en el campo de la paquimetria corneal,
basadas principalmente en datos estadisticos que incluyan diferentes razas, ademas de

variables como sexo, edad, y peso.

v LUGAR DE REALIZACION

FACULTAD DE VETERINARIA (UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA)

- Hospital Veterinario de la Universidad de Zaragoza

- Unidad de Cirugia del Departamento de Patologia animal
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v" REVISION BIBLIOGRAFICA

La cérnea es el elemento refractivo mds importante del dioptrio ocular. Para que esta
importante funcidn pueda ser desempefiada, la cualidad de la transparencia ha de mantenerse
de forma constante y ser capaz de enfrentarse a los cambios que el crecimiento vy
envejecimiento natural de los tejidos van a provocar durante la vida, asi como tener la

capacidad de regenerarse frente a las diferentes agresiones externas que la vida va a deparar.

Todas las estructuras de lo que hoy llamamos superficie ocular, tienen como principal
objetivo el mantenimiento adecuado de la estructura corneal, sin la cual la transparencia, y
con ello la funcién visual del ojo, quedaria seriamente comprometida. La superficie ocular es
una unidad funcional donde los parpados, aparato lagrimal, conjuntiva y limbo, se comportan
como un todo para el mantenimiento de la cérnea. La transparencia corneal exige el
mantenimiento de su hidratacidon, oxigenacién, nutricién, eliminacion de elementos de

desecho, barrera inmune y capacidad de reparacion.

> APROXIMACION ANATOMICA, FISIOLOGICA Y FUNCIONAL DE LA CORNEA

La cérnea se forma a partir de la porcién externa del tejido mesodérmico, forma junto a la
esclera la capa externa o tunica fibrosa del ojo, recubre una sexta parte de la superficie total
del globo ocular y ocupa una posicién central. Es una estructura transparente, avascular, sin
color, ricamente inervada que puede provocar intenso dolor a su contacto, y no presenta vasos

linfaticos u otros canales para fluidos™™ (Figura 1).

Las dos principales caracteristicas de la cérnea son su transparencia y su funcién como
superficie de refraccién, que permite una transmisiéon y enfoque éptimo de la luz sobre la

retina. Ademds, actiia como una barrera fisica entre el medio ambiente y el interior del ojo *°.

Por su cardcter avascular, los requerimientos de oxigeno para su actividad metabdlica
provienen del aire atmosférico que se disuelve en el film lagrimal, durante el parpadeo, al
cerrarse los parpados, el oxigeno penetra también desde los capilares de la conjuntiva. La
mayoria de los nutrientes como hidratos de carbono, vitaminas, aminodcidos y otros sustratos,
alcanzan la cérnea a través del endotelio y, en menor medida, desde las arcadas vasculares

limbares. Algunos factores de crecimiento, elementos inmunes y otros productos como el
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retinol, son segregados por la glandula lagrimal y alcanzan la cérnea a través de las lagrimas. El
C02 y otros productos de desecho metabdlico, pueden eliminarse bien a través del endotelio
via cdmara anterior y humor acuoso, o bien a través del film lagrimal o incluso de los vasos

limbares™®.

Esclerdtica

Hurmer vitreo

Figura 1. Estructura basica del globo ocular.

(http://www.drsoler.com)

La cérnea cuando es observada a simple vista tiene una forma ligeramente eliptica, siendo
mas largo su diametro horizontal que el vertical. Sin embargo, cuando la observamos tras su
diseccion, desde su cara posterior, esta tiene un aspecto circular con ambos diametros, vertical

y horizontal, de similares Iongitudes3.

Tanto su didmetro como su grosor, van aumentando durante el desarrollo por el
engrosamiento y crecimiento en nimero de las laminas de colagena. Por norma general, la

cornea es mas delgada en el centro y va aumentado su grosor hacia el limbo®.

El radio de curvatura de la cdrnea es significativamente menor que el radio de curvatura
que por término medio presenta la esclera, el resultado es una zona de transicidon entre ambas

estructuras, formando el llamado surco escleral, donde la cdrnea, que es mas curva, se


http://www.mmcoptical.dk/
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transforma y aplana al convertirse en esclera®. En la especie canina, la cornea presenta una
forma eliptica, con un radio de curvatura promedio de 8,5 mm y un rango del radio de

curvatura horizontal de 13 a 15 mmy vertical de 12 a 16 mm’.

Es fundamental conocer no sélo la estructura general del globo ocular sino también las
particularidades de la anatomia corneal, para poder entender asi tanto sus principios

fisiolégicos como su funcionalidad en el conjunto del sentido de la vision.

De ésta forma, podemos distinguir diversas zonas en su extension: limbo, cdrnea periférica
y cérnea central. Pero, sin duda, lo mas relevante es su disposiciéon estructural en capas
concéntricas y las caracteristicas de cada una de ellas. Asi, la cérnea presenta un total de
cuatro capas, que desde la capa mas externa a la mas interna son: epitelio y membrana de

Bowman, estroma corneal, membrana basal de Descemet y endotelio corneal®”(Figura 2).

Epitelio corneal

Membrana basal Membrana

Rl

. - T
N o = "\ Endotelio T

Figura 2. Esquema de la estructura en capas de la cérnea.

(http://www.scielo.isciii.es)

En la zona de transicion entre esclera y cérnea, se sitla una regién especial denominada
limbo, que muestra un color azulado que lo identifica con facilidad. Tiene gran importancia por
ser el lugar donde se encuentran las «Stem-cell» o células madre epiteliales, y posiblemente

también las endoteliales, en su interior se encuentra el trabeculum para la salida del humor


http://www.mmcoptical.dk/
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acuoso, aqui se situan las células inmunocompetentes y es donde tienen su origen diversos
tumores®. Esta zona anatdmica presenta ademds otras multiples e importante funciones, como
la nutricion de la cdrnea periférica, la cicatrizacién corneal, la inmunovigilancia de la superficie

y las respuestas de hipersensibilidad®.

Su epitelio es pues la zona de transicion entre el epitelio conjuntival columnar y el corneal
estratificado. Tipicamente, se producen pliegues de conjuntiva con vasos sanguineos de forma
radial, que se alternan con otros de epitelio corneal y que se denominan empalizadas de Vogt,
y se estima que es exactamente aqui donde se localizan las «Stem-cells» o células madre?

(Fotografia 1).

Submucosa
conjuntival

Fotografia 1. Localizacion y estructura del limbo corneal. Microscopia éptica (x 100).

(Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Lomas de Zamora, Argentina)

Asi pues, el limbo corneal es el lugar de origen de las células con capacidad para repoblar
el epitelio corneal tras su pérdida. Las «Stem-cells» o células madre se caracterizan por tener
una larga vida, con ciclo celular corto y alto potencial de proliferacién. Ademas, poseen una
alta actividad mitdtica y carecen de marcadores de queratina, quedando por tanto

fenotipicamente diferenciadas”’.

Estas células proliferan de dos maneras: la primera de ellas consiste en su desplazamiento
centripeto hacia la zona central de la cérnea, diferenciandose en «Transient Amplifying cells

(TAC)», que pasan a constituir el estrato basal del epitelio corneal y que produciran células
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postmitoticas suprabasales, llamadas células aladas o «Wing cells», que ocupan el estrato
medio del epitelio corneal. Las células madre tienen alta capacidad de diferenciacién, mientras
que las células TAC tienen alta capacidad de proliferacion. La segunda forma es mediante

proliferacidn en direccion vertical, con ella se desarrolla la funcién de barrera®.

Epitelio
posterior

Fotografia 2. Estructura en capas de la cdrnea. Microscopia éptica (x 100).

(Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Lomas de Zamora, Argentina)

A continuacién, se procede a explicar las caracteristicas basicas de cada una de las capas

gue componen la estructura corneal (Fotografia 2):

e  EPITELIO CORNEAL

Es un epitelio escamoso, estratificado y no queratinizado, no secretor, transparente, y para
qgue se mantengan en la mejores condiciones, es fundamental que este continuamente bafiado
por una pelicula lagrimal precorneal adecuada en cantidad y estructura funcional. Tiene la
doble funcién de barrera frente al medio exterior, asi como ser una superficie dptica
homogéneamente suave y lisa para la refraccion, que consigue gracias a esa interaccion con la
pelicula lagrimal®”.

Su grosor en los carnivoros menores es de 25 a 40 um’. Esta formado por células bien
diferenciadas que se contindan desde el epitelio de la conjuntiva tras su transicidon por el
limbo. En él podemos diferenciar 3 tipos de células (basales, aladas o poliédricas y escamosas

superficiales no queratinizadas) que forman, a su vez, tres capas del epitelio corneal®®:
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- Capa basal

Es una Unica capa de células cuboides o columnares, de base plana y dpex en forma de
cupula. Estan unidas entre si de forma muy estrecha, por lo que el nucleo de las mismas es
desplazado a su porcidn celular apical. Esta situada en la zona mads profunda del epitelio, y sus
células presentan capacidad de mitosis y segregan coldgeno tipo IV y VII, laminina, heparina y
pequefias cantidades de fibronectina, fibrina y proteoglicano de hepardn sulfato,
constituyentes fundamentales de su membrana o ldmina basal**. Dicha membrana o ldmina
basal estd situada justo por debajo de la capa basal corneal, y presenta una estructura y

composicién similar a la de las [dminas basales de otros epitelios escamosos’ (Fotografia 3).

Fotografia 3. Capa basal del epitelio corneal. A: microscopia electrénica de transmision (x3000), se observa
membrana basal (Mbs) y membrana de Bowman (MB). B: microscopia confocal (x400), se observa epitelio basal
(Epi), membrana de Bowman y membrana basal epitelial (MB), plexo nervioso basal (Nv).

(Montero J. Concepto de cérnea sana. In: Cezdn J, editors. Técnicas de modelado corneal, desde la Ortoqueratologia hasta el

Cross-Linking. Sevilla: SECOIR; 2009. p. 23.)

Por otro lado, las células basales presentan un nivel de actividad metabdlica y de sintesis
mayor que el de las células mas superficiales y, por tanto, poseen un citoplasma lleno de
filamentos que constituyen su citoesqueleto, asi como organelas (mitocondrias, reticulo

endoplasmico y aparato de Golgi), y también reservas importantes de glucégeno™®.

Es importante tener en cuenta, que son la Unica fuente de células nuevas que se

incorporan al epitelio corneal. Su origen, como se ha mencionado, reside en las células madre

localizadas en la capa basal del epitelio del limbo corneal®®.
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Las células basales, y por tanto todo el epitelio, se encuentran fuertemente unidas a la
[dmina basal, a la membrana de Bowman subyacente y al estroma por medio de

hemidesmosomas™**

. Los hemidesmosomas, en la lamina basal, se unen a las fibras de
colageno denominadas fibrillas de anclaje (colageno tipo VII), penetrando en el estroma vy
ramificandose de forma intrincada entre las fibrillas de coldgeno, para finalizar en unas
estructuras denominadas palcas de anclaje'®. Por su parte, las células basales, aladas y

superficiales se encuentran unidas entre si mediante desmosomas™.

- Capa media

Esta capa estd constituida por células de la capa basal que proliferan desplazandose
verticalmente hacia la superficie corneal tras su division celular, de forma que dan lugar a dos
o tres capas de células poliédricas o aladas («Wing-cells»). Denominadas asi por sus
prolongaciones laterales, forman una fase intermedia de diferenciacion del epitelio corneal, y

se encuentran histolégicamente entre las células basales vy las superficiales™® (Fotografia 4).

Fotografia 4. Estrato epitelial intermedio, células aladas («Wing-cells»). A: microscopia electrénica de transmision
(x15000), se observa nucleo, diversas organelas y desmosomas, algunos de ellos degenerados. B: microscopia
confocal (x400), se observa arquitectura regular “en mosaico” tipica de este estrato.

(Montero J. Concepto de cérnea sana. In: Cezon J, editors. Técnicas de modelado corneal, desde la Ortoqueratologia hasta el

Cross-Linking. Sevilla: SECOIR; 2009. p. 23.)

Se caracterizan por su abundancia en tonofilamentos de queratina intracelular, no
expresando citoesqueleto queratinizado tipico de las células epidérmicas, causa por la que

este epitelio es denominado no queratinizado®.
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- Capa superficial

Estd formada por cuatro o cinco capas de células mas superficiales y aplanadas, que
forman la barrera epitelial, y presentan una diferenciacion y degeneracion de caracter terminal
a partir de las capas anteriormente mencionadas, como queda demostrado por su escasez
relativa de organelas celulares, su bajo nivel de acido ribonucleico y por la condensacién de la

cromatina celular®. Estas células acaban desprendiéndose en un proceso que da lugar al

5,11,12

recambio de todo el epitelio aproximadamente en 7 -10 dias (Fotografias 5y 6).

Fotografia 5. Epitelio corneal superficial en descamacidn con alteraciones nucleares. A: microscopia confocal (x400).
B: microscopia electrdnica de transmisidn (x8000). C: Miroscopia electrénica de barrido (x600).

(Montero J. Concepto de cérnea sana. In: Cezon J, editors. Técnicas de modelado corneal, desde la Ortoqueratologia hasta el

Cross-Linking. Sevilla: SECOIR; 2009. p. 21.)

Los estudios de microscopia electrénica de barrido de la superficie de la cérnea en
animales (ratén, conejo, gato, perro y mono), las han descrito como una trama irregular de
células poligonales, planas de bordes lisos, que se han clasificado como células, pequeias y
grandes, o claras y oscuras. Las primeras corresponden a células jévenes (pequefias y claras)
qgue han alcanzado recientemente la superficie corneal, mientras que las segundas (grandes y

oscuras) son células maduras que se encuentran en proceso de descamacion®”.

En determinados puntos se observan los denominados “orificios de descamacion”, que
corresponden a dreas en las que una célula epitelial esta en proceso de desprendimiento de la
superficie corneal, y forma de esta manera un orificio a través del cual es posible observar la

célula superficial adyacente™®".
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Pese al proceso de muerte y desprendimiento que sufren este tipo de células, la gran
estabilidad de la organizacidon de la estructura del epitelio corneal, hace que estas células
formen una barrera eficiente y esencial entre la pelicula precorneal y las porciones internas de

la cérnea™”.

Esta barrera evita el movimiento de fluidos desde la pelicula lagrimal hacia el estroma y

protege ademds de posibles infecciones por patdgenos. La capa epitelial mas superficial se

especializa en mantener el film lagrimal, mediante la formacidn de microplicas y microvillis***°.

Fotografia 6. Estrato superficial corneal. A: microscopia confocal (x400), se observa seccidn oblicua de epitelio con
células superficiales, estratos medio y basal. B: microscopia confocal (x400), se observan células superficiales
degeneradas y en descamacion. C: microscopia electronica de barrido (x3000), se observa bajo el lecho de una
célula recién descamada, la nueva célula del estrato superficial con una buena poblacién de microvillis. D:
microscopia electrénica de transmision (x3000), se observan las células del estrato mas superficial, aplanadas y con
numerosos microvillis, en la capa mas superficial muestra restos de la mucina que los recubre.

(Montero J. Concepto de cérnea sana. In: Cezon J, editors. Técnicas de modelado corneal, desde la Ortoqueratologia hasta el

Cross-Linking. Sevilla: SECOIR; 2009. p. 24.)

El conjunto del film lagrimal tiene un grosor variable, contiene mucina, agua y una capa
lipidica, entre otros, aunque dentro de la capa acuosa se encuentran mucinas formadoras de
gradiente y con capacidad de formar geles, junto a otros componentes como lisozima, IgA y
transferrina®®. Este film lagrimal tiene entre sus objetivos el de mantener la salud de la
superficie, prevenir posibles infecciones, y formar una interfase con el aire dpticamente de alta
calidad para una buena vision. Las alteraciones de estos componentes podrian provocar

enfermedad de la superficie ocular.
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A modo de resumen, se podria decir entonces que el epitelio corneal se encuentra en un
estado de permanente renovacién, en el que sus células mas superficiales se descaman y caen
en el film lagrimal, que las elimina. Para ello, las células del estrato basal realizan mitosis, se
irdn transformando en su proceso de maduracion hasta células aladas y finalmente en células

21-23

aplanadas superficiales” . El elemento de friccion durante el parpadeo es el que provoca la

descamacion de aquellas células que estan en el plano mas superficial.

Asi pues, ademas de las mitosis de las células de la capa basal epitelial, el epitelio corneal
se mantiene mediante la migracidon de nuevas células basales a partir del limbo corneal. En
conjunto, el epitelio corneal es mantenido por el balance entre la mitosis de las células basales
y las nuevas células que emigran desde limbo, para reponer las que continuamente son
descamadas desde el estrato mas superficial en cada parpadeo®. Cuando este equilibrio se ve

afectado aparecen alteraciones de la cicatrizacién epitelial corneal.

Como particularidad importante cabe recalcar que, tanto en el ser humano como en
animales, se ha encontrado que el epitelio, aunque carece de melanocitos, presenta células
inmuno-competentes. La capa basal epitelial de la periferia de la cérnea, muestra una
subpoblacién de células que derivan de las células de vigilancia inmune de la médula dsea, y
que expresan antigenos de histocompatibilidad (MHC) tipo Il y moléculas co-estimuladoras®.
Este tipo celular ha sido denominado célula de Langerhans®®, cuya funcién principal es la de
«presentacion de antigenos», con una gran capacidad para iniciar una respuesta dependiente
de linfocitos T¥. También se ha descrito que en el centro de la cérnea existe esta misma
subpoblacién celular, aunque aparentemente «inmadura», ya que estas células de Langerhans
tendrian menor expresion de MHC Il y moléculas co-estimuladoras, si bien en determinadas
circunstancias (inflamacién, traumas) puede desarrollar la sefializacion para activar los

linfocitos T2,

- ESTROMA CORNEAL

El estroma es también denominado sustancia propia de la cérnea. Tiene en su composicion
un alto contenido en agua (78% de hidratacién) y representa el 90% del espesor corneal. Su
funcién es mantener las caracteristicas dpticas y estructurales de la cérnea, y ello lo consigue
gracias al tipo de estructura y composicién que posee®”. Su organizacion esta basada en una

estructura laminar compuesta de proteinas celulares y extracelulares solubles e insolubles®.
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La composicién del estroma corneal si elimindramos su hidratacién seria®>”>%*!; coldgeno

68%, queratocitos 10%, proteoglicanos 9%, sales, glicoproteinas y otras sustancias.

El coldgeno, principal componente estromal, es una proteina estructural no hidrosoluble
que forma la base estructural del tejido conectivo (matriz extracelular). El colageno corneal,
junto al resto de elementos estromales (agua, proteoglicanos y queratocitos), es
funcionalmente determinante para el mantenimiento de la transparencia corneal, debido a la
alta especificidad y la configuracién estructural que posee, aportando ademas resistencia a las

fuerzas de tension, ya que dichas fibrillas y filamentos ocupan toda la extensién corneal®".

Las moléculas de colageno estan formadas por una triple hélice de 3 cadenas alfa y se
conocen hasta 19 tipos, debido a las diferentes combinaciones de cadenas alfa. El tipo mas
comin es el que se va agregando en bandas y ordenando de forma paralela, y que
posteriormente es estabilizado mediante estructuras de unidn por enlaces intermoleculares

covalentes®.

Las fibras de coldgeno suelen ser heterotipicas, ya que estan compuestas por dos o mas
tipos de moléculas de coldgeno. Las fibrillas del estroma corneal se copolimerizan con
colagenos de tipo I, Il y V**®. El colageno tipo VI es el cuarto tipo de coldgeno del estroma
corneal, y funcionalmente actia como puente que une lamelas entre si, cruzandose entre
ellas. También es posible encontrar fibras de coldgeno (moléculas de colageno tipos Xll y XIV)

que acttan junto con las fibrillas intralamelares de unién**.

Se estima que en el centro de la cérnea hay menor cantidad de lamelas de colagena en
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relaciéon a la periferia, modificando asi el grosor de una y otra zona™. Estas lamelas se
describen como paralelas a la superficie y cruzadas en direccidén ortogonal unas sobre otras,
existiendo variaciones segun las zonas. En el tercio anterior del estroma, estas son mas
delgadas, mds estrechas y de orientacion mds oblicua, con extensiones verticales y
horizontales de entrecruzamiento. En los dos tercios posteriores de la cérnea, se presentan
mas gruesas y amplias, asi como con una orientacién mas paralela de las lamelas con solo

entrecruzamiento horizontal®’.

Todas esta lamelas de colagena parecen atravesar la cérnea de limbo a limbo, donde se

vuelven formando un anillo alrededor de la cérnea, que mantiene la curvatura de la cornea

mientras se enlaza con el coldgeno limbar®*?®,
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Los queratocitos representan el segundo mayor componente del peso de la cérnea seca,
situdandose entre las ldminas de colagena y formando un sincitio cerrado y altamente
organizado que mantiene unidas a las fibras de coldgeno. Derivan de la cresta neural y llegan a
la cérnea durante la segunda oleada mesenquimal en el desarrollo embrionario®. Entre sus
funciones, esta también la de elaborar las |ldminas y matriz extracelular, asi como ser los
precursores de los fibroblastos en los procesos de curacion en el caso de presentarse lesiones

corneales’”.

Fotografia 7. Queratinocito. Microscopia electrénica de transmisidn (x4000), observamos un queratocito entre
lamelas estromales con su nucleo y sus prolongaciones.

(Montero J. Concepto de cérnea sana. In: Cezon J, editors. Técnicas de modelado corneal, desde la Ortoqueratologia hasta el

Cross-Linking. Sevilla: SECOIR; 2009. p. 25.)

Se encuentran comunicados entre si por uniones presentes en sus prolongaciones

I*. Desde un punto bidimensional,

dendriticas, y representan del 1 al 40% del volumen estroma
su seccidn transversal presenta una forma aplanada, cuerpo celular con organelas
intracitoplasmaticas, y se encuentran descansando entre las lamelas de colagena
(Fotografia 7). En su forma tridimensional, son cuerpos estrellados con numerosos procesos de

aspecto dendritico que se extienden desde este cuerpo®.

Estas células muestran un activo metabolismo por su riqueza de organelas. Los
gueratocitos del estroma anterior muestran el doble de mitocondrias que los de los dos tercios
posteriores, lo que se correlaciona con el nivel de oxigeno en la cérnea, resultando también
mayor su nimero y densidad en relacién con los estratos mas profundos. Los queratocitos se
encuentran bien ordenados espacialmente en todos los niveles. Ademas, mediante
microscopia confocal, se ha observado una disminucion de la densidad de los queratocitos con

la edad y los afios de vida***.
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Los proteoglicanos son glicoproteinas hidrosolubles y representan el tercer componente
del peso de la cdrnea seca. Estos constituyen una matriz hidrofilica que tiene como funcidn
primera mantener el volumen corneal, manteniendo el orden espacial de las fibras de
colageno, y siendo resistentes a las fuerzas de compresidon. Cada proteoglicano esta
compuesto de un nucleo de proteina, unido mediante enlace covalente a un polisacarido
anidnico de simple cadena llamado glicosaminoglicano (GAG). Se ordenan
tridimensionalmente por su elemento proteico, que se une mediante enlace no-covalente a las
fibras de coldgena a través de todo el tejido. Este nucleo proteico no-covalente se une a las
fibras de colagena por zonas especificas en su porcién periférica, mediante un nucleo proteico

con cadenas laterales de dermatan-sulfato unidas a zonas con queratan-sulfato®*.

Fotografia 8. Estroma superficial y membrana de Bowman. Microscopia confocal (x400), se observan numerosos
nucleos de queratocitos.

(Montero J. Concepto de cérnea sana. In: Cezon J, editors. Técnicas de modelado corneal, desde la Ortoqueratologia hasta el

Cross-Linking. Sevilla: SECOIR; 2009. p. 25.)

En la cdérnea, la membrana de Bowman es una estructura estromal acelular de posible
origen ectodérmico, cuyo coldgeno se encuentra poco ordenado, especialmente si lo
comparamos con la exquisita organizacién de tipo enrejado del estroma celular secundario

que deriva de la cresta neural® (Fotografia 8).

Esta formacion tridimensional de la coldgena estromal de la cérnea a nivel de la membrana
de Bowman, es una estructura compuesta de fibras de colageno alineadas de forma aleatoria,
mientras que a nivel del resto del estroma es una estructura ordenada de direcciones
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paralelas, formando series de lamelas sucesivas®”’. Una alteracién o pérdida de la membrana

de Bowman da lugar a una cicatriz, debido a que ésta carece de capacidad de regeneracion®.
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En el estroma podemos encontrar 3 tipos de células, ademas de queratocitos que son las
predominantes, células dendriticas «profesionales», células dendriticas «no-profesionales» e

histiocitos***?

. Estas otras células parecen jugar un papel importante en la tolerancia o inicio
de reaccidon inmune mediada por células, ademas, los histiocitos jugarian un papel importante

en la inmunidad mediada por células efectoras fagociticas.

- ENDOTELIO CORNEAL

El endotelio corneal deriva de la cresta neural. Sus células hexagonales, localizadas en la
cara posterior de la cérnea, forman una Unica capa y se sitian como un irregular mosaico con

un espacio intercelular constante entre ellas® (Fotografias 9 y 10).

Este espacio contiene uniones intercelulares «macula occludens» y uniones laterales,
formando una barrera incompleta entre el estroma corneal y el humor acuoso”. Tal vez esto
haga parecer que resulta una barrera ineficiente, pero resulta que la mayoria de los nutrientes
necesarios para el metabolismo corneal proceden del humor acuoso, por lo que resulta

razonable que asi ocurra.

El agua y solutos traspasan el endotelio debido a los gradientes osméticos y a la presién
hidrostdtica, sin embargo, las células endoteliales poseen una enzima, la adenosina
trifosfatasa, activada por una bomba de electrolitos Na'-K* ATPasa dependiente, que
contrarresta el flujo de agua al interior de la cérnea, siendo esencial en la preservacién del
estado normal de relativa deshidratacion del estroma corneal, y fundamental para la

transparencia de la cérnea®>’.

Las células endoteliales contienen numerosas organelas citoplasmaticas, sobre todo
mitocondrias, sugiriendo que tienen la segunda tasa mas alta de metabolismo aerobio celular,

solo precedido por los fotorreceptores retinianos™®.

Debido a su limitada capacidad reproductiva, sabemos que hay una disminucion progresiva
de la densidad celular endotelial central en relacién con la edad en dos fases, una rdpida y otra

lenta*®’

. El endotelio mantiene su estructura mediante la migracién y expansion de las células
supervivientes, y ocurre que muchas de estas células hexagonales alteran su forma
(pleomorfismo) y su tamafio celular se modifica, aumentando su tamafio para ocupar el area

dejada por las que se eliminan por la edad (polimegatismo)®’.
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Fotografia 9. Endotelio corneal. Microscopia confocal (x400), se observa una estructura homogénea de células con
su clasica forma hexagonal regular.

(Montero J. Concepto de cérnea sana. In: Cezdn J, editors. Técnicas de modelado corneal, desde la Ortoqueratologia hasta el

Cross-Linking. Sevilla: SECOIR; 2009. p. 28.)

A pesar de la normal pérdida celular con la edad del endotelio, parece no existir un
incremento de la permeabilidad normal en cérneas mas ancianas, solo cuando se reduce
mucho dicha densidad o existe un dafio celular agudo, esta puede incrementarse. Si
permanecen suficientes células viables como para emigrar y repoblar la zona dafiada, se

restableceran las uniones intercelulares y se restaurara la funcién de barrera endotelial®’.

Fotografia 10: Microvilis de la cara posterior del endotelio corneal. Microscopia electrénica de barrido (x5000); se
observan los microvilis del endotelio en la cara posterior del mismo, en contacto con el humor acuoso.

(Montero J. Concepto de cérnea sana. In: Cezon J, editors. Técnicas de modelado corneal, desde la Ortoqueratologia hasta el

Cross-Linking. Sevilla: SECOIR; 2009. p. 28.)
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Una funcidon secundaria del endotelio es la secrecion de matriz extracelular, creando la
membrana de Descement (membrana basal del endotelio corneal). Aunque algunas fibrillas del
estroma posterior se unen a esta membrana, no existen complejos de unién o de adhesion en
ella. Es una membrana muy elastica y fuerte, compuesta de coldgeno tipos IV y VIII, asi como
glicoproteinas (fibronectina, laminina, trombospodina). En el nacimiento tiene un gran grosor,
presenta numerosos espacios, y esta formada por fibras coldagenas en banda. Tras el
nacimiento, se va afnadiendo nueva membrana durante el crecimiento, aunque resulta distinta
de la inicial, ya que no presenta bandas y contiene fibras de coldgena de pequefio diametro,

que se alinean en una matriz en enrejado®”*.

> FACTORES DE INFLUENCIA EN EL ESPESOR CORNEAL

Existen algunos factores fisiolégicos como especie, raza, sexo, edad o momento del dia
que, pese a no afectar a la integridad de la cdrnea de forma directa, si pueden suponer un

cambio en sus dimensiones o propiedades en un momento determiando®’>%>'3,

Ademas de estos, existe otro grupo de factores patolégicos que si llega a producir
variacién o alteracion en las propiedades de la cérnea®*>>. Por otra parte, hay determinados
farmacos y otros agentes quimicos que, si bien no producen modificaciones permanentes, si
las pueden producir de forma inmediatamente posterior a su administracién, desapareciendo

su efecto si su aplicacién es suprimida.

v FACTORES FISIOLOGICOS

- Edad-Raza

Es uno de los principales factores estudiados que pueden influir en el espesor de la cérnea.

La influencia y relevancia de este factor depende fundamentalmente de la especie estudiada.

En la especie humana, los datos publicados son un tanto contradictorios, ya que mientras

determinados estudios muestran que existe un adelgazamiento corneal a medida que avanza
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la edad de los pacientes™°, otros autores establecen que no existen pruebas concluyentes

gue permitan correlacionar estadisticamente la edad de los pacientes con los cambios en el

espesor corneal®”?%,
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Los datos publicados relacionados con la especie canina y felina, han establecido una
correlacion estadisticamente significativa que determina un incremento del espesor corneal a

medida que aumenta la edad de los animales**>*%.

En cuanto a la raza, se establece que existe un incremento significativo del espesor corneal
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en individuos de razas de mayor tamafio®®*°, asi como también en aquellos de mayor peso®.

- Sexo

Respecto a la influencia del sexo sobre el espesor corneal, en varios estudios se ha
indicado que en la especie canina, los machos presentan cdrneas de un mayor grosor que las

hembras*>°

. Sin embargo, en la especie felina no se presenta dicha diferencia entre machos y
hembras®®. En el caso de estudios realizados en caballos, se ha determinado una baja
correlacion entre la edad y el espesor corneal, no llegdndose a encontrar una diferencia

estadisticamente significativa entre machos y hembras®>¢*,

- Variaciones diurnas

Las modificaciones diurnas del espesor corneal han sido publicadas en multitud de

especies, entre las que cabe destacar el conejo®, el gato®, los primates®, y el ser humano®.

A primeras horas del dia, existe un espesor corneal mayor debido al cierre de los parpados
durante las horas de suefio. Ello se produce por una restriccion en la llegada de oxigeno
atmosférico a la superficie de la cdérnea, lo cual induce la activacion del metabolismo
anaerébico, que por si mismo causa un incremento de la concentracién de lactato dentro del
estroma corneal, generando asi un gradiente osmodtico que atrae agua al interior de la
cérnea®’, por lo que se produce un engrosamiento en torno a un 5%. Este fenémeno es

denominado edema nocturno.
v" FACTORES PATOLOGICOS

En estado normal, la cérnea sana esta intimamente relacionada e influenciada por la
pelicula lagrimal precorneal, el humor acuoso, la presion intraocular (PIO) y por los parpados.
Cualquier modificacién en alguno de estos factores puede ocasionar alteraciones a nivel de la
estructura corneal®. Dependiendo de la alteracién ocular, el espesor corneal puede sufrir un

engrosamiento o adelgazamiento mas o menos acentuado.
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En cualquier especie, y como es ldgico pensar, toda aquella alteracion que curse con
edema corneal presentard un aumento del espesor corneal, y aunque la paquimetria no es
fundamental en su diagndstico, si es considerada de interés en el seguimiento de dichas
alteraciones. Un ejemplo importante es la Diabetes Mellitus, ya que las personas que padecen
ésta enfermedad sufren cambios en el espesor corneal, debido a una mayor permeabilidad del
endotelio corneal®®, hecho que también ha sido demostrado en perros con ésta patologia, en
los que se ha observado una diferencia estadisticamente significativa del espesor corneal

central, aumentando éste respecto a perros libres de la enfermedad®.

Las principales alteraciones que cursan con una disminucion del espesor corneal son el
queratocono’® y la queratoconjuntivitis seca’*, hecho no descrito en animales en la bibliografia

consultada.

v" FARMACOS

El espesor de la cérnea puede también verse afectado por la administraciéon de
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anestésicos, anticolinérgicos, simpaticomiméticos y simpaticoliticos’”"”. Entre ellos destacan

7%y beta-adrenérgicos”’.

farmacos tales como midriaticos’?, anestésicos topicos
Se ha establecido que el uso de oxibuprocaina 0,4% no afecta significativamente al espesor
corneal, sin embargo, si produce variaciones individuales significativas, tanto de incremento

I”*. Por otra parte, se ha observado que el uso de

como de disminucion del espesor cornea
proparacaina 0,5% produce un incremento significativo del espesor corneal central de hasta un
2,9%, detectable durante los 15 minutos siguientes a la instilacién, con un pico maximo a los 2
minutos’®. Se ha estudiado ademds el efecto de la instilacion de una asociacién de tropicamida
0,5% (anticolinérgico) y fenilefrina 0,5% (alfa-estimulante) sobre el espesor corneal,
estableciendo que el uso de esta combinacién produce un aumento significativo del espesor

corneal en los pacientes, entre un 3,68% y un 5,09% del espesor corneal total medido 1,5

horas después de la instilacion de la asociacion’.

Otro de los estudios publicados, valora el espesor corneal bajo el efecto de farmacos activos
sobre receptores alfa y beta adrenérgicos (simpaticomiméticos y simpaticoliticos) usando para ello
fenilefrina 10% (alfa-estimulante), fentolamina 10% (alfa-bloqueante), isoprenalina 0,5% (beta-
estimulante) y timolol 5% (beta-bloqueante), estableciendo que los medicamentos que actuan

sobre los receptores alfa adrenérgicos no modifican el espesor corneal, mientras que los beta



ANGEL LUIS ORTILLES GONZALO

adrenérgicos si lo modifican, produciéndose una disminucion (beta-estimulante) o engrosamiento
(beta-bloqueante) del espesor corneal, sugiriendo por ello que los receptores endoteliales beta-

adrenérgicos juegan un papel importante en la regulacién del espesor corneal”.

> TECNICAS Y APLICABILIDAD DE LA PAQUIMETRIA

Se denomina paquimetria a la técnica con la cual se realiza la medicién del espesor corneal
“in vivo”. Los primeros estudios de paquimetria se remontan a los realizados en el ojo humano

por Blix (1880).

En la actualidad, existen gran variedad de técnicas que permiten establecer el espesor
corneal. Son clasificadas primariamente de acuerdo a la informacion que se obtiene de éstas,

por lo que obliga a diferenciarlas en técnicas paquimétricas cualitativas o cuantitativas.

Tabla I. Técnicas de paquimetria.
(Molleda C. Evaluacion clinica del espesor central de la cdrnea y la presién intraocular en el perro [tesis doctoral].

Cérdoba: Universidad de Cordoba; 2009. p. 23.)

Técnicas cualitativas Técnicas cuantitativas
Directas Indirectas
Biomicroscopia optica  Agudeza visual Paguimetria optica
Funcién de sensibilidad al Paguimetria Ultrasdnica
contraste

“aloracion de |a dispersion de luz Microscopia especular

Formacion de halos Biomicroscopia

ultrasonica

Microscopia confocal
Paguimetria topografica
Topografia paguimétrica
Interferometria

Topografia
tndimensional

Rasterofotogrametria

* Modificado de Parafita et al., 2000.
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A su vez, es posible en las técnicas cualitativas reconocer dos tipos, de acuerdo al método
utilizado para su valoracién. Si ésta se realiza por una observacién directa de la cérnea, o si su
evaluacion se realiza por la presencia de parametros que son dependientes del estado de la
cornea sin necesidad de su observacion directa, por lo que se les denominan técnicas

cualitativas directas o indirectas, respectivamente’® (Tabla ).

Las técnicas utilizadas tradicionalmente para establecer el espesor corneal en animales
han sido las de tipo cuantitativo, ya que se adaptan con mayor facilidad a las caracteristicas
propias de cada especie animal y no requieren de una respuesta consciente o de la agudeza
visual del paciente. De entre éstas, la paquimetria dptica y la ultrasénica han sido las mas

empleadas.

v" PAQUIMETRIA OPTICA

Esta técnica es utilizada principalmente para medir el espesor central de la cérnea (ECC) en
humanos, y en la actualidad estd siendo reemplazada por técnicas con mayores prestaciones
tecnoldgicas’®. Se basa en un sistema desdoblador de imagen adaptado a la ldmpara de hendidura,
gue permite obtener un valor del espesor de la seccién éptica observada cuando las imagenes de la
superficie anterior y posterior de la cérnea coinciden. Este valor es asociado al indice de refraccién

y a la curvatura corneal, y esto permite establecer el valor del espesor corneal®”’.

Fotografia 11. Paquimetro éptico modelo Slit Lamp BX 900 (MMC Optical, Kastrup, Denmark).

(http://www.mmcoptical.dk)


http://www.mmcoptical.dk/
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La principal desventaja para su utilizacion en animales, es la necesidad de experiencia o alto
entrenamiento del observador, asi como la necesidad de que el tejido corneal siempre sea

translucido’®”®

. Ademsds, se debe garantizar el alineamiento perpendicular del paquimetro a la
superficie de la cornea y una correcta fijaciéon del paciente, lo que frecuentemente es dificil,

siendo entonces la necesidad de sedacidon otra desventaja a considerar para su uso en animales.

Debido a todo ello, existe una limitacién en el uso de la paquimetria 6ptica en los
animales, por lo que esta técnica Unicamente se ha utilizado en estudios de investigacién con
animales de laboratorios como ratas, ratones y conejos®®, y en un trabajo que permitio
establecer el espesor corneal en gatos bajo anestesia general®!, pero no se han publicados

trabajos relacionados con la paquimetria dptica en el perro.

v" PAQUIMETRIA ULTRASONICA

El uso de los ultrasonidos en las investigaciones oftalmoldgicas se remonta a los trabajos
realizados por Mundt y Hugehes (1956)%2. Uno de estos métodos es la paquimetria ultrasénica,
que frente a la paquimetria dptica, presenta algunas ventajas como son la rapidez, objetividad,
facilidad de uso, movilidad del instrumento®™, mayor precisién en la medicién del espesor

corneal*®*° y una alta repetibilidad entre observadores y entre sesiones®>.

Se basa en un emisor de ultrasonidos que, al contactar con la cdrnea, emite unas ondas
ultrasonicas y recibe la reflexién “eco” de la interfaz cérnea/humor acuoso, donde se produce
un cambio de las propiedades acusticas (impedancia acustica) del medio de propagacion, lo
cual es recibido y procesado por el paquimetro’®. En funcién del tiempo de latencia
transcurrido entre la emisién y la recepcién de los ecos, y teniendo en cuenta la velocidad de
calibrado para el medio (cérnea), se obtiene el espesor corneal mediante la siguiente

relacion’®: Espesor = % (Tiempo de latencia x Velocidad de Calibrado).

La técnica de medicidon con paquimetria ultrasénica Unicamente requiere de anestesia
tépica ocular. La sonda debe ubicarse perfectamente perpendicular a la superficie corneal,
intentando un leve contacto con la pelicula lagrimal precorneal, cuya finalidad es que esta
sirva de union entre la sonda y la cdrnea, para garantizar la recepcién del eco proveniente de
la superficie posterior de la cornea. En general, la oblicuidad al colocar la sonda impedird que
sean registrados los ecos, por lo que no se producird una medida en el paquimetro. Los

movimientos oculares que se producen en los animales sin sedacién o anestesia general,
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pueden producir errores que afecten a la precisién de la técnica. A pesar de ello, existen
estudios realizados en conejos que demuestran que estas variaciones debidas al movimiento

son despreciables®®.

51,54,61 50,84

El uso de la paquimetria ultrasénica también ha sido descrita en caballos , gatos™ "y

perros 49,55,85

Fotografia 12. Paquimetro ultrasénico modelo DGH 5100E (PachetteTM, DGH Technology Inc., Pennsylvania, USA).

(http://www.dghkoi.com)

> VALORACION DEL ESPESOR CORNEAL EN LA ESPECIE CANINA

Como se ha mencionado con anterioridad, la paquimetria ultrasdnica es de facil realizacion
en los animales domésticos, altamente reproducible y posee una baja variacion

interobservador®*°%”°

. No se ve influida de manera significativa por los subitos, bruscos e
impredecibles movimientos de la cabeza o del ojo, como ocurre frecuentemente en los perros,
por lo que ha sido el principal método utilizado para establecer el espesor corneal en esta

especie51,54,61,84.

Los estudios hasta ahora realizados del espesor corneal en la especie canina son resumidos

en la Tabla Il.

En primer lugar, se establece que la parte central es el drea de menor espesor de la
cornea, mientras que de las dreas periféricas, la de mayor espesor se presenta en el cuadrante
dorsal, seguido por el cuadrante lateral®. El valor medio del espesor corneal central en la

especie canina se ha establecido entre 499 y 660 pum®*¥>%98>%7,


http://www.dghkoi.com/
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Por otro lado, se ha establecido que no se presentan diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de espesor corneal obtenidos entre los ojos derecho e izquierdo

de un mismo animal*>%%,

Sin embargo, se ha establecido que existe una diferencia estadisticamente significativa
de acuerdo al sexo, donde los machos presentan un espesor corneal mayor que el de las
hembras®®*. De este mismo modo, se presentan variaciones directamente proporcionales
de acuerdo al peso corporal, existiendo un menor espesor corneal en animales de menor
peso corporal y viceversa®. Respecto al espesor corneal y la edad, cabe destacar que en la
especie canina se presenta un aumento significativo del espesor corneal a medida que
aumenta la edad®. Por otra parte, hay que recalcar que los cachorros al momento de abrir
los ojos por primera vez (10-15 dias de vida), presentan un espesor corneal mayor que a los

8 meses de edad®.

Tabla Il. Espesor corneal en la especie canina (um).

(Molleda C. Evaluacion clinica del espesor central de la cérnea y la presién intraocular en el perro [tesis doctoral].

Cérdoba: Universidad de Cérdoba; 2009. p. 30.)

Central Dorsal Lateral Autor
n=7 620 -- - Staplento y Peiffer , 1979
n=14 660 Gwin et al., 1983
N=35 (66 ojos) 611 - - Gwendolyn et al., 2006
Machos 569 616 597 Gilger et al., 1991
Hembras 535 569 553 Gilger et al., 1991
Machos 519,7 -- -- Montiani-Ferreira et al., 2003
Hembras 4990 - - Montiani-Ferreira et al., 2003
<1 afio (n= 20) 520 557 540 Gilger et al., 1991
>1y <7afos (n=29) 560 612 581 Gilger et al., 1991
> 7 afios 597 671 643 Gilger et al., 1991
>10y < 15 dias 646.5 - - Svaldeniené et al., 2003

< 8 meses 581,92 - - Svaldeniené et al., 2003

=7 Kg (n=24) 540 588 570 Gilger et al., 1991

>7y=18 Kg (n=23) 552 610 577 Gilger et al., 1991

>18 kg (n=28) 589 648 622 Gilger etal., 1991

Raza: Labradores 519,2 -- -- Montiani-Ferreira et al., 2003
Raza: Beagle/Briard 499,6 -- - Montiani-Ferreira et al., 2003
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Todos los procedimientos planteados se llevaran a cabo bajo licencia y autorizacién
aprobada por el Comité Etico Asesor para la Experimentaciéon Animal de la Universidad

de Zaragoza.

El cuidadoy uso de animales,se realizard& de acuerdocon la Politica Espaiola
de Proteccion Animal RD 1201/05, que cumple con la Directiva Europea 86/609 relativa a la

proteccion de los animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos.

v' MODELO ANIMAL EXPERIMENTAL

= SELECCION DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Para llevar a cabo el estudio se seleccionan perros de raza Beagle (Canis familiaris). De
reconocida utilidad en el mundo de la investigacién, esta raza es seleccionada para la
realizacién del presente estudio tanto por su facilidad de manipulacién como por el elevado
numero de animales del que se dispone de esta misma raza. Ademas, la existencia de estudios
sobre paquimetria ultrasénica corneal en esta especie, y en concreto en esta raza, permitiran

hacer una posterior comparacién estadistica del presente trabajo con los mismos.

Tabla Ill. Clasificacidn del nimero de animales segun edad.

<2 aios >2y<6ahos 2 6 aios

N2 Animales 2 8 6

Tabla IV. Clasificacion del numero de animales segun peso.

<13 Kg >13y<16 Kg >16 Kg

N2 Animales 5 7 4

Todos los animales seleccionados proceden del Servicio de Apoyo a la Experimentacién

Animal de la Universidad de Zaragoza (Instalaciones caninas, Facultad de Veterinaria).

Se utiliza un total de 16 perros de raza Beagle, todas hembras castradas, con edades

comprendidas entre los 2 y 7 afos.
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A cada animal se le asigna un nimero de registro y se anota su edad y peso, para poder asi
tener un control completo de los mismos que sea util a la hora establecer a posteriori
relaciones estadisticas de los datos obtenidos. Para ello, se dispone y se hace uso de plantillas

predisefiadas para la toma de datos (Anexo).

Para el analisis de los valores del espesor corneal, los perros son agrupados segun la edad
en < 2 afos, > 2 y < 6 afos, y = 6 aios, y segun el peso en <13 Kg, > 13y <16 Kg, y = 16 Kg
(Tablas Il 'y IV).

= EXAMEN FiSICO GENERAL Y EXPLORACION OFTALMOLOGICA

En el momento del inicio del estudio, se considera que todos los animales seleccionados se
encuentran bajo estricto control veterinario, con historial clinico libre de enfermedades

oculares, y no presentan signos clinicos de enfermedades sistémicas u oculares.

Para ello, a cada animal se le realiza un examen fisico general y una exploracién
oftalmolégica basica, consistente en la valoracion de la respuesta de amenaza, reflejos
palpebrales y fotomotores directos y consensuados, tonometria de aplanacion para la
medicion de la presidn intraocular, examen con lampara de hendidura del segmento anterior
(superficie ocular, cdmara anterior, iris y cristalino), y oftalmoscopia indirecta y directa para

examinar el segmento posterior (cuerpo vitreo y fondo de ojo) (Fotografia 13, 14, 15y 16).

Fotografia 13. Oftalmoscopia indirecta (valoracién segmento posterior).

*OFTALMOSCOPIO INDIRECTO: Heine omega 100®, Heine Optotechnik GmbH&Co, Germany.
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Fotografia 14. Tonometria de aplanacién (medicién de la presidn introcular).

*TONOMETRO DE APLANACION: Tono-Pen XL®, Medtronic Inc., USA.

Fotografia 15. Oftalmoscopia directa (valoracién segmento posterior).

*OFTALMOSCOPIO DIRECTO: Heine beta 200®, Heine Optotechnik GmbH&Co, Germany.

Fotografia 16. Examen con ldampara de hendidura del segmento anterior.

*LAMPARA DE HENDIDURA: Topcon SL-8Z®, Topcon Corp., Spain.
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= TEST DE FLUORESCEINA

Dicho test, entre otras muchas aplicaciones tanto en Oftalmologia como en otras
disciplinas, sirve para valorar la integridad de la estructura corneal, y en concreto del epitelio
de la cérnea. La fluoresceina sédica es un colorante hidrosoluble de color naranja que
desprende luz verde fluorescente en condiciones alcalinas (p.ej. en contacto con suero
fisiologico o con la pelicula lagrimal). Es altamente lipdfoba e hidroéfila, de forma que cuando se
aplica sobre la superficie del ojo no se mantendra en contacto con las membranas celulares del
epitelio corneal (que contienen lipidos), sino que sélo se adherira y serd absorbida por

cualquier porcion de estroma corneal expuesto (de naturaleza hidrofila).

De esta manera, y como las directrices del proyecto marcan, sélo se aceptan animales cuyo
test de fluoresceina es negativo, y por tanto, en los que no se observe ningun tipo de
alteraciéon o discontinuidad de la estructura corneal que indique pérdida del epitelio o

cualquier otra capa corneal (Fotografia 17).

Fotografia 17. Realizacién del test de fluoresceina (instilacidn de fluoresceina y lavado con suero fisioldgico) y

ldmpara de Wood utilizada para evidenciar reflejo verde fluorescente mediante luz ultravioleta.
*TIRAS DE FLUORESCEINA: Fluoresceina®, Haag-Streit Internacional, Switzerland.

*LAMPARA WOOD: Lampara UV Wood de mano Luxo®, Luxo Espafiola S.A., Spain.

= ANESTESIA TOPICA OCULAR

Se realiza mediante instilacién de dos gotas de oxibuprocaina y tetracaina en cada globo

ocular, con un tiempo de espera de 10 minutos tras su aplicacion antes de comenzar las

manipulaciones y toma de medidas (Fotografia 18).
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Fotografia 18. Instilacion del colirio anestésico.

* ANESTESICO TOPICO OCULAR: Colircusi anestésico doble®, Alcon Cusi S.A., Spain.

=  PAQUIMETRIA ULTRASONICA

El funcionamiento de la paquimetria ultrasénica es similar a cualquier otro tipo de equipo
que utilice un sistema de envio y recepcién de vibraciones acusticas o sonoras de una
frecuencia superior a 16 MHz (ultrasonidos). En este caso se utiliza una sonda rigida de 1,5
mm, con un area de contacto de 1,76 mm?y se usa una frecuencia de 20 MHz (Fotografia 19).
La velocidad del ultrasonido utilizada es de 1640 m/s. Las medidas tomadas registran el

espesor de todas las capas de la cornea, desde el epitelio al endotelio.

ULTRASONIC PACHYMETER

ar L
28 -
LEAF ] o

ACTUAL DATA

Fotografia 19. Paquimetro ultrasdnico y sonda de medicion.

*PAQUIMETRO ULTRASONICO: DGH 500 Pachette™, DGH Technology Inc., USA.

Los puntos de medicién se determinan sobre un mapa corneal previamente establecido,
en el que se pretenden ver las diferencias no sélo en el valor numérico del espesor corneal en
los diferentes puntos, sino también la evolucién del grosor desde la zona corneal central hacia
la periferia. Se escogen 5 puntos simétricos entre si, 1 punto central y 4 en la periferia corneal
(dorsal, ventral, lateral y medial), estableciéndose siempre un mismo orden de toma de
medidas, y siendo tomadas éstas por un mismo observador en cada uno de los animales para

reducir asi las modificaciones generadas por variaciones en el factor humano (Apéndice ).
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- Procedimiento

En primer lugar, se inmoviliza la cabeza del sujeto y de manera cuidadosa se procede a la
apertura de los parpados superior e inferior, evitando ejercer ningln tipo de presién sobre el
globo ocular. Previamente a cualquier toma de medidas, se realiza un lavado del globo ocular
objeto del estudio mediante suero salino fisiolégico para arrastrar todo tipo de particulas y
secreciones que pudieran dar interferencias tanto en el funcionamiento del equipo como en el

registro de mediciones.

Las mediciones se registran en micrémetros, y para que cada medida sea significativa, en
cada uno de los puntos a medir se realizan cinco tomas, de manera que en la medicién final
registrada de un solo punto se recoge una media de las cinco medidas previas. Entre las
mediciones realizadas en cada cérnea se realiza una limpieza de la sonda con alcohol de 96°,

que posteriormente se lava con suero salino fisiolégico.

A la hora de la toma de medidas, es importante guardar la perpendicularidad sobre la
cornea en las distintas zonas que se pretenda medir, asi como no ejercer una presidn excesiva,
para no modificar la medida del espesor y que los registros sean asi lo mds reales posible

(Fotografia 20).

Fotografia 20. Toma de medidas del espesor corneal (sonda perpendicular).
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v/ ESTUDIO ESTADISTICO DE LOS DATOS

La base de datos que recoge la totalidad de medidas realizadas sobre las distintas variables
se reflejada de forma detallada en el Apéndice I. Dichos datos son utilizados para llevar a cabo

el andlisis estadistico de forma estandarizada segun los objetivos previamente planteados.

Como procedimiento inicial, y para cada uno de los cinco puntos de medida del espesor
corneal (central, dorsal, ventral, lateral y medial), se realizan pruebas t de Student para
muestras pareadas sobre los datos tomados tanto en el ojo derecho como en el izquierdo, con
el objetivo de verificar la existencia (si P<0,05, para un intervalo de confianza del 95%) o no (si
P>0,05, para un intervalo de confianza del 95%) de diferencias estadisticamente significativas
entre las medias de los valores de ojo derecho e izquierdo. Una vez demostrada, mediante
esta prueba estadistica, la no existencia de diferencias significativas entre ojo derecho e
izquierdo para ninguno de los cinco puntos de medicidén, puede asumirse que los datos
pareados de cada animal sean tratados como uno solo, para lo que se calcula su media

aritmética.

A continuacién, se realiza un analisis descriptivo de los datos; en primer lugar, de los
correspondientes al espesor corneal en el ojo derecho y en el izquierdo de cada animal, por
separado para cada 0jo; a continuacion, de los valores medios de los dos ojos de cada animal.
Todo ello realizado para las cinco medidas de espesor practicadas en los cinco puntos
preestablecidos de la cérnea. Como complemento a dicha informacién, se incluye un

histograma para cada valor medio del espesor corneal en cada punto analizado.

La comparacién estadistica de las medias del espesor corneal en cada uno de los puntos
preestablecidos con los grupos de edad y peso se lleva a cabo mediante el test paramétrico
ANOVA para un factor (con determinacion de la homogenidad de varianzas u
homocedasticidad), utilizando como tests post hoc Bonferroni y HSD de Tukey. Para ello,
previamente se comprueba la normalidad de las variables utilizadas (peso, edad y medias del
espesor corneal en los cinco puntos) mediante la aplicacion de la prueba de Kolmogorov-
Smirnov para una muestra (con P>0,05 indicativo de normalidad). La prueba ANOVA permite
determinar la existencia o no de diferencias estadisticamente significativas entre mas de dos
medias de las distintas variables de estudio. Respectivamente: si P<0,05 (para un intervalo de

confianza del 95%), se deduce la no igualdad de medias (existencia de diferencias
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estadisticamente significativas); si P>0,05 (para un intervalo de confianza del 95%), se deduce

laigualdad de medias (no existencia de diferencias estadisticamente significativas).

Posteriormente, se realiza una comparacion estadistica entre los valores del espesor
corneal central y los de cada uno de los puntos periféricos, mediante pruebas t de Student
para muestras independientes sobre los datos tomados tanto en el ojo derecho como en el
izquierdo, con el objetivo de verificar la existencia (si P<0,05, para un intervalo de confianza
del 95%) o no (si P>0,05, para un intervalo de confianza del 95%) de diferencias

estadisticamente significativas entre las medias de los valores centrales y periféricos.

Por Gltimo, mediante el coeficiente de correlacidn de Pearson (R?), se establece y analiza la
relacion existente entre los valores medios del espesor corneal en los diferentes puntos
preestablecidos (central, dorsal, ventral, lateral y medial) con las categorias de edad y peso,

como informacién complementaria a las conclusiones extraidas del analisis mediante ANOVA.

En los resultados que se muestran a continuacién se reflejan, para cada uno de los puntos
corneales de medida preestablecidos, los valores medios obtenidos del estudio de los 32
globos oculares (n=16), tanto en el ojo izquierdo como en el derecho, ademas de los valores
obtenidos por la media de ambos. Asi mismo, y también para cada punto, se determina la
relacion existente entre los valores medios del espesor corneal y los grupos de edad y peso
propuestos. Finalmente, se representa el estudio de variabilidad del espesor entre la zona

central y periférica de la cornea en los individuos analizados.
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1. ESPESOR CENTRAL DE LA CORNEA (ECC)

Tras el estudio de las medidas en los 32 ojos de los 16 animales estudiados, el valor medio
del ECC * desviacion estandar es de 588,81 + 29,96 um (Tabla V y Graéfica 1). Los valores del
ECC medios + desviacién estandar de los ojos derecho e izquierdo son 587,38 + 30,38 um vy
590,25 + 30,46 um respectivamente, no existiendo una diferencia estadisticamente
significativa entre ambos ojos (P=0,342). Los valores limite del ECC se encuentran entre un

valor maximo de 657 pum y un minimo de 538 um.

Tabla V. Valores medios del espesor corneal central (ECC, um) en los 32 ojos de los 16 animales estudiados.

ECC Ne Media D. Estandar Minimo Maximo
0. derecho 16 587,38 30,38 538 657
0. izquierdo 16 590,25 30,46 542 655
Total 32 588,81 29,96 538 657
107 Media = 588 81
Desviacion tipica = 29 982
M=32

Frecuencia

. / \
1/

e

5%5 S:IED 5%5 600 GéS B:;D
ESPESOR CENTRAL MEDIO (um)

Grafica 1. Histograma poblacional del ECC (um) de los 32 globos oculares estudiados (16 animales de estudio).
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o CORRELACION ENTRE MEDIA DEL ECC Y CATEGORIA DE EDAD

Tras la verificacién de la normalidad de las variables edad (P=0,138) y media del ECC
(P=0,868), el estudio estadistico y la comparacién de las medias del espesor corneal central en
relacidn a los grupos de edad, demuestra un valor medio del ECC + desviacién estandar de
583,00 + 5,65 pum en individuos < 2 aios, de 588,00 + 28,79 um en > 2 y < 6 afios, y de 591,83 +
38,47 um en 2 6 afios (Tabla VI). Estos valores no presentan diferencias estadisticamente
significativas (igualdad de medias, P>0,05), por lo que no se puede afirmar que el ECC varie de
acuerdo con la edad. La inexistente correlacién entre ambas variables queda reflejada en el

analisis de regresion lineal (R*=0,002) (Gréfica 2).

Tabla VI. Valores medios del espesor corneal central (ECC, um) segun la categoria de edad.

ECC Ne Media D. Estandar Minimo Maximo
<2 aios 2 583,00 5,65 579,0 587,0
>2 y <6 afnos 8 588,00 28,79 540,0 636,0
26 anos 6 591,83 38,47 559,0 656,0
Total 16 588,81 29,85 540,0 656,0
R2 Lineal = 0,002
550,01
o
625,01
E o
=
o =]
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Grafica 2. Correlacion y regresion lineal del ECC (um) y la edad (afios) en los 16 animales estudiados.
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o CORRELACION ENTRE MEDIA DEL ECC Y CATEGORIA DE PESO

Cuando el ECC es analizado de acuerdo a los grupos de peso (variable normal, P=0,964), el

valor medio del ECC * desviacién estandar es de 583,90 + 16,19 um en individuos < 13 Kg, de

594,21 + 32,05 umen > 13 y< 16 Kg, y de 585,50 + 43,91 um en > 16 Kg (Tabla VII).

Estos valores no presentan diferencias estadisticamente significativas (igualdad de medias,

P>0,05), por lo que no se puede afirmar que el ECC varie de acuerdo con el peso. La

inexistente correlacidén entre ambas variables queda reflejada en el andlisis de regresion lineal

(R’=0,006) (Gréfica 3).

Tabla VII. Valores medios del espesor corneal central (ECC, um) segun la categoria de peso.

ECC Ne Media D. Estandar Minimo Maximo
<13 Kg 5 583,90 16,19 561,5 606,5
>13y <16 Kg 7 594,21 32,05 564,0 656,0
216 Kg 4 585,50 43,91 540,0 636,0
Total 16 588,81 29,85 540,0 656,0
2 Lineal = 0,006
0
50,0
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Grafica 3. Correlacion y regresién lineal del ECC (um) y el peso (kg) en los 16 animales estudiados.
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2. ESPESOR DORSAL DE LA CORNEA (EDC)

Tras el estudio de las medidas en los 32 ojos de los 16 animales estudiados, el valor medio
del EDC * desviacion estandar es de 665,28 + 42,10 um (Tabla VIl y Grafica 4). Los valores del
EDC medios * desviacidon estdndar de los ojos derecho e izquierdo son 665,50 + 42,36 um vy
665,06 + 43,23 um respectivamente,

significativa entre ambos ojos (P=0,899). Los valores limite del EDC se encuentran entre un

valor maximo de 763 pum y un minimo de 601 um.

no existiendo una diferencia estadisticamente

Tabla VIII. Valores medios del espesor corneal dorsal (EDC, um) en los 32 ojos de los 16 animales estudiados.

EDC Ne Media D. Estandar Minimo Maximo
0. derecho 16 665,50 42,36 601 757
0. izquierdo 16 665,06 43,23 612 763
Total 32 665,28 42,10 601 763
Media = B85 28
Desviacion tipica = 42,108
N=32
E—
B /
o
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Gréfica 4. Histograma poblacional del EDC (um) de los 32 globos oculares estudiados (16 animales de estudio).
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o CORRELACION ENTRE MEDIA DEL EDC Y CATEGORIA DE EDAD

Tras la verificacién de la normalidad de las variables edad (P=0,138) y media del EDC

(P=0,928), el estudio estadistico y la comparacidn de las medias del espesor corneal dorsal en

relacién a los grupos de edad, demuestra un valor medio del EDC + desviacion estandar de

626,75 + 23,68 um en individuos < 2 afios, de 666,62 + 37,74 um en > 2 y < 6 afios, y de 676,33

+ 50,08 um en 2 6 afios (Tabla IX). Estos valores no presentan una diferencias estadisticamente

significativas (igualdad de medias, P>0,05), por lo que no se puede afirmar que el EDC varie de

acuerdo con la edad. La inexistente correlacion entre ambas variables queda reflejada en el

andlisis de regresion lineal (R*=0,064) (Gréfica 5).

Tabla IX. Valores medios del espesor corneal dorsal (EDC, um) segun la categoria de edad.

EDC Ne Media D. Estandar Minimo Maximo
<2 aios 2 626,75 23,68 610,0 643,5
>2 y <6 anos 8 666,62 37,74 606,5 717,5
26 afos 6 676,33 50,08 615,5 760,0
Total 16 665,28 42,26 606,5 760,0
R? Lineal = 0,064
BOD,0
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Grafica 5. Correlacion y regresion lineal del EDC (um) y la edad (afios) en los 16 animales estudiados.
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o CORRELACION ENTRE MEDIA DEL EDC Y CATEGORIA DE PESO

Cuando el EDC es analizado de acuerdo a los grupos de peso (variable normal, P=0,964), el
valor medio del EDC + desviacidn estandar es de 657,10 + 38,93 um en individuos < 13 Kg, de

677,85+41,91 umen >13y< 16 Kg, y de 653,50 + 52,24 um en = 16 Kg (Tabla X).

Estos valores no presentan diferencias estadisticamente significativas (igualdad de medias,
P>0,05), por lo que no se puede afirmar que el EDC varie de acuerdo con el peso. La
inexistente correlacidén entre ambas variables queda reflejada en el analisis de regresion lineal

(R’=0,010) (Gréfica 6).

Tabla X. Valores medios del espesor corneal dorsal (EDC, um) segun la categoria de peso.

EDC Ne Media D. Estandar Minimo Maximo
<13 Kg 5 657,10 38,93 610,0 717,0
>13 y <16 Kg 7 677,85 41,91 638,5 760,0
216 Kg 4 653,50 52,24 606,5 717,5
Total 16 665,28 42,26 606,5 760,0
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Grafica 6. Correlacion y regresion lineal del EDC (um) y el peso (kg) en los 16 animales estudiados.
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3. ESPESOR VENTRAL DE LA CORNEA (EVC)

Tras el estudio de las medidas en los 32 ojos de los 16 animales estudiados, el valor medio
del EVC t desviacion estandar es de 633,03 * 33,92 um (Tabla XI y Gréfica 7). Los valores del
EVC medios + desviacién estandar de los ojos derecho e izquierdo son 632,25 + 34,56 uym vy
633,81 + 34,39 um respectivamente, no existiendo una diferencia estadisticamente
significativa entre ambos ojos (P=0,826). Los valores limite del EVC se encuentran entre un

valor maximo de 710 pum y un minimo de 580 um.

Tabla XI. Valores medios del espesor corneal ventral (EVC, um) en los 32 ojos de los 16 animales estudiados.

EVC Ne Media D. Estandar Minimo Maximo
0. derecho 16 632,25 34,56 580 710
0. izquierdo 16 633,81 34,39 590 705
Total 32 633,03 33,92 580 710
107 Media = 633,03
Desviacion tipica = 33 929
M=32
.
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Grafica 7. Histograma poblacional del EVC (um) de los 32 globos oculares estudiados (16 animales de estudio).



ANGEL LUIS ORTILLES GONZALO

o CORRELACION ENTRE MEDIA DEL EVC Y CATEGORIA DE EDAD

Tras la verificacién de la normalidad de las variables edad (P=0,138) y media del EVC
(P=0,465), el estudio estadistico y la comparacién de las medias del espesor corneal ventral en
relacidn a los grupos de edad, demuestra un valor medio del EVC + desviacion estandar de

600,00 + 9,19 um en individuos < 2 anos, de 635,87 + 32,94 um en > 2 y < 6 afios, y de 640,25 +

30,53 um en 2

significativas (igualdad de medias, P>0,05), por lo que no se puede afirmar que el EVC varie de

acuerdo con la edad. La inexistente correlacién entre ambas variables queda reflejada en el

analisis de regresion lineal (R*=0,056) (Gréfica 8).

6 anos (Tabla Xll). Estos valores no presentan diferencias estadisticamente

Tabla XII. Valores medios del espesor corneal ventral (EVC, um) segun la categoria de edad.

EVC Ne Media D. Estandar Minimo Maximo
<2 aios 2 600,00 9,19 593,5 606,5
>2 y <6 afos 8 635,87 32,94 594,0 696,5
26 anos 6 640,25 30,53 611,5 684,0
Total 16 633,03 31,51 593,5 696,5
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Grafica 8. Correlacion y regresion lineal del EVC (um) y la edad (afios) en los 16 animales estudiados.
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o CORRELACION ENTRE MEDIA DEL EVC Y CATEGORIA DE PESO

Cuando el EVC es analizado de acuerdo a los grupos de peso (variable normal, P=0,964), el

valor medio del EVC + desviacién estandar es de 627,10 + 40,45 um en individuos < 13 Kg, de

641,85 + 26,48 um en > 13y < 16 Kg, y de 625,00 £ 32,49 um en 2 16 Kg (Tabla XIII).

Estos valores no presentan diferencias estadisticamente significativas (igualdad de medias,

P>0,05), por lo que no se puede afirmar que el EVC varie de acuerdo con el peso. La

inexistente correlacidén entre ambas variables queda reflejada en el analisis de regresion lineal

(R’=0,026) (Gréafica 9).

Tabla XIII. Valores medios del espesor corneal ventral (EVC, um) segun la categoria de peso.

EDC Ne Media D. Estandar Minimo Maximo
<13 Kg 5 627,10 40,45 593,5 696,5
>13y <16 Kg 7 641,85 26,48 614,0 684,0
216 Kg 4 625,00 32,49 594,0 670,0
Total 16 633,03 31,51 593,5 696,5
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Grafica 9. Correlacion y regresién lineal del EVC (um) y el peso (kg) en los 16 animales estudiados.
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4. ESPESOR LATERAL DE LA CORNEA (ELC)

Tras el estudio de las medidas en los 32 ojos de los 16 animales estudiados, el valor medio
del ELC  desviacion estandar es de 654,13 + 37,64 um (Tabla XIV y Grafica 10). Los valores del
ELC medios + desviacién estandar de los ojos derecho e izquierdo son 653,00 + 34,49 um y
655,25 + 41,66 um respectivamente, no existiendo una diferencia estadisticamente
significativa entre ambos ojos (P=0,674). Los valores limite del ELC se encuentran entre un

valor maximo de 733 pum y un minimo de 579 um.

Tabla XIV. Valores medios del espesor corneal lateral (ELC, um) en los 32 ojos de los 16 animales estudiados.

ELC Ne Media D. Estandar Minimo Maximo
0. derecho 16 653,00 34,49 605 707
0. izquierdo 16 655,25 41,66 579 733
Total 32 654,13 37,64 579 733
67 Media = 654,12

Desviacion tipica = 37 641

M =32
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Grafica 10. Histograma poblacional del ELC (um) de los 32 globos oculares estudiados (16 animales de estudio).
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o CORRELACION ENTRE MEDIA DEL ELC Y CATEGORIA DE EDAD

Tras la verificaciéon de la normalidad de las variables edad (P=0,138) y media del ELC
(P=0,996), el estudio estadistico y la comparacion de las medias del espesor corneal lateral en
relacidon a los grupos de edad, demuestra un valor medio del ELC + desviacién estandar de
629,75 + 12,37 um en individuos < 2 afios, de 653,00 + 33,56 um en > 2 y < 6 afios, y de 663,75
+ 45,81 um en = 6 afios (Tabla XV). Estos valores no presentan diferencias estadisticamente
significativas (igualdad de medias, P>0,05), por lo que no se puede afirmar que el ELC varie de
acuerdo con la edad. La inexistente correlacién entre ambas variables queda reflejada en el

analisis de regresion lineal (R*=0,039) (Gréfica 11).

Tabla XV. Valores medios del espesor corneal lateral (ELC, um) segun la categoria de edad.

ELC Ne Media D. Estandar Minimo Maximo
<2 afos 2 629,75 12,37 621,0 638,5
>2 y <6 afios 8 653,00 33,56 607,5 699,5
26 afnos 6 663,75 45,81 592,0 720,0
Total 16 654,12 36,77 592,0 720,0
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Gréfica 11. Correlacion y regresion lineal del ELC (um) y la edad (afios) en los 16 animales estudiados.



ANGEL LUIS ORTILLES GONZALO

o CORRELACION ENTRE MEDIA DEL ELC Y CATEGORIA DE PESO

Cuando el ELC es analizado de acuerdo a los grupos de peso (variable normal, P=0,964), el

valor medio del ELC * desviacién estandar es de 656,90 + 26,98 um en individuos < 13 Kg, de

661,07 +39,43 umen >13y< 16 Kg, yde 638,50 + 47,22 um en = 16 Kg (Tabla XVI).

Estos valores no presentan diferencias estadisticamente significativas (igualdad de medias,
P>0,05), por lo que no se puede afirmar que el ELC varie de acuerdo con el peso. La

inexistente correlacién entre ambas variables queda reflejada en el analisis de regresion lineal

(R’=0,057) (Gréafica 12).

Tabla XVI. Valores medios del espesor corneal lateral (ELC, um) segun la categoria de peso.

EDC Ne Media D. Estandar Minimo Maximo
<13 Kg 5 656,90 26,98 621,0 686,5
>13 y <16 Kg 7 661,07 39,43 607,5 720,0
216 Kg 4 638,50 47,22 592,0 699,5
Total 16 654,12 36,77 592,0 720,0
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Grafica 12. Correlacién y regresién lineal del ELC (um) y el peso (kg) en los 16 animales estudiados.
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5. ESPESOR MEDIAL DE LA CORNEA (EMC)

Tras el estudio de las medidas en los 32 ojos de los 16 animales estudiados, el valor medio
del EMC % desviacion estandar es de 620,31 + 38,97 um (Tabla XVII y Grafica 13). Los valores
del EMC medios * desviacidon estandar de los ojos derecho e izquierdo son 619,13 + 35,23 umy
621,50 + 43,53 um respectivamente, no existiendo una diferencia estadisticamente
significativa entre ambos ojos (P=0,667). Los valores limite del EMC se encuentran entre un

valor maximo de 735 pum y un minimo de 564 um.

Tabla XVII. Valores medios del espesor corneal medial (EMC, pm) en los 32 ojos de los 16 animales estudiados.

EMC Ne Media D. Estandar Minimo Maximo
0. derecho 16 619,13 35,23 579 690
0. izquierdo 16 621,50 43,53 564 735
Total 32 620,31 38,97 564 735
67 Meclia = 620,31 ~
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Grafica 13. Histograma poblacional del EMC (um) de los 32 globos oculares estudiados (16 animales de estudio).
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o CORRELACION ENTRE MEDIA DEL EMC Y CATEGORIA DE EDAD

Tras la verificacion de la normalidad de las variables edad (P=0,138) y media del EMC
(P=0,902), el estudio estadistico y la comparacion de las medias del espesor corneal medial en
relacidn a los grupos de edad, demuestra un valor medio del EMC % desviacidn estandar de
584,75 + 10,96 um en individuos < 2 afios, de 629,50 £ 44,44 um en > 2 y < 6 afios, y de 619,91
+ 30,36 um en 2 6 afos (Tabla XVIII). Estos valores no presentan diferencias estadisticamente
significativas (igualdad de medias, P>0,05), por lo que no se puede afirmar que el EMC varie

de acuerdo con la edad. La inexistente correlacién entre ambas variables queda reflejada en el

analisis de regresion lineal (R*=0,019) (Gréfica 14).

Tabla XVIII. Valores medios del espesor corneal medial (EMC, um) segun la categoria de edad.

EMC Ne Media D. Estandar Minimo Maximo
<2 aios 2 584,75 10,96 577,0 592,5
>2 y <6 afnos 8 629,50 44,44 587,5 712,5
26 anos 6 619,91 30,36 580,5 658,5
Total 16 620,31 38,08 577,0 712,5
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Grafica 14. Correlacion y regresion lineal del EMC (um) y la edad (afios) en los 16 animales estudiados.
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o CORRELACION ENTRE MEDIA DEL EMC Y CATEGORIA DE PESO

Cuando el EMC es analizado de acuerdo a los grupos de peso (variable normal, P=0,964), el

valor medio del EMC # desviacion estandar es de 616,20 + 55,32 um en individuos < 13 Kg, de

627,07 21,28 umen>13y <16 Kg, y de 613,62 + 45,52 um en = 16 Kg (Tabla XIX).

Estos valores no presentan diferencias estadisticamente significativas (igualdad de medias,

P>0,05), por lo que no se puede afirmar que el EMC varie de aceurdo con el peso. La

inexistente correlacién entre ambas variables queda reflejada en el andlisis de regresion lineal

(R’=0,022) (Gréfica 15).

Tabla XIX. Valores medios del espesor corneal medial (EMC, um) segun la categoria de peso.

EDC Ne Media D. Estandar Minimo Maximo
<13 Kg 5 616,20 55,32 577,0 712,5
>13 y <16 Kg 7 627,07 21,28 587,5 658,5
216 Kg 4 613,62 45,52 580,5 680,0
Total 16 620,31 38,08 577,0 712,5
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Grafica 15. Correlacidn y regresion lineal del EMC (um) y el peso (kg) en los 16 animales estudiados.
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v VARIABILIDAD DEL ESPESOR CORNEAL EN LOS PUNTOS ESTABLECIDOS

El objetivo es comparar la variabilidad del ECC respecto a los diferentes puntos periféricos
establecidos en el mapa de medicidn corneal (EDC, EVC, ELC, EMC), tanto en el ojo izquierdo
como en el derecho, para comprobar si existen diferencias estadisticamente significativas (si
P<0,05, para un intervalo de confianza del 95%) entre los espesores centrales y periféricos, de
manera que se pueda llegar a concluir que el espesor corneal periférico es mayor que el

central.

= OJODERECHO

- ECCyEDC

Los valores medios del espesor corneal + desviacion estandar del punto central y
dorsal son 587,38 + 30,38 um y 665,50 + 42,36 um respectivamente (Tabla XX). Existe una
diferencia estadisticamente significativa entre ambos (P=0,000), lo que refleja un mayor

espesor corneal dorsal (periférico) que central.

- ECCyEVC

Los valores medios del espesor corneal + desviacidon estandar del punto central y
ventral son 587,38 + 30,38 um y 632,25 + 34,56 um respectivamente (Tabla XX). Existe una
diferencia estadisticamente significativa entre ambos (P=0,001), lo que refleja un mayor

espesor corneal ventral (periférico) que central.

- ECCyELC

Los valores medios del espesor corneal = desviacion estandar del punto central vy
lateral son 587,38 + 30,38 um y 653,00 + 34,49 um respectivamente (Tabla XX). Existe una
diferencia estadisticamente significativa entre ambos (P=0,000), lo que refleja un mayor

espesor corneal lateral (periférico) que central.

- ECCyEMC

Los valores medios del espesor corneal + desviacion estandar del punto central y
medial son 587,38 + 30,38 um y 619,13 + 35,23 um respectivamente (Tabla XX). Existe una
diferencia estadisticamente significativa entre ambos (P=0,010), lo que refleja un mayor

espesor corneal medial (periférico) que central.
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Tabla XX. Valores medios del espesor corneal central (um) y periférico (um) en el ojo derecho.

oD Media D. Estandar Minimo Maximo
ECC 587,38 30,38 538 657
EDC 665,50 42,36 601 757
EVC 632,25 34,56 580 710
ELC 653,00 34,49 605 707
EMC 619,13 35,23 579 690

= O0JOIZQUIERDO

- ECCyEDC

Los valores medios del espesor corneal + desviacion estandar del punto central y
dorsal son 590,25 * 30,46 um y 665,06 *+ 43,23 um respectivamente (Tabla XXI). Existe una
diferencia estadisticamente significativa entre ambos (P=0,000), lo que refleja un mayor

espesor corneal dorsal (periférico) que central.

- ECCyEVC

Los valores medios del espesor corneal + desviacion estandar del punto central y
ventral son 590,25 + 30,46 um y 633,81 + 34,39 um respectivamente (Tabla XXI). Existe una
diferencia estadisticamente significativa entre ambos (P=0,001), lo que refleja un mayor

espesor corneal ventral (periférico) que central.

- ECCyELC

Los valores medios del espesor corneal + desviacidon estdndar del punto central y
lateral son 590,25 + 30,46 um y 655,25 + 41,66 um respectivamente (Tabla XXI). Existe una
diferencia estadisticamente significativa entre ambos (P=0,000), lo que refleja un mayor

espesor corneal lateral (periférico) que central.

- ECCyEMC

Los valores medios del espesor corneal + desviaciéon estandar del punto central y
medial son 590,25 + 30,46 um y 621,50 * 43,53 um respectivamente (Tabla XXI). Existe una
diferencia estadisticamente significativa entre ambos (P=0,025), lo que refleja un mayor

espesor corneal medial (periférico) que central.
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Tabla XXI. Valores medios del espesor corneal central (um) y periférico (um) en el ojo izquierdo.

oD Media D. Estandar Minimo Maximo
ECC 590,25 30,46 542 655
EDC 665,06 43,23 612 763
EVC 633,81 34,39 590 705
ELC 655,25 41,66 579 733
EMC 621,50 43,53 564 735

<+ COMPARACION DE RESULTADOS Y DISCUSION

El uso de la paquimetria ultrasénica (DGH 500 Pachette™, DGH Technology Inc., USA),
como método para la medicién del espesor corneal en los 16 perros estudiados, no ha
mostrado ningun tipo de dificultad o complicacién técnica a lo largo del estudio. No se ha
observado, durante la medicidn o posterior a ella, ningun tipo de alteracién del estado
fisiolégico o general de los animales evaluados, asi como tampoco se han presentado lesiones

irritativas o dafios en el epitelio corneal en ninguno de los ojos estudiados.

Asi, sélo con aplicacién de anestesia tépica, es posible realizar una medicién atraumatica
del espesor corneal en su estado fisioldgico, evitando asi las complicaciones e inconvenientes
derivados del uso de la sedacion o anestesia general, que como ha sido publicado por diversos
autores, por la accién de distintos farmacos pueden causar modificaciones significativas en la

medicion del espesor corneal’*”.

Tras el analisis de los datos, no se han observado diferencias estadisticamente
significativas (P>0,05) entre las medidas del espesor corneal obtenidas en el ojo derecho e
izquierdo de un mismo animal. Dicha conclusién, también es extraida de los estudios
realizados por Gilger et al (1991)*, Montiani-Ferreira et al (2003)*, y Staplento y Peiffer
(1979)¥. Por el contrario, si se han encontrado diferencias estadisticamente significativas
(P<0,05) entre el espesor corneal central y el periférico (dorsal, ventral, lateral y medial), en
cada una de las comparaciones realizadas para ambos ojos en cada animal, mostrando un
menor espesor en la zona corneal central respecto a la periférica. Esta diferencia entre el
espesor corneal central y periférico, también ha sido obtenida en diversos estudios, como el

realizado por Gilger et al (1991)*.
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Los valores medios de espesor corneal central (ECC), en los 32 globos oculares estudiados
(n=16), presentan una media de 588,81 + 29,96 um (Tabla V). Dicho valor, se encuentra entre
el maximo y el minimo (499-660 um) establecido por distintos autores para la especie

cani na49,59,69,85-87

. Los valores obtenidos, son inferiores a los publicados por Staplento y Peiffer
(1979)* y Gwin et al (1983)%, en estudios realizados con una muestra inferior a la del presente
estudio (n=7 y n=14, respectivamente), y son también inferiores respecto a los obtenidos por
Gwendolyn et al (2006)*°, en una muestra con mayor nimero de individuos (n=35) que el
utilizado en éste. Respecto a los datos recogidos por Montiani-Ferreira et al (2003)*°en perros
de raza Beagle, tanto machos como hembras, los valores establecidos por dichos autores son
inferiores a los obtenidos en este estudio. Por otra parte, los valores obtenidos por Gilger et al

(1991)*, son ligeramente inferiores respecto a los obtenidos en este estudio, siendo mayor en

este caso la muestra utilizada (n=49).

En cuanto a los valores del espesor corneal dorsal (EDC) y lateral (ELC), en los 32 globos
oculares estudiados (n=16), se observa una media de 665,28 + 42,10 um y 654,13 + 37,64 um,
respectivamente (Tablas VIII y XXI). Dichos valores, son superiores a los establecidos por Gilger

et al (1991)*, en cuyo estudio se utilizo una muestra con mayor nimero de animales (n=49).

Por otro lado, no ha sido posible comparar los valores obtenidos en la toma de medias en
la zona media y ventral, debido a la inexistencia de estudios publicados que reflejen
mediciones en tales localizaciones. Respecto a estos puntos de medicién, cabe recalcar, que
han presentado una mayor dificultad en la toma de medidas en el modelo experimental
seguido, respecto a los puntos dorsal y lateral, posiblemente debido a la disposicién anatdmica
palpebral y del globo ocular. En el caso del punto medial, podria ser debido a la presencia de la
glandula lacrimal, la membrana nictitante y la escotadura medial palpebral, mientras que en el
ventral, podria serlo debido a la presencia del parpado inferior y a la disposicion de la
membrana nictitante que, a menudo, y al igual que ocurre en el punto medial, debido a Ia
funcién defensiva del globo ocular de esta estructura, se superpone sobre la cérnea cuando el
animal siente molestias oculares de cualquier tipo, incluso en caso de haberse aplicado

anestesia tdpica, dificultando asi la toma de medidas en éste punto.

En relacion a los resultados obtenidos de la comparacién del espesor corneal central y
periférico respecto a los grupos de edad y peso establecidos, en ningln caso se han
encontrado diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) entre los mismos, no pudiendo

llegar a afirmar que el espesor corneal en cualquiera de los puntos medidos varie de acuerdo
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al peso o a la edad. En contra de estos resultados, el estudio realizado por Gilger et al (1991)*,
muestra que en la especie canina existe un aumento significativo del espesor corneal a medida
que aumenta la edad y el peso de los individuos. En el presente trabajo, el analisis de regresion
lineal entre la edad de los individuos y el espesor corneal en los puntos establecidos (Graficas
2, 5,8, 11 y 14), y de igual manera en el caso del peso (Graficas 3, 6, 9, 12 y 15), reflejan
coeficientes de correlacidn de Pearson indicativos de la inexistencia de correlacién entre las
variables edad-espesor corneal y peso-espesor corneal, en la totalidad de grupos de edad y
peso estudiados (n= 16). Sobre este aspecto no se ha encontrado datos en la revisidén

bibliografica efectuada.

Toda la variabilidad del espesor corneal reflejada en los distintos estudios publicados, y
para las diferentes variables, no es atribuible al instrumento utilizado, a la técnica o a causas
iatrogénicas, ya que la paquimetria ultrasdnica es una técnica que, tanto en el ser humano
como en animales, muestra una mayor precision en la medicion del espesor corneal respecto a

49,50

la paquimetria éptica™”", ademas de presentar una alta repetibilidad entre observadores y

entre sesiones®>.

También es posible descartar las variaciones, generadas durante la toma de medidas del
espesor corneal, atribuibles a movimientos oculares propios o a causas iatrogénicas por parte
de los observadores, ya que, Chan et al (1983)°® demostraron, tras un estudio con paquimetria

ultrasdnica en conejos, que estas variaciones son despreciables.

Por ultimo, es importante tener en cuenta que, en la bibliografia consultada, los individuos
analizados pertenecen a distintas razas, ademas de incluir ambos sexos y mayores rangos de
edad y peso, por los que los resultados obtenidos en el presente estudio no son totalmente
comparables a estos analisis, ya que la muestra de perros utilizada incluye una sélo raza y
sexo, por lo que dichos resultados en ocasiones no se aproximan o muestran diferencias

importantes entre si.
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v" No existen diferencias estadisticamente significativas entre ambos ojos en el espesor
corneal para cada uno de los puntos estudiados (central, dorsal, ventral, lateral y medial),
pudiéndose utilizar valores medios de cada punto e individuo en subsecuentes andlisis

estadisticos.

v" El centro de la estructura corneal presenta un espesor significativamente menor que el
existente en puntos mas periféricos de la misma, tanto en el ojo derecho como en el

izquierdo.

v" No se ha observado variacién del espesor corneal central ni periférico relacionada con la

edad del individuo para la especie y raza estudiada.

v" No se ha observado variacién del espesor corneal central ni periférico relacionada con el

peso del individuo para la especie y raza estudiada.

v' La paquimetria ultrasdnica es una técnica util, fiable y aplicativa, desde el punto de vista
clinico, en la determinacién del espesor corneal en la especie canina, ya que permite una
toma de datos precisos, no afectados por el movimiento ocular, y para la que no se

requiere necesariamente sedacién o anestesia general.

< FUTUROS OBJETIVOS Y LINEAS DE INVESTIGACION

Tras analizar los resultados obtenidos en el desarrollo del estudio, es de destacar la
necesidad firme de continuar en la presente linea de investigacién, asumiendo que se necesita
un mayor nimero de individuos, y por tanto de datos, para comprobar la veracidad y relacién
de los resultados con estudios previos publicados, pudiendo asi complementar, e incluso
avanzar, en lo que se refiere a la valoracion del espesor corneal mediante paquimetria

ultrasdnica en la especie canina.

Es de especial interés considerar la inclusién de diferentes razas, asi como distintos sexos,
aumentando ademads los rangos de edad y peso, para poder asi, manteniendo la estructura
preestablecida de toma de medidas corneales, poder llevar a cabo un estudio de mayor
amplitud e impacto. Este es, junto a la extrapolacién de dicho trabajo a la especie felina, el

futuro objetivo planteado por nuestro grupo de investigacién.

73



ANGEL LUIS ORTILLES GONZALO

En esta misma linea, se pretende determinar ademads la modificacién sufrida por el espesor
corneal tras la inclusién de determinados factores, como la variacién diurna del espesor
corneal, su relacidn con la presién intraocular, o su modificacidon por la accion de diferentes

farmacos.

En este sentido, es de recalcar la importancia que la paquimetria ultrasdnica podria tener a
nivel clinico, ya que es una técnica util y aplicable de forma rutinaria en el diagndstico y
tratamiento médico y quirurgico de patologias del segmento ocular anterior, y concretamente,
de la estructura corneal. Por ello, actualmente el Servicio de Oftalmologia del Hospital
Veterinario de la Universidad de Zaragoza, ha incorporado dicha técnica al conjunto de
métodos de diagndstico de dicha especialidad, queriendo no sdlo utilizarla de forma rutinaria
en la clinica de pequefios animales, sino investigar ademds en nuevas posibles aplicaciones de

la misma.
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