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ANTECEDENTES

La citologia de impresion es una técnica que consiste en la aplicacion de un filtro de
acetato de metilcelulosa, que remueve las capas superficiales del epitelio conjuntival. Las
células obtenidas pueden ser utilizadas para examen histolégico, inmunohistolégico y
andlisis molecular. Es un método no invasivo facil de realizar y proporciona gran cantidad
de informacion acerca de las alteraciones celulares de la superficie ocular. Algunas mas de
sus aplicaciones consisten en: monitorizacion de los efectos de tratamiento sobre la
superficie de la cornea y conjuntiva, detectar metaplasia escamosa en el epitelio conjuntival

y analisis de marcadores inmunologicos especificos.

El sindrome de ojo seco es un grupo heterogéneo de trastornos de la superficie ocular
caracterizados por un fallo en los mecanismo de hemostasia entre la pelicula lagrimal y el
epitelial, resultando en una disminucién de la capacidad de responder normalmente a las

agresiones externas provocando dafio en la superficie ocular.

El ojo seco se clasifica en 2 categorias: deficiencia de la produccién acuosa y aumento de la
evaporacion. El sindrome de Sjogren es una alteraciéon autoinmune con alteracion en las
glandulas lagrimales y salivales siendo una de las principales causas de deficiencia en la
produccion acuosa.

La evaluacion del ojo seco ha estado basada histéricamente, en las manifestaciones clinicas
de los pacientes apoyadas en ciertas pruebas clinicas como: el tiempo de ruptura lagrimal,

valores de las pruebas de Schimer y las tinciones de fluoresceina y rosa de bengala.

Recientemente se han desarrollado técnicas de laboratorio como son la osmolaridad y la
presencia de lisosimas lagrimales. Sin embargo estos métodos son de un alto costo y

requieren reactivos y personal calificado para su realizacion. Por lo que se ha propuesto la
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citologia de impresion para el estudio de la superficie ocular en el diagnéstico de ojo seco,
donde se puede evidenciar disminucion en la densidad de células caliciformes como lo ha
demostrado estudios de enfermedades primarias oculares como pénfigo y quemaduras por

lcalis.

A diferencia de la biopsia conjuntival, la citologia de impresion es un método mas facil de
realizar y menos invasivo. Tiene el inconveniente de que, si bien el material utilizado para
realizarla en la técnica convencional, no es tan costoso como las pruebas antes descritas, la

facilidad para realizarla no estaria al alcance de la poblacién en general.

En el laboratorio de patologia del Hospital “Nuestra Sefiora de la Luz” intentamos idear
una técnica de citologia de impresion en la que se pudiera sustituir el papel de metilcelulosa
empleado en la técnica convencional por otro material que nos permitiera obtener los
mismos resultados en cuanto a calidad y que fuera mucho mas barata y accesible.  De
este modo, sustituimos el papel de metilcelulosa por papel bond utilizando tincién diff
quick (técnica innovada por el Dr. Leonardo Villalvazo jefe del depto. de patologia del

hospital) para realizar la citologia del epitelio conjuntival.

Se ha encontrado en pacientes con ojo seco, reportados en estudios previos, cambios
metaplasicos los cuales corresponden a aumento en el volumen de las células epiteliales y

de su relacidén nicleo citoplasma.
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RESUMEN

OBJETIVO GENERAL
Determinar la eficacia de la citologia de impresion con técnica innovadora en el diagnostico

de ojo seco.

PACIENTES Y METODOS
Se realizd un estudio prospectivo, longitudinal, aleatorizado, comparativo a los pacientes

que acudieron a consulta externa del Fundacion Hospital “Nuestra Sefora de la Luz”.

RESULTADOS

Se incluyeron 48 pacientes, con un total de 96 ojos, de los cuales 52 correspondieron a
pacientes control, 44 a ojo seco. En cuanto al grado de afectacion histoldgica se encontro
que el 100% de los pacientes control se encontraban en grado 0, en el grupo de ojo seco el
6.8% (3) en grado 0, grado I con 10 (22.7%), grado II con 12 (27%). grado III con 5
(11.3%) y por ultimo el grado IV con 14 (32%) . Grafica 1

Se observo diferencias estadisticamente significativas en todos los pardmetros de todos lo
pacientes sanos y los y ojo seco. Observandose la diferencia mayor entre la relacion ntcleo
citoplasma y la densidad de células caliciformes p<0.001.

Se determind sensibilidad y especificidad de la prueba observando una sensibilidad del

88% para el ojo seco IC 95(0.84-0.92).) y una especificidad del 100%.

CONCLUSIONES.

La técnica innovadora presenta una alta especificidad y sensibilidad para el diagndstico de

ojo de seco, resultando mas accesible para su realizacion por su rapidez y costo.
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PALABRAS CLAVE: Citologia de Impresion, ojo seco, técnica innovadora

IDENTIFICACION Y DELIMITACION DEL PROBLEMA

¢ Es verdad que la técnica de citologia de impresion con técnica innovadora es eficaz en el

diagnostico de ojo seco?

HIPOTESIS

Si la técnica de citologia de impresion estandar tiene una alta sensibilidad y especificidad
para el diagnostico de ojo seco, la cual equivale a un 90 y 95% respectivamente segun lo
reportado por Marube. et. al., entonces la técnica de citologia con técnica innovadora
deberd mostrar una sensibilidad y especificidad similar para ser considerada un método de

diagnostico eficaz.

JUSTIFICACION

La citologia de impresion es un método no invasivo, que aporta caracteristicas importantes
de la superficie ocular teniendo el inconveniente de que el papel de metilcelulosa utilizado
regularmente para realizarla, es de alto costo lo que la hace no ideal para todo tipo de
poblacion.

El presente trabajo estid dirigido a determinar los cambios en el epitelio conjuntival
encontrados en pacientes con ojo seco utilizando la técnica de citologia de impresion
creada por el Dr Villalvazo y comparar los resultados obtenidos con aquéllos reportados
para la técnica convencional. Asi como determinar la eficacia de la técnica innovadora en

el diagndstico de ojo seco.
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OBJETIVO GENERAL:

Determinar la eficacia de la citologia de impresion con técnica innovadora en el diagndstico

del sindrome de 0jo seco.

MATERIAL Y METODOS

Se realizo un estudio prospectivo, longitudinal, aleatorizado, comparativo a los pacientes

que acudieron a consulta externa del Fundacion Hospital “Nuestra Sefiora de la Luz”.

DEFINICION DE VARIABLES

e Variable independiente: Presencia de 0jo seco

e Variable dependiente: Presencia de metaplasia escamosa en el epitelio conjuntival

CRITERIOS INCLUSION

Se incluyd a los pacientes que acudieron a la consulta externa del Hospital de la Luz de

cualquier edad y sexo con las siguientes caracteristicas correspondientes con diagnostico

de 0jo seco:

e Cuadro clinico caracteristico: ardor, sensacion de cuerpo extrafio, prurito,

hiperemia, vision borrosa no permanente, parpadeo frecuente y fotofobia.



CITOLOGIA DE IMPRESION CON METODO INNOVADOR EN EL DIAGNOSTICO DE SINDROME DEL OJO SECO

e Pruebas clinicas para el diagnostico de ojo seco: tiempo de ruptura lagrimal menor

a 8 seg prueba de Schirmmer Il anormal ( menos de 5mm en 5 min).

CRITERIOS EXCLUSION.

Se excluyderon pacientes con:

Conjuntivitis tanto infecciosa como alérgica.

e Antecedente de quemaduras quimicas o radiacion.

e Blefaritis, usuarios de lentes de contacto.

e Antecedente de cirugia ocular dentro de los 3 meses previos.

e Tratamiento farmacoldgico topico o sistémico que incluyd uso de esteroides previo

durante las ultimas 2 semanas.

10



CITOLOGIA DE IMPRESION CON METODO INNOVADOR EN EL DIAGNOSTICO DE SINDROME DEL OJO SECO

METODOLOGIA

Se solicito consentimiento informado a cada paciente o tutor para su ingreso al estudio.

Se dividio a los pacientes en dos grupos. En el grupo 1 se incluyeron a los pacientes con

caracteristicas clinicas de 0jo seco y en el grupo 2 pacientes asintomaticos, sin ningln dato

de anormalidad al examen biomicroscopico, el cual sirvio de control.

A todos los pacientes se les realizd revision oftalmoldgica completa la cual incluyé:

agudeza visual, determinacién de Presion Intraocular, valoracion de fondo de ojo y examen

biomicroscopico determinando:

El tiempo de ruptura lagrimal estandar después de la instilacion de fluoresceina.
Realizando 3 mediciones y tomando el promedio de estas como valor final.

Valor menor de 8 segundos como anormal.

Tincion con rosa de bengala para determinar las células desvitalizadas en la
conjuntiva temporal, nasal y cornea. Evaluacion por separado para cada una de
estas. Una escala de 1 es dada cuando hay pocos puntos de tincion separados y
dispersos, 2 si los puntos de tincion son abundantes, pero separados y 3 si los puntos
de tincion eran multiples y confluentes. Con una escala de uno hasta nueve.
Determinando como prueba anormal aquella igual o mayor a 3 puntos.

Prueba de Shimmers IlI. Utilizando papel Whatman, colocado en el en fondo de
saco inferior en tercio externo de este, previas instilacion de tetracaina tdpica. La
lectura reportada en milimetros de humedad a los 5 minutos. Teniendo como

resultado anormal menor de 5 mm.

Se realiz6 la citologia de impresion utilizando la técnica ideada por el Dr. Villalvazo

utilizando papel bond de 10 mm x 20mm, estéril, colocandolo previa instilacion de

anestésico topico, sobre la conjuntiva bulbar superior, utilizando una pinza para su

aplicacion firme pero gentil sobre esta por 10 segundos y se retira el papel, que arrastrara

11
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adheridas a €l 2 capas superficiales del epitelio conjuntival. Posteriormente se realiz6
tincion Dift Quick.

A los pacientes en el grupo control se realizé la citologia de impresion mediante la técnica
convencional utilizando membrana biopore , la cual consiste en papel celulosa fijada a un
artefacto tubular de plastico estéril (millicell 0.4 micras PIM012550), colocada
directamente sobre la conjuntiva bulbar superior y la cual recogerd también 2 capas de
epitelio conjuntival, posteriormente se fijan en etanol 96% y se tifien con acido peryddico
de Schiff (PAS) y hematoxilina y por ualtimo se separan de su base y se colocan
permanentemente en un portaobjetos con un cubre objetos. Las muestras ya tefiidas se
analizaron al microscopio Optico, por un solo médico histopatélogo el cual no conocia el
tipo de paciente al que pertenecia la muestra, prestando una especial atencion al nimero de
células epiteliales conjuntivales mucosecretoras (células caliciformes) asi como al area del
citoplasma y nucleo de las células no-secretoras, las alteraciones y tincidn citoplasmicas,

las alteraciones nucleares y la relacion ndcleo- citoplasma (N/C).

Los hallazgos citologicos fueron determinados y clasificados de acuerdo a las
caracteristicas del epitelio conjuntival, determinando de forma cualitativa la cantidad de
células epiteliales clasificandolas por grados de acuerdo a la densidad de la muestra en:
abundantes, moderadas, escasas 0 ausentes. El tamafio de células epiteliales clasificandolas
en pequefias (1), normales (2) y grandes (3) de acuerdo a su volumen estimado y la
densidad de células caliciformes, clasificandola en 0 ausentes, 1 escasas, 2 moderadas y
abundantes. Relacién nicleo citoplasma, clasificandola en grado | cuando la relacion era
1:2, len1:3, lllen1:4y IV 1:5 0 mayor.

De acuerdo a los datos reportados previamente se dividieron en 5 clases, basandose en la
clasificacion por Nelson modificada :

e Grado 0: células epiteliales pequefias abundantes, N/C 1:1 con abundantes células

caliciformes, uniones estrechas entre ellas.

e Grado I: células epiteliales abundantes, pequefias con N/C hasta 1:3 y células

caliciformes moderadas.

12
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e Grado II: Células epiteliales de tamafio moderado con N/C 1:4, y células
caliciformes moderadas.

e Grado IlI: Células epiteliales grandes con relacion N/C 1:4 y células caliciformes
escasas

e Grado IV: Células epiteliales grandes con relacion N/C 1:5 y células caliciformes

ausentes.

ANALISIS ESTADISTICO.

Se realizd andlisis estadistico ortogonal por la prueba de chi cuadrada para comparacion de
proporciones multiples (utilizando las frecuencias relativas de cada parametro y entre los 2
grupos con los resultados obtenidos) estableciendo un nivel de significancia estadistica el
menor de 0.05. Se establecidé una potencia de prueba de 90%. Cuando fue necesario se
construyeron intervalos de confianza al 95%.

Se determind la sensibilidad general y especificidad de la prueba asi como para el
diagnostico de ojo seco y conjuntivitis alérgica. Se analizé por regresion binomial la clase

de alteracion citologica y el grado de alteracion de las pruebas diagnosticas de ojo seco.

13
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RESULTADOS.

Se incluyeron un total de 48 pacientes, con un total de 96 0ojos, de los cuaes 52 muestras
correspondieron a pacientes control, 44 a 0jo seco. La distribucion por edad en pacientes
control abarco de los 13- 17afios con una media de 15.6 afnos, en € grupo de 0jo seco un
rango de 17-35 con media un de 28.5 afios. No hubo diferencia en cuanto a distribucion por

SeXO0.

En cuanto a grado de afectacion histoldgica se encontré que € 100% de los pacientes
control se encontraban en grado O, en el grupo de ojo seco & 6.8% (3) en grado O, con 10
(22.7%) en el grado I, grado Il con 12 (27%), grado 111 con 5 (11.3%) y por ultimo e grado
IV con 14 (32%) . Grafical

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en todos |os parametros de todos
lo pacientes sanos y los de ojo seco. Observandose la diferencia mayor entre la relacién
nucleo citoplasmay la densidad de células caliciformes p<0.001.

Se observaron diferencias significativas en 4 de los seis parametros medidos a excepcion

de ladensidad de células epiteliales y relacion nucleo citoplasma. Tablal

Se determiné sensibilidad y especificidad de la prueba y se observd una sensibilidad del
88% para &l 0jo seco IC 95(0.84-0.92).) y una especificidad del 100%.
En andlisis de regresion binomia simple se encontré una r=0.88 con coeficiente de

determinacion de 0.77.
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En cuanto alatécnica de membrana no se encontraron diferencias significativas en cuanto
alacantidad de células epiteliales, caliciformes ni en relacion nlcleo citoplasma pero cabe
mencionar que en esta las estructuras como los nucleos y las células caliciformes son de

mayor accesibilidad para el histopatélogo por €l tipo de tincion.

GRAFICA 1 RELACION DE TIPO DE PACIENTES Y GRADO CITOLOGICO

GRADO CITOLOGICO

60

40 = NORMALES

m OJO SECO

j miﬁﬁﬁb ;

Tabla 1 Comparacion de chi cuadrada multiple.
Tabla tendencia relativa

PACIENTES | DEN. | P TAMARNO | P DEN. | P REL | P QUERATI | P CEL P

EPIT CALI N/C INFLA
NORMAL 0.57 | 0.03 | 0.12 003|042 | 00011 0.001 | 0.72 0.03 | 0.72 0.03
0JO 0.28 | NO 0.59 0.05 | 0.09 | 0.02 | 059 | NO 0.70 0.05 | 0.75 0.001
SECO SIGN SIG
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DISCUSION

El sindrome del 0jo seco es una alteracion de la superficie ocular que afecta una buena
parte de la poblacion mundia causando sintomas crénicos. Las alteraciones relacionadas a
la produccién de mucina han sido implicadas en la génesis de la alteracién de la pelicula
lagrimal. Una significante reduccion en la produccion de mucina conduce a la creacion de
areas hidrofobicas sobre la cornea y conjuntiva lo que puede modificar la superficie e
incrementar e riesgo de infeccion y esto llevar a la presencia de sintomas caracteristicos

de 0j0 seco en estos pacientes.

Nuestro resultados coinciden con los reportados Goto (11 ) donde reporta disminucion de
células caliciformes y alteraciones en pruebas de funcion lagrimal, en nuestros resultados
se muestra una variable muy significativa la cual fue la presencia de células inflamatorias
en especia linfocitos, células plasméticas y polimorfonucleares, no encontrando en
nuestras muestras eosinofilos, 1os cuales son ampliamente reportados en series previas(10 ).
Esto puede ser debido al tipo de técnica que nosotros utilizamos, que no haya logrado una
correctatincion o alareal ausenciade estetipo celular.

En cuanto a densidad de células caliciformes y morfologia de células epiteliales nuestros
resultados fueron semejantes a los encontrados por Fillipello (6) €l cual reporta en pacientes
control abundantes células caliciformes aproximadamente 210 por mm y células pequefias

epiteliales de 20 microlitros de volumen.

Estudios realizados por Murube demuestra grados citoldgicos semejantes a nuestros
resultados en los que resalta la metaplasia escamosa caracterizada por disminucion de
células caliciformes y aumento de volumen de células epiteliales asi como su aumento en la
relacion nucleo citoplasma. Algunos de los hallazgos que encontramos en 10s 3 grupos son
variaciones en laforma de los nucleos, |os cuales predominaban en pacientes con 0jo Seco.

Estos son cambios inespecificos que solo revelan procesos de estrés celular.

15
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Cada grado de metaplasia escamosa muestra valores homogéneos con diferencias
significativas entre ellos y presenta una relacion estadistica con un grado concreto de
severidad clinica la cual determinamos con la pruebas de la pelicula lagrimal. Asi, estas
son paralelas en la mayoria de los casos, es decir, cada grado de severidad clinica se
corresponde con e mismo grado de metaplasia escamosa. Esto ayuda grandemente a
establecer una buena clasificacion clinica.

La mayor utilidad de la citologia de acuerdo a nuestros resultados fue para discriminar a

sujetos sanos de aquellos con patol ogia ocular. Con una buena sensibilidad y especificidad

16



CITOLOGIA DE IMPRESION CON METODO INNOVADOR EN EL DIAGNOSTICO DE SINDROME DEL OJO SECO

CONCLUSIONES

La citologia de impresion con técnicainnovadora es eficaz en el diagndstico de 0jo seco.
Esta técnica es relativamente nueva no invasiva, la cua permite analizar las células de las
capas superficiales de la conjuntiva'y cornea 'y puede ser de gran utilidad en e diagnéstico
complementario del 0jo seco y de muchas otras aplicaciones como en procesos tumorales.
La Técnica que se presentd con papél bond es una opcion factible ya que es baratay mas
f&cil de realizar que la técnica estandar, sin embargo se deben seleccionar bien a los
pacientes a estudiar y realizar estudios posteriores para ir dilucidando nuevos usos y sobre

todo determinar su sensibilidad y especificidad en estos.
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ILUSTRACIONES, ESQUEMAS Y DIBUJOS.

Figura 1 citologia de impresion paciente grado 0 con tincion PAS

Figura 2 citologia de impresion paciente grado 0 con tincion Dift Quick

CUADROS Y GRAFICOS (TITULOS)

Grafica 1 relacion de tipo de pacientes y grado citologico

Tabla 1 Comparacion de chi cuadrada multiple. Tabla tendencia relativa
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