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Sommario

L'endotelio corneale dei portatori di lenti a contatto e esposto
a modificazioni morfologiche, transitorie (blebs) e durature
(polimegatismo, polimorfismo e riduzione della densita cel-
lulare). Quelle durature sono quelle che il contattologo
dovrebbe monitorare, al fine di evitare successivi scompensi
nel controllo della deturgescenza corneale. Comunque appare
evidente che rimangono tuttora contrastanti le opinioni sulla
gravita di tale reazione; per esempio il polimegatismo é con-
siderato da alcuni un semplice fenomeno di adattamento
volumetrico e, inoltre, contrastanti sono le opinioni sul ruolo
che pud avere I"uso delle lac sulla riduzione della densita cel-
lulare. Nel lavoro vengono esaminati, oltre ai principi della
microscopia speculare, tecnica clinica che ci consente di ana-
lizzare in vivo la morfologia del mosaico endoteliale, i prin-
cipali microscopi speculari a contatto, non a contatto e com-
puterizzati e i criteri di valutazione quantitativa dell’endo-
telio attraverso I'analisi morfometrica.

Maggiore enfasi verra posta sulle procedure di piti semplice
esecuzione che possono essere utilizzate anche nella pratica
contattologica quotidiana.
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Introduzione

Gli effetti indotti sulla cornea dall"uso di lenti a contatto
(lac) hanno occupato un capitolo consistente degli studi
contattologici del passato ma dell’endotelio ci si e
cominciati ad interessare soltanto alla fine degli anni
'70. Prima di allora si dava per scontato che le reazioni
endoteliali fossero poco probabili. L'endotelio era rite-
nuto metabolicamente indipendente dagli avvenimenti
dell’occhio esterno. Troppo lontano quel sottile strato
monocellulare dal “luogo del delitto”. Per cui solo I'e-
pitelio e lo stroma meritavano le luci della ribalta.
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Che le luci, e anche il microscopio, dovessero necessa-
riamente essere focalizzati anche sull’endotelio &
coscienza relativamente recente ed il merito principale
va attribuito all'optometria accademica australiana che
ha fatto, e fa tuttora, scuola in materia di reazioni endo-

teliali indotte dalle lenti a contatto.

Fig. 1

Sezione corneale nella porzione pitl interna. Sono chiaramente visi-
bili nella parte alta della foto, lo stroma, con le caratteristiche
lamelle di collagene regolarmente orientate, seguito in basso da uno
strato amorfo regolare, la Descemet, su cui si adagia I'endotelio.
Di quest’ultimo compaiono alcune cellule con i relativi nuclei.
Da Ophthalmic Anatomy and Hystology, Education Interactive,
1994.

Richiami anatomo-fisiologici

L'endotelio corneale, che ¢ lo strato pitt interno della
cornea a diretto contatto con1'umore acqueo, & un tessuto
monostratificato dello spessore di circa 5 um, (fig. 1).

La superficie anteriore, denominata anche superficie
basale, ¢ a contatto con la lamina limitante posteriore
o membrana di Descemet, che ¢ formata dalle secre-
zioni dell’endotelio stesso. L'endotelio gioca un ruolo
fondamentale nel mantenimento della deturgescenza
corneale e quindi della sua trasparenza, attraverso mec-
canismi di tipo attivo. Harris, Norqudquist e Davson'?
furono i primi, attraverso un blocco ipotermico del
metabolismo corneale che causava edema, a dimostrare
l'esistenza di questi meccanismi attivi e Maurice iden-
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tifico nell'endotelio (esattamente negli spazi laterali tra
le cellule) la sede di pompe attive’. Queste pompe tra-
sporterebbero ioni bicarbonato in camera anteriore,
producendo per osmosi un flusso idrico nella stessa
direzione'.

Alla nascita lo strato endoteliale ha un aspetto regolare
ed uniforme ed e composto da circa 500.000 cellule con
una densita di 4.000-4.500 cell/mm? **.

Tali cellule sono tutte approssimativamente della stessa
dimensione e forma esagonale (fig. 2) e non presentano
mitosi.

Fig.2

Mosaico endoteliale osservato ad alto ingrandimento usando la tec-
nica di riflessione speculare.

(Per gentile concessione di Holden e Zantos, IACLE Slide Collection)

Con l'invecchiamento l'endotelio va incontro ad alcune

modifiche quantitative e qualitative™:

- diminuzione del numero di cellule fino a livelli di
densita di 1000-2000 cell/mm?(fig. 3);
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Variazione della densita endoteliale in funzione dell’eta
(ridisegnato da Yee e coll., 1988 7).

- aumento di cellule con superfici di diversa grandezza
(polimegatismo);

- alcune cellule assumono una forma diversa da quella
esagonale (polimorfismo o pleomorfismo).

L’effetto delle lenti a contatto

La letteratura scientifica ha messo ampiamente in evi-
denza come l'utilizzo delle lenti a contatto produce nel
mosaico endoteliale delle alterazioni transitorie di
carattere edematoso, le “blebs”, e durature di carattere
morfologico, polimegatismo e polimorfismo™.
Contrastanti sono invece le opinioni sull’effetto che
l'uso delle lenti a contatto provochi alterazioni nella
densita delle cellule endoteliali"®*. Sono stati anche
descritti un caso singolo di guttata endoteliale in asso-
ciazione a sindrome da occhio rosso legato ad uso per-
manente®, e casi di rugiada endoteliale, caratterizzata
da presenza sulla superficie interna endoteliale di pre-
cipitati di materiale infiammatorio di provenienza
uveale®”.

Di seguito verranno esaminate soltanto le modifica-
zioni endoteliali piti rilevanti dal punto di vista con-
tattologico e cioé: blebs, polimegatismo, polimorfismo
e riduzione della densita cellulare. Comunque, va sot-
tolineato che ogni variazione del mosaico endoteliale
attribuita all'uso delle lenti a contatto va considerata
nel contesto delle normali variazioni causate dall’in-
vecchiamento.

Alterazioni endoteliali transitorie: “blebs”

Nel 1977, per primi Zantos e Holden osservarono delle
modificazioni transitorie nell'aspetto dell'endotelio®.
La loro descrizione parla di piccole zone scure, non
riflettenti, visibili nel mosaico endoteliale (fig.4), che

Fig. 4

Mosaico endoteliale osservato ad alto ingrandimento usando la tec-
nica di riflessione speculare. Dopo 15 minuti di uso di lac mor-
bide sono evidenti le blebs.

(Per gentile concessione di Holden e Zantos, IACLE Slide Collection)
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compaiono circa 10 minuti dopo l'inserimento nell'oc-
chio, di pazienti non portatori, di una lente a contatto
morbida notevolmente spessa (0.45mm).

Queste zone scure, denominate blebs, si manifestano
in maniera caratteristica: aumentano, con 1'uso della
lac, in numero e grandezza fino al raggiungimento di
un picco massimo in 20-30 minuti, dopo il quale comin-
ciano a diminuire fino a raggiungere un livello minimo
dopo 45-50 minuti. Tale livello rimane costante per il
restante periodo d"uso delle lenti.

La rimozione della lente determina la totale scomparsa
del fenomeno”?.

Le blebs rappresentano un edema localizzato che inte-
ressa una o piti cellule endoteliali, che rigonfiandosi
divengono sporgenti nell'acqueo (fig.5).
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Fig.5b
Rappresentazione grafica dell’edema di singole cellule
dell’endotelio. (In Lupelli e coll. 1988).

Il rigonfiamento si manifesta soltanto nella parte poste-
riore della cellula poiché e proprio dalla parte dell’ac-
queo che la cellula trova meno resistenza, mentre nella
parte anteriore la membrana di Descemet ¢ in grado di
contenerne l’espansione.

All'osservazione in riflessione speculare queste cellule
non riflettono la luce come le altre ma la deviano in
direzione diversa dalla direzione di osservazione'*.
Le blebs sarebbero indotte dall'uso sia di lac morbide®,
che rigide”, presumibilmente nella totalita dei porta-
tori, anche se sono evidenti larghe variazioni indivi-
duali. L'entita della risposta € inversamente propor-
zionale al valore di trasmissibilita (Dk/t) della lente a
contatto™.

L'applicazione di lac in gomma siliconica non induce
alcuna reazione edematosa dell’endotelio”. Nei sog-
getti operati di cheratoplastica la reazione edematosa
della cornea risulta essere nettamente inferiore. E stato
ipotizzato che ci0 possa dipendere da una riduzione
dello stress cellulare, dovuto alla ridotta sensibilita cor-
neale che caratterizza tali soggetti®.
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Tali modificazioni endoteliali sono causate, oltre che
dall’'uso di lenti a contatto, anche da altri fattori quali
anossia atmosferica sperimentale”, chiusura palpe-
brale*, ed esposizione ad anidride carbonica®. Fattore
comune presente in queste condizioni e l'acidificazione
dell’ambiente endoteliale. Il fattore primario scatenante
e rappresentato da una diminuzione del pH stromale
dovuto alla produzione di anidride carbonica e acido
lattico da parte della glicolisi attivata dal ridotto
apporto di ossigeno atmosferico (ad occhi aperti) o
della congiuntiva tarsale (ad occhi chiusi)®. Altro fat-
tore coadiuvante € rappresentato dal rallentamento del
flusso di anidride carbonica dall’interno della cornea
verso l'atmosfera, che comporta accumulo della stessa
(ipercapnia). Attraverso delle misure dirette del pH
endoteliale Bonanno e Polse® hanno successivamente
confermato il ruolo causale dell’ipossia e dell’iperca-
pnia. Infatti le loro ricerche evidenziano che le varia-
zioni di pH endoteliale sono in accordo con il ciclo tem-
porale che caratterizza la comparsa e la scomparsa delle
blebs ed inoltre i valori di acidificazione endoteliale
sono tali da giustificare un’alterazione funzionale delle
cellule endoteliali.

Rilievo clinico

L'edema endoteliale & un fenomeno di notevole inte-
resse dal punto di vista fisiologico ma molto meno dal
punto di vista clinico poiché:

- € presente in quasi tutti i portatori di lenti a contatto
anche se € quantitativamente diverso. Tale fatto deter-
mina una ridotta motivazione del contattologo ad esa-
minarne il corso, poiche la reazione ¢ prevedibile;

- dopo la rimozione delle lenti a contatto il fenomeno
scompare in pochi minuti?;

- il fenomeno decresce con il protrarsi dell'uso delle
lac%;

- non e noto se la diversa manifestazione del fenomeno
sia da considerarsi di per sé positiva o negativa;
infatti la presenza di un numero molto ridotto di
blebs & stata anche interpretata come una indicazione
che 'endotelio ha ridotto la sua capacita di rispon-
dere ai cambiamenti che avvengono nell’ambiente in
cui si trova.

Alterazioni endoteliali durature:
polimegatismo e polimorfismo

Il polimegatismo dell’endotelio corneale & un feno-
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meno fisiologico presente in tutti gli esseri umani per
effetto dell'invecchiamento. L'utilizzo di lac puo, pero,
avere 'effetto di accelerare il processo. I primi ad arri-
vare a tale conclusione furono Schoessler e Woloschak®.
L'incremento del polimegatismo ¢ stato confermato per
portatori da lungo tempo di lac in PMMA™7*%, mor-
bide” e nell'uso permanente di lac morbide™*, mentre
non é stato trovato un incremento nei portatori di lenti
in gomma siliconica®. Per polimegatismo si intende
I'aumento di cellule con area di dimensioni diverse
I'una dall'altra (fig. 6 e 7), e si esprime in termine di
coefficiente di variazione dell'area cellulare (CV): rap-
porto tra deviazione standard e superficie cellulare
media™.

Fig. 6
Polimegatismo in una paziente di 25 anni ipermetrope di
sf+10.50D, portatrice di lac rigide in CAB+EVA da 12 anni.

Fig.7

Polimegatismo e polimorfismo.

Nel mosaico endoteliale e possibile riscontrare la presenza di cel-
Tule di forma non esagonale per esempio quadrata o pentagonale
evidenza di polimorfismo.

Il valore medio del CV in un giovane adulto sano e non
portatore di lac e di circa 0.307"™.

Una scala graduale di polimegatismo a 5 livelli di CV,
utile per una rapida classificazione clinica, & stata pro-
posta dal gruppo di Holden del Cornea and Contact
Lens Research Unit di Sydney™ (fig.8).
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Fig. 8
Scala graduata del polimegatismo del CCLRUL.
(Per gentile concessione di Holden IACLE Slide Collection)

Dalla stessa istituzione € stata riproposta una scala foto-
grafica semiquantitativa del polimegatismo con l'in-
tento di standardizzare i livelli di gravita in 4 gruppi,
come per altre reazioni indotte dall'uso dilac. Un ulte-
riore tentativo di classificazione semiquantitativa in 5
livelli di gravita e stata proposta da Efron e Tarrant uti-
lizzando disegni invece che immagini fotografiche®.
Bergmanson* , dopo avere eseguito una ricerca ultra-
strutturale su cornee di sei portatori di lenti a contatto,
e giunto alla conclusione che ad una variazione morfo-
logica sulla superficie pill interna dell'endotelio (che
¢ quella visualizzata con i microscopi speculari) non
corrisponderebbe una variazione di volume. Tale tesi
lo porta a considerare il polimegatismo una variazione
endoteliale fisiologica. L'affermazione viene anche sup-
portata dal fatto che sebbene I'endotelio di tali porta-
tori appariva avere un edema intracellulare ed infra-
cellulare, per il resto le cellule mostravano di essere in
salute con organelli che non avevano subito alcun
danno.

L'incremento di polimegatismo con l'utilizzo di lac, di
cui poco sopra si sono citati i principali lavori speri-
mentali coinvolti, puo essere dunque riletto alla luce
del CV:

- uso giornaliero di lac in PMMA per periodi molto
lunghi. Il CV aumenta tra il 31%" e 1'82%";

- uso di lac morbide da molti anni.
Il CV aumenta del 27%.
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- uso a permanenza di lac morbide.
Aumento tra il 22%" e il 51%*.

Per polimorfismo si intende invece, un aumento della
percentuale di cellule con forma diversa da quella esa-
gonale e quindi una diminuzione della percentuale
delle esagonali. Si esprime o con il coefficiente di forma
o con la percentuale di cellule esagonali (esagonalita)™
(fig.7)

1 coefficiente di forma o di figura (CF) indica il grado
di vicinanza tra la forma della cellula e una circonfe-
renza, € uguale a 4nA /P2, dove A ¢ I'area della cellula
in 1 e Pil perimetro in u *. La circonferenza ha CF=1,
l'esagono ha CF=0.907. L'esagonalita normale in un
gruppo di soggetti non portatori € sopra il 60%*.

Rao e coll.” e Orsborn e Schoessler* hanno dimostrato
che c'e un rapporto inversamente proporzionale tra CV
e percentuale di esagoni (fig. 9); 'aumentare del poli-
megatismo quindi e correlato strettamente ad un
aumento del polimorfismo. Questo € vero sia per le
variazioni morfologiche e fisiologiche legate all'eta®,
sia per le variazioni indotte dalle lac'*.
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Fig. 9
Rapporto tra polimegatismo e polimorfismo
(ridisegnato da Orbson, Schoessler, 1988 *)

Eziologia

Il meccanismo pitt probabile che causa il polimega-
tismo e il polimorfismo, nei portatori di lac, € il decre-
mento di ossigeno a livello corneale™*. L'attivazione
della glicolisi causata da ipossia, durante 'uso di lac,
comporterebbe produzione di acido lattico e anidride
carbonica con conseguente decremento del pH della
cornea. Come gia visto precedentemente alcuni autori
ritengono responsabile dei cambiamenti morfologici
transitori dell'endotelio, leggi blebs, questo shift del
pH™ Il polimegatismo potrebbe rappresentare dunque
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una risposta a lungo termine dello stesso processo che
causa le blebs*. La conferma di questa ipotesi viene
dai risultati dei lavori che dimostrano come il polime-
gatismo e il polimorfismo dipendono dalla trasmissi-
bilita di ossigeno® e dalla modalita d'uso (quotidiana,
flessibile, prolungata) delle lac®.

Alimigil e coll. (1990)” hanno mostrato che il poli-
morfismo & presente in portatori di lenti morbide ma
non nei portatori di lenti rigide gas-permeabili in CAB.
E interessante, alla fine di questa revisione delle modi-
ficazioni morfologiche endoteliali durature, riportare i
dati di una ricerca che evidenzia disparita regionali
morfologiche. Infatti, MacRae e Matsuda* hanno indi-
viduato cambiamenti morfometrici e di densita tra zone
centrali (modificazioni maggiori) e medio-periferiche
dell'endotelio corneale in seguito all'uso di lac in
PMMA. Nella zona centrale vi sarebbe una diminu-
zione di densita (16.8%), di esagonalita (20.6%) e un
aumento del coefficiente di variazione (29.3%)*, in con-
trasto con l'omogeneita riscontrata nei non portatory’.
MacRae e Matsuda®, ipotizzano diverse spiegazioni:

1) una lente rigida, nonostante i movimenti con I'am-
miccamento e i movimenti oculari, copre costante-
mente una zona centrale di 1-3 mm¥. Si puo pensare
quindi che, sotto quella zona, si determini il tasso pilt
alto di ipossia corneale con le conseguenze pii1 gravi
per l'endotelio;

2) le cellule endoteliali centrali potrebbero migrare
verso la periferia. Tale tesi & pero contraria ad un pre-
cedente studio®;

3) le cellule endoteliali medio-periferiche potrebbero
proliferare™, anche se, alla luce delle conoscenze
attuali di fisiologia, tale possibilita sembra la pitt
improbabile.

Sintomi soggettivi

L'accertamento della presenza di polimegatismo viene
effettuata per mezzo dell'osservazione diretta con le pro-
cedure di microscopia speculare che verranno descritte
piti avanti; ma quali disturbi accusa un portatore di lenti
a contatto con polimegatismo?

La risposta non & cosi semplice quanto appare. Infatti
l'unica condizione che & stata posta in relazione con il
polimegatismo € la "sindrome da esaurimento cor-
neale'”.

Caratteristica comune ai soggetti affetti da tale sindrome,
che possono manifestare una drastica riduzione della tolle-
ranza delle lenti, fotofobia, e visione moderatamente ridotta,
associata ad edema stromale, & di aver utilizzato per diversi
anni lenti a contatto con un inadeguato valore di Dk /1.



articolo

La risposta dell’endotelio corneale
all’'uso delle lenti a contatto

Sebbene il polimegatismo endoteliale sia presente in tutti
i soggetti con sindrome da esaurimento corneale, il
legame tra le due condizioni non € stato tuttora provato.

Ridotta densita cellulare

L'endotelio umano e caratterizzato dall'assenza del feno-
meno della mitosi e da una progressiva riduzione della
densita con I'aumentare dell'eta (fig. 3). Va sottolineato
che le variazioni individuali sono comunque notevoli®.
Per alcuni autori il tasso di declino della densita cellu-
lare sembra diminuire con l'eta”*, per altri ci6 non
accade e la densita cellulare diminuisce in modo lineare
con 'avanzare degli anni**”. Comunque nonostante la
densita cellulare si riduca con l'invecchiamento I'endo-
telio rimane compatto, riuscendo cosi a coprire intera-
mente la membrana di Descemet e mantenere le sue nor-
mali funzioni. Cio perche le cellule endoteliali hanno la
possibilita di assottigliarsi e contemporaneamente di
allargarsi. Se la densita cellulare scende al di sotto di 400-
700 cell/mm? le normali funzioni di regolazione dello
stato di deturgescenza dello stroma non potranno essere
mantenute®™. Se 'uso di lenti a contatto puo causare la
riduzione della densita cellulare ¢ problema tuttora
dibattuto. Fino in tempi relativamente recenti l'uso di lac
non era considerato avere alcun effetto significativo'™*.
Comunque negli ultimi anni stanno aumentando gli
studi in cui si dimostra che 1'uso di lenti a contatto puo
contribuire al decremento della densita cellulare supe-
riore a quella fisiologicamente legata all'eta™®*. Anche in
questo caso sia gli anni di utilizzazione, che il tipo di lac,
sembrano avere un ruolo determinante. Infatti, la ridu-
zione di densita cellulare, al di sotto dei valori fisiolo-
gici, & causata soltanto da lenti in PMMA o idrogel con
basso Dk/t. Nello studio di Setala e coll.” la media della
densita cellulare tra il gruppo dei portatori di lac e quello
di controllo non differiva in maniera significativa.
Comungque soltanto un soggetto del gruppo di controllo
aveva una densita cellulare bassa, mentre il 20% degli
occhi nel gruppo dei portatori di lenti a contatto aveva
una densita inferiore a 2500 cell/mm? e 1'8% aveva una
densita inferiore a 2000 cell/mm?®. Un evidente legame
tra modificazioni morfologiche dell'endotelio e ridu-
zione della densita puo essere facilmente individuato se
si considerano il polimegatismo ed il polimorfismo delle
condizioni che precedono la morte della cellula.

Alterazioni endoteliali durature: implicazioni cliniche
A questo punto & necessario cercare di dare una risposta

al perché e importante, per chi si occupa di contattologia,
tenere sotto controllo I'endotelio dei suoi pazienti.

Per completare la premessa puo essere conveniente sot-
tolineare alcuni aspetti che possono avere delle rilevanti
ripercussioni cliniche:

- fenomeni di alterazione morfologica endoteliale dura-
tura appena analizzati, non sono né rapidamente, ne
completamente reversibili con la sospensione d'uso
delle lac®2®,

- il controllo della deturgescenza corneale € peggiore in
soggetti con polimegatismo™*;

- uno strato cellulare polimegatico e polimorfico & piti
instabile e pili suscettibile di stress™**, tanto € vero che
lo scompenso endoteliale post chirurgico, leggi che-
ratite bollosa, € piti frequente in soggetti con altera-
zioni morfologiche cellulari®.

Tali conclusioni sembrano sufficienti a far aprire gli occhi
sul fatto che le lac, soprattutto quelle con materiali a pitt
ridotto apporto di ossigeno, possono compromettere la
morfologia endoteliale e quindi la salute della cornea
stessa, anche se tale influenza risente di una notevole
variabilita individuale®. Il monitoraggio dell'endotelio
¢ quindi fondamentale anche nella pratica contattolo-
gica. Non e sufficiente che una lac morbida abbia una
posizione e un movimento adeguati, ne che sia confor-
tevole, che la visione sia eccellente, o che la lente sia
del tipo a ricambio frequente o infine che essa sia facil-
mente manipolabile. E necessario anche e soprattutto
essere lungimiranti applicando lenti a contatto che tra-
smettano una sufficiente quantita di ossigeno®.
Possiamo quindi applicare lac rigide, gas-permeabili che
non causano reazioni endoteliali, ma anche lac morbide
idrogel facendo attenzione al valore di trasmissibilita.
Holden e Mertz hanno messo in rapporto la risposta
fisiologica della cornea con il valore di Dk/t delle lac®.
Per prevenire l'ipossia corneale, nelle ore di veglia, la lac
deve avere un Dk/t di almeno 24,1x10° unita. Allora,
se facciamo alcuni calcoli, ci rendiamo presto conto che
molte lac morbide in commercio, non trasmettono abba-
stanza ossigeno. Ad esempio, lenti morbide molto dif-
fuse come quelle al 38% di contenuto d'acqua e uno spes-
sore al centro di 0.05 mm sono lenti a rischio. Infatti il
Dk/t, se consideriamo una lente di potere sferico di
-3.00, & soltanto di 14 unita, se viene preso in conside-
razione il punto della lente con minore spessore, mentre
scende a 12 unita se si considera lo spessore medio della
porzione centrale (4mm). E evidente che tale valore
scende ancora per lac di potere negativo pii1 elevato o
lenti positive®.

Oltre a porre attenzione al valore di Dk/t € necessario
limitare, eventualmente, la modalita di uso prolungato
(notte e giorno), con lac in idrogel convenzionale, al fine
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di evitare alterazioni endoteliali tali da compromettere
a lungo andare, lo stesso utilizzo delle lac, come messo
in evidenza dalla Sweeney nella sindrome da esauri-
mento corneale®, o eventuali necessari interventi di chi-
rurgia intraoculare. Meno drastico nei giudizi appare il
gia citato Bergmanson che afferma che nessuna prova
scientifica certa, della perdita della funzione endoteliale
in soggetti portatori di lac che mostravano polimega-
tismo, & stata prodotta, ne & possibile stabilire con cer-
tezza se lo sviluppo di polimegatismo in soggetti gio-
vani portera una destabilizzazione endoteliale negli
stessi in eta senile.

L'esame dell'endotelio

Per esaminare il mosaico endoteliale non solo & neces-
sario un ingrandimento, ma poiche tali cellule sono tra-
sparenti all'energia luminosa visibile, anche di tecniche
particolari.

Le tecniche d'esame possono essere suddivise tra quelle
cliniche, con cui si pratica un esame "in vivo" e quelle
di laboratorio, con cui si pratica un esame "in vitro" o0 a
carattere istologico. Le tecniche di laboratorio, che hanno
lo svantaggio di essere usate per osservare un endotelio
in condizioni "innaturali”, permettono generalmente
un'osservazione con ingrandimenti e risoluzione pit1 ele-
vate. Oltre alla riflessione speculare, per I'esame in vitro,
possono essere usate: la microscopia ottica, la micro-
scopia a trasmissione, la microscopia a scansione e la
microscopia speculare.

Di seguito vengono analizzate soltanto le procedure in
vivo d'interesse clinico.

Come si sviluppa l'osservazione
dell'endotelio corneale?

Da due decenni a questa parte lo studio in vivo del-
l'endotelio corneale non rappresenta pitt un limite per
il clinico che ne & interessato.

Le prime osservazioni dell'endotelio corneale
sono probabilmente molto remote, favorite dallo svi-
luppo della lampada a fessura e dall'uso della rifles-
sione speculare. Vogt nel 1921, nel suo "Atlas des
Spaltlampenkoroskopie des Lebender Auges", disegna
l'endotelio corneale cosi come appare all'osservazione
in lampada a fessura’.

Maurice® e il primo nel 1968 a pubblicare la foto ad alta
risoluzione dell'endotelio corneale di coniglio ottenuta
con un microscopio speculare a contatto, ed e Laing®
a svilupparne la prima versione clinica. Da quel
momento, per i microscopi a contatto, & un susseguirsi
di innovazioni tecnologiche tese soprattutto ad aumen-
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tarne il campo di osservazione e la risoluzione (coni
di applanazione alla fluorite™, specchio oscillante™).
Parallelamente allo sviluppo dei microscopi speculari
a contatto, ottimi risultati nell'osservazione e nella foto-
grafia dell'endotelio corneale si sono ottenuti anche
modificando le convenzionali lampade a fessura, o,
come nella particolare tecnica messa a punto da Holden
e Zantos, utilizzando un adattatore per macchina foto-
grafica su di un oculare ad alti ingrandimenti™(fig.10),
oppure aggiungendo, direttamente al gruppo ottico
della lampada a fessura, un microscopio speculare non
a contatto” (fig. 11).

Fig. 10

Lampada a fessura Nikon FS-1 equipaggiata per la tecnica Holden-
Zantos. (Per gentile concessione di Holden/Zantos, IACLE Slide
Collection)

Fig. 11
Lampada a fessura Nikon FS-3 con microscopio endoteliale senza
contatto applicato al posto dell obiettivo del biomicroscopio.

Principio ottico e procedura pratica
della microscopia endoteliale

La visualizzazione dell'endotelio effettuata da Vogt con
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le prime lampade a fessura avveniva utilizzando la tec-
nica della riflessione speculare. Tale tecnica si realizza
quando 'angolo d'incidenza del fascio di luce che pro-
viene dalla lampada, € uguale all'angolo di osserva-
zione del biomicroscopio (fig. 12).

Fig. 12

Riflessione speculare con lampada a fessura a bassi ingrandimenti.
Solo quando I'angolo incidente & uguale a quello di osservazione
apparira un riflesso intenso della superficie lacrimale dietro il quale
e possibile intravedere la sezione stromale diffusa e successiva-
mente, piit luminoso, I'endotelio.

In tal modo si va a "catturare" quella componente del
raggio di luce incidente che, nel colpire una superficie
di divisione tra due mezzi con indice di refrazione n,
e n,, viene riflessa.

Tale riflessione ¢ speculare solo se la superficie d'inci-
denza e liscia e regolare, altrimenti la riflessione sara
diffusa.

A livello corneale le superfici che si prestano bene ad
una riflessione speculare sono la superficie corneale
esterna (cioé film lacrimale-aria nel caso dei microscopi
speculari non a contatto, o epitelio-cono applanante del
microscopio a contatto) e la superficie corneale interna,
cioé l'interfaccia endotelio-acqueo. Cio € dovuto sia alla
regolarita della superficie che al salto netto di indice tra
i mezzi divisi da queste superfici (n aria=1.000, n
cornea=1.376, n acqueo e film lacrimale =1.336, n vetro
microscopio=1.517)".

Le superfici stromali esterna ed interna danno origine
ad una riflessione estremamente diffusa, mentre quelle
di divisione tra epitelio e Bowman e tra Descemet ed
endotelio non presentano invece dei fenomeni di rifles-
sione consistenti e comunque la quantita di luce riflessa
non ¢ neanche calcolabile, perché non sono mai stati
indicati i valori d'indice di refrazione dei 2 strati”.
Quando il microscopio speculare si allinea sull'angolo
di riflessione sono visibili varie zone.

Secondo Laing & possibile individuarne 4 ™ (fig.13):

- zona 1: molto luminosa, ¢ la riflessione speculare
sulla superficie aria-film lacrimale nella microscopia
senza contatto o cono- film lacrimale nella micro-
scopia speculare a contatto;

- zona 2: banda nettamente meno luminosa della
prima, ¢ la zona di diffusione stromale;

- zona 3: banda discretamente luminosa in cui & pos-
sibile individuare il mosaico endoteliale;

- zona 4: banda scura e la zona in cui la luce incidente
si "spegne" nell'acqueo.

Questa immagine a 4 bande, tipica della riflessione di
una fessura di luce sulla cornea, comporta pero nella
visualizzazione dell'endotelio diversi problemi:

- il riflesso epiteliale (sarebbe pitt giusto chiamarlo
riflesso lacrimale): la notevole intensita del riflesso
della prima superficie corneale (zona 1) offusca il
riflesso endoteliale (zona 3)” (vedi fig.12);

- piccolo campo di visualizzazione endoteliale (vedi
fig.13);

- la zona stromale crea diffusione della luce peggio-
rando la qualita del riflesso endoteliale (vedi fig.13).

Fig. 13

Gli strati di Laing appaiono quando si aggiunge il microscopio
endoteliale alla lampada a fessura. In questa immagine e nelle suc-
cessive se ne individuano solo 3, perche la quarta banda scura si
perde nel buio della camera anteriore. Sul terzo strato e visibile il
mosaico endoteliale.

L'ampiezza e la nitidezza della banda endoteliale sono
migliorabili agendo su alcuni fattori, quali l'ampiezza
della fessura della luce incidente (fig.14), l'angolo tra il
fascio di luce incidente e il fascio di luce riflessa (fig.15),
lo spessore corneale artificiale (fig.16), 'indice di refra-
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zione del mezzo che si trova prima del film lacrimale.
L'azione su questi singoli fattori va effettuata con atten-
zione perché se da una parte ¢ possibile ottenere un
miglior risultato, dall'altra, se si superano certi limiti,
si puo peggiorarlo in un altra direzione. Quello che va
raggiunto e dunque il giusto equilibrio tra luminosita,
ampiezza e nitidezza dell'endotelio.

Ampiezza della fessura di luce (fig.14)

Aumentando I'ampiezza della fessura della luce inci-
dente (aumenta l'ampiezza delle zone 1 e 3 si restringe la
2; tale incremento & funzione dello spessore corneale e
dell'angolo d'incidenza) aumenta l'ampiezza della banda
endoteliale visualizzata.

All'aumento del campo endoteliale corrispondono pero
l'aumento della zona 1, quindi maggiore riflesso epite-
liale e ad un aumento della zona di stroma interferente
che disperdendo la luce peggiora la qualita dellimma-
gine endoteliale”””. La dispersione di luce stromale, puo
essere parzialmente ridotta con l'utilizzo di un filtro
arancio”.

nella microscopia speculare a contatto™””.

Un altro vantaggio che ci deriva dall'allargamento del-
l'angolo d'incidenza della luce, a parita di ampiezza della
fessura, & 'aumento dell'ampiezza della banda endote-
liale visualizzata ™”. L'aumento dell'angolo d'incidenza
comporta anche alcuni svantaggi:

- il piano dell'endotelio sara sempre meno parallelo al
piano ottico del microscopio. Tale distorsione pro-
spettica causera una sovrastima di un eventuale conta
cellulare con microscopio speculare senza contatto™.
Olsen ha calcolato un fattore di correzione di 0.959 che
permette di correggere i valori originari®. Ricci e coll.
hanno indicato la possibilita di un sistema di ripresa
decentrabile su di una fessura fotografica, per rendere
parallelo il piano del film fotografico a quello endote-
liale™;

- non tutta la zona endoteliale sara a fuoco nello stesso
modo perche ci saranno distanze diverse tra zone
endoteliali diverse e microscopio, che la scarsa profon-
dita di fuoco di un ottica di forti ingrandimenti non
puo compensare”;

Fig. 14
Per effetto dell’aumento dell'ampiezza della fessura, rispetto alla
fig.13, aumenta I'ampiezza delle zone 1 e 3 si restringe la zona 2.

Angolo tra il fascio di luce incidente e il fascio di luce
riflessa (fig.15)

L'aumento dell'angolo tra parte illuminante e parte osser-
vante della lampada a fessura, ottenibile ovviamente solo
nella microscopia senza contatto, ci consente l'attenua-
zione del riflesso epiteliale, che e pit1 problematico pro-
prio con questi tipi di microscopi, perché la riflessione
sulla superficie aria-film lacrimale e di gran lunga supe-
riore a quella riflessa dalla superficie cono-film lacrimale
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Fig. 15

Aumento dell’ampiezza della zona endoteliale. Ottenuto in questo
caso aumentando I'angolo d'incidenza del fascio di luce, rispetto
alla posizione con cui é stata ottenuta la fig. 13. Notare la dimi-
nuzione dell’intensita del riflesso della prima zona. Utilizzando
tale procedura, perd, la zona endoteliale sara sempre meno paral-
lela al piano ottico del microscopio, causando una distorsione pro-
spettica e una diversa messa a fuoco della zona endoteliale.

Spessore corneale (fig.16)

Aumentando artificialmente lo spessore corneale, con
l'applicazione di una lac morbida, & possibile spostare
il riflesso epiteliale analizzando zone endoteliali pitt
ampie”.
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Svantaggi di tale metodica sono:

- aumentando la fessura di luce utilizzabile senza che
zona 1 e 3 si tocchino, grazie ad uno spessore cor-
neale maggiore, aumenta anche la zona di stroma che
diffondendo la luce peggiora la nitidezza dell'im-
magine endoteliale™;

- possibile reazione transitoria endoteliale da lac,
(blebs), che falsa il quadro clinico del soggetto™.

Fig. 16

Microscopia endoteliale effettuata dopo avere applicato una lente
a contatto morbida sf+4.50 (la seconda banda dell'immagine), che
determinera un allontanamento delle membrane limitanti della
cornea. In tal modo e possibile aumentare la fessura di luce utiliz-
zabile senza che le zone 1 e 3 si tocchino. Tale artificio pero aumenta
anche la zona centrale di dispersione che contribuira a deteriorare
la nitidezza dell immagine endoteliale.

Indice di refrazione del mezzo pre-film lacrimale

Diminuendo la differenza tra indice di refrazione del
mezzo che viene prima del film lacrimale e l'indice
stesso delle lacrime possiamo diminuire l'entita del
riflesso epiteliale.

Tale possibilita &€ ovviamente possibile solo nella micro-
scopia a contatto, dove sono stati introdotti dei coni
di applanazione wide field alla fluorite, in possesso di
un indice di refrazione piti simile a quello del film lacri-
male”.

Microscopi speculari a contatto, senza contatto,
e computerizzati: differenze cliniche

Molto ¢ stato detto fin qui sulla microscopia speculare,
e pero il caso di aggiungere ancora qualcosa sulle dif-
ferenze tra i vari tipi di microscopi, soprattutto dal
punto di vista clinico.

Microscopi a contatto

I microscopi speculari a contatto sono delle apparec-
chiature caratterizzate da un'autonomia funzionale
completa e non vengono utilizzati insieme ad una lam-
pada a fessura, come vedremo essere invece quelli
senza contatto. Sono di solito collegati ad una macchina
fotografica o ad una telecamera, che collegata ad una
scheda video permette I'acquisizione di un immagine
digitale, successivamente elaborabile con un apposito
software®. Funzionano sempre sul principio della
riflessione speculare, quindi sono in grado di separare
la luce incidente da quella riflessa. L'esame prevede
una preventiva anestesia topica della cornea. Grazie
all'applanazione corneale, 1'angolo di riflessione spe-
culare utilizzato e molto piccolo, circa 15°, mentre il
campo d'osservazione & molto ampio. L'ingrandimento
di questo tipo di microscopi & solitamente molto alto.
Le prime osservazioni di Maurice furono fatte a 400x,
le prime foto in vivo di Lang a 200x. L'ingrandimento
usato determina la grandezza del campo osservato.
Una particolare soluzione per visualizzare l'endotelio
con i vantaggi di un microscopio speculare a contatto,
senza pero esserlo, ¢ la lente a contatto di Eisner: una
lente a contatto che determina un'applanazione cor-
neale e che va usata con una comune lampada a fes-
sura. Con una lente da 2.2x si trasforma l'ingrandi-
mento di una fessura di 25x in 55x™.

Microscopi senza contatto

Dopo le prime osservazioni di Vogt con lampada a fes-
sura, la strada di una visualizzazione endoteliale
riprende all'inizio degli anni '70 con procedure preva-
lentemente a contatto. Solo con qualche anno di ritardo
si riapre la strada della microscopia senza contatto con
ottimi risultati.

Per microscopio senza contatto si intende oggi, preva-
lentemente un accessorio per lampada a fessura in grado
di fornire un ingrandimento maggiore. Si aggiunge soli-
tamente sulla parte ottica rimuovendo la lente frontale
dell'obiettivo™”* (fig.11). Questa possibilita di essere
aggiunti ad una convenzionale lampada a fessura, ovvia-
mente predisposta, li rende decisamente economici e ver-
satili per un utilizzo di sola osservazione o anche di foto-
grafia, se utilizzati con una fessura fotografica™”.
L'implicazione clinica, certamente principale, di questi
strumenti e che consentono la visualizzazione dell'en-
dotelio senza necessita di applanare la cornea, e quindi
di ricorrere ad un anestetico superficiale, eliminando
anche i rischi di possibili infezioni crociate o di danno
su cornee appena operate (cheratoplastica perforante,
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estrazione cataratta, cheratotomia radiale), o affette da
patologie che ne aumentano la fragilita (cheratocono,
degenerazione marginale pellucida) . L'angolo di lavoro
tra fessura incidente e microscopio € pitt ampio che nella
microscopia a contatto e puo variare per migliorare,
entro certi limiti gia esposti sopra, la qualita dell imma-
gine endoteliale. L'entita dell'angolo indicata da vari
autori varia trai45° e160° *7*”. L'ingrandimento dispo-
nibile con questi accessori € pilt basso che con i micro-
scopi a contatto e puo arrivare ad un massimo di circa
240x in osservazione e 32x in fotografia (dati del micro-
scopio endoteliale Nikon per fessura FS-3).
Ovviamente per le caratteristiche ottiche della rifles-
sione speculare non ¢ possibile un’osservazione bino-
culare dell'endotelio, 1'accessorio sara in corrispon-
denza quindi di un solo oculare. Va ricordato, come gia
detto prima, che l'utilizzo di questi strumenti comporta,
rispetto a quelli a contatto, una distorsione prospettica
in grado di modificare eventuali stime di densita cel-
lulare”. L'aspetto pit1 problematico dell'utilizzo di un
microscopio endoteliale non a contatto ¢ la notevole
difficolta di esecuzione della tecnica che richiede tempi
relativamente lunghi di apprendimento e di perfezio-
namento.

Microscopi speculari computerizzati

I microscopi speculari computerizzati o automatici
sono 'ultimo sviluppo nella visualizzazione dell'en-
dotelio corneale. Sono in genere apparecchi "non con-
tact", sfruttano cioé la riflessione speculare senza ricor-
rere ad una applanazione. Permettono la visualizza-
zione di diverse zone corneali, di solito una centrale e
quattro periferiche con una buona attendibilita nel
visualizzare le stesse zone in successivi controlli. Sono
estremamente veloci nel catturare 1'immagine e facili
da utilizzare, dispongono infatti di un sistema
autofocus, questo a tutto vantaggio dell’operatore e del
paziente, che non viene abbagliato da una lunga osser-
vazione. Sono automaticamente interfacciati a pro-
grammi semi automatici di analisi dell'immagine, che
viene prima visualizzata su di un display. Attualmente
vengono prodotti e distribuiti sul mercato due micro-
scopi computerizzati, I'SP-1000 della Topcon (fig. 17)
e il Noncon Robo sp-8000 della Konan (fig. 18 a-b).
Lo svantaggio maggiore di tali apparecchi e nel costo
estremamente alto. Landesz e coll.” hanno messo in
relazione i dati ottenuti da tre microscopi speculari,
ognuno appartenente ad una delle tipologie sopra evi-
denziate.

Gli autori hanno trovato, tra gli strumenti, differenze
significative nella determinazione della media dell'area
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Fig. 17
Microscopio speculare computerizzato Topcon Sp-1000.
(Per gentile concessione della Topcon, Italia)

Fig.18a
Microscopio speculare computerizzato Konan Sp-8000
(Per gentile concessione della New Tech, Italia)
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Fig. 18 b
Display del microscopio.
(Per gentile concessione della New Tech, Italia)

cellulare ma nessuna differenza significativa nei risul-
tati di CV e di esagonalita. Il dato piti importante, a
nostro avviso, e che ogni strumento mostra un'alta
riproducibilita. Comunque gli autori consigliano di non
usare in maniera intercambiabile i tre strumenti, specie
per finalita di ricerca.

Foto e Video dell'endotelio

Appare chiaro alla luce di quanto detto finora, che una
semplice osservazione dell'endotelio corneale non puo
permetterci una precisa valutazione né qualitativa né
tantomeno quantitativa. Tali valutazioni morfologiche
richiedono la possibilita di lavorare su di un'immagine
statica magari ulteriormente ingrandibile. Ecco perche
parallelamente all'osservazione, si sviluppa la foto-
grafia e 'acquisizione video dell immagine endoteliale,
fondamento di tutte le ricerche cliniche viste sopra. La
prima versione clinica di Lang del microscopio specu-
lare a contatto e anche fotografica ¢. I microscopi spe-
culari a contatto sono tutti collegati ad una macchina
fotografica o ad un video. Per quelli senza contatto si
puo avere una completa possibilita di documentazione
se vengono utilizzati in presenza di una lampada a fes-
sura con partitore ottico. I computerizzati dispongono
solo di una acquisizione video. Nello specifico della
fotografia endoteliale riportiamo due possibilita rea-
lizzate partendo da una comune lampada a fessura:

- la prima, conosciuta come "Tecnica di Holden-
Zantos" dal nome dei due ricercatori che I'hanno
ideata™, consiste nell'utilizzo di una lampada a fes-
sura, in cui la macchina fotografica & connessa all'o-
culare (fig. 10). L'ingrandimento totale della foto
viene portato al livello minimo di visualizzazione
delle cellule endoteliali, utilizzando oculari ad alto

ingrandimento (20x). La foto cosi ottenuta puo essere
poi ulteriormente ingrandita se fotografata di nuovo
con un ingranditore. L'inconveniente della sottoe-
sposizione, problema della fotografia in lampada a
fessura specie se effettuata dall'oculare, non rappre-
senta un problema per la tecnica Holden Zantos

Fig. 19
Riflessione speculare dell’endotelio ottenuta utilizzando un dupli-
catore di focale inserito prima della macchina fotografica.

perché la riflessione speculare produce un'immagine
estremamente luminosa”.

Holden e Zantos™ consigliano pellicole per diaposi-
tive Kodachrome 64; alcuni autori riportano l'utilizzo
di pellicole ad alta velocita (dia da 400 asa) o pelli-
cole bianco e nero™*.

- Un'altra possibilita per la fotografia in lampada a fes-
sura ¢ quella di utilizzare un duplicatore di focale
inserito prima della macchina fotografica (fig. 19).
Tale possibilita e stata usata come ulteriore incre-
mento d'ingrandimento da Holden-Zantos, ma puo
essere anche utilizzata con una normale fessura foto-
grafica anche se il livello d'ingrandimento ottenuto
€ certamente pili basso.

Analisi quantitativa e qualitativa dell'endotelio

La densita, il CV e il CF sono gli aspetti quantitativi che
e possibile estrarre dalle immagini dell'endotelio.

Aspetti qualitativi possono essere considerati invece la
presenza di strutture acellulari eterogenee (guttae,
blebs, depositi di pigmento), la conformazione cellu-
lare, le caratteristiche della linea di confine scuro™.
Come visto in precedenza, la letteratura sembra con-
corde sul fatto che solo le variazioni morfologiche
quantitative quali il polimegatismo e polimorfismo
sarebbero indotte dall'utilizzo delle lac. Sulla variazione
di densita c'e¢ minore uniformita di giudizi, ma
comunque € un dato che sarebbe bene poter valutare
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se non altro come fattore di base su cui vanno poi a
sovrapporsi le variazioni indotte dall'uso di lac.
L'analisi quantitativa dell'endotelio puo essere effet-
tuata attraverso varie tecniche:

- confronto con griglie di riferimento:

sono disponibili dei reticoli esagonali di riferimento
con cui e possibile confrontare il mosaico endoteliale.
Tali dispositivi sono appositamente realizzati per
oculare (griglia di McIntyre, Mosaic Matcher) o per
il dispositivo di registrazione (le case costruttrici di
microscopi endoteliali per lampade a fessura foto-
grafiche forniscono griglie che si utilizzano sulla
reflex)”. Ad un indicato ingrandimento forniscono
valori esclusivamente di densita (fig. 20/21/22);

Fig. 22
Griglia di McIntyre utilizzata al giusto livello d'ingrandimento.
La densita & superiore a 2500 cell/mm’.

2000
cell/mm? - conta con reticolo fisso:
si utilizzano per una stima della densita, contando le
cellule comprese all'interno di un reticolo rettango-
lare (utilizzabile su oculare o su reflex) ad un dato
4000 ingrandimento forniscono una stima della densita.
cell/mm? Dividendo l'area analizzata per il numero delle cel-

lule e anche possibile stimare 1'area cellulare media®;
- Analisi Cellulare Singola (ACS):
Fig. 20 o o o & certamente la metodica pitt accurata anche se estre-
Mosaic ‘Matche.r,'costztuzto da 4 griglie di riferimento di densita mamente laboriosa, per ottenere valori di coefficiente
endoteliale sp mﬁmm; o , di variazione e forma®. Attraverso dunque una pro-
Il confronto tra esse e I'endotelio visualizzato permette di assegnare oo
un valore di densita con una certa approssimazione. Cedu,r? passo dopq passo semph.flf:ata da computer

muniti di un apposito software, si riesce ad effettuare

un'analisi morfometrica accurata arrivando a indici
quantitativi attendibili.
Di seguito ci soffermiamo sui passaggi fondamentali
dell'analisi morfologica effettuata partendo dalla
microscopia speculare senza contatto (fig. 23/24/25).
Innanzi tutto si dovrebbe dividere l'endotelio in
almeno 5 zone, una centrale e quattro periferiche, e
per ognuna delle quali catturare un'immagine.
Le dimensioni del campione cellulare dovrebbero
essere consistenti.
Doughty e coll* hanno dimostrato come in caso di
polimegatismo esaminando 100 cellule si ha un
errore nell'attendibilita del CV del +/- 4%.
L'immagine acquisita dell'endotelio, o tramite
Fig. 21 sistema fotografico o video, andra innanzitutto digi-
Griglia di McIntyre. Applicata direttamente nell apparecchio foto- talizzata attraverso uno scanner o una scheda di
grafico prima della pellicola. E fondamentale utilizzare I'ingran- acquisizione video® (fig.24). Digitalizzare limmagine
dimento segnalato dall'azienda produttrice, solo in quel caso infatti significa poi poterla manipolare attraverso oppor-

i pattern di densita saranno affidabili. Notare che le dimensioni { sof oli 1 Lt (elimi 1
della griglia rimangono le stesse anche se I'immagine e stata otte- tuni software per migliorarne la qualita (eliminare le

nuta con ingrandimento inadeguato. In tal caso la griglia di ombregglatur.e, rlFostrqlrg 1 margint poco precisi
Mclntyre non fornisce utili informazioni. ecc.), evidenziare i bordi di ogni singola cellula del
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campione (fig. 25), per poi calcolare I'area.

Del campione scelto sara a questo punto disponibile
una distribuzione di frequenza dell'area cellulare
(fig. 26), con media e deviazione standard note, da
cui il calcolo del CV¥.

Negli strumenti in cui la visualizzazione € automa-
ticamente interfacciata ad un programma di elabo-
razione (microscopi speculari a contatto, microscopi
speculari computerizzati), gli indici quantitativi ven-
gono calcolati immediatamente mediante ACS.

E utile usare la microscopia speculare nella pratica
contattologica?

Nella rassegna effettuata si e cercato di sottolineare
innanzi tutto il perche I'endotelio dovrebbe interessare
chi si occupa di contattologia clinica, in seconda ana-
lisi sono state fornite una serie di procedure in grado
di permettere la sua osservazione.

Oltre che importante e possibile effettuare la micro-
scopia speculare, ovviamente considerando alcuni
aspetti limitativi come:

- l'impossibilita per una parte degli operatori che eser-
cita nel campo della contattologia di effettuare una
anestesia topica della cornea che esclude di fatto tutti
gli strumenti a contatto; anche se 'applicazione di
una lac consigliata nella microscopia a contatto per
migliorare 'immagine dell'endotelio” potrebbe evi-
tare I'anestesia;

- T'alto costo di strumenti come il microscopio a con-
tatto e il microscopio speculare computerizzato.

Il compromesso che coniuga meglio i buoni risultati
con i costi accessibili appare quello di iniziare con una
comune lampada a fessura foto o video.

La semplice biomicroscopia puo, per i limiti d'ingran-
dimento (massimo ingrandimento di una normale fes-
sura circa 16-40x), mostrare solo la presenza pili 0 meno
precisa del mosaico ed eventuali grosse sue irregola-
rita® (fig. 27 e 28), € ovvio dunque che ai fini di una pitt
attenta valutazione morfologica bisogna sviluppare
una serie di strategie che consentano di aumentare I'in-
grandimento sia in visualizzazione che in registrazione
dell'immagine.

Tali possibilita, gia analizzate, si concretizzano nel
microscopio speculare senza contatto, nel duplicatore
di focale, negli oculari a pil1 alto ingrandimento.

Le immagini ottenute, ed eventualmente ingrandite di
nuovo (fig. 23), potranno poi essere digitalizzate ed ela-
borate con un opportuno software.

| B

Fig. 23

Ingrandimento fotografico (2.5x) della figura n. 6. Tale procedura
e stata utilizzata da Holden e Zantos per aumentare I'ingrandi-
mento della prima immagine fotografica ottenuta. Se I'immagine
endoteliale é troppo piccola per la risoluzione di uno scanner la si
puo ingrandire fotograficamente per ottenere una migliore digi-

talizzazione.
(| -.!

=

il
il

Fig. 24
Schermata video della figura n. 21 ormai digitalizzata

Fig. 25

Alcune cellule della figura n. 22 vengono evidenziate. Il computer,
infatti, consente di esaltare i bordi cellulari con programmi auto-
matici o semi-automatici in maniera poi da poter calcolare I'area
di ogni singola cellula del campione selezionato(ACS).
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Fig. 26

Esempio di distribuzione di frequenza dell’area cellulare ottenuto
mediante ACS, da cui estrarre media e deviazione standard per il
calcolo del CV.

Fig. 27 a-b

Differenza di risoluzione lampada a fessura con e senza micro-
scopio. Nelle immagini a e b viene paragonato il grado di risolu-
zione su un caso di guttata corneale, senza microscopio endoteliale
(a) e con microscopio (b). E evidente che la semplice biomicroscopia
puo, per i limiti d'ingrandimento, mostrare solo la presenza piit o
meno precisa del mosaico ed eventuali grosse sue irregolarita.
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Conclusione

L'uso delle lac puo essere causa non solo di alterazioni
transitorie del mosaico endoteliale, che sono di natura
edematosa, ma anche di alterazioni durature come poli-
megatismo, polimorfismo e, probabilmente, riduzione
della densita cellulare. La causa di tali alterazioni e stata
attribuita al decremento di ossigeno che l'applicazione
delle lac puo indurre. Infatti la riduzione dell'apporto
di ossigeno proveniente dall'atmosfera, ad occhio
aperto, e dai vasi della congiuntiva tarsale superiore, ad
occhio chiuso, favorisce la produzione di acido lattico
e di anidride carbonica con conseguente acidificazione
dell'ambiente in cui si trovano le cellule endoteliali.

E necessario quindi applicare lenti a contatto che tra-
smettano una sufficiente quantita di ossigeno; quindi
lac rigide gas-permeabili che non causino reazioni
endoteliali, ma anche lac morbide idrogel, facendo
attenzione al valore di trasmissibilita che dovra essere,
nelle ore di veglia, superiore a 24,1x10” unita.

Quindi in conclusione se non vogliamo soffocare len-
tamente i portatori di lac, abbiamo, con lenti morbide
in idrogel due possibilita:

- applicare lac a basso contenuto d'acqua, soltanto se
lo spessore al centro ¢ inferiore a 0,05 mm e il potere
¢ inferiore a sf-4.00D;

- applicare lac ad alto contenuto d'acqua sempre e neces-
sariamente se abbiamo bisogno di un potere e/o0 uno
spessore pili elevato, nel caso che il potere diottrico sia
positivo e anche con lac toriche prismatiche.

Il monitoraggio dell'endotelio, effettuato sia prima del-
l'applicazione che durante, soprattuto nei casi in cui &
inevitabile applicare lenti che non rientrano nei casi
appena indicati, & quindi fondamentale. Cio puo essere
effettuato con una comune lampada a fessura con bio-
microscopio ad alto ingrandimento (es. 40x) e collega-
mento foto o video.

La semplice biomicroscopia permette di evidenziare un
mosaico endoteliale caratterizzato da cellule grandi o
irregolari.

E ovvio, dunque, che ai fini di una pi1 attenta valuta-
zione morfologica, bisogna sviluppare una serie di stra-
tegie che consentano di aumentare I'ingrandimento sia
in visualizzazione che in registrazione dell immagine.
Tali possibilita, gia analizzate, si concretizzano nel
microscopio speculare senza contatto, nel duplicatore
di focale, negli oculari a pit1 alto ingrandimento. Le
immagini ottenute, ed eventualmente ingrandite di
nuovo, potranno poi essere digitalizzate ed elaborate
con un opportuno software.
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Summary

The response of the corneal endothelium to contact
lens wear

Contact lenses can induce transient (blebs) and long-term
(polymegatishism, pleomorphism and reduction of cellular
density) changes in endothelial appearance and morphology.
The contact lens practitioner should pay special attention
to the long-term changes, because this could compromise the
functional reserve of the endothelium. However, it is evident
that these opinions on the seriousness of that reaction are
still contrasting. For example, some consider polymegatism
a simple phenomenon of a volumetric adaptation and,
besides, the opinions on the role that the contact lens use
plays on the reduction of the cellular density are contrasting
too. During the work, the main principles of technical clinic
specular microscopy, which allows the analysis of the morfo-
logy of the endothelial mosaic, are examined in addition to
the main contact specular microscopes, non contact (com-
puterized) microscopes and to the quantitative evaluation
criteria of the endothelium through the morphometric
analysis. Stronger emphasis will be given on procedures of
simpler execution; they can be used on day to day contact
lens practice.

Key words

corneal endothelium, blebs, polymegatism, pleo-
morphism, specular microscopy
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