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ACAID: del inglés, anterior chamber-associated immune deviation.
AMC: area media celular (en inglés: MCA, mean cell area).

ANOVA: del inglés, analysis of variance.

BSS: solucién salina balanceada (del inglés balanced salt solution).
CAV: adenovirus canino (del inglés, canine adenovirus)

CV: coeficiente de variacion.

DCE: densidad celular endotelial (en inglés: ECD, endothelial cell density).
DES: degeneracion endotelial senil.

DPP: distrofia polimérfica posterior.

GC: grosor corneal (en inglés: CT, corneal thickness).

GCC: grosor corneal central (en inglés: CCT, central corneal thickness)
IC: indice cefalico (en inglés: S, skull index)

IQR: del inglés, interquartile range

LSCM: del inglés, laser scanning confocal microscope.

LSD: del inglés, least significant difference.

OD: ojo derecho

OS: ojo izquierdo

SEM: microscopio electronico de barrido (del inglés scanning electron microscope).
SSCM: del inglés, slit-scanning confocal microscope.

TEM: microscopio electrénico de transmision (del inglés transmission electron

microscope).

TSCM: del inglés, tandem scanning confocal microscope.
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La cdrnea es una estructura transparente, avascular y lisa, situada en la parte

mas anterior del globo ocular que, junto a la esclera, conforma la tunica fibrosa.

Su forma es generalmente eliptica, siendo el diametro horizontal mayor que el
vertical. La diferencia entre ambos diametros varia en funciéon de la especie;
siendo menor en el perro y el gato; y mas pronunciada en ungulados,

incrementando el campo de visidn de forma significativa en éstos ultimos. ()

En la mayoria de especies animales, la cérnea esta formada por cuatro capas
histolégica y anatomicamente diferenciables que, de exterior a interior, son: el
epitelio, el estroma, la membrana de Descemet y el endotelio (Fig.1).
Ademas, en el hombre y algunas especies animales (primates, algunas aves,
algunos peces, cetaceos, ciervos y jirafas) puede observarse una quinta capa
corneal, situada entre el epitelio y el estroma. Esta capa, denominada
membrana de Bowman, es la membrana basal del epitelio corneal. @ En
humanos, se ha descrito recientemente también una sexta capa corneal, situada

entre el estroma y la membrana de Descemet, conocida como la capa de Dua.
3

. Imagen histoldgica de la cérnea de un perro. Véanse las diferentes capas corneales:
1. Epitelio; 2. Estroma; 3. Membrana de Descemet y; 4. Endotelio.



El epitelio corneal es una capa escamosa, estratificada y no queratinizada, que
recubre la superficie anterior de la cérnea. El estrato mas interno del epitelio
esta formado por células basales epiteliales que se anclan a la membrana basal
del epitelio mediante hemidesmosomas, y que, a medida que se dividen, fuerzan
a las células mas antiguas a aplanarse y desplazarse hacia estratos mas
superficiales, convirtiéndose en células poliédricas (también conocidas como
“células aladas”), que conforman el estrato intermedio del epitelio. En el estrato
mas externo se encuentran las células escamosas, que presentan
microvellosidades encargadas de fijar estratégicamente la capa mucosa de la

pelicula lagrimal. )

La membrana de Bowman se describié por primera vez en humanos en 1947
() como una lamina transparente, elastica, homogénea y continua, sin estructura
interna aparente. En 1952 se describio también en macacos © considerandose,
durante muchos afos, exclusiva de los primates. No obstante, décadas mas
tarde, también se identificé en renos, ciervos y en ciertas especies de peces. (-
9 Mas recientemente, se ha descrito en jirafas, ) diferentes cetaceos (' y aves.
(11 La membrana de Bowman es una estructura acelular compuesta por
diferentes tipos de colageno estructural (I, 1ll, V y VI) y cuyo grosor varia entre
10y 15 um. (12 Ademas, se ha demostrado que esta capa no tiene caracteristicas
elasticas, siendo bastante resistente y respondiendo con tejido cicatricial ante
cualquier lesion corneal. La funcién aparente de la membrana de Bowman es la
adicion de fuerza biomecanica vy rigidez a la cornea, siendo responsable del

mantenimiento de su forma en la parte mas anterior. (')

El estroma corneal supone el 90% del grosor corneal total y estd compuesto
mayoritariamente por fibras de colageno y queratocitos. Las fibras de
colageno, cuya longitud es igual al diametro corneal, estan formadas por fibrillas
estriadas, compuestas principalmente por colageno tipo |. A su vez, también
contienen, aunque en menor medida, colageno de tipo lll, V y XIl. A pesar de no
conocerse con exactitud la funcion que desempena cada uno de estos tipos de
colageno, (M el tipo V se ha asociado al mantenimiento uniforme del diametro
fibrilar. ('3 Los queratocitos se encuentran distribuidos entre las fibrillas,
manteniendo su localizacion gracias, en parte, a la matriz extracelular, formada

principalmente por colageno tipo VI. Las fibras se disponen de forma paralela



entre si, agrupandose en lamelas, que adquieren una disposicion ortogonal,
variando su direccidn con respecto a la de las lamelas anterior y posterior. Sin
lugar a dudas, la disposicidon de las fibras de colageno estromal es un factor

determinante para la transparencia corneal. (.14

En 2013 se describe una nueva capa en la cornea humana, la capa de Dua, que
recibe el nombre de su principal descubridor. Esta capa se define como una
estructura acelular ubicada entre el estroma y la membrana de Descemet, cuyas
funciones, aunque no del todo establecidas, podrian tener un impacto
considerable en la cirugia corneal avanzada, asi como en el conocimiento de la
biomecanica corneal y de ciertas enfermedades corneales estromales

posteriores o profundas. @

La membrana de Descemet es la membrana basal del endotelio corneal. Esta
capa acelular se produce de forma continuada a lo largo de la vida del animal,
aumentando su grosor con la edad. Se considera una estructura relativamente
elastica, formada por fibras de colageno (lll, IV, V y VI) y elastina. (1>17) E|
endotelio corneal es la capa mas profunda de la cérnea, situada entre la
membrana de Descemet y el humor acuoso. Se trata de una monocapa de
células, mayoritariamente de forma hexagonal, que controlan el paso de humor

acuoso y nutrientes desde la camara anterior al estroma corneal.

El grosor corneal varia en funcion de factores tales como especie, raza,
individuo y edad, entre otros, considerandose valores inferiores a 1 mm (entre
0.5 y 0.8 mm) como fisioldgicos. (1418-22) En algunas especies animales se han
descrito diferencias de grosor entre la periferia y el centro (heterogeneidad).
Mientras que en el perro el grosor corneal central oscila entre 0.45-0.55 mm y el
periférico entre 0.50-0.65 mm, en el gato, por el contrario, el grosor corneal

central se ha descrito como 0.8-1 mm vy el periférico como 0.4-0.6 mm. ()

Dado que en pequeios animales la coérnea fisiolégica no presenta
vascularizacion, su nutricion depende integramente de la pelicula lagrimal y
el humor acuoso (situado en las camaras anterior y posterior del globo ocular),
por lo que alteraciones en alguno de estos dos medios pueden conllevar

enfermedades corneales de diferente gravedad. Asi mismo, los parpados y la



membrana nictitante ejercen también un importante papel en la proteccion

corneal.

Entre las funciones principales de la cérnea cabe destacar: proporcionar
soporte a las estructuras intraoculares, y refractar/trasmitir la luz (gracias a su
curvatura y transparencia, respectivamente). De hecho, la cérnea se considera
la estructura con mayor poder didptrico del ojo (en el perro la cérnea posee entre
40 y 42 dioptrias). (1)

La transparencia corneal, fundamental para su funcionamiento, depende de
ciertas caracteristicas, tales como: relativa baja celularidad, estado de
deshidratacion parcial, disposicion regular de las fibras de colageno estromal y
ausencia de vasos, pigmento y queratina. Cualquier factor que altere estas

caracteristicas se traducira en disminucion de la transparencia corneal. (14

El endotelio corneal es una monocapa situada en la superficie posterior de la
cornea, en contacto directo con el humor acuoso, que esta formada
principalmente por células poligonales, aunque la mayoria presentan forma
hexagonal. ?3 En la mayoria de especies animales, estas células no presentan
mecanismos de mitosis. ?*) Sin embargo, se ha descrito cierta actividad

mitotica en perros y gatos muy jovenes. (2%

La morfologia endotelial se ha descrito detalladamente en personas, en las que
se ha establecido que la célula endotelial estandar mide aproximadamente 5 um
de altura y 18-20 ym de anchura, y presenta un nucleo alrededor de 7 ym de
didmetro horizontal. La distancia entre células es de 30 um, aunque puede
reducirse hasta los 3 ym en zonas de uniones comunicantes (gap junctions) (Fig.
2). En la parte mas apical de las células se encuentran, siguiendo una
distribucién focal y discontinua, las uniones estrechas (tight junctions, también
conocidas como zonula occludens). La superficie posterior de la célula presenta

microvellosidades, que estan en contacto directo con el humor acuoso. (26:27)
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. Localizacion de las uniones comunicantes (gap junctions) y uniones estrechas (tight
junctions) entre las células endoteliales. Ambas uniones actian como barrera fisica en el control
del paso de nutrientes y humor acuoso hacia el estroma.

Al ser la coérnea una estructura avascular y estar situada entre dos medios
acuosos (pelicula lagrimal y humor acuoso), debe contar con una serie de
mecanismos que aseguren su nutricién y transparencia. Estos mecanismos se
centran principalmente en el endotelio y epitelio corneal, actuando ambos como
barreras fisicas y vehiculando la entrada de nutrientes. En el caso concreto
del endotelio corneal, la nutricion estromal esta asegurada por las uniones
intercelulares discontinuas (zonula occludens incompleta o tight junctions) del
endotelio, que permiten el movimiento fluido de nutrientes acompafnado,
inevitablemente, de la entrada de cierta cantidad de humor acuoso (Fig. 2). (28
Dado que para el mantenimiento de la transparencia corneal es necesario un
estado de deshidratacién parcial, el humor acuoso entrante debe retornarse
hacia la camara anterior. Para ello, el endotelio posee un mecanismo activo: una
potente bomba sodio-potasio ATPasa. A pesar de que numerosos estudios
describen el funcionamiento de esta bomba, no se conoce con exactitud la
relacion de iones que intervienen en el proceso, aunque si se ha establecido que
es necesario bicarbonato, cloro y la enzima anhidrasa carbdnica para su buen
funcionamiento. EI modelo de secrecidn anidnico (bicarbonato y cloro) es, a dia
de hoy, el mas aceptado (Fig.3). ?°)



El endotelio es determinante en el mantenimiento de la deshidratacion corneal,
observandose un 500% de aumento de grosor corneal tras 24 horas de la
eliminacién del endotelio corneal. En contraste, la eliminacién del epitelio corneal

comporta un aumento menor del grosor corneal (200%). 30
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. Modelo de secrecién aniénico de la bomba endotelial: el movimiento de las cargas
negativas generadas por los aniones (Cl- y HCO3-) crea una pequefa diferencia de potencial (0,5
mV) que atrae Na* a través de las uniones estrechas del endotelio. El flujo de NaHCo3- y/o NaCl
genera la fuerza osmética para el movimiento de agua. Las altas concentraciones de Cl- y HCo3-
intracelulares junto con el potencial negativo de membrana permiten el paso de aniones a través
de canales selectivos, en la membrana apical de la célula. Una ruta adicional para el flujo de
HCO3- es debida a la conversion del HCO3- intracelular a CO2, mediada por la anhidrasa
carbonica de tipo 2, asi como la conversion de CO2 a HCO3- en la superficie apical, facilitada por
la anhidrasa carbonica de tipo 4. (Modificado de: J.A. Bonanno. Molecular Mechanisms
Underlying the Corneal Endothelial Pump. Experimental Eye Research 2012; 95(1):2-7).

2.2.1. Envejecimiento

El endotelio corneal de un bebé tiene aproximadamente 500000 células
endoteliales y una densidad celular endotelial (DCE) de 7500 células/mm?2, (23)
Esta densidad se reduce durante toda la vida, siendo la reduccién rapida durante
el primer ano, y mas gradual en los posteriores. La rapida reduccién inicial de la
DCE esta relacionada con el aumento del diametro corneal durante este periodo.
(31.32) En humanos, se ha establecido que entre los 2 y los 98 afios de edad, la
reduccion en la densidad endotelial es del 0.56% por afio. (33



A pesar de que el efecto de la edad sobre la DCE se ha descrito ampliamente en
humanos, en veterinaria son escasos los estudios con un numero significativo de
animales. La disminucion de la DCE a lo largo de la vida se ha descrito en gatos,

(22) perros, (') [lamas y alpacas %) y caballos. (39

A pesar de las evidentes diferencias entre las especies descritas anteriormente,
la DCE en mamiferos es relativamente constante, situandose alrededor de las

2500 células/mm? en el animal adulto. G?

Debido a que el endotelio corneal no presenta capacidad de regeneracion en la
mayoria de especies, la diminucién en la DCE suele ir acompanada de aumento
del area media de las células endoteliales para garantizar el recubrimiento de
toda la superficie corneal posterior. 3637 E| aumento del area media celular
(AMC) con la edad se ha descrito también en diferentes especies animales tales
como el perro (18 y el gato, ?? traduciéndose irremediablemente en la pérdida
de su forma hexagonal, lo que también se conoce como aumento del
pleomorfismo endotelial. (182238 En el humano adulto, el porcentaje de células

endoteliales hexagonales suele situarse por encima del 60%. ©°

Algunos estudios, tanto en humanos como en animales, apuntan a que las
diferencias de tamafo entre células endoteliales aumentan con la edad, o, en
otras palabras, aumenta el polimegatismo. 4" Sin embargo, hay cierta
controversia en cuanto a los resultados, dado que algunos estudios no han
podido demostrar relacion alguna entre edad y polimegatismo, sugiriendo que
este Ultimo es mas bien un indicador de dafio endotelial. (182242) Este parametro
se expresa como un coeficiente de variacién (CV) y por lo tanto carece de
unidades. En el humano adulto-joven los valores de CV fisioldgicos se situan
entre 22 y 31, con una media de 27. 43

Finalmente, en oftalmologia veterinaria, se ha descrito aumento del grosor
corneal (GC) asociado a la edad en perros, (1831.44) gatos, (223" vacas, ") cerdos,
(31) conejos, 243149 y caballos. “6) A pesar de que la mayoria de los estudios
realizados en animales coinciden con el aumento del GC con la edad, en
oftalmologia humana los resultados son dispares, habiendo numerosos estudios
que apuntan a su reduccién. 4247:48) Por un lado, el aumento del GC con la edad

podria deberse, al menos en parte, al engrosamiento progresivo de la membrana



de Descemet o al leve edema corneal difuso secundario a la reduccién de la
DCE. 3 Por otro lado, la disminucion del GC con la edad se explicaria por la
reduccion en el numero de queratocitos y/o por la disminucion en el numero de

fibras de colageno. )

2.2.2 Poblacion o raza

En oftalmologia humana, son cuantiosos los estudios publicados que muestran
diferencias en el GC en funcion de la poblacion estudiada, incluso se han descrito
diferencias entre subpoblaciones, por ejemplo, la asiatica; donde se describen
cérneas mas gruesas en la poblacion china y filipina comparandolas con la
poblacion japonesa. % Del mismo modo, también se han publicado multitud de
estudios relacionados con la DCE, mostrando claras diferencias entre la

poblacion caucasica, la irani, la india y la china. “47)

En oftalmologia veterinaria, en cambio, las descripciones de diferencias en los
parametros endoteliales y el GC en funcién de la raza son practicamente
inexistentes y en la mayoria de publicaciones, el estudio de dichas diferencias

no esta entre los objetivos principales.

Tal y como se ha descrito anteriormente, el endotelio corneal de la mayoria de
especies animales no presenta capacidad de regeneracion en edad adulta. Por
lo tanto, ante una lesién localizada del endotelio corneal, las células afectadas
descaman hacia la camara anterior y las células colindantes al defecto se alargan
y adelgazan para cubrirlo. Estas células alrededor de la lesibn rompen sus
uniones intercelulares y desarrollan pseuddpodos, permitiendo su migracion
para cubrir el defecto (0.5 a 1 mm por dia). ?® Paralelamente, también se
aumenta la densidad y la funcion de las bombas endoteliales. 5" Como resultado
de esta reparacion se reduce la DCE, aumenta el AMC y cambia la morfologia
celular (aumentando el pleomorfismo y el polimegatismo). No obstante, el

endotelio reparado sigue siendo capaz de mantener su funcién. 3

Si por el contrario se produce una lesidén grave en el endotelio, que comporta la
reduccion de la DCE por debajo de las 500 — 800 células/mm? (10-15% de los

valores de normalidad de DCE), los mecanismos de reparacion descritos
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anteriormente no son viables, debido a la poca cantidad de células endoteliales
restantes (Fig.4). Al alcanzar estos limites criticos, el endotelio es incapaz de
ejercer correctamente su funcion, produciéndose descompensacion corneal y

apareciendo edema difuso marcado. (23

A: DENSIDAD CELULAR ENDOTELIAL NORMAL (2000-3000 celulas/mm?)

CAMARA ANTERICR

B: DENSIDAD CELULAR ENDOTELIAL DISMINUIDA (800-1500 células/mm?)

ESTROMA

CAMARA ANTERIOR

C: DENSIDAD CELULAR ENDOTELIAL CRITICA (<500 células/mm?)
ESTROMA /2

CAMARA ANTERIOR

Figura 4. (A) Densidad celular endotelial adecuada: el humor acuoso (1), que entra a través de
las uniones celulares, es enviado hacia la camara anterior (2) mediante la bomba endotelial. (B)
Si disminuye la densidad endotelial, las células restantes aumentan su tamafo, modifican su
forma y se generan mas bombas endoteliales. En estos casos, la entrada de humor acuoso al
estroma sigue siendo igual a su devoluciéon hacia la camara anterior. (C) Densidad celular
endotelial critica (<500 células/mm?2): el endotelio no puede ejercer su funcién, entrando grandes
cantidades de humor acuoso al estroma desde el que no puede evacuarse, produciendo edema
estromal. (Fuente: N. Coyo, M. Leiva, T. Pefa. El endotelio corneal y sus principales
enfermedades en el perro. Clinica Veterinaria de Pequefios Animales 2017; 37(3):171-180)



2.4.1. Métodos ex vivo

2.4.1.1. Tinciones vitales

A pesar de que se han descrito diferentes protocolos de tinciones vitales para la
evaluacion de la viabilidad del endotelio corneal en bancos de coérneas, 2 uno
de los mas utilizados es la tincion combinada de rojo alizarina y azul tripan.
Este ultimo permite la identificacion de las células endoteliales muertas o
severamente dafiadas, mientras que el rojo alizarina permite la visualizacion de

los bordes celulares y las areas expuestas de la membrana de Descemet. (%3

Empero la publicacion de diferentes protocolos y estudios con diferentes
concentraciones de estas dos tinciones, 25455 un estudio con resultados
reproducibles, sugiere recubrir el endotelio con gotas de azul tripan al 0.25%
durante 90 segundos, posteriormente lavar con solucién salina balanceada
(BSS), para después sumergir el tejido en rojo alizarina al 0.2% durante 90

segundos, y finalmente realizar otro lavado con BSS (Fig.5). ¢4

. Endotelio corneal dafiado de un conejo tefiido mediante el protocolo de Taylor con azul
tripan al 0.25% y rojo alizarina al 0.2%. Las flechas marcan células tefidas con azul tripan.
(Fuente: S. Segarra, M. Leiva, D. Costa et al. A dose-escalation ex vivo study on the effects of
intracameral benzalkonium chloride in rabbits. BMC Veterinary Research 2018;14(1):39)



2.4.1.2. Microscopia electrénica de transmisiéon y microscopia electronica
de barrido

El desarrollo de los primeros microscopios electrénicos se realizé en los afios 20,
sin embargo, no fue hasta 1930 que se disefio el primer microscopio electrénico
funcional. (%0 Estos, a diferencia de la microscopia dptica que emplea luz visible
como fuente de iluminacion y lentes Opticas para conseguir la magnificacion de
la estructura observada, usan un haz de electrones y magnifican la imagen

mediante lentes electromagnéticas dentro de un sistema de vacio.

Los dos principales tipos de microscopios electronicos disponibles en la
actualidad son el microscopio electronico de transmisién (TEM) y el de
barrido (SEM). Mientras que el primero proyecta electrones a través de una fina
porcidn de tejido y origina una imagen bidimensional (es decir, los electrones
atraviesan la muestra), el segundo “barre” la superficie de la muestra, generando
la imagen con electrones secundarios que ofrecen una imagen tridimensional. A
grandes rasgos, el SEM ofrece imagenes en detalle de la superficie de la
estructura, mientras que el TEM permite visualizar detalles de la estructura

interna de la muestra.

En veterinaria, la microscopia electrénica se ha utilizado en numerosos estudios
del endotelio corneal. Mediante SEM, se han descrito las caracteristicas
anatomicas del endotelio corneal en el avestruz, ) en el pingliino de Magallanes
(58) y en el cerdo, ®) entre otros (Fig. 6). Asi mismo, numerosos estudios han
utilizado TEM para evaluar el efecto de algunos toxicos o enfermedades sobre

las células endoteliales corneales. (59.60)



. Microfotografia del endotelio corneal periférico de un pingliino de Magallanes obtenida
mediante SEM. (Fuente: J.A.T. Pigatto, J.L. Laus, Santos J.M, et al. Corneal Endothelium of the
Magellanic Penguin (Sphenicus Magellanicus) by Scanning Electron Microscopy. Journal of Zoo
and Wildlife Medicine 2005; 36(4): 702-705).

2.4.2. Métodos in vivo

2.4.2.1. Biomicroscopia

En 1919, Alfred Vogt describid por primera vez la apariencia del endotelio corneal
sano y patolégico mediante biomicroscopia. ") El examen con lampara de
hendidura o biomicroscopio, permite realizar una primera aproximacion
diagndstica en caso de sospecha de enfermedad endotelial, aunque la
informacion que ofrece esta prueba es limitada y requiere de cierta experiencia

para poder visualizar el endotelio correctamente.

Algunas alteraciones del endotelio corneal, tales como la Distrofia de Fuchs’,
pueden evidenciarse gracias al reflejo especular producido mediante
iluminacién directa con hendidura ancha (0.8 mm) (paralepipedo). EIl
endotelio puede visualizarse mediante este reflejo, que se produce cuando el
angulo de incidencia de la luz en la cornea es igual al angulo de reflexién (que a
la vez debe ser el mismo que el de observacion). Para obtener este reflejo, la
fuente de luz de la lampara de hendidura debe situarse aproximadamente 30°
hacia un lado de la cérnea y el microscopio 30° hacia el otro (Fig. 7). Son
necesarias magnificaciones elevadas para poder observar correctamente el
endotelio corneal, por lo tanto, es recomendable el empleo de una lampara de
hendidura fija o una portatil de gran calidad. (62



. a) El reflejo especular mediante lampara de hendidura se produce cuando el angulo
de incidencia de la luz (*) es igual al de observacion (+). b) Mediante el reflejo especular podemos
observar el endotelio corneal (flecha). (Fuente: Berliner ML. Biomicroscopy of the eye: Slit lamp
microscopy of the living eye. New York: Hafner Publishing; 1966).

El endotelio corneal también puede visualizarse por iluminacién indirecta. En
esta técnica, no se dirige el haz de luz directamente sobre la estructura en
estudio, si no que se aprovecha la transmision de la luz a través de los tejidos.
La retroiluminaciéon es la técnica de iluminacion indirecta mas empleada,
pudiéndose observar estructuras tales como el endotelio y la membrana de

Descemet, gracias a la reflexion de la luz en la retina o en el iris (Fig. 8). 63)

. a) Imagen esquematica de la técnica de retroiluminacion desde el iris para la
visualizacion de la membrana de Descemet. b) Imagen de diversos pliegues en la membrana de
Descemet observados gracias a la retroiluminacion desde el iris. (Fuente: C.L. Martonyi. Slit
Lamp Examination and Photography. En: Cornea: fundamentals, diagnosis and management, 3
edition. Mosby Elsevier, St. Louis, Missouri 2010: 89-118).



2.4.2.2. Microscopia especular

A pesar de que las primeras descripciones del uso del reflejo especular para la
visualizacion del endotelio corneal mediante lampara de hendidura datan del
1919, no es hasta 1968 que David M. Maurice, oftalmdlogo britanico, desarrolla
el primer microscopio especular con una magnificacion de 400x. ¢4 Sin embargo,
este microscopio “de laboratorio” solo permitia la visualizaciéon del endotelio
corneal ex vivo. A mediados de los 70s, se publican los primeros articulos acerca
de la visualizacién del endotelio corneal mediante el empleo del microscopio
especular in vivo. (%66 En estos estudios, se pone de manifiesto que el
microscopio especular permite visualizar el endotelio corneal de forma no
invasiva, mediante el uso del reflejo especular. En esta técnica, las células
endoteliales se observan gracias a que su indice refractivo es superior al del
humor acuoso y, por lo tanto, se obtiene un reflejo del 0,022% de la luz

proyectada con el microscopio hacia el interior del globo ocular. ¢7)

El microscopio especular permite, pues, el examen cuantitativo y cualitativo del
endotelio corneal, proporcionando valores tales como DCE, AMC vy
polimegatismo. Asimismo, algunos microscopios también proporcionan los
valores de pleomorfismo. Esta técnica de microscopia permite detectar
numerosas anormalidades endoteliales derivadas de enfermedades o
traumatismos. Asi mismo, el estudio mediante microscopia especular resulta
muy util en el desarrollo de técnicas médicas y quirdrgicas que permitan

minimizar el dafo a las células endoteliales.

Actualmente hay 2 tipos basicos de microscopio especular: el de contacto y el
de no contacto. En el microscopio especular de contacto la lente del aparato
se situa en contacto directo con la superficie corneal, previo uso de anestésico
topico, lo que permite la eliminacion del reflejo especular del epitelio. Por el
contrario, la microscopia especular de no contacto emplea tecnologia de

enfoque automatica para encontrar el reflejo especular (Fig. 9).



Estudio del endotelio cormeal en diferentes especies animales Natalia Coyo

Figura 9. a) Microscopia especular de contacto realizada en una chinchilla (Fuente: B.S. Bercht,
L. Albuquerque, A.C. Araujo. Specular microscopy to determine corneal endothelial cell
morphology and morphometry in chinchillas (Chinchilla lanigera) in vivo. Veterinary
Ophthalmology 2015; 18 Suppl 1: 137-142) y b) Microscopia especular de no contacto en un
perro.

El campo de visién obtenido es mucho mayor en el microscopio de contacto que
en el de no contacto, lo que permite una valoracion mas objetiva y rapida
(Fig.10). 68 Ademas, el microscopio de contacto es mas facil de usar y
proporciona mejor magnificacion y resolucion. Sin embargo, el contacto de la
lente y la manipulacion de la cornea puede producir molestias en el paciente, asi
como artefactos, problema que se acentua en oftalmologia veterinaria, dada la
limitada colaboracion de los pacientes. De todo lo anterior se deduce que el
microscopio especular de no contacto, a pesar de mostrar un campo de vision
mucho menor, es potencialmente una herramienta mas util para el estudio del
endotelio corneal en animales, ya que no requiere anestesia y es, aun si cabe,

menos invasiva.
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Figura 10. Microfotografia del
endotelio corneal de un perro
obtenida con un microscopio
especular de no contacto (SP-
2000P, Topcon).

Es importante mencionar, que los microscopios especulares actuales suelen
llevar incorporado un paquimetro digital que permite medir el grosor corneal
simultdneamente. La obtencion de este valor es de gran utilidad, dado que esta
intimamente ligado a la integridad del endotelio corneal; en lesiones del endotelio
corneal, el humor acuoso entra en el estroma corneal, induciendo edema y

aumentando, por tanto, el grosor corneal total.

La microscopia especular sin embargo conlleva algunas limitaciones. La mas
importante es la necesidad de tener una cornea relativamente transparente para
poder obtener buenas imagenes, es decir, en casos de edema estromal severo
o pliegues en la membrana de Descemet, puede ser dificil o incluso imposible
obtener una imagen del endotelio corneal. Por otro lado, las fotografias que
ofrece se restringen a un unico plano, cuando una imagen tridimensional seria
mas util para valorar de forma mas precisa el estado del endotelio corneal en

estudio. (69

En oftalmologia veterinaria, el microscopio especular se ha usado para describir
las caracteristicas del endotelio corneal en animales tales como el perro, (/9 el
conejo, 47 |a llama, @4 la alpaca, 4 el caballo, % el macaco cangrejero, (/2

el titi coman, ("3 el gato, ®? la chinchilla, ¥ o el pollo. (7%

24



2.4.2.3. Biomicroscopia confocal

En 1940, Hans Goldmann fotografié la cérnea animal ex vivo mediante una
lampara de hendidura modificada que afos después se ha considerado por
algunos autores como el primer sistema &ptico confocal. ("® Sin embargo,
muchos historiadores otorgan la invencion del microscopio confocal a Marvin
Minsky, quién patenté su invento en 1957, permitiéndole observar redes

neuronales del tejido nervioso del cerebro in vivo. (/")

En la biomicroscopia confocal, la luz es emitida desde un condensador a través
de un agujero estenopeico (un agujero central en una superficie opaca) y se
enfoca sobre un tejido mediante una lente. La luz reflejada por el tejido se separa
de la luz emitida y se capta por una segunda lente que la enfocara hacia otro
agujero (agujero de observacién), donde sera captada por un detector. El
nombre de microscopio confocal se debe a que el iluminador del microscopio
(condensador) y el sistema de observacion tienen puntos focales comunes
sobre el tejido en estudio (“‘confocales”) (Fig.11). El detector es capaz de
oscurecer aquella luz que no haya sido reflejada directamente por el tejido,

aumentando la resolucion de la imagen.

En oftalmologia, la microscopia confocal permite obtener imagenes en serie en
forma de secciones Opticas de la cérnea, proporcionando informacién in vivo,

tanto cuantitativa, como cualitativa.

_— Laser source

7 M
Hotating mirrors . g ‘]H_ __—— Pin-hole apertures

— _h_'_'j_ - __,/_ |~ L-r“ —
1 Y
] »
Objective lenses _,.' \Detemnr
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. Imagen esquematica del principio de microscopia confocal. (Fuente: D. Donaldson,
C.Hartley. Ophthalmic examination and diagnostics, part 2: ocular imaging. En: Veterinary
Ophthalmology, 5™ edition. Wiley-Blackwell, lowa 2013:614-668).



En la actualidad hay 3 tipos basicos de microscopios confocales. EI Tandem
Scanning Confocal Microscope (TSCM) dispone de discos rotatorios con
multiples agujeros estenopeicos (discos Nipkow) que generan multiples puntos
de iluminacidn; con la rotacion de dichos discos, se obtiene un escaneo completo
de la muestra. EI TSCM fue reemplazado por el Slit-scanning Confocal
Microscope (SSCM), el cual dispone de una fuente de iluminacién y observacion
en forma de hendidura. A pesar de que con el SSCM la imagen solo es confocal
en un eje, este tipo de microscopios ofrece mayor fuente de iluminacién y
menores tiempos de escaneo que el TSCM (dado que todos los puntos del eje
de la hendidura son escaneados a la vez). Finalmente, el Laser Scanning
Confocal Microscope (LSCM) utiliza una fuente de luz laser de alta intensidad
que atraviesa un pequeio agujero circular situado en un diafragma y dispone de
diferentes lentes oscilantes que permiten escanear el tejido punto por punto.
Mediante diferentes escaneos se pueden obtener imagenes bidimensionales, e
incluso alterando el plano focal y con ayuda de un soporte informatico, puede

reconstruir simulaciones tridimensionales de la muestra. (78

Tanto la microscopia especular como la confocal pueden emplearse in vivo,
considerandose técnicas no invasivas que permiten evaluar cuantitativamente el
endotelio corneal. Sin embargo, la ventaja que ofrece la microscopia confocal es
que puede realizarse en casos de edema corneal severo y por este motivo, es

de gran valor diagnodstico en algunos casos de enfermedad endotelial severa. (¢°)

A pesar de que la microscopia confocal se ha utilizado ampliamente en
investigacion y clinica humana, su elevado coste hace que el uso en veterinaria

sea, a dia de hoy, limitado (Fig. 12). (11.79)
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Figura 12. Imagen obtenida mediante microscopia confocal del endotelio corneal de un perro
(Fuente: C. Kafarnik, J. Fritsche, S. Reese. In vivo confocal microscopy in the normal corneas of
cats, dogs and birds. Veterinary Ophthalmology 2007; 10(4): 222-230)

3. ENDOTELIOPATIAS

Numerosas causas pueden danar, de forma primaria o secundaria, el endotelio
corneal. A pesar de que en medicina humana las enfermedades primarias del
endotelio se han descrito ampliamente, en veterinaria la descripcion de dichas
patologias se limita basicamente a la especie canina. Los procesos primarios,
es decir, aquellas enfermedades en las que la causa inicial se halla en el propio
endotelio, son poco frecuentes en el perro y mas dificiles de diagnosticar, dado
que no presentan signos clinicos mas alla de aquellos que aparecen en la
coérnea. Los procesos secundarios suelen observarse con mas frecuencia y

pueden estar asociados a enfermedades o procesos intraoculares o sistémicos.

3.1. Endoteliopatias primarias

3.1.1. Distrofia de Fuchs / Distrofia Endotelial Corneal

En 1910, el oftalmdlogo austriaco Ernst Fuchs describié una serie de casos que
presentaban opacidad de la cérnea central, pérdida de sensibilidad corneal y
formacién de protuberancias en el epitelio corneal (bullas). A esta enfermedad la
llamo “dystrophia epithelialis corneae”. €% No fue hasta una década después,



que se asociaron los cambios observados en el epitelio con alteraciones en la
membrana de Descemet y el endotelio. Por ejemplo, Vogt describié, mediante
lampara de hendidura, el crecimiento de unas excrecencias en forma de gota
(quttae). @) Unos afios mas tarde, en 1925, se afirmo que los cambios
endoteliales de esta enfermedad preceden a los epiteliales. (¢2)

A pesar de haber transcurrido mas de un siglo desde las primeras descripciones,
y de ser actualmente la principal distrofia endotelial en humanos, el mecanismo
desencadenante de la Distrofia de Fuchs sigue siendo desconocido. En una
primera fase de la enfermedad se observa aumento de grosor de la membrana
de Descemet y crecimiento de protuberancias andmalas en forma de gota
(guttae), asi como disminucién de la DCE. El declive del numero de células
endoteliales es tal, que suelen alcanzarse los limites criticos de densidad vy el
endotelio es incapaz de ejercer correctamente su funcion, entrando grandes
cantidades de humor acuoso desde la camara anterior al estroma corneal y
generando intenso edema difuso. En las ultimas etapas de la enfermedad, el
epitelio se desprende de su membrana basal, formando protuberancias
conocidas como bullas epiteliales, que pueden romperse y dar lugar a
dolorosas ulceras superficiales que se acompafian de signos inflamatorios

corneales, tales como neovascularizacién corneal. (83.84)

La Distrofia de Fuchs es una enfermedad hereditaria autosémica dominante,
bilateral y progresiva que se observa mas frecuentemente en mujeres adultas
entre los 50 y los 60 afios de edad. @3 A pesar de que es una enfermedad que
inicialmente produce simplemente vision borrosa, si no se trata, los pacientes

acaban desarrollando ceguera completa en fases avanzadas.

En humanos, la enfermedad se presenta en todo tipo de poblaciones, aunque
algunos estudios sugieren mayor prevalencia en paises europeos. En Estados
Unidos se ha descrito una prevalencia del 3.9% en personas mayores de 40 afios

(85) mientras que en Islandia es del 9.2% en mayores de 55 afios. ()

En la especie canina esta enfermedad recibe el nombre de Distrofia Endotelial
Corneal y presumiblemente presenta las mismas etapas y signos clinicos que la

Distrofia de Fuchs. Ademas de dichas similitudes, también es frecuente
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observarla en hembras adultas a partir de 5 afos de edad, describiéndose

predisposicion racial en Boston Terrier, Chihuahua y Teckel. (&7

El diagnéstico se realiza en base a la biomicroscopia y la microscopia especular
y/o confocal. De hecho, en pacientes humanos sin antecedentes familiares, esta
enfermedad suele diagnosticarse casualmente durante la revision oftalmoldgica
rutinaria, en donde se observan las guttae con la lampara de hendidura. 4 La
confirmacion de la sospecha clinica debe realizarse mediante microscopia
especular o confocal. ©8 Bajo el microscopio especular, se observan las guttae
como estructuras hiporeflectivas, ademas de zonas negras en el patron

endotelial, sugestivas de muerte celular (Fig.13).

Figura 13. Microscopia especular de un paciente humano con Distrofia de Fuchs a) Noétese las
guttae (flecha) y las amplias areas de muerte celular b) (*). (Fuente: A. G-Y. Chou, S.C. Kaufman,
R.W. Beuerman et al. Confocal microscopy in cornea guttata and Fuchs’ endothelial dystrophy.
British Journal of Ophthalmology 1999; 83:185-189).

A pesar de que hay diferentes tratamientos paliativos para la Distrofia de Fuchs
y la Distrofia Endotelial Corneal, el trasplante corneal (ya sea perforante o
laminar profundo) es la Unica opcion, hoy en dia, para resolver la enfermedad de

forma definitiva.

3.1.2. Distrofia Polimérfica Posterior

En 1916, Koeppe realizé la primera descripcion de la Distrofia Polimérfica
Posterior (DPP) al observar lesiones “bullosas” en la cornea posterior en 6
pacientes. ) No fue hasta varias décadas mas tarde, en 1953, que se determind
el tipo de heredabilidad de la enfermedad, estableciéndose como autosémica
dominante. 0 Los primeros estudios histopatologicos de la DPP se realizaron

en 1967, describiéndose el aumento irregular del tamafio de la membrana de

29



Descemet, asi como protrusiones de esta membrana hacia la camara anterior.
(91)

Actualmente la DPP se describe como una enfermedad congénita autosomica
dominante, debida a una mutacion en la region pericéntrica del cromosoma 20.
(92) La presentacion clinica no muestra predisposicion racial, es generalmente
bilateral, y muestra alteraciones en endotelio corneal y en membrana de
Descemet. %) Los hallazgos mas relevantes son opacidades polimdrficas
(algunas de ellas vesiculares), lesiones grandes geograficas y en algunos casos,
bandas amplias en la membrana de Descemet. La DPP ademas suele asociarse
con otras alteraciones del segmento anterior del globo ocular, tales como

sinequias anteriores y glaucoma. (394

A pesar de considerarse congénita, la enfermedad permanece asintomatica
hasta la edad adulta, siendo probablemente estacionaria o de progresion
extremadamente lenta, tanto que los pacientes afectados mantienen su agudeza

visual sin edema durante su vida. (%4

En el perro, esta enfermedad tiene una presentacion muy similar a la observada
en humana, tanto en su modelo de herencia, como en las lesiones del endotelio
y la membrana de Descemet. Los animales afectados suelen tener entre 1y 7
afos de edad, describiéndose mayor predisposicion en la raza Cocker Spaniel

Americano. (95

El diagnoéstico puede realizarse mediante lampara de hendidura, aunque se
precisa de microscopia especular y/o confocal para un estudio mas detallado.
Mediante biomicroscopia pueden observarse estructuras aparentemente
vesiculares (que en realidad no lo son, al no contener ningun fluido) difusas o
agrupadas, en el endotelio y la membrana de Descemet, asi como lesiones

amplias en forma de bandas (Fig.14). ©4)
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Figura 14. Examen con lampara de hendidura en dos pacientes humanos con Distrofia
Polimdéfica Posterior en donde pueden observarse: a) lesiones en forma de vesicula (aunque no
contienen fluido) (flecha) y b) lesiones en forma de banda en la membrana de Descemet (*)
(Fuente: J. Kiel. Posterior polymorphous dystrophy. Clinical and Experimental Optometry 1999;
82(1): 20-22)

Histolégicamente, las células endoteliales pueden mostrar una apariencia
normal o bien estar atenuadas, degeneradas o ausentes, aunque algunas
presentan apariencia de fibroblasto o de célula epitelial. ®*) La microscopia, ya
sea especular o confocal, permite observar las lesiones en banda de la
membrana de Descemet y el aumento de polimegatismo y pleomorfismo de las

células endoteliales (Fig.15). (%8

En la mayoria de DPP, la falta de clinica evidente no justifica la aplicacién de
tratamiento, aunque se ha descrito que aproximadamente en un 10% de
pacientes la enfermedad puede progresar requiriendo tratamiento quirdrgico
(trasplante corneal).



. Microscopia confocal in vivo de un paciente humano con Distrofia Polimérfica
Posterior en dénde pueden observarse lesiones en forma de vesicula en el endotelio corneal.
(Fuente: C.N. Grupcheva, G.S.M. Chew, M. Edwards et al. Imaging posterior polymorphous
corneal dystrophy by in vivo confocal microscopy. Clinical and Experimental Ophthalmology
2001; 29: 256-259)

3.1.3. Degeneracion endotelial senil

La degeneracion endotelial senil (DES) es una enfermedad que puede
observarse en perros de avanzada edad, en los cuales se desarrolla edema
corneal difuso espontaneo de mayor o menor severidad, sin otros signos
oculares o sistémicos asociados, y sin causa desencadenante aparente. Las
escasas descripciones clinicas que existen en esta especie apuntan a que se
trata de wuna patologia sin predisposicion sexual o racial v,

desafortunadamente, no hay estudios cientificos publicados sobre la misma.

Del mismo modo que la DCE disminuye de forma fisiolégica durante el
envejecimiento, la cantidad de bombas endoteliales y su capacidad funcional
también son menores con el paso de los afios. *) En oftalmologia humana se
han descrito casos de edema corneal espontaneo en pacientes geriatricos con
historia previa de cirugia intraocular o glaucoma. La diminucion de la celularidad,
asi como del numero de bombas y su funciéon, sumado a factores previos
externos que, per se, produzcan dafo endotelial, podrian explicar la aparicién
del edema durante la tercera edad. Sin embargo, en los casos observados en la
especie canina, no se presenta historia de cirugia o enfermedad intraocular

durante la vida del animal, por lo tanto, la causa exacta por la cual acaban



desarrollando edema se desconoce. Se podria hipotetizar que estos animales
presentan una densidad celular cercana al “umbral bajo” de lo que se considera
normal para la especie y que, con la disminucién debida al envejecimiento, tanto
en numero de células endoteliales como en bombas, acaban llegando a los

limites criticos que inducen la aparicion de edema.

Estos casos suelen tratarse empiricamente con sustancias hiperosmaticas
topicas (cloruro sédico al 5%) aunque, si las condiciones del paciente lo
permiten, el tratamiento quirdrgico, ya sea mediante trasplante corneal o técnicas
paliativas (cross-linking, termoqueratoplastia o colgajo conjuntival), seria el de
eleccion en cuadros severos de edema corneal y ulceracidon recidivante

secundaria.

3.2.1. Procesos intraoculares

Entre las enfermedades intraoculares mas frecuentes que pueden producir
endoteliopatias secundarias cabe destacar la uveitis anterior, el glaucoma y la

luxacion anterior del cristalino.

La inflamacion intraocular que se genera en casos de uveitis anterior aumenta
la permeabilidad del endotelio y altera la capacidad funcional de la bomba
endotelial. (®-191) En estos casos, el examen detallado del endotelio bajo
microscopia especular revela disminucion en DCE, acompafiada de aumento del
polimegatismo y pleomorfismo. Ademas, pueden observarse precipitados

queraticos y vacuolas intercelulares llenas de fluido. (10"

La compresion sobre el endotelio corneal producida por el aumento de presion
en caso de glaucoma parece el mecanismo mas probable de dafio endotelial en
esta enfermedad. (%2 E| edema corneal difuso observado responde a dos etapas
del mecanismo patogénico; en una primera fase hay afeccién de la bomba
endotelial, mientras que en la segunda fase aparecen dafios celulares
endoteliales: ruptura celular, hinchazén de mitocondrias, desorganizacion del
reticulo endoplasmatico y aparicién de cuerpos mielinicos. ®° La hipoxia sufrida
por las células, ademas, podria conllevar dafios endoteliales irreversibles. (103)

La microscopia especular y/o confocal puede desvelar cambios en la morfologia



celular, asi como disminucion de la DCE. (192 Ademas, el problema endotelial
podria exacerbarse durante el tratamiento del glaucoma, dado que el uso crénico
de productos antihipertensivos tales como los inhibidores de la anhidrasa
carbénica podrian afectar a la bomba activa endotelial disminuyendo su

funcionalidad. (104

El roce directo que ejerce el cristalino sobre el endotelio corneal en casos de
luxacidn anterior es el mecanismo principal por el que se produce el dafo
endotelial y la aparicion de edema en esta alteracion intraocular. (199 En
humanos, se han observado gotas endoteliales, células anormales y puntos

negros en el patron endotelial en casos de luxacion. (196)

Cirugias intraoculares, como la extraccion del cristalino o la facoemulsificacion,
también suelen ir asociadas a dano endotelial, siendo estos mayores en la
primera. (197 El dafio endotelial se ha asociado al instrumental, a la manipulacion
del nucleo del cristalino, y, en el caso de la facoemulsificacién, a la potencia de

los ultrasonidos y la duracién del proceso quirdrgico. (198)

3.2.2. Causas sistémicas

Entre las enfermedades sistémicas que cursan con alteraciones secundarias del

endotelio, cabe destacar la diabetes mellitus y la hepatitis infecciosa canina.

Los altos niveles de glucemia presentes en la diabetes mellitus se han asociado
a dafo endotelial, concretamente al descenso de la DCE y al aumento del AMC,

pleomorfismo y polimegatismo. (109-112)

Un 20% de los casos diagnosticados con hepatitis infecciosa canina (causada
por adenovirus tipo 1 — CAV1) acaba desarrollando signos clinicos oculares. (113)
Las lesiones se presentan tras 1-3 semanas de la infeccion, suelen ser
unilaterales (1'% y cursan principalmente con edema corneal difuso severo. Por
este motivo, la enfermedad también se conoce como “enfermedad del ojo azul”.
La vacunacion con cepas vivas de CAV1 se asocia también a signos oculares
(0.4%), habiéndose descrito, aunque de forma esporadica, signos parecidos en
animales vacunados con cepas atenuadas de CAV2. (1'% E| edema corneal es
consecuencia de una reaccion de hipersensibilidad tipo Ill, en la que el antigeno,
que se encuentra en las células endoteliales, desencadena la cascada

inflamatoria en la camara anterior, ddnde se produciran anticuerpos que se



uniran a los antigenos del endotelio, formando inmunocomplejos que seran

fagocitados principalmente por células inflamatorias de respuesta aguda. (116)

A parte de las dos enfermedades sistémicas anteriormente citadas, hay
numerosas causas externas al globo ocular que son potencialmente dafinas
para el endotelio corneal, entre ellas cabe destacar la radiacion ultravioleta y los
farmacos oculares (0o sus excipientes), administrados por via topica o

intracameral. (117.118)
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La densidad celular, el tamaino y la forma de las células endoteliales,
asi como el grosor corneal en ovino, son similares a los descritos
anteriormente en otros mamiferos.

Hay variaciones en la densidad celular y en el grosor corneal entre
diferentes zonas de la cornea en la especie ovina.

La edad afecta a los parametros endoteliales y al grosor corneal en la
especie ovina.

La raza afecta a los parametros endoteliales y al grosor corneal en la

especie ovina.

La densidad celular, el tamaino y la forma de las células endoteliales,
asi como el grosor corneal en caprino, son similares a los descritos
anteriormente en otros mamiferos.

Hay variaciones en la densidad celular y en el grosor corneal entre
diferentes zonas de la cérnea en la especie caprina.

La edad afecta a los parametros endoteliales y al grosor corneal en la

especie caprina.

La densidad celular, el tamafio y la forma de las células endoteliales en
el carabo comun son similares a los descritos anteriormente en otras
especies de aves.

La edad afecta a los parametros endoteliales en el carabo comun.

El indice cefalico en el perro afecta a los parametros endoteliales y el

grosor corneal en esta especie.
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Determinar la densidad celular, el tamano y la forma de las células
endoteliales, asi como el grosor corneal en ovinos y comparar los
resultados obtenidos con los publicados en otros mamiferos.

Describir las variaciones entre diferentes zonas de la cornea en
referencia a la densidad celular y el grosor corneal en ovinos.

Describir los efectos de la edad en los parametros endoteliales y en el
grosor corneal en la especie ovina.

Describir los efectos de la raza en los parametros endoteliales y en el

grosor corneal en la especie ovina.

Determinar la densidad celular, el tamano y la forma de las células
endoteliales, asi como el grosor corneal en caprinos y comparar los
resultados obtenidos con los publicados en otros mamiferos.

Describir las variaciones entre diferentes zonas de la cornea en
referencia a la densidad celular y el grosor corneal en caprinos.

Describir los efectos de la edad en los parametros endoteliales y en el

grosor corneal en la especie caprina.

Determinar la densidad celular, el tamano y la forma de las células
endoteliales en el carabo comun y comparar los resultados obtenidos con
los publicados en otras especies de aves.

Describir los efectos de la edad en los parametros endoteliales en el

carabo comun.

Describir los efectos del indice cefalico en los parametros endoteliales y

el grosor corneal en el perro.
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Abstract

Objective The purpose of the study was to determine corneal thickness (CT), endothe-
lial cell density (ECD), morphology, and morphometry in ovine eyes, and to report
the effects of age and breed on these parameters.

Animals studied and procedures Forty-eight healthy ovine eyes were classified into six

groups (eight eyes per group) according to animals’ age (lambs and adults) and breed
(Manchega, Ripollesa, and Rasa Aragonesa). Endothelial cell density (cells/mm?) and
CT (um) were calculated in the central cornea and four peripheral quadrants by means
of specular microscopy. Mean cell area (MCA (um?)), pleomorphism (% hexagonal
cells), and polymegethism (CV) were evaluated in the central cornea. Statistics con-
sisted of an ANOVA model and a LSD test for the post boc analysis.

Results Results in lambs were as follows: ECD = 3532 + 259, CT = 699 + 56,

MCA = 283 =+ 22, % hexagonal cells = 75.64 + 3.09, and CV = 18 + 8.4; and in
adults: ECD = 2204 + 261, CT = 804 + 87, MCA = 473 + 53, % hexagonal

cells = 69.9 + 3.42, and CV = 18.1 + 5.2. There were differences (P < 0.001) in all
parameters studied between both groups except for the CV (P = 0.962). Regarding the

breed Aragones
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pared to other breeds. Mean values of all groups together showed rhat central and
dorsal areas of the cornea were the thickest, whereas temporal quadrant was the thin-

nest (P < 0.001).

Conclusions This study demonstrates that age and breed influence corneal and endothe-

lial parameters in sheep.

Key Words: endothelium, eye, pleomorphism, polymegethism, sheep, specular

microscopy

INTRODUCTION

The corneal endothelium is a monolayer of polygonal
cells on the inner surface of the cornea that faces the
anterior chamber. This corneal layer governs fluid and
solute transport across the posterior surface of the cornea
and actively maintains the cornea in the slightly dehy-
drated state that is required for optical transparency. A
minimum density of endothelial cells is necessary to
ensure a proper function of the endothelium as distur-
bances of this critical density are associated with loss of
corneal transparency.!

Currently, noncontact specular microscopy is consid-
ered the most accurate noninvasive technique for visualiz-
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ing and analyzing the corneal endothelium ‘iz wivo'.
Morphologic and morphometric studies of the healthy
endothelium using this technique have been widely
described in human,? dog,3 rabbit,™ 1lama,® alpaca,’
horse7 cynomolgus mcmkey,8 common marmosetg and

t.19 Corneal endothelium has also been characterlzed by
means of scanning electron microscopy in ostrich,!!

and pig"’

mag-
5 .12 5 5
ellanic penguin, and by confocal microscopy
in rat and mouse.
Furthermore, differences in endothelial cell density
(ECD), cell morphology, and morphometry have been
reported with age in humans, > dogs,w’l’ cats, 107
horses,” pigs,17 cows,” and rabbits.*'® However, there are

no morphologic nor morphometric studies of the healthy
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sheep endothelium, nor studies on the effects of age and
breed on these parameters.

Corneal thickness (CT) is a sensitive parameter to
determine corneal hydration and metabolism. When cor-
neal endothelial pump function or integrity of the corneal
endothelial barrier is disturbed, an overhydration of the
corneal stroma occurs, and therefore, CT increases.' Cen-
tral corneal thickness (CCT) has been assessed in the
human'? and in different domestic and laboratory animals
including the dog,™'® the rabbit,* the llama,® the alpaca,’
the horse,” the cat,'® the mouse,” the pig,31 the one-
humped camel,”” and a single sheep.'* CT has been previ-
ously evaluated in central and peripheral quadrants in
human,® horse,” llama,® alpaca,® mouse,”’ dog,** cat,”
and rabbit eyes.”® Furthermore, an increase in CT has
been reported with age in humans,*"’ dogs,m’”“24

10;L¢ pigs, " cows,'” and rabbits.>!® Although differ-

cats,
of corneal thickness have been
272

ences among races
described in humans,?” " there are no studies on the
effects of breed in veterinary medicine.

The purpose of this study was to determine CT, ECD,
size, and shape of corneal endothelial cells in sheep, and
to report the effects of age and breed on these corneal
parameters. Knowledge of corneal endothelial features in
sheep is essential for research studies using this specie as

an animal model of corneal endothelial damage.

MATERIALS AND METHODS

Animals, sampling, and opbthalmologic examination
Forty-cight healthy eyes from three Spanish breeds of
sheep were obtained from two Spanish slaughterhouses, as
well as from the research-teaching colony of the Autono-
mous University of Barcelona. Immediately after being
sacrificed, eyes were enucleated and classified into six
groups (eight eyes each), based on the breed (Ripollesa,
Manchega and Rasa Aragonesa) and the age of the animals
(lambs [3-6 months old] and adult sheep [2-5 years old]).
Sample size was based on previous publications using the
same methods and procedures in other species.””'” Data
regarding gender could not be obtained.

Eye cooling was carried out in the slaughterhouse itself,
by introducing the globes in individual bags with Ringer’s
lactate solution and then placing the bags in a cooler with
ice. Eyes were cold-transported to the laboratory of the
Ophthalmology Service of the Autonomous University of
Barcelona, where a biomicroscopic examination of the
anterior segment was performed (Kowa SL-15 portable
Slit-Lamp Biomicroscope; Kowa Co. Ltd) within 3 h of
enucleation. Eyes with anterior segment abnormalities
were excluded from the study.

Establishment of the four eye quadrants (dorsal, ventral,
nasal, and temporal) was performed by means of fundic
examination (Heine Omega 500 indirect ophthalmoscope;
Heine), anatomic location of the optic nerve exit (ventro-
medial), and pupil and corneal shape (narrow in temporal

quadrant). Immediately after, to identify the corneal quad-
rants, medial conjunctiva and dorsal conjunctiva were
identified with different color suture materials.

Density of corneal endothelial cells, pleomorphism, and
polymegethism

Corneas were studied within 4-12 h after enucleation.
Eyes were placed in a homemade methacrylate eyeball
holder and examined using a noncontact specular micro-
scope (Specular Microscope SP-2000P; Topcon) in an
automatic mode with a working distance of 25 mm. Eyes
that showed corneal decompensation, damage of endothe-
lial cells, endothelial cell loss, or presence of inflammatory
cells on the endothelium during the specular microscopy
examination were excluded from the study.

Endothelial cell density, expressed as cell/mm?, was cal-
culated in the central and peripheral corneal quadrants
(dorsal, ventral, nasal, and temporal). Peripheral frames
were taken approximately 5 mm from the limbus. Three
microphotographs were obtained from each zone, and the
mean ECD was calculated for each quadrant. In all central
micrographs, thirty well-defined endothelial cells were clo-
sely evaluated for morphological parameters including the
following: mean cell area (um? + standard deviation),
polymegethism (measured by the coefficient of variation
of cell area), and pleomorphism (evaluated by the percent-
age of cells that were hexagonal (i.e. had six sides))
(Fig. 1). Pleomorphism was analyzed by means of imaging
software (Adobe Photoshop CS5; Adobe Systems Inc), by
two independent researchers. The mean of the results
obtained by the two investigators was considered as the
final value.

Corneal pachymetiy

Corneal thickness (um) was measured using the digital
pachymeter of the same noncontact specular microscope
in an automatic mode. In all the eyes, three measurements
at the five previously described quadrants (central, dorsal,

Figure 1. Selection of thirty well-defined corneal endothelial cells in
a central microphotograph of an adult Manchega. N, number of cells
chosen; AVG, mean cell area (umz); CV, coefficient of variation
(indicates polymegethism); CD, endothelial cell density (cells/mm?).

© 2015 American College of Veterinary Ophthalmologists, Veterinary Ophthalmology, 19, 367-372
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Table 1. Endothelial cell density (ECD, cells/mm?), corneal thickness (C'T, wm), mean cell area (MCA, pm?), pleomorphism (% of hexagonal
cells), and polymegethism (CV) according to age in ovine eyes. Results are given with the mean values + standard deviation (SD)

ECD CcT MCA Pleomorphism Polymegethism
Lambs (3-6 months) 39324259 699 + 56 283 £ 22 75.64 £ 3.09 18 + 8.4
Adult sheep (2-5 years) 2204 + 261 804 + 87 473 + 53 69.9 + 3.42 18.1 £ 5.2
P-value <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* 0.962

*Indicates statistical significance.

ventral, nasal, and temporal) were obtained. Peripheral
measurements were taken approximately 5 mm from the
limbus, and mean CT was calculated for each quadrant.

Statistical analyses

The main effects of age, breed, and quadrant were ana-
lyzed by means of one-way ANOVA models using mean
CT, ECD, MCA, pleomorphism, and polymegethism as
dependent variables. To study a specific interaction effect
of a pair of these factors, an ANOVA model was used
including the pair of factors as main effect and their inter-
action, to corroborate the hypothesis of an independent
influent factor for the dependent variable. Least significant
differences (LSD) procedure was used in post boc analyses.
Statistical analysis was performed with commercially avail-
able computer software (spss ver 20), and a 5% bilateral
Type T error was used for statistical significance. Results
are given with the mean value + standard deviation (SD).

Mean CT, ECD, MCA, pleomorphism, and polymegeth-

ism values for ovine corneas are shown in Table 1.

Age evaluation

The effect of age on corneal parameters is shown in
Table 1. These results were obtained by calculating the
mean values for the three breeds in each of the two groups
of ages. When compared, lambs had a significantly higher
ECD but a significantly lower CT, MCA, and pleomor-
phism than adults (P < 0.001). No differences were
observed in polymegethism between lambs and adults
(P = 0.962) (Table 1).

Breed evaluation
Results of the effects of breed on corneal parameters are
shown in Table 2. For breed evaluation, lambs and adults

of the same breed, as a whole, were compared to those of
the other breeds. There were no differences regarding
ECD (P =0.593), MCA (P = 0.745), and pleomorphism
(P = 0.694) among breeds. Nevertheless, Rasa Aragonesa
presented a significantly higher CT (P = 0.001) and poly-
megethism (P = 0.04) than Manchega and Ripollesa.

Quadrant evaluation

Table 3 shows the results of quadrant evaluation for all
the groups together. There were no differences in ECD
among quadrants (P = 0.854), but dorsal and central
thicknesses were significantly higher (P < 0.001), and tem-
poral significantly thinner (P < 0.001). There were no dif-
ferences between age or breed and quadrant evaluation.

Interaction among factors
An interaction between age and breed was found for
ECD, CT, MCA, and polymegethism (P < 0.001).

The present study establishes corneal thickness and
endothelial cell density, as well as characterizing corneal
endothelial cells in the sheep. To the authors’ knowledge,
this is the first description of these parameters and their
variations according to age and breed in a large number of
ovine eyes.

Corneal thickness has only been described previously in
a case report.'t The central CT obtained herein
(768 £ 72 pm) is similar to the one in the case report by
Reichard et a/. (850 pm),"* carried out by means of confo-
cal microscopy in a 2-year-old sheep. Both studies yielded
results within the lower range of those previously reported
by Bayer (central CT: 800-2000 pm). It is worth pointing
out that Dr Bayer did not include data on the sample’s
size, age of the individual or breed.’® Regarding the
peripheral CT, the bibliographic references are even

Table 2. Endothelial cell density (ECD, cells/mm?), corneal thickness (C'T, pm), mean cell area (MCA, pm?), pleomorphism (% of hexagonal
cells), and polymegethism (CV) according to breed in ovine eyes (regardless of age). Results are given with the mean values + standard deviation

D)

ECD cr MCA Pleomorphism Polymegethism
Manchega 2917 £ 810 744 + 91 382 £ 119 73.54 & 3.61 154 + 4.2
Ripollesa 2883 + 455 724 £ 56 362 + 61 7233 £4.96 16.3 £ 6.2
Rasa Aragonesa 2804 + 820 787 + 104* 390 + 123 7245 £+ 4.51 22,5+ 7.8%
P-value 0.593 0.001* 0.745 0.694 0.04*

*Indicates statistical significance.

© 2015 American College of Veterinary Ophthalmologists, Vererinary Ophthatniology, 19, 367-372
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Table 3. Endothelial cell density (ECD, cells/mm?) and corneal
thickness (CT, pm) according to corneal quadrants in ovine eyes.
Results are given with the mean values + standard deviation (SD)

ECD L i
Central quadrant 2845 4+ 749 768 + 72%
Dorsal quadrant 2854 + 740 793 4 92¢%
Medial quadrant 2869 + 708 727 £ 79
Ventral quadrant 2805 + 736 759 & 94
Temporal quadrant 2966 + 633 712 + 88*
P-value 0.854 <0.001*

*Indicates statistical significance.

scarcer and limited again to the CT results reported by
Dr Bayer (300-500 pm), with no specification of the
quadrant examined, age of the individual, nor of the speci-
fic localization for the measurement (mm from the lim-
bus).*® The peripheral CTs obtained in the present study
(624-885 pm) disagree with those previously described for
sheep, and show a statistically significant difference
between quadrants, the dorsal being the thickest
(793 £ 92 pm)  and  the temporal the thinnest
(712 &+ 88 pm). Differences among quadrants have previ-
ously been reported in other animal species, including
horses,” mice,”’ pigs,’' dogs,” cats,’” and humans.*

Corneal endothelial density has been widely studied in
veterinary and human ophthalmology, in which many pub-
lished reports are limited to the central cornea.’ ' In
sheep, there is only a case report on the characterization
of endothelial corneal cells,** yielding a central ECD of
11319 + 2081 cells/mm? by means of scanning electron
microscopy. This value differs greatly from the ones
obtained in the present study (lambs: 3532 + 259 cells/
mm?; adults: 2204 + 261 cells/fmm?), as well as from the
ECD values previously reported in other mammals.* '
Unfortunately, the reason for this discrepancy remains
unclear.

There are controversies regarding differences in ECD
among corneal quadrants; some studies!®¥%36 agree with
the present one in that there are no differences, while
others disagree.7‘37 This variability could be explained by
the different methods used or by the different location of
the peripheral frames (distance from the limbus). Further
research is needed to clarify and understand such differ-
ences among studies and to evaluate their clinical rele-
vance.

Results obtained for MCA were 283 + 22 um® for
lambs and 473 + 53 pm? for adults. Comparisons with
other animals are difficult, as in many reports authors do
not specify the exact age of the subjects. HHowever, our
results are very similar to those previously reported for
the dog (393 um?),*® the cat (154 pm® for kittens,
348 pm’ for adults),'” and the rabbit (371 pm?).*®

Endothelial cell loss is associated with cellular morpho-
logical changes' which can be quantified by pleomorphism
and polymegethism. The obtained results on hexagonal

cells (75.64 & 3.09% for lambs and 69.9 + 3.42% for
adults) and CV (18 £ 8.4 for lambs and 18.1 £ 5.2 for
adults) do not differ from those previously described for
dogs (68%; CV = 22),*” rabbits (71%; CV = 20),*® and
cats (CV = 19).%

Age-related changes in the cornea have been examined
widely, clinically, and experimentally, in human ophthal-
mology. Aging increases CT and pleomorphism, but
reduces ECD (0.6% annually between ages of 20—
80 years) in humans.>!>H-# Unfortunately, reports on
the effects of aging on the cornea in veterinary medicine
are scarce and limited to CT evaluation in dogs,““”‘24
cats, %7 pigs,17 cows,'” horses,’ Hamas/alpacns,6 and rab-
bits;!® to ECD determination in cats,!* dogs,'® llamas/al-
pacas,ﬁ and  horses;’ and to  endothelial  cell
characterization in cats!® and dogs.'® The study reported
here yielded very similar results to the previously
described in humans,™ dngs,"’ and cats,'” observing an
increase in CT and pleomorphism, but a reduction in
ECD with aging. Despite the fact that reduction in ECD
was significant, it does not justify the increase in CT, as it
did not reach the critical minimum level (500-800 cells/
mm?). The deposition of new material into the Desce-
met’s membrane during their lifetime could explain in part
this finding." Nevertheless, further studies are needed
to establish the precise mechanism of corneal thickening
with age.

Regarding CV, there is some disagreement: some stud-
ies have reported an increase with aging in humans® and
dogs,% whereas others did not find a relation between age
and polymegethism in humans,*’ dogs,m and cats.'”
According to our results, aging does not seem to affect
coefficient of variation in ovine eyes.

In human ophthalmology, significant differences in CT,
ECD, and endothelial cell characterization between races
have been reported.*” %% Surprisingly, neither differ-
ences of ECD nor MCA and pleomorphism could be
found among the ovine breeds studied. However, Rasa
Aragonesas presented a statistically significant higher CT
and CV than Manchegas and Ripollesas. Such similarities
could be explained by their same predecessor, Ouis aries
lzger'icm'ix,'m and their very similar anatomic and productive
features. Further research including different ovine breeds
with different ancestors is needed to confirm that breed is
a decisive factor and can vary endothelial parameters.

Finally, an interesting relationship between age and
breed was found in all parameters except for pleomor-
phism. This finding suggests that the effect of age could
be different depending on the breed studied. This means
that future studies on the corneal endothelium in
sheep should include different age groups for each breed
studied.

A possible limitation of the study was the wide range of
time between enucleation and specular microscopy evalua-
tion (4-12 h). This time could not be reduced as some of
the samples were collected far away from the laboratory.

© 2015 American College of Veterinary Ophthalmologists, Veterinary Opbthalmology, 19, 367-372
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However, to minimize possible variations of the endothe-
lium due to the time elapsed, slit-lamp examination was
performed in all eyes before the specular microcopy evalu-
ation and eyes presenting any alteration seen by means of
any of these two techniques were excluded from the study.

In conclusion, corneal thickness, density, and characteri-
zation of endothelial cells in sheep are very similar to
those previously reported for other mammals and, exclud-
ing polymegethism, vary during lifetime. Based on the dif-
ferences seen among corneal quadrants, the central cornea
should not be considered as the sole representative of the
whole cornea in ovine eyes.
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OBJECTIVE
To determine corneal thickness (CT), endothelial cell density (ECD), and morphological

and morphometric features of caprine eyes and to assess effects of aging on these

variables.

SAMPLE

27 healthy eyes of 19 Murciano-Granadina goats.

PROCEDURES

Goats were classified into 2 age groups (kids, 14 months old [14 eyes]; and adults, 7-10
years old [13 eyes]). ECD and CT were calculated in the central cornea and 4 peripheral
quadrants using specular microscopy. Mean cell area (MCA), pleomorphism (percentage
of hexagonal cells), and polymegathism were evaluated in the central cornea.
Nonparametric analysis by means of rank-transformation with general linear models was

used for statistical analysis.

RESULTS

Median values for kids were determined for ECD (3,831 cells/mm?; interquartile range
[IQR], 3,669- 4,011 cells/mm?), CT (608 um; IQR, 573-655 um), MCA (255 pm?; IQR,
243-272 um?), pleomorphism (80.53%; IQR, 78.83%-83.30%), and polymegathism (19;
IQR, 18-22). Median values for adults were determined for ECD (2,101 cells/mm?; IQR,
1,966-2,251 cells/mm?), CT (706 um; IQR, 670-730 um), MCA (466 um?; IQR, 425-
507um?), pleomorphism (67.80%; IQR, 65.50%-70.00%), and polymegathism (21; IQR,
15-26). Values differed significantly between the 2 groups for all variables, except
polymegathism. For both groups, the dorsal and temporal quadrants were the thickest and

thinnest, respectively. In addition, ventral ECD was the lowest for both groups.



CONCLUSIONS AND CLINICAL RELEVANCE

ECD decreased with age, whereas MCA, pleomorphism, and CT increased. Moreover,
differences among regions of the cornea indicated that the central cornea should not be

considered as representative of the entire cornea. (Am J Vet Res 2018;79:xxx—xXX)

ABBREVIATIONS

CT Corneal thickness

IQR Interquartile range
ECD Endothelial cell density
MCA Mean cell area

The cornea in goats, similar to the cornea in many other animal species, is composed of
4 layers: epithelium, stroma, Descemet’s membrane, and endothelium. The endothelium
is a monolayer of polygonal cells on the inner surface of the cornea that faces the anterior
chamber. Corneal endothelium governs fluid and solute transport across the posterior
surface of the cornea to maintain a dehydrated state that is required for transparency.! To
perform this function properly, a minimum ECD is required. In humans, the minimum

ECD required is between 500 and 800 cells/mm? .2

Noncontact specular microscopy is considered the criterion-referenced technique for
visual examination and analysis of the corneal endothelium in vivo. A specular
microscope projects a beam of light to the posterior surface of the cornea. Although most
of the light is transmitted to the aqueous humor, a small part (0.022%) is reflected because
of the higher refractive index of the endothelium, compared with that of the aqueous
humor.® Corneal endothelium has been evaluated by use of specular microscopy in

humans* and several other animal species.’ !



Endothelial changes attributable to aging have been reported for humans*!* and some
other mammals.®!%!21315-17 However, the authors are not aware of any morphological or
morphometric studies that have been conducted on the healthy endothelium of goats.
Furthermore, there have been no reports on differences of endothelial variables of goats

of differing ages.

Corneal thickness is a variable that reflects corneal hydration and metabolism. Corneal
thickness can increase as a result of overhydration of the corneal stroma, which results
from disturbances of the endothelial pump or corneal endothelial barrier.! The CT in the
central portion of the cornea and peripheral cornea has been evaluated in humans,'
horses,'? llamas and alpacas,'! mice,'” dogs,?° cats,?! rabbits,?* sheep,'® cows,?* pigs,?> and
guinea pigs.?* An increase in CT attributable to aging has been reported for humans*!*

and other animal species. %1213:15-17:20.25-28

Although the CT of the central portion of the cornea of goats has been evaluated by means
of ocular ultrasonography®® and optical coherence tomography,’® to the authors’
knowledge, no studies have been conducted to evaluate CT of the various quadrants of
the eyes of goats. Moreover, no studies have been conducted to evaluate the effects of

age on CT in goats.

The purposes of the study reported here were to determine CT, ECD, and size and shape
of caprine corneal endothelial cells and to assess differences in these variables between
young and adult goats. Determining reference range values for endothelial variables and
CT in goats would provide information necessary to evaluate the usefulness of this species

for the study of corneal endothelial damage.



Materials and Methods

Samples

The study included 27 healthy eyes of 19Murciano-Granadina goats. Goats were
classified into 2 groups on the basis of age. Fourteen eyes were obtained from 10 kids (1
to 4 months old), and 13 eyes were obtained from 9 adults (7 to 10 years old). Eyes of
kids were obtained from various abattoirs in Catalonia, whereas eyes of adults were
obtained from goats that were part of the research-teaching colony of the Autonomous
University of Barcelona and were euthanized for production reasons unrelated to the

present study. Data regarding sex of goats could not be obtained.

Sampling and ophthalmic examination

Eyes were immediately enucleated from the goat cadavers. Eyes were introduced in a
moist bag with lactated Ringer solution, and this in turn, in a cool chamber that contained
ice packs. Eyes were transported on ice to the laboratory at the Autonomous University

of Barcelona.

Ophthalmic examination of the anterior segment was performed by means of slit-lamp
biomicroscopy® within 3 hours after enucleation. Eyes with signs of diseases of the

anterior segment were excluded.

Designation of the central portion of the cornea and the 4 quadrants (dorsal, ventral, nasal,
and temporal) of each cornea was performed on the basis of results of fundus
examination,® anatomic location of the optic nerve (ventromedial), and shape of the pupil
and cornea (narrow in the temporal quadrant). Immediately after quadrants were
designated, colored sutures were placed in the medial and dorsal conjunctivae of each

quadrant for identification purposes.



Evaluation of ECD, pleomorphism, and polymegathism

Corneas were evaluated within 2 to 6 hours after enucleation. Eyes were placed in a holder
and examined by use of a noncontact specular microscope® in automatic mode with values
preset by the manufacturer. Working distance was 25 mm. Eyes were excluded from the
study if they had evidence of corneal decompensation, damaged endothelial cells,

endothelial cell loss, or inflammatory cells on the endothelium.

The ECD was calculated in the central portion of the cornea and the 4 peripheral quadrants
of the cornea. Images for the peripheral quadrants were obtained approximately 5 mm
from the limbus. Three photomicrographs were obtained from each location, and the
mean ECD of each location was calculated. For all photomicrographs of the central
portion of the cornea, 30 well-defined endothelial cells were evaluated to determine
morphological variables that included MCA, polymegathism (measured as the coefficient
of variation of cell area), and pleomorphism (percentage of cells that were hexagonal;
Figure 1). To analyze pleomorphism, 2 investigators manually counted the sides of the

30 selected cells of each photomicrograph by use of image-editing software.

Corneal pachymetry

Corneal thickness was measured with the digital pachymeter (in automatic mode) of the
noncontact specular microscope.® For all eyes, 3 measurements at the 5 locations used for
measurements of ECD (central portion of the cornea and dorsal, ventral, nasal, and

temporal quadrants) were obtained, and the mean CT of each location was calculated.

Statistical analysis

The sample size for each group (kids or adults) and location of each measurement for CT
or ECD did not warrant interpretation with tests such as the Kolmogorov-Smirnoff test.
A parametric analysis is the best approach for studies with a low sample size, such as the

one reported here.



Results were reported as median and IQR (ie, 25th to 75th percentiles). Comparisons
between kids and adult goats for ECD, CT, MCA, pleomorphism, and polymegathism
were performed by means of a Mann-Whitney U test. Generalized estimated equations
models with a nonparametric approach by means of rank-transformation of dependent
variables, with an unstructured matrix to account for intracye correlation for location
(central portion of the cornea and dorsal, medial, ventral, and temporal quadrants), were
used to compare ECD and CT values among locations for both age groups. Analyses were
performed with statistical software.® Values of P < 0.05 were considered significant for

all analyses.

Results

Although 38 eyes were initially collected for the study, only 27 (14 eyes from kids and
13 eyes from adult goats) were included for evaluation. Eleven eyes were excluded on
the basis of results for slit-lamp examination because they had abnormalities including
corneal edema (10 eyes) and transparent empty vessels (ghost vessels) (1 eye). None of

the remaining eyes had any alteration of the corneal endothelium.

Median values were calculated for ECD, CT, MCA, pleomorphism, and polymegathism
of kids and adult goats (Table 1). The ECD and percentage of hexagonal cells were
significantly (P < 0.001) lower and CT and MCA were significantly (P < 0.001) higher
for adult goats, compared with values for kids. There were no significant (P = 0.933)

differences in polymegathism between kids and adult goats.

Median ECD (Table 2) and median CT (Table 3) were calculated for the various

locations of the cornea of kids and adult goats. For kids, the ECD in the ventral quadrant



was significantly lower, compared with values for the cornea locations. For adult goats,
the ECD in the dorsal and ventral quadrants was significantly lower, compared with
values for the other locations. For both kids and adults, significant differences in CT were
detected among locations (the dorsal quadrant of the cornea was the thickest, and the

temporal quadrant was the thinnest).

Discussion

In the study reported here, CT and ECD were measured and corneal endothelial cells were
characterized in the eyes of goats. To the authors’ knowledge, this was the first report that
provided a description of the features of the corneal endothelium and variations in those

features attributable to age and location of the cornea in a large number of caprine eyes.

Endothelial cell density has been reported in several animal species, including humans.>
1331-3% However, to the authors’ knowledge, ECD of goats has not been reported.
Nevertheless, the median values in the present study (3,831 cells/mm? in kids and 2,101
cells/mm? in adult goats) are extremely similar to values determined by means of specular
microscopy in other ruminants such as sheep (3,532 cells/mm? in lambs and 2,204
cells/mm? in adult sheep),!® 4-year-old alpacas (2,275 cells/mm?) and 17-month-old

llamas (2,669 cells/mm?).!!

Differences in ECD were detected among cornea locations. The ECD in the ventral
quadrant in kids was significantly (P <0.001) lower, compared with values for the central,
medial, and temporal locations. The ECD in the dorsal and ventral quadrants of adult
goats also were significantly lower, compared when values for the central, medial, and
temporal locations. Significant differences in ECD among locations of the cornea have

been reported for horses.!? In the present study, ECD of the ventral quadrant also was



significantly lower, compared with values for the medial and temporal quadrants. An
increase of ECD in the peripheral regions of the cornea has also been described for
humans.*> However, such differences were not found in eyes of sheep!® or dogs.!’

Moreover, other studies*®>’

of humans failed to find differences among the quadrants.
Variability of results among studies is difficult to explain. However, it could be
attributable to differences in the methods used or even because photomicrographs were
obtained at different distances from the limbus. Nevertheless, the methods used for ECD

evaluation in eyes of sheep in another study'® and goats of the present study were exactly

the same. It is possible species or genetics could affect ECD among cornea locations.

The CT in the central portion of the cornea of goats has been reported.?*°In 1 study,?’
the CT in the central portion of the cornea for eyes of Saanen goats was determined by
means of transcorneal ultrasonography. The mean CT in the central portion of the cornea
of 6-month-old kids was 590 pm, which is similar to the CT of the central portion of the
cornea detected in the present study for 1- to 4-month-old Murciano-Granadina kids (631
um). Unfortunately, CT of the central portion of the cornea for adult goats cannot be
compared because the maximum age of the Saanen goats was 18 months.?’ In another
study,*® CT was determined by means of optical coherence tomography. The mean CT in
the central portion of the cornea of 6.4-year-old Alpine-Saanen crossbred goats was 611
um, which is slightly less that the value obtained in the present study for adult goats (709
um). However, the adult goats of the present study were older than the Alpine-Saanen
crossbred goats evaluated in that other study.*® It is also worth mentioning that a study'
of sheep found breed differences in CT, and a study>® of humans found differences in CT

on the basis of race.

In both kids and adult goats, the dorsal quadrant of the cornea was significantly (P <

0.001) thicker (646 and 751 pum, respectively) than the other locations, although the



central portion of the cornea of kid was also significantly (P < 0.001) thicker (631 pm)
than the ventral and temporal quadrants. Conversely, the temporal quadrant was
significantly thinner in both groups (571 pum in kids and 672 pum in adult goats).
Differences in CT among corneal locations have been reported for other animal species.
For sheep, similar to results for goats, the dorsal and central locations of the cornea are
significantly thicker than the other locations, whereas the temporal quadrant is the

thinnest.!?

For horses, dorsal and ventral locations of the cornea are significantly thicker,
whereas the temporal and medial locations are significantly thinner than other locations

of the cornea.'®

The MCA in kids and adult goats was 255 and 466 um?, respectively. These values are
extremely similar to values for sheep (283 pm? in 3- to 6-month-old lambs and 473 pm?
in 2- to 5-year-old sheep).!* However, values obtained for goats are slightly higher than
those reported in other mammals such as dogs (393 um?),* cats (154 um? in kittens and

348 um? in adults),'? and rabbits (371 pm?).*°

Pleomorphism and polymegathism are terms related to corneal endothelial damage or
age-related endothelial cell loss. If ECD decreases, the morphology of cells changes to
fill the gaps left by dead cells, which means that the percentage of hexagonal cells
decreases (ie, pleomorphism increases) and the size of cells also changes (polymegathism
increases). The percentage of hexagonal cells in the physiologic corneal endothelium of
humans is approximately 65%.% In the present study, the percentage of hexagonal cells
in kids and adult goats was 80.53% and 67.76%, respectively. These results are extremely
similar to values reported for sheep (75.64% in lambs and 69.9% in adults)'? and other

mammals such as dogs (68%)*! and rabbits (71%).%



The rate of polymegathism is represented by the coefficient of variation, which reflects
differences in size among endothelial cells. The coefficient of variation in kids and adult
goats was 19 and 21, respectively. Range of the coefficient of variation for eyes of humans
is approximately 22 to 31for young adults (mean, 27).3® Results for the goats of the study
reported here are similar to those of humans as well as those of sheep (18 in lambs and

18.1 in adults),'® dogs (22),*! rabbits (20),*° and cats (19).!?

Age-related changes in corneal endothelial cell morphology and ECD have been reported

14.42-44 sheep,!? cats,'? dogs,'® horses,'? and llamas and alpacas.'! Endothelial

for humans,
cell loss of 0.56% cells/y has been reported for humans from 2 to 98 years of age.*’ For
goats of the present study, ECD also decreased significantly (P < 0.001) with increasing
age.

Concomitant with age-related cell loss, the remaining cells increase in size.'*** An
increase of MCA with increasing age has been reported in various animal species.!>!%1°
In the present study, MCA in adult goats was significantly (P < 0.001) higher than in kids.
Aging reduces the number of hexagonal cells (ie, pleomorphism increases) in humans**

and other mammals.'>!3!5 Similar to results of other studies, pleomorphism of goats of

the present study also increased significantly (P < 0.001) with increasing age.

Controversy exists regarding the effects of increasing age on polymegathism. Some
investigators report an increase in the coefficient of variation with increasing age of

humans,*>4¢

whereas others have found no significant differences for the effects of age in
humans,*’ dogs,!® cats,'? and sheep.!® In the present study, age did not appear to affect
polymegathism because there was no significant (P = 0.933) difference in the coefficient

of variation between kids and adult goats. As mentioned previously, polymegathism is a

term usually associated with endothelial damage.! Similarities of the coefficient of



variation between both groups can be explained because only healthy eyes were evaluated
and we excluded (on the basis of results of ophthalmic examination or specular

microscopy) all eyes that had any corneal alteration.

Finally, an increase of CT with increasing age has been reported in domestic mammals

1520 cats,*® horses,?® and sheep' as well as humans.*> For goats of the

such as dogs,
present study, there was a significant (P < 0.001) increase of CT with increasing age.
Although the mechanism for that increase is not totally clear, other age-related changes
in the cornea (eg, deposition of material in Descemet’s membrane or an increase in

spacing of the intramolecular and interfibrillar collagen in the corneal stroma®®) could

explain, at least in part, the increase in CT with increasing age.

For the study reported here, CT, ECD, and the size and shape of endothelial cells for goats
were found to be extremely similar to those of other mammals and differ according to
age, except for polymegathism. Because CT and ECD differ among corneal locations, the
central portion of the cornea should not be considered as representative of the entire

cornea in goats.
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Figures and Tables

Figure 1—Photomicrograph of endothelial cells from the central portion of the cornea of
a 9-year-old goat. Thirty well-defined corneal endothelial cells were selected (white
crosses) and evaluated to determine morphological variables. For the 30 cells of this
image, the mean + SD MCA is 555 + 76 um? (minimum cell area, 314 pm?; maximum
cell area, 633 pm?), polymegathism (measured as the coefficient of variation of cell area)

is 13, and ECD is 1,800 cells/mm?.

Table 1—Values for morphological variables for 30 cells evaluated in the cornea of 14
eyes obtained from kids (1 to 4 months of age) and 13 eyes obtained from adult goats (7

to 10 years of age).

Kids Adulis
Variable Median IQR Range Median IOR Range P value*
ECD (cells/mm?®) 3,831 3660-4011 34664301 2101 1.966-2251 1,660-2337 <0001
CT (pm) 608 573635 498-750 T06 670-730 60795 < 0.001
MCA (um?) 235 243272 227-282 466 425-507 416562 < 0.001
Pleomorphizm (%) 8053 7883-8330 699583663 6776 65.50-6996  36.60-4.40 < 0.001
Polymegathizm (%) 19 18-22 14-33 21 15-26 12-32 0.933

74



Pleomorphism was the percentage of hexagonal cells. Polymegathism was measured as

the coefficient of variation of cell area.
*Values were significant at P < 0.05.

Table 2—Values for ECD (cells/mm?) by corneal location (central portion of the cornea
and each of 4 peripheral quadrants) for 14 eyes obtained from kids and 13 eyes obtained

from adult goats.

Kids Adults
Location Median IQR Range Median IQR Range
Central 3,920 3,673-4,113 35624391 2,143 1.068-2.330 1,779-2 404
Doraal 3,811 3,623-3.966 35754324 2.030% 1.945-2.101  1.669-2 338
Medial 39077 38044032 36314213 21357 2,090-2.276 1,808-2537
Ventral 3,742%% 3.556-3.851 34994143 1992} 1.947-2.198  1.840-2.373
Temporal 3,933§ 3,668—4.0351 34664207 2.107% 2.067-2.247 1,857-2.510

*Within an age group, value differs significantly (P < 0.05) from the value for the central
location. $Within an age group, value differs significantly (P < 0.05) from the value for
the dorsal location. {Within an age group, value differs significantly (P < 0.05) from the
value for the medial location. § Within an age group, value differs significantly (P < 0.05)

from the value for the ventral location.

See Table 1 for remainder of key.

Table 3—Values for CT(um) by corneal location for 14 eyes obtained from kids and 13

eyes obtained from adult goats.

Kids Adults
Location Median IQR ERange Median IQR Range
Central 631 613—6463 530=750 709 675-721 623763
Dorsal 646 596—-680 572740 751* 743-776 H64-T95
Medial 397F S61-624 498—669 6237 674-713 611-747
Ventral 598=t 373-614 522692 711% 662-721 603-T734
Temporal 3T*i§ 5343-398 531674 672%Ft 633-703 601-740

See Tables 1 and 2 for key.
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Abstract

Objective: To determine endothelial cell density (ECD) and morphology and
morphometry of corneal endothelial cells in the tawny owl (Strix aluco), as well
as to report the effects of aging on these parameters.

Animal study and procedures: Twenty tawny owls were included in the study
and classified into 2 groups according to their age: fledglings (<1 year old) and
adults (>1 year old). Central corneal endothelium was studied by means of non-
contact specular microscopy (Specular Microscope SP-2000P; Topcon, Tokyo,
Japan), and results for ECD (cellsfmm?), mean cell area (MCA (um?)), poly-
megathism (CV), and pleomorphism (% hexagonal cells) were obtained. Results
are described by median, interquartile range (25th, 75th percentiles), and absolute
range for ECD, MCA, pleomorphism, and polymegathism. In addition, inferential
analyses by Mann-Whitney U test were also performed. A two-tailed Type I error
of 5% was established.

Results: Results in fledglings were as follows: ECD = 2864 cells/mm?,
MCA = 348 um?, % hexagonal cells = 72.75%, and CV = 21. Results in adults
were as follows: ECD = 2602 cells/mmz, MCA = 384 umz, % hexagonal
cells = 78.83%. and CV = 16. No significant differences in ECD and MCA were
seen between the groups (P > .05), although there were significant differences in
% hexagonal cells and CV (P < .05).

Conclusions: Tawny owls present a uniform endothelium in cell size and shape.
although ECD and MCA differ greatly from other bird species. Differences in
ECD and MCA could not be found between fledglings and adults probably
because of the youth of adult specimens, although there were differences in

pleomorphism and polymegathism.

KEYWORDS
bird, comea, endothelium, pleomorphism, raptor, specular microscopy
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1 | INTRODUCTION

Birds of prey, also known as raptors (from the Latin word
rapere, meaning to seize or plunder), hunt and feed on
other animals, especially higher vertebrates. Vision is the
most important sense for such species, because good eye-
sight is essential for safe flight and hunting. In fact, visual
deficits can result in a decrease in food intake and reluc-
tance to fly." Vision impairment can be related to multiple
ocular and extraocular causes, corneal lesions being one of
the most frequently encountered diagnoses during the oph-
thalmic examination of birds of prey.'™

The avian cornea is composed of five different layers
that, from anterior to posterior, are as follows: the cor-
neal epithelium, the Bowman’s layer, the corneal stroma,
the Descemet’s membrane, and the corneal endothelium.
! The latter is a single layer of polygonal cells that cov-
ers the posterior surface of the comea and faces the
anterior chamber formed between the cornea and the iris.
The corneal endothelium prevents the aqueous humor to
flow from the anterior chamber to the corneal stroma
and, consequently, maintains the cornea in the slightly
dehydrated state that is required for optical transparency.
A minimum density of endothelial cells is necessary to
ensure proper function of the endothelium. Disturbance
of this critical density may result in loss of corneal
transparency.’

Noncontact specular microscopy is one of the most
accurate noninvasive techniques for visualizing and analyz-
ing the corneal endothelium in vivo. Morphologic and mor-
phometric endothelial studies of the healthy eye have been
performed in humans® and in other several mammal spe-
cies, including dogs,7 rabbits,ﬂ'g llamas,m alpacas,m
horses,'*  cynomolgus monkeys,lz common marmosets,
cats," sheep,'> and chinchillas, '® using specular micro-
scopy. Moreover, confocal microscopy has been used to
visualize the corneal endothelium of mice and rats'’ and
different bird species,'® although endothelial parameters
were not analyzed in this study. Finally, changes due to the
age of endothelial cell density, cell morphology, and mor-
phometry have been reported in humans,**? dogs,m‘zl
cats,'* pigs,zl cows,”! rabbits,*?? and Shef:p‘15

Regarding the avian corneal endothelium, very few
studies have been published. Endothelial features have been
studied by means of scanning electron microscopy (SEM)
in ostriches,>*** penguins, %5 an emu, a barred owl, and an
Australian galah;>* and by means of specular microscopy
in a goose.”® The effect of age on corneal endothelium has
also been studied in chicken.?” To the best of the authors’
knowledge, no morphologic nor morphometric studies of
the healthy endothelium have been carried out on quite a
significant number of birds of prey. Furthermore, there are

no research studies on the effect of aging on the corneal
endothelium in such avian species.

The purpose of this study was two fold. Firstly, to
determine and describe corneal endothelial cell morphology
and morphometry in tawny owls (Strix aluce) using specu-
lar microscopy and secondly to report the effect of aging
on these corneal parameters.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Animals

Twenty tawny owls (Strix aluco) admitted to the Wildlife
Rehabilitation Centers of Torreferrussa and Vallcalent for
reasons nonrelated to this study were included. Animals
were classified into two groups according to age: fledglings
(less than one year old; n = 10) and adults (more than one
year old; n = 10) (Figure 1). Gender was not determined.
All animals were deemed free of any systemic problems or
previous ocular history.

2.2 | Ophthalmologic examination

In all the birds, a complete and bilateral ophthalmic exami-
nation was carried out in two stages. The first stage, per-
formed before the specular microscopy, included an
assessment of palpebral, dazzle, and direct pupillary light
reflex, diffuse and slit-lamp biomicroscopy (Kowa SL-15
Portable Slit-Lamp Biomicroscope; Kowa Co. Ltd, Tokyo,
Japan), rebound tonometry (Tonovet; Tiolat Oy, Helsinki,
Finland), and indirect ophthalmoscopy (Heine Omega 500,
Heine, Herrsching, Germany). The second stage, performed
immediately after the specular microscopy, consisted of the
fluorescein test. Animals presenting ocular abnormalities in
any of the stages were excluded from the study.

FIGURE 1
(Strix aluco). A, Fledgling showing mostly feathered appearance still

Images of two tawny owls included in the study

with some wispy down on feathers on the top of the head. B, Adult
tawny owl showing definitive feathers and mature appearance
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2.3 | Density of corneal endothelial cells,
pleomorphism, and polymegathism

Immediately after the first stage of the ophthalmic exami-
nation, specular microscopy was performed in a randomly
selected eye for each tawny owl (www.random.org), using
a noncontact specular microscope (Specular Microscope
SP-2000P; Topcon, Tokyo, Japan) in manual mode. The
experiment was conducted in a quiet environment, with
minimal head restraint while an experienced assistant
gently held the animal in a vertical position and at a work-
ing distance of 25 mm. The same investigator performed
all analyses (NC).

Three different micrographs of the central cornea were
taken to evaluate the endothelial cell density (expressed as
cells/mm?). Thirty well-defined cells were closely evaluated
from each micrograph for morphological parameters (Fig-
ure 2); mean cell area (um®), polymegathism (measured by
the coefficient of variation of cell area), and pleomorphism
(measured by the percentage of cells that were hexagonal,
ie, had 6 sides). Pleomorphism was analyzed by means of
imaging software (Adobe Photoshop CS5, Adobe Systems
Inc, USA).

2.4 | Statistical analysis

Results are described by median, interquartile range
(25th, 75th percentiles), and absolute range for ECD,
MCA, pleomorphism, and polymegathism.
analyses were performed by Mann-Whitney U test, and a
two-tailed Type I error of 5% was established. Due to
the exploratory characteristics of this study, a strategy for
multiplicity adjustment was not planned, thus significant
results should be validated in posterior independent stud-

Inferential

ies. All statistical calculations were executed on spss
v.20.0 (SPSS™, IBM Corporation, New York, NY,
USA).

FIGURE 2 Selection of thirty well-defined cells of a central

corneal endothelium frame of an adult tawny owl

3 | RESULTS

Median ECD, MCA, pleomorphism, and polymegathism
obtained values are shown in Table 1. The evaluated
parameters did not differ significantly between the left and
right eyes or between fledglings and adults, except for dif-
ferences in pleomorphism and polymegathism between the
two age groups (P < .05) (Figure 3).

4 | DISCUSSION

The present study describes endothelial cell density and
characterizes corneal endothelial cells in the tawny owl. To
the author’s knowledge, this is the first description of these
parameters and their variations according to age in Strix
aluco.

Although there have been no previous studies carried
out on a significant number of eyes on the corneal endothe-
lium of raptors, there are some studies reporting endothelial
parameters in other bird species.”*>’ The values obtained
for ECD in the tawny owl in the present study (2864 cells/
mm? in fledglings and 2602 cells/mm? in adults) are very
similar to those described in the goose (2410 cells/mmz),zf’
but significantly lower than the ones published for the
Magellanic  penguin (3717 cellsfmm?),>  the ostrich
(3717 cells/mm?®).,** the chicken (6424 cellssmm®),”’ the
barred owl (4713 cells/mm?). the South African ostrich
(9250 cells/mm?), the Australian galah (9903 cells/mm?),
and the emu (11 734 cells/mmz). 2 It is well known that a
correlation exists between corneal endothelial morphology,
vertebrate phylogeny, and their respective functional and
structural capacity;?® so endothelial cell density is expected
to be different among animal species. In addition, the dif-
ferent activity patterns of birds—strictly nocturnal, strictly
diurnal, or intermediate pattern (crepusculary—have also
been associated with differences in eye morphology and
retinal mrgmizati(m_23

From the above-mentioned bird species, the barred owl
is the only one that belongs to the same order as the tawny
owl, the Strigiformes.”” However, despite belonging to the
same taxonomical category and both species being histori-
cally described as nocturnal birds, there are significant dif-
ferences in the ECD. These discrepancies could be due to
the fact that some authors describe tawny owls as crepus-
cular’ and not strictly nocturnal, or to the different geo-
graphical distribution of both owls; the barred owl is most
commonly seen in North America, while the tawny owl
can be located in Europe and western Asia.®' Moreover,
the differences seen in ECD could be also due to the differ-
ent imaging methods used in the studies (scanning electron
microscopy in the barred owl* vs specular microscopy in
the tawny owl). Finally, it is worth pointing out that in Dr
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TABLE 1 Endothelial cell density (ECD, cells/mm?), mean cell area (MCA, pm?), pleomorphism (% of hexagonal cells), and polymegathism

(CV) according to age in Strix aluco

Fledglings (<1 y old)

ECD 28064 [2614; 2991]
2547-3266

MCA 348 [334; 383]

306-392

Pleomorphism 72.75 [68.83; 74.43]
62.21-88.86

Polymegathism 21 [19; 22]

19-24

Results are given as median [percentiles 25th, 75th] and absolute range.
*Statistically significant differences (P < .05).

Adults (>1 y old) P-value
2602 [2483; 2927] 197
2034-3176
384 [343; 402] 165
315-493
78,83 [75.53; 82.16] 041%*
71,74-86.63
16 [10; 21] .045%*
8-35

FIGURE 3 Microphotographs of the central comeal endothelium of a young tawny owl (A) and an adult tawny owl (B)

Collin’s study, only one barred owl was studied and it was
scientifically named as Bubo strix, although its scientific
name is Strix varia.’> Thus, authors of the present study
are not sure about which species was evaluated, if it was
the barred owl (Strix varia) or the Eurasian eagle owl
(Bubo bubo, from specific name Strix bubo Linnaeus).

Regarding mean cell area, results obtained for the tawny
owl (348 pm® in fledglings and 384 pum® in adult) are
higher than those previously reported for the ostrich
(269 pm?),** the Magellanic penguin (269 pm?),*> and the
chicken (166 pm?).>’" In healthy eyes, the surface of the
corneal endothelium must be completely covered by cells,
so if the endothelial cell density in the tawny owl is lower
than in other bird species, the cell size should ideally be
bigger.

Pleomorphism and polymegathism are two terms
directly related to endothelial cell loss. Corneal endothe-
lium presents a limited regenerative capacity in the major-
ity of animal species, so if endothelial density decreases
whatever the cause is, remaining cells will enlarge to cover
affected areas. Therefore, in this situation, endothelial cells
will lose their hexagonal appearance (pleomorphism) and
their original size (polymegathism).” In the herein, tawny
owls showed a uniform hexagonal pattern (72.75% and
78.83% of hexagonal cells in young and adult birds,

27
)1

respectively), similar to the chicken (64% the ostrich

(75%),** the goose (79%).°° and the Magellanic penguin
(80%).%°

In the present study, the coefficient of variation was 21
for young birds and 16 for adults, which differs greatly
from those ones reported for the Magellanic penguin
(0.08)* and the ostrich (0.06).”" Based on the differences
seen in the coefficient of variation when two different non-
contact specular microscopes are used,’ differences seen
between species could be due to the different imaging
methods used in each study. It is also worth pointing out
that some of the studies above mentioned®> were per-
formed with scanning electron microscopy, and it has been
reported that changes in endothelial cell dimensions occur
as a result of processing the tissue.** Therefore, compar-
isons regarding cell’s morphology and morphometry among
different studies using specular microscopy and scanning
electron microscopy must be carried out cautiously.

The effect of aging on corneal endothelium has been
previously described in human beings, in which an annual
reduction of 0.52% in cell density has been seen from the
age of 20.” Concurrently, mean cell area and pleomor-
phism increase with age.” These changes have also been
detected in other mammals'*'>2%¢ and birds.>” Surpris-
ingly, the present study did not show statistically significant
differences in ECD and MCA between fledglings and

adults. However, considering absolute numbers, a slight
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decrease in ECD associated with an increase in MCA was
observed. One could hypothesize that, as it occurs in other
species such as the rabbit, those findings could be the result
of some mitotic regeneration. Surprisingly, endothelial cell
density also decreases with age in rabbits”*® which makes
this hypothesis unlikely. In the authors’ opinion, the similar-
ities between the two groups could be due to the proximity
in age between them. Unfortunately, tawny owls do not
show morphologic differences to objectively establish the
age of the individuals, just allowing differentiating between
fledglings and adults. It has been reported that the average
life expectancy of the tawny owl in the wild is approxi-
mately 5 years,”” so it is probable that significant differ-
ences regarding ECD and MCA between groups were not
detected because adults were relatively young specimens.

With aging, a decrease in the percentage of hexagonal
cells (which means an increase in pleomorphism) and an
increase in polymegathism are expected.” Surprisingly, in
the present study, fledglings showed higher values of pleo-
morphism and polymegathism when compared to adults.
This observation has been reported previously in very
young canines (1-4 weeks of age), kittens, and rabbits.**3”
Although the reason for these findings is unknown, some
authors have suggested that it could be due to increased
mitotic activity in very young animals with concomitant
rapid corneal growth.*® Therefore, slight mitotic activity of
the endothelial cells in the fledglings of the present study
could explain why pleomorphism and polymegathism val-
ues were higher in the fledglings group.

In conclusion, corneal endothelium of the tawny owl
has a cellular density of 2602-2864 cells/mm?, cells mainly
being hexagonal in shape. In addition, the size of the
endothelial cells seems to be bigger (348-384 umz) than in
other avian species. Aging does not seem to affect cell den-
sity or mean cell area in Strix aluco, although further stud-
ies with older individuals should be performed to further
characterize the aging of the endothelial cells. Differences
in pleomorphism and polymegathism between fledglings
and adults suggest slight mitotic activity in very young
specimens. The present morphologic and morphometric
corneal endothelial study adds important information for
the understanding of corneal endothelial disease behavior
in the Strix aluco.
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ABSTRACT

Objective: The purpose of the study was to determine whether endothelial cell density
(ECD), morphology and morphometry of corneal endothelial cells and comneal thickness
(CT) vary depending on skull conformation in dogs [measured by the skull index (SI)].
Animals studied: Forty-two healthy dogs of different breeds, ranging from 2 to 7 years
were classified into three groups depending on their SI: dolichocephalic (SI<50),
mesaticephalic (SI between 50-60) and brachycephalic (SI>60).

Procedure: Endothelial cell density (ECD; cells/mm?), mean cell area (MCA: pmz),
pleomorphism (% of hexagonal cells), polymegathism (CV) and comneal thickness (CT,
um) were evaluated in the cenfral cornea by means of non-contact specular microscopy.
Results are shown by median, interquartilic range 5% percentiles) and absolute
range. A non-parametrical approach by means of an ANOV A analysis, by rank
transformation of independent variables was used.

Results: Results in the brachycephalic (n=15), mesaticephalic (n=16) and
dolichocephalic (n=11) groups were as follows: ECD=2533cells/mm’, MCA=394um’,
% hexagonal cells=80%, CV=26 and CT=562um; ECD=2485cells/mm”,
MCA=403um®, % hexagonal cells=75.5% and CV=25, CT=572um; and
ECD=2614cells/mm’, MCA=387pm’, % hexagonal cells=80%, CV=24 and
CT=621um, respectively. There were no statistically significant differences (p>0.05) in
any of the parameters studied among the three groups.

Conclusions: Skull conformation in dogs does not seem to affect comeal endothelial
parameters or CT. This information could be useful when facing corneal endothelial
diseases in dogs, as well as when selecting donor corneas for fresh keratoplasties.
Keywords: corea, endothelium, canine, brachvcephalic, dolichocephalic,

mesaticephalic
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INTRODUCTION

More than 400 breeds of dogs (Canis familiaris) exist worldwide and the morphological
variation among these breeds is so diverse and readily discernible that, for many. skull
shape is breed-defining. In fact, the dog 1s considered nowadays as the mammal species
with the greatest cranial diversity. ("

Throughout history. craniofacial classification has mainly been done by two methods.
The traditional phenotypic assignment into brachycephalic (short, wide-headed),
mesaticephalic (head of medium proportions) and dolichocephalic (long, narrow-
headed) is based on the assumption, that dogs of a specific breed have more or less
uniform skull shapes. However, alterations due to breeding and differences between
individual dogs of the same breed must lead to modifications. © Therefore, and for a
subtler classification, craniofacial measurements were introduced. “*** There are three
main measurements in craniology: the skull index, the cranial index and the facial index
(Fig.1). ‘¥ The skull index (SI) is one of the most accepted methods to determine skull
morphology and is obtained by multiplying the skull width (widest interzygomatic
distance) by 100, and then dividing the product by the skull length (from inion to
prosthion). Facial and cranial indexes are computed in the same manner, although facial
index considers only the facial length and the facial width, while cranial index takes into
account the cranial length and the cranial width. Historically, SI has allowed objective
assignment of dogs into the three already mentioned craniofacial categories. ") More

recently, two different radiological indexes have been also described.

Canine skull conformation has been previously associated with variations in behavior,
© in the size and the angle of the olfactory bulb, " and in the distribution of retinal
ganglion cells.  In addition, brachycephalic dogs are prone to difficult, obstructive

breathing because of a combination of elongated soft palate, stenotic nares and everted
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laryngeal saccules (brachycephalic syndrome). Brachycephalic skull conformation has
been also associated with multiple ocular surface and adnexa variations, such as

(10)

euryblepharon, wide but superficial orbits, " reduced corneal sensitivity, (L2 Jacrimal

a

deficiencies, " medial canthal entropion and trichiasis, '* predisposing brachycephalic

(10) (15,16

dogs to pigmentary keratitis, ' complicated comeal ulcers ) and more severe reflex

anterior uveitis. "’

In human ophthalmology, several studies report significant differences in corneal
thickness (CT), endothelial cell density (ECD) and morphometry depending on the race
or the population studied. "*=” Similarly, the morphological characteristics of the
comeal endothelium. as well as CT, have been also greatly described in the dog, @**"

but to the authors® knowledge there are no studies evaluating the effects of the skull

conformation on these parameters.

The purpose of the present study was to determine whether skull conformation has any
effect on the corneal endothelial density, the morphology and morphometry of corneal

endothelial cells and the CT in dogs.

MATERIALS AND METHODS

Animals

A total of forty-two healthy client-owned dogs were included in the study. Dogs were
evaluated at the Veterinary Teaching Hospital of the Autonomous University of
Barcelona for reasons non-related to the study (vaccinations, neutering surgeries, nodule
exeresis, diagnostic imaging procedures, etc). Data regarding breed, age, gender, neuter
status, life style (indoor, outdoor, semi-outdoor), vaccination status, previous or actual
systemic diseases, deworming and current treatments were also obtained. Fully

informed consent was obtained for each dog.

Page 4 of 19
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Ophthalmic examination

Ophthalmic examination was performed by means of Schirmer Tear Test I (Schirmer
Tear Test; Merck Animal Health, Summit, New Jersey, USA), slit-lamp biomicroscopy
(Kowa SL-15 portable Slit Lamp Biomicroscope; Kowa Co. Ltd, Tokyo, Japan),
rebound tonometry (Tonovet; Tiolay Oy, Helsinki. Finland) and indirect
ophthalmoscopy (Heine Omega 500; Heine, Herrsching, Germany). Only animals with

no signs of ocular disease were included in the study.

Skull index and classification of animals

In all the dogs. SI was obtained by measuring the skull width (from one zygomatic arch
to the other) and the skull length (from the occipital protuberance to the tip of the nose
or, what is the same, from inion to prosthion). All measurements were obtained by the
same investigator (NC) and thereafler, SI was calculated as follows: (skull
width*100)/skull length. Based on the results, animals were classified into three groups:
brachycephalic (SI>60). mesaticephalic (SI between 50-60) and dolichocephalic

(S1<50).

Density of corneal endothelial cells, pleomorphism and polymegathism

Dogs were examined using a non-contact specular microscope (Specular Microscope
SP-2000P; Topcon, Tokyo, Japan) in an automatic mode. The procedure was performed
under sedation in 35/42 dogs. In these animals, the sedation took place in preparation
for the elective surgery or imaging procedure, but not as a mandatory requirement for
the specular microscopy. In 7 animals, a gentle restraint performed by an experienced
handler was enough for performing the specular microscopy. A required working
distance of 25mm was used (Fig.2a), only one randomized eve of each animal being
evaluated (www.random.org). Three microphotographs were obtained from the central

comea and 30 well-defined cells from each frame (Fig.2b) were closely evaluated to
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determine: mean ECD (cells/mm?®), mean cell area (um®), pleomorphism (evaluated by
the percentage of hexagonal cells) and polymegathism (measured by the coefTicient of

variation of cell area).

Corneal pachymetry
Corneal thickness (um) was measured simultaneously. using the digital pachymeter of
the non-contact specular microscope in an automatic mode. In all eyes. 3 measurements

of the central quadrant of the comea were obtained and mean CT was calculated.

Statistical analyses

Results were described by median and interquartilic range |25th and 75th percentiles].
An ANOVA analysis with a non-parametrical approach, by rank transformation of
independent variable, were used for inferential analyses in order to assess differences
between SI groups and least significant difference test for post-hoc analyses. All
statistical analyses were performed using SPSS version 20 (IBM) and a two-sided type I

error of 0.05 was used.

RESULTS
Animals
From the forty-two dogs of different breeds included in the study, 24 were females

(57%) and 18 males (43%). of a mean age of 4.6 year (ranging [rom 2-7 years).

Skull index and classification of animals

Based on the SI obtained values, 15 dogs were brachycephalic (35.8%; median SI=
74.3), 16 were mesaticephalic (38%: median SI=54.3) and 11 dolichocephalic (26.2%:
median ST1=45.7). Mean ages and female/male ratios for the above-mentioned groups
were 4.7, 4 and 5.7 years (p>0.05), and 24/18, 11/5 and 6/5, respectively (p>0.05). In

the brachycephalic group, there were 8 left eves (OS) and 7 right eyes (OD); in the
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mesaticephalic, 10 OS and 6 OD; and in dolichocephalic, 4 OS and 7 OD. Breeds

included in the study are listed in Table 1.

Density of corneal endothelial cells, pleomorphism, polvmegathism and CT

Results for ECD, MCA, pleomorphism, polymegathism and CT, are shown in Table 2
according to the SI. There were no statistical significant differences in any corneal or
endothelial parameter among the three groups. In addition, no statistically significant

differences were observed between males and females, or between right and left eves.
DISCUSSION

The corneal endothelium is a monolayer of polygonal cells on the inner surface of the
cornea that faces the anterior chamber. This comeal layer governs fluid and solute
transport across the posterior surface of the cornea and actively maintains the cornea in
the slightly dehydrated state that is required for optical transparency, @4 determining, in
some way, the CT. When comeal endothelial pump function or integrity of the comeal
endothelial barrier is disturbed, an overhydration of the corneal stroma occurs, and
therefore, CT increases. “ Consequently, CT is generally considered a sensitive

indirect parameter to determine corneal hydration.

As previously shown, skull conformation in dogs has been associated to anatomical and
functional differences. not only affecting the eyes. '*'*"'% but also the rest of the
body. " ? To the authors’ knowledge, this is the first study in veterinary medicine
evaluating the effect of skull conformation in CT and corneal endothelial parameters.
The obtained results vielded no effects of the skull conformation on the CT, ECD and

morphologic characteristics of the corneal endothelium in healthy dogs.
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Corneal thickness has been widely described in the dog and generally considered to
vary between 0.5-0.9 mm. ®**** In addition, Dr. Gwin described variations of CT
depending on the age of the animal. being thinner in dogs under 2 years (0.5-0.6mm)
and thicker in dogs over 2 years (0.6-0.9mm). ** The results of central CT in the
present study (562um, 572um and 621um in brachycephalics. mesaticephalics and
dolichocephalics, respectively) are very similar to the ones previously reported,
regardless of the skull conformation. This statement is paramount when freating central
corneal ulcers in brachycephalic dogs. Throughout the last years, this skull
conformation has been associated to a higher incidence of complicated central corneal
ulcers. "* Some of the anatomic and functional factors predisposing brachycephalic
breeds to corneal ulcerative keratitis include: euryblepharon and secondary
lagophthalmia, entropion, cilia disorders (distichiasis, districhiasis, trichiasis, ectopic
cilia...), slow corneal wound healing, reduced corneal innervation and thus a less
efficient anterior chamber-associated immune deviation (ACAID). Although the
assumption of a thinner central cornea has been generally suspected in brachycephalic
breeds, to the authors” knowledge there are no published papers confirming this
hypothesis. The present study shows that corneal thickness does not vary among skull
conformation excluding CT as one of the possible causes of the higher incidence of

deep corneal ulcers in brachycephalic dogs.

As previously mentioned, euryblepharon and secondary lagophthalmia, is one of the
most commonly ocular signs seen in brachycephalic dogs, exposing the affected
animals to a higher amount of corneal UV radiation, which has been directly associated
to loss of endothelial cells and increase in pleomorphism in humans. “® The purpose of

the present study was to evaluate whether if these findings are also seen in dogs.
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1

2

3 196  Endothelial cell density has been previously described in the dog, ranging from 2100-
4

5 197 2816 cell/mm’, depending on the age of the animal. ®'~* In the present study, median
6

7 198  ECD for the three skull groups (2533 cells/mm’ in brachycephalics, 2485 cells/mm’ in
8

190 199  mesaticephalics and 2614 cells/mm® in dolichocephalics) were in concordance with the
1; 200  previously reported ones, showing no statistical differences among groups. In addition,
13 : : ’ . . ;

14 201  obtained MCAs for brachycephalic, mesaticephalic and dolichocephalic groups (394,
15

16 202 403 and 387 um?, respectively) were also very similar to the ones previously reported in
17

18 203 dogs (393 pm?). @7

19

20 ’ . ] . g

51 204  Finally, the shape and size of canine comeal endothelial cells have also been previously
22 q 5 :
23 205  described. ®"*” The percentage of hexagonal cells found in the present study (80% in
24

25 206  brachycephalic and dolichocephalic groups, and 75.5% in the mesaticephalic group)

26

27 207  was verv similar to the one previously reported by Dr. Yee (78%). but slightly higher
28

29 208  than that found by Dr. Pigatto (68%). *"*” Regarding polymegathism (expressed as a
30

;’; 209  coefficient of variation), our results agreed with the ones previously reported by Dr.

ii 210  Pigatto (CV = 22). “” No statistical differences were observed between groups.

35

36 211  Several physiological factors have been associated with differences in CT and comeal
37

:g 212 endothelial parameters in dogs. Aging has been associated with an increase in CT, a

2? 213  decrease in endothelial cell density and an increase of pleomorphism and

42 214 v thi (23,25,28.30) oa i 1

43 polymegathism., In order to avoid a potential confounding effect of age on the
44

45 215  present study, only adult animals, ranging from 2 to 7 vears, were included, showing no
46

47 216  statistical significant differences among the 3 groups. There are contradictory results
48

49 217  regarding the effects of gender on CT: while some authors reported that male dogs have
50

;’; 218  thicker corneas than female, *>*" others could not find any difference. 3233 The results
2‘3‘ 219  of the present study suggest that gender does not affect corneal thickness. Animal’s

55 ; . w ;

56 220  weight is another factor that has also been positively related to comeal thickness. "
57

58

59
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Unfortunately, the weights of the dogs in the present study were not recorded. However,
the fact that each study group included animals of different sizes and the lack of
differences observed in CT values among the three groups, suggest that weight may not
be affecting the results. In the dog, it has also been published that CT varies depending
on the circadian rhythm, higher CTs being obtained in the moming. ¥ Although the
time of the examination was not recorded in the present study, all measurements were
taken in the morning, suggesting no effects on the CT results. Finally, a correlation
between pregnancy and CT has been described in humans, with higher CT during the
second and third trimesters. ®* This potential confounding factor can be discarded in
the present study because the reproductive status of each animal was recorded and none

of the females included in the study were pregnant.

In human ophthalmology, assessment of ECD after comeal storage in eye banks is the
main analysis to determine if a donor cornea can be selected or rejected for corneal
transplant purposes. Because the mean annual rate of endothelial cell loss during the
first 3-5 years after penetrating keratoplasty is much higher than the physiological one
(7.8% vs 0.52%), in most eye banks, donor comeas are not accepted if the ECD is less
than 2000 cells/mm”. ®**® As endothelial failure has been reported to be the primary
cause of graft failure, transplant donor corneas with high ECD are recommended. @8
Unfortunately, in veterinary medicine, endothelial cell counts are unusually performed
when selecting potential donor corneas. Despite the fact that studies in humans show
differences in ECDs depending on the race, being some races considered apparently as
more suitable donors, factors such as breed or skull conformation are not usually taken
into consideration in donor dogs. ©” The present study suggests that, regarding corneal
thickness and corneal endothelial parameters, skull conformation does not seem to be a

decisive factor when considering a potential donor cornea.
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1

2 ) :
3 246 In conclusion, the present study suggests that skull conformation does not affect corneal
4

5 247  endothelial parameters or CT in dogs. This information could be useful when facing
6

7 248  corneal endothelial diseases in dogs, as well as when selecting donor corneas for fresh
8

?0 249  keratoplasties.
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3 372 TABLES AND FIGURES

;’ 373  Table 1. Canine breeds included in the study. as well as their skull index (SI)
g 374  classification in 3 groups (brachycephalic, mesaticephalic and dolichocephalic). n =
g 375 number of animals of each breed.

10

1 Group Breed n
12

13 Chihuahua 4
14 Dogue of Bordeaux 3
12 . Boxer 2
I Brachycephalic English Bulldog 1
18 (SI>60) Cavalier King Charles Spaniel 1
19 (n=15) Rottweiler 1
20 Pomeranian 1
21 Yorkshire Terrier 1
22 French Bulldog 1
23 Crossbred 5
24 Beagle 4
25

2% Boxer 1
27 _ _ Jack Russell Terrier 1
28 Mesaticephalic Labrador Retriever 1
29 (SI 50-60) Dalmatian 1
30 (n=16) Canary Mastiff 1
31 Yorkshire Terrier 1
32 Canary Islands Hound 1
33 Crossbred 3
:;’ Spanish Wolfhound 2
36 Canary Islands Wolfhound 1
37 Dolichocephalic German Shepherd 1
38 (ST <50) Poodle 1
39 (n=11) Rottweiler 1
40 Doberman 1
41 Siberian Husky 1
42 376

43

44

Az 377

46

47 378

48

49 379

50

51 380

52

53 381

54

= 382

56

57

58

59
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383  Table 2. Endothelial cell density (ECD, cells/mm?), corneal thickness (CT, mm), mean
384  cell area (MCA, um?). pleomorphism (% of hexagonal cells) and polymegathism (CV)
385  according to skull conformation in dogs (measured by the skull index, SI). Results are
386  given by median values, percentiles 25™ — 75™ and absolute range.
387
ECD CT MCA Pleomorphism Polymegathism
Brachycephalic
2533 [2340; 562 [521:696]  394[336; 428] 8073 82] 26[23;32]
(S1=60) 2968] 459-752 325-507 64-86 15-34
1983-3068
Mesaticephalic
2485 [2249: 572[537.604] 403 [384:446] 75,5 [74, 78] 25[22;27]
(SI 50-60) 2610] 499-697 339-495 62-82 18-34
2019-2954
Dolichocephalic
2614 [2423, 621[597.641] 387 [373;413] 80 [74; 82] 24121, 27]
(SI <50) 2683] 543-647 351-567 63-90 18-29
1780-2843
p-value 0.537 0.658 0517 0.479 0.482
388
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400
401
402
403
404
405
406
407
408
409
410
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Figure 1. Ventral view of a canine skull. Skull index is computed by multiplying the
skull width (a: widest interzy gomatic distance) by 100 and dividing the product by the
skull length. Facial and cranial indices are computed in the same manner, although
facial index considers only facial length and the skull width (a), while cranial index
takes into account the cranial length and the cranial width (b: widest interparietal

distance).

Figure 2. a) Gently restraint of a Yorkshire Terrier by and experienced handler to
perform non-contact specular microscopy and b) selection of 30 well-defined cells from

a central microphotograph of the corneal endothelium.
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Figure 1. Ventral view of a canine skull. Skull index is computed by multiplying the skull width (a: widest
interzygomatic distance) by 100 and dividing the product by the skull length. Facial and cranial indices are
computed in the same manner, although facial index considers only facial length and the skull width (a),
while cranial index takes inta account the cranial lenath and the cranial width (h: widest internarietal
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Figure 2. a) Gently restraint of a Yorkshire Terrier by and experienced handler to
perform non-contact specular microscopy and b) selection of 30 well-defined cells from
a central microphotograph of the corneal endothelium.
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Los estudios incluidos en la presente tesis doctoral determinan la DCE en el
carabo comun, el ovino y el caprino. En estas ultimas dos especies, ademas, se
determina el GC, poniendo de manifiesto diferencias en estos dos parametros
en los distintos cuadrantes corneales. La morfologia y morfometria de las células
endoteliales se describe también en dichos estudios. Asimismo, ademas de
evaluar los efectos de la edad sobre los parametros corneales en las tres
especies anteriores, también se evalua de forma individual el efecto de la raza
sobre estos parametros en la oveja. De forma similar, se evalua el posible efecto
del IC sobre el GC y los parametros endoteliales corneales en el perro.

Hasta donde los autores conocen, estos estudios suponen las primeras
descripciones del endotelio sano en ovino, caprino y el carabo comun, asi como
de sus variaciones en funcion de la raza en el caso del ovino, y de la edad en las
tres especies. El estudio en la especie canina también es el primero en evaluar
las posibles diferencias en el GC y los parametros endoteliales en base a la

conformacion cefalica.

El GC en ovino se describié en un caso clinico que determinaba un GC de 850
um, en una oveja de 2 afios, mediante microscopia confocal. ('®) Posteriormente
a la publicacion del estudio en ovinos derivado la presente tesis doctoral, el Dr.
LoPinto determind, mediante tomografia de coherencia 6ptica, un GC de
741.1£9.9um en ovejas hembras de raza Dorset de 3 afios de edad (n=10). (120
En el presente estudio, los resultados de GC obtenidos en ovino mediante
paquimetro digital integrado en el microscopio especular (699+56um en corderos
y 804+87um en adultos) son muy similares a los descritos a posteriori por el Dr.
LoPinto y ligeramente inferiores a los del Dr. Reichard.

En caprino, hay dos descripciones del GC previas a la publicacién del articulo
derivado de la presente tesis. (120.121) | os resultados obtenidos en caprino joven
(1-4 meses) de raza Murciano-granadina en la presente tesis (631um) son
comparables y similares a los resultados del estudio del Dr. Ribeiro, en el cual
se describe un GC de 590 ym en caprino de 6 meses de edad y de raza Saanen.

En cuanto a los animales viejos (7-10 afos), en la presente tesis se obtuvo un



valor de GC de 709 um, ligeramente superior al resultado obtenido por el Dr.

LoPinto en caprino de 6.4 afios de razas cruzadas Alpina — Saanen (611um).

Los resultados obtenidos de GC para ovino y caprino en la presente tesis, son,
ademas, similares entre si y las ligeras diferencias con otros estudios pueden
estar condicionadas por factores tales como las pequefias variaciones de edad

y/o de la raza. (19

La DCE se ha descrito en humanos y en diferentes especies animales,
(22,24,119,122,34,35,57,58,70-73) focalizando su evaluacion principalmente en el centro de

la cornea.

En nuestro conocimiento, no hay publicaciones previas que describan la DCE en
caprinos y carabos comunes. En ovino, en cambio, un articulo estima la DCE en
una oveja hembra de edad desconocida en 1131942081 células/mm?, (123)
mediante microscopia electronica de barrido. Este dato es extremadamente
superior al obtenido en esta tesis mediante microscopia especular (35321259
células/mm? en ovinos jovenes y 2204+261 células/mm? en ovino adulto). A
pesar de que no hay una explicacion razonable que justifique estas diferencias,
los distintos métodos usados en los estudios, asi como la manipulacién previa
de la muestra en el estudio del Dr. Collin (mediante fijacion y almacenamiento
durante una semana) pueden explicar, como minimo en parte, las notables

variaciones de DCE entre un estudio y otro.

Los resultados obtenidos en caprino (3831 células/mm? en cabritos y 2101
células/mm? en cabras viejas) son muy similares a los publicados previamente
en otros rumiantes tales como las alpacas (2275 células/mm?) y las llamas (2669
células/mm?). 34 Asimismo, también son practicamente idénticos a los

observados en ovejas utilizando la misma metodologia.

Los resultados de DCE del carabo comuin (2864 células/mm? en polluelos y
2602 células/mm? en adultos) son similares a los anteriormente descritos en
gansos (2410 células/mm?), (124 pero son bastante inferiores a los descritos en
otras especies de aves. (875122123) Eg agmpliamente conocido que hay

correlacion entre la morfologia endotelial y la filogenia, ('?*) por lo que es de



esperar que cuanto mayor sean las diferencias evolutivas, mayores sean
también las variaciones observadas en las caracteristicas endoteliales. Por este
motivo, sorprenden los resultados de DCE descritos en el carabo norteamericano
(4713+766 células/mm?), mediante microscopia electronica de barrido, ('23) por
ser ampliamente superiores a los obtenidos en el carabo comun. Se ha
observado que los diferentes patrones de actividad (nocturna, diurna o
crepuscular) se asocian a diferencias en la morfologia ocular y la organizacién
de la retina. (2% Por lo tanto, las diferencias observadas en la DCE entre el
carabo comun y el norteamericano pueden deberse a que se haya atribuido un
patron de actividad crepuscular al carabo comun, (%) a las diferencias
geograficas entre ambas especies, o a los diferentes métodos utilizados para la

obtencion de los valores.

Los valores de AMC obtenidos en los estudios de ovino (283+22um? en corderos
y 473um? en adultos) y caprino (255um? en cabritos y 466um? en caprino viejo)
son similares entre ambas especies. Es dificil la comparacion con los resultados
publicados para otras especies, dado que en muchos casos no se especifica la
edad de los animales incluidos en los estudios. Sin embargo, son bastante
similares a los descritos en otros mamiferos tales como el perro (393um?2), (124)
el gato (154uym? en animales jovenes y 348um? en adultos) ? y el conejo
(371um?). (124)

Los resultados de AMC del carabo comuin (348um? en polluelos y 384um? en
adultos) son considerablemente mas elevados que los publicados anteriormente
en otras especies de aves tales como el avestruz (269um?), (122) el pinglino de
Magallanes (269um?) 8 y el pollo (166um?2). (™ Tal y como se ha indicado
anteriormente, la DCE en el carabo comun es inferior a la de otras aves, por lo
tanto, y debido a que toda la superficie posterior de la cérnea debe estar
recubierta por células endoteliales para garantizar la buena funcion del endotelio,

es de esperar que sus células sean también de mayor tamafio.



La pérdida de células endoteliales, ya sea fisioldgica o a consecuencia de dafio
endotelial, suele asociarse con cambios en la forma de las mismas, debido a la
nula capacidad de regeneracién de esta capa en la mayoria de especies
animales en edad adulta. Estas variaciones de morfologia pueden cuantificarse
mediante el calculo del pleomorfismo, que se expresa en porcentaje de células

hexagonales. (23

En ovino joven y adulto el porcentaje de células endoteliales con forma
hexagonal fue de 75.64+3.09 y 69.9+3.42, respectivamente. Estos resultados
son, una vez mas, muy similares a los obtenidos en caprino joven (80.53%) y
adulto (67.8%). En la especie humana se ha descrito que un endotelio sano

presenta, como minimo, un 60% de células hexagonales. 9

Los valores obtenidos en ovino y caprino se asemejan a los anteriormente
publicados en otros mamiferos como el perro (68%), (27 el conejo (71%) (1?4 o
el gato adulto (66%). ??

Un 72.75% de las células eran hexagonales en el carabo comun joven, mientras
que en el adulto el porcentaje ascendid al 78.83%. Los resultados obtenidos en
esta especie son superiores a los publicados en el pollo (64%), 2 pero son muy
parecidos a los del avestruz (75%), (22 el ganso (79%) (1?4 y el pinglino de
Magallanes (80%). (%8

En situaciones de dafio endotelial, las células proximas a la lesion no solo
cambian su forma, sino también su tamafio para tratar de cubrir el defecto. (3
Estas diferencias de tamano, o, en otras palabras, el polimegatismo, se pueden

calcular mediante el coeficiente de variacion.

En ovino el CV fue de 18484 y de 18.1+£5.2 en corderos y ovejas adultas,
respectivamente, mientras que en caprino fue de 19 en cabritos y 21 en cabras
de avanzada edad. Estos resultados estan practicamente en el rango de valores
de normalidad establecidos en oftalmologia humana (CV = 22-31 en adultos
jovenes; con una media de 27) “3) y se asemejan a los publicados para el perro
(CV=22), (127) gl conejo (CV=20) (>4 y el gato (CV=19). 22



En el carabo comun, se determiné que el polimegatismo era de 21 y 16 en
polluelos y adultos, respectivamente. Estos resultados son similares a los citados
anteriormente en mamiferos (incluidos los humanos), pero son muy diferentes a
los publicados en otras especies de aves como el pinguino de Magallanes
(CV=0.08) 8 y el avestruz (CV=0.06). ('?2) Es conocido que los resultados de
CV pueden variar incluso entre dos tipos diferentes de microscopio especular de
no contacto. (%8 Por lo tanto, las diferencias entre aves podrian explicarse no
solo por las posibles variaciones entre especies, sino por los diferentes métodos

de visualizacion endotelial utilizados.

En ovino hay una descripcion en la literatura del GC periférico, situandolo entre
los 300y los 500 um. ('29) Sin embargo, no se especifica el cuadrante de la cornea
examinado, la edad del animal o la distancia desde el limbo corneal para la
obtencién de la medida. Estos resultados difieren de los obtenidos en la presente
tesis para el GC periférico (624-885um). Ademas, en el presente estudio, se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre cuadrantes, siendo
el area dorsal la de mayor grosor (793+92um) y la zona temporal la mas delgada
(712+88pum). Las diferencias observadas entre las descripciones del Dr. Bayer y
los resultados obtenidos en el presente estudio, por lo tanto, pueden ser debidas
no solo a la edad de los animales, sino también a la zona de calculo del GC, asi
como a los diferentes métodos utilizados (medicidn manual versus paquimetria
digital).

Tanto en cabritos como en cabras viejas el cuadrante dorsal es también el mas
grueso (646um y 751um, respectivamente). En animales jévenes, la zona central
(631um) también era significativamente mas gruesa que las areas ventral y
temporal. Al igual que en ovino, el area temporal era también la mas delgada en
ambos grupos de edad (571um en cabritos y 672um en cabras adultas).

Estos resultados son semejantes a los publicados anteriormente en otras
especies de mamiferos, donde se observaron también diferencias de GC entre

cuadrantes corneales. (35:44,130-133)



En referencia a la DCE entre cuadrantes en la especie ovina, no se observaron
diferencias significativas entre zonas. En cambio, en cabritos, la DCE ventral
resulté ser significativamente mas baja en comparacion con la del area central,
medial y temporal. En cabras viejas, tanto el area dorsal como el ventral
presentaron menor DCE en comparacion con las areas central, medial y
temporal. Al igual que ocurre en estas dos especies animales, numerosos
estudios en otros mamiferos aportan resultados contradictorios, incluso dentro
de la misma especie. Algunos autores apuntan a que no hay diferencias de DCE
entre la cornea central y la periférica (incluida la especie humana); (18:43.134)
mientras que otros estudios evidencian diferencias significativas. En el caballo
se observd una DCE significativamente menor en el cuadrante ventral en
comparacion con las areas medial y lateral. 3% Del mismo modo, algunas
descripciones en oftalmologia humana apuntan a un valor de DCE mayor en el

area superior de la cérnea. (139

La importancia de esclarecer si hay o no diferencias de GC y DCE entre
cuadrantes corneales radica en que, en oftalmologia veterinaria, la colaboracién
del paciente (sobretodo grandes animales) para realizar microscopia especular
es minima o nula. Por lo tanto, en la mayoria de ocasiones, el analisis del
endotelio y el GC se efectua en la cornea central, que es la mas accesible. Sin
embargo, los resultados de los estudios en ovino y caprino, asi como gran parte
de los estudios citados anteriormente, apuntan a que la cornea central no es

representativa del total.

En oftalmologia humana, diversas publicaciones muestran diferencias en la
DCE, el GC y la morfologia de las células endoteliales entre diferentes razas o
poblaciones. (1941.136.137) En |3 especie canina, una publicacion muestra también
diferencias significativas de GCC entre Labrador Retrievers y Beagles, siendo
mas gruesa la cornea en el primero. % Sin embargo, no se esclarece si el mayor
grosor en el Labrador es debido realmente a la raza o al peso, ya que este ultimo

también se ha asociado a incrementos de GC en la especie canina. 44



En el estudio realizado en ovino se observaron diferencias significativas en
cuanto a GC y CV, siendo superiores estos parametros en la Rasa Aragonesa
en comparacién con las Manchegas y las Ripollesas. Sorprendentemente, no se
encontraron diferencias significativas en la DCE, la MCA o el pleomorfismo entre
las tres razas. Estas semejanzas podrian ser explicadas porque las tres razas
pertenecen al tronco entrefino y tienen un antecesor comun: Ovis aries
ligeriensis; (138 y, por lo tanto, tienen caracteristicas anatémicas y productivas

similares.

Para tratar de esclarecer si efectivamente existen diferencias en el resto de
parametros entre razas ovinas, seria conveniente realizar estudios con
individuos pertenecientes a diferentes troncos ovinos o evolutivamente mas

alejados.

Tanto en ovejas como en cabras se observo el descenso de los valores de DCE
y porcentaje de células hexagonales con la edad, mientras que los valores de
GC y AMC se incrementaron. No se observaron diferencias significativas en el

CV entre animales jovenes y adultos.

Las variaciones de DCE con el envejecimiento se han descrito ampliamente tanto
en oftalmologia humana 3336-38) como en el gato, ?? el perro, ('8 el caballo, %
la llama y la alpaca. 3% Todos los estudios coinciden con los resultados obtenidos
en ovino y caprino: la DCE disminuye con la edad. De hecho, en oftalmologia
humana, se ha determinado que la reduccion es del 0.56% células/ano entre los
2 y los 98 afos de edad. (33)

Concomitantemente a la reducciéon de DCE, las células no solo aumentan su
tamafo para cubrir toda la superficie endotelial, sino que ademas varian su
morfologia. Por lo tanto, es de esperar que el AMC aumente y el porcentaje de
hexagonalidad disminuya, o, en otras palabras, que aumente el pleomorfismo.
El aumento de tamario de las células con la edad ha sido descrito anteriormente
en el perro (® y en el gato. %2 Del mismo modo, también se ha descrito aumento

de pleomorfismo con la edad en el hombre y otras especies animales. (18:22.38)



Los resultados acerca de las variaciones de CV en funcion de la edad son
dispares entre los estudios publicados en diferentes especies. Debido a que este
parametro suele asociarse a la reduccion de la DCE causada por dafo endotelial,
(23) no es previsible que el polimegatismo aumente meramente por efecto de la
edad, tal y como ocurre en ovino y caprino. A pesar de que varios estudios
concuerdan con los resultados obtenidos en la presente tesis, (182242) se han

publicado otros donde si que se observa aumento de polimegatismo con la edad.
(139,140)

Finalmente, también hay disparidad de opiniones respecto a la evolucién del GC
a lo largo de la vida. Los estudios realizados en diferentes especies animales
muestran aumento de este valor con la edad, (18243144.46,141) incluso algunos
estudios realizados en humanos obtienen resultados similares. (142143) Sin
embargo, otros estudios publicados en la especie humana sostienen que el GC
disminuye con la edad, 4?4748 habiendo argumentos para defender ambos
hallazgos. El aumento del GC con la edad podria deberse, al menos en parte, a
la deposicion de nuevo material en la membrana de Descemet a lo largo de la
vida 3 y/o al aumento del espacio entre las fibras de colageno del estroma
corneal. (144 Contrariamente, los estudios que abogan por la reduccion del GC
con el paso de los afios argumentan que se ha observado histologicamente que
en la cornea humana se reduce el numero de queratocitos con la edad, ademas

de la posible destruccién de fibras de colageno estromal. (49)

En el carabo comun, los resultados obtenidos en funcion de la edad fueron muy
dispares a los obtenidos en rumiantes: no se observaron diferencias
significativas de DCE y AMC entre polluelos y adultos y, contra todo prondstico,
se observd aumento significativo del porcentaje de células hexagonales y

disminucién en el polimegatismo en adultos, en comparacion con los polluelos.

Observando los resultados, la primera hipétesis que los investigadores podrian
plantearse es la posibilidad de que haya mitosis endotelial en esta especie,
hecho que explicaria por qué no disminuye la DCE o por qué no aumenta el AMC
con la edad. Sin embargo, los estudios publicados en el conejo, especie en la
que se ha demostrado ampliamente la capacidad de mitosis endotelial durante

toda la vida del animal, descartan casi por completo esta hipétesis, dado que, a



pesar de haber regeneracion celular, la DCE acaba disminuyendo también con
la edad. ?414%) Ademas, analizando los niumeros absolutos de DCE y AMC en el
carabo comun, si que puede observarse ligera disminucién en los valores de
DCE y un pequefio aumento en el AMC en adultos, aunque estas variaciones no
son estadisticamente significativas. Por lo tanto, y teniendo en cuenta que la
esperanza de vida del carabo comun en la naturaleza es de aproximadamente 5
anos, (%6) |o mas probable es que no se observasen diferencias significativas
debido a que los animales adultos no eran lo suficientemente viejos como para

mostrar variaciones secundarias a la edad, en estos parametros.

Paralelamente, el pleomorfismo vy el polimegatismo si resultaron
significativamente inferiores en adultos en comparacion con los polluelos. Esta
observacion se ha realizado también anteriormente en perros, gatos y conejos
muy jévenes (2% y aunque no se ha determinado exactamente la razon de estos
hallazgos, se ha sugerido que puede ser debido a la actividad mitética presente
en edades muy tempranas, conjuntamente al rapido aumento de tamaro de la
cornea. (*7) Por lo tanto, los resultados obtenidos en el carabo comun apuntan a

una posible actividad mitética en animales de muy corta edad en esta especie.

Histéricamente las razas caninas se han clasificado en tres grupos en funcion de
su apariencia fenotipica: razas braquicefalicas (cabeza ancha y corta),
mesocefalicas (cabeza de proporciones medias) y dolicocefélicas (cabeza
alargada y estrecha), asumiendo en muchas ocasiones (de forma errénea) que
todos los animales de una misma raza pertenecen a un mismo grupo. La
craneologia, sin embargo, permite clasificar a cada individuo dentro de uno de
los grupos en base a parametros mas objetivos, que, a su vez, permiten obviar
el tamano del animal. Se han descrito tres indices principales: el indice cefalico

(IC), el indice facial y el indice craneal.

El IC se calcula multiplicando la anchura craneal (la mayor distancia
comprendida entre un arco cigomatico y el otro) por cien y luego dividiendo el

resultado entre la longitud del craneo (del prostion al inion). El indice facial y el



craneal se calculan de la misma manera, pero toman en consideracion diferentes
medidas, asi, el indice facial toma como longitud solo la parte mas rostral del
craneo (del prostion al nasion) y como anchura (igual que el IC) la distancia
intercigomatica, mientras que el indice craneal se restringe a medir
basicamente la cavidad craneal, tomando como longitud la distancia entre el

nasion y el inion, y como anchura la distancia interparietal. (148)

Numerosos estudios describen diferencias oculares en base a la conformacién
craneal, por ejemplo, se ha descrito que los animales braquicefalicos estan mas
predispuestos a presentar euriblefaron, érbitas poco profundas y anchas, (149
menos sensibilidad corneal, (159.15) deficiencia de lagrima, (1°2) y entropién medial
y triquiasis (153 que consecuentemente predisponen a queratitis pigmentaria, (14°)

Ulceras corneales complicadas (14199 y uveitis anterior refleja severa. (156)

Por otro lado, son numerosos también los estudios que establecen diferencias
en los parametros endoteliales y/o el GC en funcion de diferentes factores
fisiolégicos. De este modo, no solo se han descrito variaciones de estos valores
en funcién de la edad, (1820.4044) |3 raza o la poblacion estudiada, (1941.136) sino
que, ademas, se ha observado en humanos que el polimegatismo aumenta
mientras que la DCE disminuye en aquellos individuos mas expuestos a
radiacion ultravioleta. (") Cabe pensar, por tanto, que los perros braquicefalicos,
al tener mas comunmente euriblefaron y deficiencias asociadas en el cierre
palpebral, podrian estar mas expuestos a este tipo de radiacion, presentando
alteraciones también en dichos parametros. Algunos estudios apuntan ademas
a que el GC es superior en los machos que en las hembras “#4157) aunque otros
autores no han encontrado diferencias en base al género. (158159 También se ha
descrito que el GC varia en funcion del peso del animal, siendo mas gruesas las
corneas en animales mas pesados, “+1%7) aunque no se conoce con exactitud
como el peso influencia al GC. (157) Por otro lado, se ha establecido que el GC de
un mismo perro puede variar en funcién del momento del dia en que se mida
este parametro: un estudio indica que los valores de GCC eran superiores por la
mafana que durante la tarde y la noche. ("5 Finalmente, los valores de GC
también difieren en mujeres embarazadas, cuyas corneas son mas gruesas en

el segundo y tercer trimestre del embarazo. (160)



Segun hemos podido constatar, este estudio es el primero en evaluar si el GC o
los parametros endoteliales varian en funcion de la conformacion craneal,

determinada en base al indice cefalico.

Los valores de GC obtenidos en el estudio (562um, 572um y 621um en
braquicefalicos, mesocefalicos y dolicocefalicos, respectivamente) son muy
similares a los anteriormente publicados en la especie canina (0.5-0.9mm),
(18,44,70) no observandose diferencias estadisticamente significativas entre los tres
grupos. La ausencia de variaciones de GC en funcién del IC es relevante para
abordar el tratamiento de Uulceras corneales, especialmente en animales
braquicefalicos, dado que histéricamente se ha atribuido a este grupo mayor
predisposicion a presentar Ulceras corneales complicadas. (15*) De acuerdo a los
resultados obtenidos en el presente estudio, el GC no parece ser un factor que
contribuya a la aparicion de este tipo de lesiones en animales braquicefalicos,

dado que no difiere en funcion de la conformacion craneal.

Tal y como se ha descrito anteriormente, el GC varia en funcién de parametros
tales como la edad, (182040.44) g| peso, “4157) el ritmo circadiano (' o la
gestacion. (1%0) Para evitar posibles sesgos en la obtencion de los valores de GC,
solo se incluyeron animales de 2 a 7 afios de edad, todas las medidas se tomaron
durante la mafana y se considero el estado reproductivo de las hembras. A pesar
de que no se tuvo en cuenta el peso de los animales, el hecho de que todos los
grupos incluyeran animales de diferente tamano y raza, sumado a la ausencia
de diferencias de GC entre grupos (asi como el solapamiento de valores en los
rangos intercuartilicos de los tres grupos), hace pensar que este factor no tuvo

influencia en los resultados.

Los resultados de AMC obtenidos (394um?, 403um? y 387um? en
braquicefalicos, mesocefalicos y dolicocefalicos, respectivamente) son también
similares a los anteriormente descritos en esta especie (393um?). (124 Del mismo
modo, el pleomorfismo (80% de células hexagonales en braquicefalicos y
dolicocefalicos, y 75.5% en los mesocefalicos) y el polimegatismo (CV de 26, 25
y 24 en braquicefalicos, mesocefalicos y dolicocefalicos, respectivamente) son

muy similares a los descritos anteriormente en el perro [78% de células



hexagonales ('24) y CV:22 (1?7)]. No se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en estos parametros entre los tres grupos.

Diferentes estudios sitian la DCE canina en torno a 2100-2816 células/mm? en
funcién de la edad del animal. (1831.70) |_os resultados obtenidos en el estudio son
muy similares a los descritos anteriormente (2533 células/mm? en
braquicefalicos, 2485 células/mm? en mesocefalicos y 2614 células/mm? en
dolicocefalicos). Una vez mas, tampoco se observaron diferencias significativas
en cuanto a DCE entre los tres grupos.

En humana, el recuento de células endoteliales es el parametro mas importante
para determinar si una cornea es valida o no como donante fresco, siendo
rechazadas aquellas corneas con DCE inferior a 2000 células/mm?2. El motivo
principal de esta exclusion se debe a que durante los 3 a 5 primeros afios tras el
trasplante, la pérdida de células del endotelio trasplantado es muy superior a la
de un endotelio normal (7.8% en vez de 0.52% por afio). (11.162) En oftalmologia
veterinaria, en cambio, es infrecuente realizar recuentos de DCE para
seleccionar un potencial donante corneal. Ademas, tampoco suelen tenerse en
cuenta la raza, a pesar de que aparentemente, en oftalmologia humana, hay
poblaciones o razas consideradas como mejores donantes. (163 La ausencia de
diferencias significativas entre grupos, no solo en cuanto a DCE si no en el resto
de parametros endoteliales y GC, sugieren que la conformacion craneal no debe
considerarse un factor determinante para seleccionar a un potencial donante de

cornea, en lo referente a la calidad del endotelio.

Una posible limitacién tanto en el estudio de ovino como en el de caprino,
ambos realizados ex vivo, es el tiempo transcurrido entre la enucleacion y el
inicio del analisis mediante microscopia especular (de 4 a 12h en el caso de
ovino y antes de 3h en caprino). En el estudio de cabras este tiempo pudo
reducirse dado que las muestras fueron obtenidas mayoritariamente en la misma
facultad de veterinaria o en el peor de los casos, en un matadero cercano. Por el
contrario, ciertas muestras en ovino fueron obtenidas en mataderos de
poblaciones situadas a mas de 300km del laboratorio, por la imposibilidad de

encontrar ejemplares jovenes y adultos de una misma raza en los alrededores.



Para minimizar el potencial sesgo en los valores endoteliales y de GC debido al
posible dafio endotelial por el paso del tiempo, una vez en el laboratorio se
realizd un detallado examen mediante biomicroscopia en todos los globos
oculares, descartando aquellos que presentasen cualquier indicio de
degeneracion o alteracion (por ejemplo, edema), ya fuese durante el examen con

lampara de hendidura o durante la microscopia especular.

Otra posible limitacion en el caso de ovino, como ya se ha mencionado
anteriormente, es que las tres razas evaluadas pertenecian al comunmente
denominado “tronco entrefino” y presentaban un antecesor comun. Este hecho
pudo haber enmascarado mas diferencias en los parametros endoteliales entre
diferentes razas de los que se encontraron. No fue posible el estudio y la
inclusiéon de razas de diferentes troncos ovinos, dado que la obtencion de
muestras ex vivo se hubiera tenido que realizar en mataderos aun mas lejanos,
lo que hubiera conllevado mayor tiempo entre la enucleacion y el examen de los
globos, exacerbando los dafios endoteliales que, de manera casi inevitable, se
producen post mortem.

En el estudio del endotelio corneal del carabo comun la principal limitacion fue
la imposibilidad de obtener datos exactos de la edad de los animales. A pesar de
que es relativamente sencillo diferenciar a un ejemplar muy joven de uno ya
adulto, establecer la edad concreta es mas complicado. En base a datos
anteriores, los autores del estudio creen que los animales adultos debian tener
una edad maxima de 5 afnos, que es la esperanza de vida que suele tener esta
especie en libertad. (46) Por lo tanto, se sugiere evaluar ejemplares adultos que
hayan permanecido durante varios afios en centros de recuperacion (con el fin
de cerciorarse que son animales de mas de 5 afios de edad) para

confirmar/desmentir los hallazgos encontrados en el presente estudio.

Finalmente, en el estudio en la especie canina, se empledé unicamente el IC
como valor para diferenciar los tres tipos clasicos de conformacion craneal en
perros (braquicefalicos, mesocefalicos y dolicocefalicos). Seria recomendable la
realizacion de futuros estudios en los que se tuviera en cuenta el efecto del indice

facial y/o craneal sobre los parametros endoteliales y/o GC.
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En los corderos la densidad celular endotelial es de 35321259

células/mm?, el area media celular es de 283+22um?, el porcentaje de
células hexagonales es de 75.64+3.09%, el coeficiente de variacion es
18+8.4 y el grosor corneal es 699+56um. En el ovino adulto la densidad celular
endotelial es de 2204+261 células/mm?, el area media celular es 473+53um?,
el porcentaje de células hexagonales es de 69.9+3.42%, el coeficiente de
variacion es 18.1+5.2 y el grosor corneal es de 804+87um. Los resultados
obtenidos en ovino son muy similares a los anteriormente publicados en otros

mamiferos.

Hay variaciones de grosor corneal entre los diferentes cuadrantes de
la cornea en ovino, por lo tanto, la cérnea central no debe considerarse

como representativa del total en esta especie.

Excluyendo el polimegatismo, en ovino los parametros endoteliales y el

grosor corneal varian con la edad.

Hay variaciones en el grosor corneal y en el polimegatismo entre

diferentes razas ovinas.



En los cabritos la densidad celular endotelial es de 3831

células/mm?, el area media celular es de 255um?, el porcentaje de
células hexagonales es de 80.53%, el coeficiente de variacidon es 19 y el
grosor corneal de 608um. En el caprino viejo, la densidad celular endotelial
es de 2101 células/mm?, el area media celular es de 466um?, el porcentaje de
células hexagonales es de 67.8%, el coeficiente de variacidén es 21 y el
grosor corneal es de 706um. Los resultados obtenidos en caprino son muy

similares a los anteriormente publicados en otros mamiferos.

Hay variaciones de grosor corneal y densidad celular endotelial entre los
diferentes cuadrantes de la cornea en caprino, por lo tanto, la cornea

central no debe considerarse representativa del total en esta especie.

Excluyendo el polimegatismo, en caprino los parametros endoteliales y

el grosor corneal varian con la edad.



En el polluelo de carabo comun, la densidad celular endotelial es de

2864 células/mm?, el area media celular es de 348um?, el porcentaje
de células hexagonales es de 72.75% y el coeficiente de variacién es de 21.
En el carabo comun adulto, la densidad celular endotelial es de
2602células/mm?, el area media celular es de 384um?, el porcentaje de
células hexagonales es de 78.83% vy el coeficiente de variacion es 16. Los
resultados obtenidos en el carabo comun difieren bastante de los publicados

anteriormente en otras especies de aves.

No se han encontrado diferencias significativas en cuanto a la densidad
y el area media celular entre carabos joévenes y adultos,
probablemente por la temprana edad de estos ultimos. Sin embargo, el
pleomorfismo y el polimegatismo son mayores en los polluelos, probablemente
por la presencia de actividad mitética en esta especie en animales muy

jévenes.

En la especie canina, el indice cefalico del animal no es un factor
determinante que haga variar los parametros endoteliales y el grosor
corneal. Consecuentemente, por lo que se refiere al endotelio corneal, los
animales braquicefalicos son tan buenos candidatos como cualquier otro a la

cirugia intraocular o como donantes de cérnea.
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El endotelio corneal y sus principales enfermedades en
el perro

The corneal endothelium and its main diseases in the dog

N. Coyo,' M. Leiva,'? T. Pefa'?
"Departament de Medicina i Cirurgia Animals, Facultat de Veterinaria. *Servei d'Oftalmologia, Fundaci¢ Hospital Clinic

Veterinari, Universitat Autonoma de Barcelona, Barcelona.

Resumen

El endotelio corneal es una monocapa de células poligonales situada en la parte mas interna de la cérnea, en
contacto con el humor acuoso. Esta capa controla el transporte de agua y nutrientes hacia la cornea y preserva
la transparencia corneal. Las alteraciones primarias mas comunes de esta capa en el perro incluyen la distrofia
endotelial corneal, la distrofia polimérfica posterior y la degeneracién endotelial senil. Entre las endoteliopatias
secundarias encontramos una gran variedad de causas tanto oculares (uveitis anterior, glaucoma...) como sistémicas
(diabetes, hepatitis infecciosa canina...). Cualquier alteracion del endotelio corneal se traducira en la aparicion de
edema corneal difuso, de mayor o menor grado siendo necesario conocer la causa de dicho edema para establecer

el tratamiento y pronostico correcto.

Ciin. Vet. Peq. Anim, 2017, 37 (3): 171 - 180

Introduccion

La cérnea es una estructura lisa, avascular y trans-
parente formada por cuatro capas en el perro. La capa
mds interna de la cornea es el endotelio corneal; se tra-
ta de una monocapa de células poligonales (en su ma-
yorfa hexagonales) que controla el paso de nutrientes
y humor acuoso a través de la cérnea. Esta funcion la
desempefia gracias a mecanismos de transporte pasi-
vos y activos (posee una potente bomba sodio-potasio
ATPasa) que permiten preservar la transparencia cor-
neal.

En el perro existen tres patologias endoteliales pri-
marias descritas: la distrofia endotelial corneal (muy
similar a la distrofia de Fuchs en humanos), la distrofia
polimérfica posterior (también presente en humanos)
y la degeneracion endotelial senil.

Existe una gran variedad de enfermedades y factores
que producen alteracion endotelial secundaria, tales
como el glaucoma, la uveftis anterior, la diabetes, las ci-
rugfas intraoculares, la hepatitis infecciosa canina, etc.

Contacto: vetnie@gmail.com

N

Palabras clave: Edema corneal, microscopia especular, distrofia endotelial, endoteliopatias.
R Keywords: Corneal edema, specular microscopy, endothelial dystrophy, corneal endothelium diseases.

El principal signo clfnico de una alteracion endotelial
es el edema difuso corneal, ya que el endotelio no pue-
de ejercer correctamente su funcion. Este edema cor-
neal puede ser de mayor o menor gravedad en funcién
de la causa que lo produzca y, en diferentes casos, pue-
de producir ceguera. Iis necesario, por tanto, detectar
la causa subyacente de dicha alteracién.

En el presente articulo de revision, se explicardn en
profundidad las enfermedades y causas méds frecuen-
tes que pueden producir endoteliopatias, asi como los

signos clinicos y ‘naﬂazgos microscopicos que podemos
encontrar en cada una de ellas. El tratamiento variard
en funcion de si estamos ante una patologia primaria o
secundaria, asf como el prondstico.

Anatomia basica de la cornea

La cornea es una estructura lisa, avascular y transpa-
rente que forma parte de la tinica fibrosa y se sitda en
la parte més anterior del globo ocular (I'ig.1). Entre sus
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Figura 1. Esquema del globo ocular del perro. La carnea (color rojo) v la
esclera (color naranja) conforman la tinica mas externa del globo ocular,
también llamada tunica fibrosa.

principales funciones cabe destacar proporcionar so-
porte a las estructuras intraoculares y refractar y trans-
mitir la luz. En el perro, el poder diéptrico de la cérnea
es de 40-42 dioptrias, y su forma es ligeramente eliptica
(didmetro horizontal ligeramente superior al vertical).!

Al ser una estructura avascular, la nutricion corneal
depende, en gran medida, del humor acuoso y de la
pelicula lagrimal, por lo que alteraciones en alguno de
estos medios liquidos pueden inducir enfermedades
corneales de diferente severidad. Los pdrpados
y la membrana nictitante tienen un papel im-
portante en la proteccion corneal.!

El grosor de la cérnea varia en funcién
de diferentes variables, tales como la
especie, la raza y la edad. In el perro,
el grosor corneal es de 0,45-0,55 mm en
el centro, y de 0,50-0,65 mm en la peri-
feria, mientras que en el gato oscila entre
0,8-1 mm en el centro y 0,4-0,6 mm en la
periferia.! Diversos estudios demuestran que
el grosor corneal aumenta con el paso del tiempo,*”
pudiendo variar su magnitud segtin la raza.**’

En el perro, la cérnea se compone de cuatro capas
diferenciadas que son, de fuera a adentro, el epitelio, el
estroma, la membrana de Descemet y el endotelio cor-
neal (Fig. 2). En el ser humano, asi como en primates,
varias especies de aves, el dervo y la jirafa, entre otros,®
se aptrecia una quinta capa, ubicada entre el epitelio y
el estroma corneal, llamada membrana de Bowman (o
membrana basal del epitelio). Iinalmente, un estudio

El endotelio
controla el
transporte de
agua y nutrientes
al estroma
preservando la
transparencia
corneal

Figura 2. Imagen

histologica de la

cérnea del perro.

2" Notense las capas

e = - corneales (de fuera

s - a adentro): epite-

= lio (1), estroma (2),

- 2 = = > membrana de Des-

= - s = . cemet (3) y endote-
- = e .~ | liocorneal (4).

reciente describe una sexta capa en humanos denomi-
nada Dua’s Layer, situada entre el estroma y la mem-
brana de Descemet.”

Morfologia y fisiologia del endotelio
corneal

El endotelio corneal es una monocapa de células po-
ligonales, mayoritariamente hexagonales, situada en la
parte mds interna de la cornea, en contacto directo con
el humor acuoso. Su funcién principal es el control del
transporte de agua y nutrientes desde la cdmara ante-
rior al estroma corneal, preservando de esa forma la
transparencia de la cornea.

A pesar de que la coérnea se sitda entre dos medios
liquidos (la ldgrima y el humor acuoso), ésta se man-
tiene en un estado de deshidratacién parcial gracias
al epitelio y al endotelio. Ambos actian como barrera
fisica frente a la entrada de agua desde la pelicula lacri-
mal y el humor acuoso, respectivamente. El endotelio
corneal, a diferencia del epitelio, posee uniones inter-

celulares discontinuas (zonula occludens incompleta),
lo que hace que la barrera fisica que constituye
permita un acceso controlado de nutrientes
hacia el estroma corneal.'’ Ademas, el en-

dotelio tiene una potente bomba activa

sodio-potasio ATPasa que facilita la eli-

minacién del liquido que ya ha entrado

en el estroma corneal (Fig. 3). A pesar de

que esta bomba se ha estudiado amplia-
mente, todavia existe controversia en la
actualidad acerca de qué iones son los que
intervienen en el proceso, aunque se sabe que
la bomba sodio-potasio Al'Pasa requiere bicarbonato y
la actividad de la enzima anhidrasa carbénica para su
buen funcionamiento.!

La funcién del endotelio corneal es decisiva para el
mantenimiento de la deshidratacion y del grosor cor-
neal.!? Tanto en edemas de origen epitelial como en-
dotelial, al hidratarse el estroma corneal, las fibras de
coldgeno que lo conforman se engrosan y pierden su
equidistancia, haciendo que la luz sca refractada y la
cornea pierda su transparencia, dando un aspecto azu-
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Figura 3. Esquema general de la bomba endotelial y los iones que in-
tervienen en el proceso.

lado o edematoso caracteristico (Fig. 4) que suele ser
difuso si la lesién es de origen endotelial y localizado
si es epitelial (Fig. 5).

En perros, la densidad celular endotelial media es
de 3600 células/mm?>* pero a medida que el animal
envejece, se reduce pudiendo llegar incluso al 50 % de
su dotacion endotelial inicial.! En el hombre se ha es-
tablecido una velocidad anual media de disminucion
de la densidad del endotelio corneal del 0,52 %." Si-
multdneamente a la reduccion en la densidad celular,
el tamafio medio de cada célula aumenta y la forma
celular se modifica, siendo menos uniformes y hexag()-
nales. Lstos cambios morfolégicos se deben principal-
mente a la ausencia de actividad mitética de las células
endoteliales en la mayorfa de especies animales." Ello
provoca que, al no haber renovacién celular, el defecto
que dejan las células muertas que se descaman hacia

Figura 4. (A) La transparencia corneal depende en gran medida de la
disposicién de las fibras de colageno del estroma (). (B) En los edemas
corneales, el estroma se hidrata y las fibras de colageno se engrosan y
pierden su equidistancia, produciendo un aspecto azulado caracteristico.

Figura 5. (A) Las lesiones de origen epitelial suelen dar lugar a edemas
localizados. (B) Los edemas de origen endotelial suelen ser difusos.

N

el humor acuoso sea cubierto por la hipertrofia de las
cdlulas colindantes, que se alargan y adelgazan para
cubrir el defecto dejado, cambiando su morfologia ha-
bitual. Como consecuencia de esta reparacién, la hexa-
gonalidad de las células disminuye (aumenta el pleo-
morfismo) y las diferencias de tamafo entre células
son mayores (aumenta el polimegatismo) (Fig. 6). Si,
por el contrario, la lesion endotelial es tan extensa que
reduce la densidad por debajo de 500 células/mm?, la
funcién endotelial se ve comprometida y se acumula
agua en el estroma corneal, produciéndose un edema
marcado.”?

Métodos diagnosticos en casos de sos-
pecha de enfermedad endotelial

La exploracién con ldmpara de hendidura o biomi-
croscépica es, sin duda alguna, la primera aproxima-
cién diagnéstica en caso de sospecha de alteracion del
endotelio corneal, pero la informacion que proporciona
es limitada. Este método diagnéstico, en manos de un
oftalmologo experimentado, permite detectar signos
de distrofia endotelial en fases tempranas, asi como

A: DENSIDAD CELULAR ENDOTELIAL NORMAL (2000-3000 células/mm?)

o g&»z J_JEWJLJ J e

CAMARA ANTERIOR

B: DENSIDAD CELULAR ENDOTELIAL DISMINUIDA (800-1500 células/mm?)

=y L J

ENQD CAMARA ANTERIOR

C: DENSIDAD CELULAR ENDOTELIAL CRITICA (<500 células/mm?)

: ESTROMA /2
) |
I R

2 CAMARA ANTERIOR

Figura 6. (A) Si la densidad celular endotelial es adecuada (2000-3000
células/mm?), el humor acuoso (1) que penetra a través de las uniones
celulares endoteliales es enviado hacia la camara anterior (2) mediante
la bomba endotelial, manteniéndose de esa forma el equilibrio endotelial.
(B) Al empezar a disminuir la densidad endotelial, el endotelio corneal
adopta dos mecanismos compensatorios: las células restantes aumentan
su tamario y medifican su forma, y aparecen mas bombas endoteliales.
Gracias a estas dos adaptaciones la fuga de humor acuoso sigue siendo
igual a la devolucion. (C) Por &l contrario, si la densidad celular endotelial
es inferior a 500 células/mmé®, la funcién del endotelio se ve comprometi-
da y el humoer acuoso entra en mayor cantidad al estroma y no puede ser
evacuado, produciéndose un edema estromal.
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clasificar el grado de transparencia corneal o inflama-
cién secundaria. El endotelio corneal puede observarse
mediante el reflejo especular, que se visualiza con hen-
didura gruesa cuando el dngulo de reflexion es igual al
dngulo de incidencia del haz de luz (paralelepipedo).®

En situaciones mas especificas de dafio endotelial, se
puede realizar un estudio morfométrico mediante mi-
croscoplia especular (ME). La ME se basa en el principio
de que un haz de luz proyectado hacia el interior del
globo ocular se refleja en el endotelio corneal propor-
cionando una imagen definida de su anatomia. Esto se
produce debido a que el fndice refractivo del endote-
lio es mayor que el del humor acuoso, por lo que un
0,022 % de la luz proyectada se refleja, emitiendo una
imagen que es captada y magnificada por el micros-
copio especular.'”* (Fig. 7) Mediante esta herramienta,
podemos determinar la densidad y la superficie de las
células endoteliales, asi como el grado de pleomorfis-
mo y polimegatismo. En oftalmologia humana, la ME
se usa frecuentemente en clinica y en investigacién
para valorar la evolucién de ciertas enfermedades en-
doteliales. Al tratarse de una técnica diagndstica no in-
vasiva, rdpida y no dolorosa, no requiere anestesia ni
sedacion en la mayoria de pacientes. En veterinaria su
uso es menos frecuente, a pesar de que se han publica-
do articulos abogando por é1.51%20

Hay dos tipos bdsicos de microscopio especular, el de
contacto y el de no contacto. En la microscopia especu-
lar de contacto la lente del objetivo se sitiia en contacto
directo con la superficie corneal, lo que permite elimi-
nar el reflejo de luz epitelial. Por el contrario, en la mi-

Figura 7. Microfotografia del endotelio corneal normal de un perro cru-
zado de 2 afios de edad, macho castrado, ocbtenida mediante microscopia
especular de no contacto. N = nimero de células seleccionadas para el
andlisis, CD = densidad celular endotelial, T = grosor corneal, AVG = drea
media celular, CV = coeficiente de variacion, que hace referencia al poli-
megatismo de la imagen.

croscopia de no contacto el examinador debe encontrar
el reflejo especular (igual que con la lampara de hendi-
dura). Ll microscopio de contacto es mds facil de usar,
la magnificacién es mayor y también la resolucién. Sin
embargo, la manipulacién de la cérnea con este micros-
copio puede dar lugar a artefactos y molestias para el
paciente.?! Con el microscopio de no contacto el campo
de visién es menor, pero no provoca molestias para el
paciente, lo que lo convierte en una herramienta (til
para valorar el endotelio en animales.™

Enfermedades endoteliales descritas
en el perro

Las enfermedades endoteliales en el perro pueden
clasificarse en primarias o secundarias. Los procesos
primarios en esta especie son poco frecuentes e im-
plican mayor dificultad diagndstica, al no haber otros
signos clinicos asociados. Las enfermedades primarias
mds documentadas incluyen: distrofia endotelial, dis-
trofia polimérfica posterior y degeneracién endotelial.
Los procesos secundarios son mds frecuentes, pudien-
do estar asociados a procesos intraoculares tales como
uveitis, glaucoma o luxacién de cristalino, entre otros.

Endoteliopatias primarias en el perro
Distrofia endotelial corneal
Definicién, incidencia y signos clinicos

La Distrofia Endotelial Corneal (DEC) consiste en la
aparicion de edema corneal espontdneo y progresivo
como consecuencia de células endoteliales anormales
y distréficas. La clinica de la DEC en el perro es simi-
lar a la Distrofia de Fuchs en el ser humano. Esta tl-
tima se caracteriza por pérdida progresiva de células
endoteliales, aumento en el grosor de la membrana de
Descemet y deposicion de una matriz extracelular en
forma de “gotas” (guttae).” Las células restantes del
endotelio no pueden ejercer su funcién correctamen-
te, generdandose un intenso edema estromal que puede
llevar a grosores corneales superiores a 1 mm. Cuando
el edema es muy intenso, el epitelio puede despren-
derse de su membrana basal, creando bullas dolorosas
en la superficie anterior de la cérnea.” La enfermedad
es bilateral y mds frecuente en mujeres a partir de los
50 afios de edad con factores de riesgo tales como la
radiacion ultravioleta, el peso corporal y el tabaco.®

La DEC en el perro se presenta de forma mds fre-
cuente en el Boston Terrier, el Chihuahua y el Teckel
aunque también se ha descrito en otras razas.? Se des-
conoce su heredabilidad, aunque en algunas de las ra-
zas afectadas se recomienda no incluir a los animales
afectados en programas de crfa.”® Los signos clinicos
suelen ser también bilaterales (aunque asincrénicos) y
mas frecuentes en hembras de edad adulta (a partir de
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los 5 afios de edad). Las dreas de la cornea afectadas
son azuladas-blanquecinas y no muestran signos de
inflamacion. La lesion inicial suele ser focal y situada
en la zona temporal, aunque progresa durante meses a
afios y acaba afectando la totalidad de la cérnea. Igual
que ocurre en la Distrofia de L'uchs, cuando el edema
es severo pueden formarse bullas epiteliales que des-
prenden el epitelio y causan tlceras corneales doloro-
sas. En casos severos, puede incluso aparecer neovas-
cularizacion corneal. Los hallazgos microscopicos son
los mismos que en la Distrofia de Fuchs: disminucion
de la celularidad endotelial, abultamientos en la mem-
brana de Descemet (guttae corneal) y pérdida de la
hexagonalidad celular® En microscopia especular se
pueden observar puntos negros o agujeros en el patron
endotelial, lo que indica muerte celular endotelial

Dingndstico, tratamiento y prondstico

El diagndstico de la DEC se realiza en base a los sig-
nos clinicos observados: opacidad corneal azulada-
blanquecina, sin vascularizacién ni hiperemia con-
juntival. Posteriormente, en el examen con ldmpara
de hendidura puede apreciarse aumento en el grosor
corneal, opacidad corneal, bullas epiteliales y cica-
trices subepiteliales. El diagndstico definitivo
debe llevarse a cabo mediante microscopia
especular?®

El tratamiento inicial se realiza median-
te terapia tdpica, siendo las sustancias
hiperosméticas (cloruro sédico al 5 %)
las mds utilizadas. Lste tratamiento es
paliativo, por lo que deberd mantenerse
durante toda la vida o hasta que aparezcan
complicaciones que requieran tratamiento
quirtrgico (dlceras corneales recidivantes). En of-
talmologia humana se han descrito diferentes técnicas
quirtrgicas para tratar aquellos casos recalcitrantes en
los que el edema corneal induce déficits visuales o mo-
lestias crdnicas que no responden al tratamiento tpi-
co. Intre las técnicas mds utilizadas en la actualidad
destacan los trasplantes laminares especificos para la
zona afectada y el cross-linking.**** Entre las técnicas
de trasplante minimamente invasivas cabe destacar
la Queratoplastia Endotelial Laminar Profunda (Deep
Lamellar Endothelial Keratoplasty, DLEK), la Descemet’s
Stripping (Automated) Endothelial Keratoplasty (DSEK/
DSAEK), la Descenet’s Membrane Endothelial Keratoplas-
ty (DMEK) y la Descemet’s Membrane Automated En-
dothelial Keratoplasty (DMAEK). 3%

En perros son muy pocas las descripciones de tra-
tamiento quirdrgico paliativo para esta enfermedad,
siendo la termoqueratoplastia, el colgajo conjuntival
(téenica de letter box) y el cross-linking los mds cita-

AN

En la DEC el edema

corneal es intenso y

las bullas epiteliales
pueden producir
ulceras dolorosas

dos. Los perros con queratopatia bullosa persistente o
con tlceras recurrentes pueden beneficiarse de la ter-
mogqueratoplastia, en la cual se cauterizan diferentes
puntos superficiales con el objetivo de crear cicatrices
subepiteliales que actiien como barrera al liquido cau-
sante de las bullas.*® Ll colgajo conjuntival (en 360° o
en letter box) estd indicado en casos de edemas cornea-
les con ulceraciones corneales recidivantes, ya que el
aporte vascular reduce el edema, facilitando la cicatri-
zacion corneal ¥ El cross-linking del coldgeno corneal
(CXL por sus siglas en inglés) es una técnica nueva que
aumenta la fuerza mecdnica y bioquimica de la cornea.
La radiacién ultravioleta A en presencia de riboflavina
induce la formacion de uniones covalentes en la super-
ficie de las fibrillas de coldgeno, entre el coldgeno y los
proteoglicanos, y en la sustancia de proteoglicanos que
rodea las fibras de coldgeno. Este efecto induce la com-
pactacion del estroma corneal, reduciendo el espacio
parala acumulacién de liquido en corneas edematosas.
En oftalmologia veterinaria hay varios estudios que
abogan por su uso en queratopatias bullosas secunda-
rias a la distrofia corneal " El tratamiento definitivo
es el trasplante corneal, mediante el cual se reemplaza
la totalidad del endotelio (siempre y cuando el teji-
do donante sea {resco), 0 bien el uso de quera-
toprétesis (“cérneas artificiales”), aunque el
uso de estas tiltimas se realiza de momen-
to de forma experimental %

Distrofia polimérfica posterior
Definicién, incidencia y signos clinicos

I.a Distrofia Polimérfica Posterior (PPD)
fue descrita por primera vez en oftalmolo-
gia humana como una enfermedad autosémi-

ca dominante™ sin predisposicién racial, sexual

o geografica.” Se trata de una enfermedad poco fre-
cuente que se presenta en la edad adulta, es en muchos
casos asintomadtica y se caracteriza por alteraciones en
el endotelio corneal y la membrana de Descemet. Se
pueden observar opacidades pelimérficas (algunas de
ellas vesiculares), lesiones amplias geogréaficas y ban-
das anchas en la membrana de Descemet. Suele ser
bilateral, pero puede presentarse de forma asimétrica
e incluso en algunos casos de manera unilateral, y los
pacientes no suelen desarrollar edema ni neovascula-
rizacién.” La PPD puede asociarse a otros hallazgos
intraoculares tales como adhesiones iridocorneales,
lenticono anterior y glaucoma #04!

En veterinaria, esta enfermedad se ha diagnostica-
do recientemente en el Cocker Spaniel Americano, en
el que también se ha sugerido un modelo de herencia
autosomica dominante.”” Afecta a animales de entre 1 a
7 afos de edad y la clinica es extremadamente similar
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a la descrita en el ser humano: opacidades corneales
posteriores multifocales, no pigmentadas y vesiculares
0 lineales. Estas lesiones son también bilaterales y se
limitan al endotelio o la membrana de Descemet, sin
alteraciones del estroma o del epitelio, y sin signos de
enfermedad del segmento anterior.

Diagnéstico, tratamiento y prondstico

El diagnéstico de esta enfermedad se realiza tam-
bién mediante biomicroscopfa y microscopia espect-
lar. Con biomicroscopia se pueden observar vesicu-
las lincales o mdltiples en la cornea posterior que no
albergan fluidos en el interior. Estas lesiones pueden
rodearse por un halo grisdceo. También pueden
observarse bandas en la membrana de Desce-
met. Histologicamente se ven cambios en
las células endoteliales, estando algunas
de ellas atenuadas, degeneradas o inclu-
so ausentes. in la microscopia especular
pueden apreciarse células endoteliales
anormales, mds grandes de lo habitual,
con opacidades intracelulares. Algunas
dreas presentan células degeneradas, mien-
tras que otras simplemente presentan menor
densidad celular, pero en todos los casos las célu-
las que rodean la lesién son completamente normales.
Al contrario que en la distrofia endotelial corneal, en la
PPD no hay edema corneal.”

En veterinaria los casos descritos no han requerido
tratamiento quirirgico hasta el momento y se han lo-
grado controlar mediante el uso de sustancias hiperos-
moticas topicas de forma crénica y con un buen pro-
néstico para la vision #

Degeneracion endotelial senil
Definicién, incidencin y signos clnicos

La degeneracion endotelial senil (DES) es una enfer-
medad que cursa con diferentes grados de edema cor-
neal sin otros signos asociados, en pacientes de edades
avanzadas. Se trata de una enfermedad de evolucién
muy progresiva y sin predileccion sexual.

La densidad celular endotelial disminuye con la
edad en todas aquellas especies animales que no tienen
capacidad de replicacion endotelial. De forma similar,
la capacidad funcional de la bomba endotelial también
se ve alterada con el curso de los afios.”> Ambos proce-
s0s por si solos no deberfan producir sintomatologia
clinica alguna si partimos de una densidad endotelial
adecuada.

En oftalmologfa humana hay escasa bibliograffa so-
bre la degeneracion endotelial senil (DIS) y, en la ma-
yorfa de casos, se ha asociado a cirugfas intraoculares o
a glaucoma. La suma de la disminucion de la densidad

Los pacientes con
PPD no suelen
presentar edema ni
neovascularizacion

celular endotelial con el paso de los afios, la reduccion
en la funcién de la bomba (también de forma fisiologi-
ca) y cualquier otro factor externo que pueda inducir
la muerte de las células endoteliales podiia explicar la
aparicion de este edema en pacientes de edad avanza-
da®
Algunos perros viejos (mds de 8 afios de edad) tam-
bién desarrollan, sin motivo aparente, edema corneal
difuso de diferente grado que puede afectar a la totali-
dad de la superficie corneal. Desafortunadamente, hoy
por hoy, no hay estudios sobre la DES en veterinaria.
Los autores del presente trabajo han observado que la
mayorfa de los perros con edema corneal difuso aso-
ciado a la edad no tienen historia de enfermeda-
des oculares previas ni han sido sometidos a
cirugias intraoculares. Asi, hipotetizan que
estos animales podrian haber nacido con
una densidad celular situada en el rango
bajo de lo que se considera normal y que,
con la pérdida de células endoteliales que
se produce a lo largo de la vida, acaben
llegando al limite critico en el cual se pro-
duce descompensacién corneal en una edad
avanzada (a diferencia de la distrofia endote-
lial, en la que la sintomatologia clinica aparece en
edades tempranas). Esta hipotesis es compatible con
un cuadro de distrofia endotelial de aparicién tardfa.
Son necesarios estudios clinicos que confirmen la pre-
sente hipotesis.

Diagnéstico, tratamiento y pronéstico

De manera empirica, los autores del presente articu-
lo tratan inicialmente a los pacientes diagnosticados de
DES con agentes hiperosmoticos topicos. Ln casos gra-
ves, el tratamiento quirdrgico serfa idéntico al descrito
previamente para la DEC, pudiendo optar por técnicas
de tratamiento paliativo o curativo.

Endoteliopatias secundarias en el perro

Algunos procesos que afectan al endotelio corneal
pueden deberse a enfermedades oculares localizadas
en otros tejidos oculares que alteran de forma secunda-
ria al endotelio corneal, tales como uveitis, glaucoma
o luxacion de cristalino. También se han descrito lesio-
nes endoteliales tras ciruglas intraoculares o en enfer-
medades como diabetes mellitus o hepatitis infecciosa
canina.

Uveitis anterior

En el caso de la uveitis anterior, la inflamacién in-
traocular aumenta la permeabilidad del endotelio y
disminuye la actividad de la bomba endotelial ##” La
uveitis, ademds, se ha asociado a pérdida de densidad

AN

176

AVEPA

136



Estudio del endotelio cormeal en diferentes especies animales

Natalia Coyo

2017, Vol. 37 n°3

celular, y aumento de pleomorfismo y polimegatismo.
Es comtn, también, observar precipitados querdticos
y “blebs” endoteliales, manifestdndose estos tltimos
como zonas oscuras en el patrén endotelial que se co-
rresponden con vacuolas intercelulares llenas de fluido
que separan las células endoteliales. Los “blebs” se han
asociado a estrés endotelial y, en inflamaciones croni-
cas y /o recurrentes, pueden dar lugar a descompensa-
cién corneal

Glaucoma

El glaucoma se asocia frecuentemente a edema cor-
neal, siendo la compresién directa del endotelio el
mecanismo patogénico méds probable.** Estudios ex-
perimentales han demostrado cambios morfologicos
del endotelio cormneal, asi como disminucion de la den-
sidad endotelial tras cuadros agudos de hipertension
ocular® El mecanismo patogénico en estos casos se ha
subdividido en dos fases: en la primera, se afecta la
bomba endotelial y en la segunda, se producen dafios
celulares (rupturas, hinchazén de mitocondrias, desor-
ganizacion del reticulo endoplasmatico y aparicion de
cuerpos mielinicos).*” Ademds, se ha sugerido que un
retraso en el inicio del tratamiento del glaucoma po-
drfa causar daios endoteliales irreversibles (hipoxia).”

Entre los farmacos destinados a tratar el glauco-
ma cabe destacar los inhibidores de la anhidra-
sa carbonica. Este enzima, aparte de mediar
la formacion del humor acuoso, tiene un
papel importante en el control de la bom-
ba endotelial, por lo que su supresion se
ha asociado a aumento del edema cor-
neal en algunos casos. Clinicamente el
uso de inhibidores de la anhidrasa carbo-
nica tépicos no deberia afectar las cérneas
normales, presumiblemente porque llega
poca concentracion a la supertficie endotelial.
Sin embargo, los inhibidores de la anhidrasa carbéni-
ca pueden producir edema corneal en cérneas que per
se presenten densidad endotelial baja, lo que sugiere
que hay un umbral de reserva de la actividad de este
enzima o que la inhibicién de su actividad tiene ma-
yor impacto cuando otros elementos del endotelio (por
ejemplo, la funcién de barrera) estdn comprometidos.™

Luxacién anterior de cristalino

La luxacién anterior de cristalino se ha asociado cli-
nicamente con edema corneal difuso. Este edema se
ha caracterizado principalmente en medicina humana,
donde la microscopia especular en pacientes con sin-
drome de Marfan, enfermedad hereditaria que cursa
con laxitud del tejido conectivo, ha evidendado gotas
endoteliales, pleomorfismo celular, puntos negros en
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Numerosas
enfermedades
oculares y
sistémicas pueden
alterar el endotelio
produciendo
edema

el patrén endotelial y células anormales.” El contacto
directo del cristalino con el endotelio parece ser la cau-
sa mds probable del dano endotelial y de la aparicion
del edema.™ Este edema puede mejorar clinicamente
con el tiempo, aunque en la mayorfa de los casos pue-
den quedar secuelas postquirdrgicas.

Cirugias intraoculares: facoemulsificacién y extrac-
cion extracapsular del cristalino

Cualquier traumatismo directo sobre el endotelio,
quirtirgico o no, puede indudr una reduccién de la
densidad celular endotelial. Tanto en personas como
en el perro, la facoemulsificacién se ha asociado a re-
duccion variable de la densidad endotelial #*% T.a al-
teracion sobre el endotelio ha demostrado ser mads
severa tras una cirugia de extraccon extracapsular
de cristalino convencional o intracapsular de cristali-
no.* Algunos autores apuntan a que el dafio endotelial
puede asociarse a algunos factores tales como el ins-
trumental, la manipulacién del nticleo del cristalino, la
potencia de los ultrasonidos y la duracién de la facoe-
mulsificacion.™

Diabetes mellitus
La diabetes mellitus puede afectar a practicamente
todas las estructuras del ojo, incluido el endotelio
corneal. En esta capa se ha descrito aumen-
to del polimegatismo y pleomorfismo™
produciendo edema corneal en estadios
avanzados. 5i los niveles de glucemia son
prolongados, puede llegar a reducirse la
densidad endotelial y aumentar el drea
celular media. Se ha sugerido reducir el
edema corneal mediante el uso tépico de
inhibidores de la aldosa reductasa, como el
sorbinilo.”*®

Endotelitis canina por adenovirus o enfermedad del
ojo azul
Definicidn, incidencia y signos clinicos

El adenovirus canino de tipo 1 (CAV1) es el agente
causal de la hepatitis infecciosa canina. Esta enferme-
dad fue descrita por primera vez por Rubarth en 1947,
denomindndose inicialmente Enfermedad de Rubarth.®
El primer contacto con el agente viral se produce por
orina, saliva o secreciones respiratorias y tras un perio-
do de incubacién de 4 a 7 dias, los animales infectados
pueden mostrar desde signos respiratorios leves — so-
bre todo aquellos infectados por el adenovirus canino
de tipo 2 (CAV2) - a signos de enfermedad sistémica
grave (CAV1). En infecciones por CAV1 el virus se
replica inicialmente en linfonodos y amigdalas para
acabar extendiéndose a otros tejidos con predileccion
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por el parénquima hepitico, el endotelio vascular y el
sistema reticuloendotelial. La sintomatologia més (re-
cuente incluye hepatomegalia, ictericia y hemorragias
que pueden llevar en algunos casos, a coagulacion
intravascular diseminada. Los signos oculares suelen
manifestarse en el 20 % de los casos de infecciéon natu-
ral.® Estas lesiones suclen presentarse de 1 a 3 sema-
nas después de la infeccién, son unilaterales e incluyen
principalmente edema cormeal severo (la infeccion, de
hecho, también se denomina enfermedad del ojo azul).
El edema corneal comtinmente aparece en la zona Iim-
bica, pudiendo permanecer focal o bien extenderse a
toda la cémea (presentacién mads frecuente). £l cam-
bio de coloracién ocular producido por el edema es el
signo clinico ocular méds facilmente identificable por
el propietario, pudiendo o no presentarse asociado a
uveitis anterior. Menos frecuentemente, algunos pe-
rros pueden mostrar signos bilaterales (10-30 % de los
casos).®

La prevalencia de la enfermedad ha disminuido con-
siderablemente gracias a la vacunacion obligatoria, por
lo que hoy en dfa se diagnostican muy pocos casos de
infeccion natural por CAV1. La vacunacion inicial con
cepas vivas de CAV1 se asocid a incidencias elevadas
de signos oculares idénticos a los previamente descri-
tos en la enfermedad natural (enfermedad del ojo azul)
(0,4 %).% La elevada incidencia de reacciones postva-
cunales hizo optar por cepas atenuadas de CAV2 como
estimulo antigénico. Gracias a estas cepas se redujeron
marcadamente las reacciones vacunales, pero ain hoy
en dia se producen de forma esporddica.® Los signos
oculares suelen presentarse de 1 a 3 semanas después
de la vacunacion, y son idénticos a los producidos por
la infeccién natural con CAV1. A pesar de no haber des-
cripciones bibliogréficas sobre la incidencia de lesiones
oculares en animales infectados de forma natural con
CAV2, los autores han diagnosticado recientemente
lesiones oculares en pacientes jévenes, atin no vacu-
nados y diagnosticados de tos de las perreras (CAV2)
(informacién no publicada).

Los signos oculares, tanto en infecciones naturales
como en reacciones vacunales, se asocian a una reac-
cion de hipersensibilidad de tipo 3 o reaccion de Ar-
thus (antigeno-anticuerpo). El antigeno virico se ubica
en las células corneales endoteliales desde donde pro-
voca la activacion de la cascada inflamatoria de la cd-

mara anterior que induce la formacién de anticuerpos
que, una vez unidos a los antigenos, formardn inmu-
nocomplejos que serdn fagocitados por células infla-
matorias de respuesta aguda (neutréfilos).*

Debido a que la mayoria de animales afectados son
jovenes y adn presentan cierta capacidad regenerativa
del endotelio, el edema puede ser transitorio, perma-
neciendo dnicamente durante 2 o 3 semanas. Sin em-
bargo, en otros casos el edema puede ser permanente
o tardar meses en desaparecer, sobretodo en el Lebrel
Afgano en el que se ha descrito un mayor porcentaje de
aparicién de lesiones oculares asociadas a CAV1, pro-
bablemente por una mayor susceptibilidad.®

Diagnéstico, tratantiento y prondstico

El diagnastico se realiza en base a la clfnica, en la ma-
yoria de casos asociando un cuadro ocular compatible
con historia de infeccion o vacunacién reciente en un
animal joven. Ll diagndstico definitivo precisa de in-
munohistoquimica y /o PCR.

El tratamiento de los animales afectados consiste en
la administracién de sustancias hiperosmoticas tépicas
y antiinflamatorios esteroideos para el control de la in-
flamacioén intraocular. En algunos casos se recomien-
da la administracion de midridticos de corta duracién
para evitar sinequias posteriores secundarias a la in-
flamacion del segmento anterior.® El prondstico varfa
de forma individual, pudiendo recuperarse totalmente
sin secuela alguna o dejar diferentes grados de edema
vy fibrosis corneal que pueden afectar la agudeza visual.

Conclusiones

Ll endotelio corneal juega un papel vital en el
mantenimiento del estado de deshidratacién parcial
de la cérnea, siendo imprescindible para preservar la
transparencia corneal. Puede afectarse por enferme-
dades primarias y secundarias, que en la mayorfa de
los casos pueden diagnosticarse mediante examen
oftalmolégico completo y microscopia especular.

A pesar de que las endoteliopatias presentan
asombrosas similitudes entre humanos y animales,
en estos Gltimos no han sido tan ampliamente des-
critas. Por lo tanto, el estudio del endotelio corneal
y sus enfermedades en animales sigue siendo una
tarea pendiente.
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Summary

The corneal endothelium is a monolayer of polygonal cells on the inner surface of the cornea, in direct contact
with the aqueous humor. This layer governs fluid and solute transport across the cornea and preserves corneal
transparency. Common primary disorders of this layer include corneal endothelial dystrophy, posterior polymorphous
dystrophy and senile endothelial degeneration. Several causes can lead to secondary disorders of the endothelium
such as ocular diseases (anterior uveitis, glaucoma...) or systemic diseases (diabetes, infectious canine hepatitis...).
Any disturbance of the corneal endothelium will result in different degrees of diffuse corneal edema. Therefore,
knowledge of the underlying cause is required in order to establish the proper treatment and prognosis of the

disease.
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