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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto de la inyeccién intravitrea de 0,5 mgranibizumab sobre el endotelio
corneal en pacientes con degeneracién macular asociada a la edad (DMAE).
Meétodo: Estudio piloto de serie de casos, observacional y prospectivo con observador enmas-
carado. Veintiséis ojos (26 pacientes) con DMAE fueron evaluados. Todos los pacientes
recibieron 1inyeccién intravitrea mensual de 0,5 mg de ranibizumab durante 3 meses conse-
cutivos. El periodo de seguimiento fue de 6 meses. El endotelio corneal central fue evaluado
antes, a los 7 dias y a los 6 meses de la primera inyeccién de ranibizumab con microscopia
especular. La densidad de las células endoteliales, coeficiente de variacién del tamano celu-
lar y porcentaje de hexagonalidad celular fueron analizados. También fue medido el espesor
corneal central.
Resultados: No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los valores
preinyeccién y postinyeccién a los 7 dias y 6 meses de la primera inyeccién de ranibizu-
mab en las densidades de células endoteliales, coeficientes de variacién del tamarfio celular
y porcentajes de hexagonalidad celular (p>0,5). Tampoco se encontraron modificaciones
significativas en el espesor corneal central a lo largo del periodo de seguimiento (p>0,5).
Conclusiones: Inyecciones intravitreas repetidas de 0,5mg ranibizumab no parecen causar
cambios importantes sobre el endotelio corneal a los 6 meses de seguimiento.

© 2010 Sociedad Espanola de Oftalmologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L. Todos los

derechos reservados.

Morphometric analysis of corneal endothelium after intravitreal
ranibizumab (Lucentis®) in age-related macular degeneration treatment

ABSTRACT

Purpose: To determine the effect of intravitreal injection of 0.5 mgranibizumab on the corneal
endothelium in patients with age-related macular degeneration (AMD).

Methods: Observational, prospective case series pilot study. Twenty-six eyes of 26 consecu-
tive patients with AMD were evaluated. All participants received one monthly intravitreal
injections of 0.5 mg ranibizumab for three consecutive months. The follow-up period was 6
months. Central corneal specular microscopy was performed before injection and at 7 days
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and 6 months after the first intravitreal injection. The endothelial cell density, coefficient

of variation of cell size, and percentage of hexagonal cells were analyzed and the central

corneal thickness was measured.

Results: There were no significant differences in the endothelial cell densities, coefficients

of variation of cell size and percentages of hexagonal cells before injection and at 7 days
and 6 months after the first intravitreal ranibizumab injection (P>0.5). There was also no
significant difference in central corneal thickness measurements through the follow-up

period (P>0.5).

Conclusions: Repeated intravitreal injections of 0.5 mg ranibizumab do not seem to cause

substantial changes in the corneal endothelium.
© 2010 Sociedad Espaiiola de Oftalmologia. Published by Elsevier Espaiia, S.L. All rights

reserved.

Introduccién

La inhibicién del factor de crecimiento del endotelio vascu-
lar A (VEGF-A) es una estrategia efectiva para el tratamiento
de la degeneracién macular asociada a la edad (DMAE)'3.
Ranibizumab (thuFabV2, Lucentis; Genentech, San Francisco,
CA, USA) es un fragmento de anticuerpo monoclonal humani-
zado que neutraliza todas las formas biolégicamente activas
de VEGF, incluyendo VEGF110, VEGF121, y VEGF165, previ-
niendo la interaccién de VEGF-A con sus receptores VEGFR-1
(F1t-1) y VEGFR-2 (Flk-1/KDR)*°. Las inyecciones intravitreas
de ranibizumab han demostrado ser de gran eficacia en el
tratamiento de la neovascularizacién coroidea secundaria a
DMAE?3.

Varios estudios inmunohistoquimicos®® han revelado la
expresiéon de VEGF y de sus receptores en el endotelio de la
cérnea. Aunque, el perfil farmacocinético de ranibizumab
intravitreo en el hombre no estd totalmente determinado,
en modelos animales!®!! se ha detectado ranibizumab en
el humor acuoso tras inyecciones intravitreas estdndar.
Por lo tanto, parece razonable considerar si ranibizumab
puede ser potencialmente citotéxico para el endotelio de la
cérnea. El andlisis morfométrico del endotelio obtenido con
microscopia especular es un indicador sensible de la funcién
endotelial’®13. Asi, en este estudio nos proponemos analizar
mediante microscopia especular la posible toxicidad inducida
por ranibizumab intravitreo sobre el endotelio de la cérnea
en el tratamiento de la DMAE.

Material y métodos

Veintiséis ojos de 26 pacientes con DMAE fueron incluidos en
este estudio piloto de serie de casos, observacional y pros-
pectivo. El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité
Etico del Hospital Universitario Principe de Asturias y el con-
sentimiento informado fue firmado por todos los pacientes.
Los criterios de inclusién fueron: a) signos clinicos y angio-
graficos de membrana neovascular coroidea subfoveolar con
mejor agudeza visual corregida (MAVC) de 20/100 o menor, b)
no indicacién de fotocoagulacién con laser o terapia fotodi-
namica, c) edad > 50 afnos, d) no historia de uso de lentes de
contacto, y e) no enfermedades oculares o/y sistémicas, tales
como diabetes, enfermedades del coldgeno que podrian alte-
rar la morfologia del endotelio de la cérnea.Todos los pacientes
recibieron 1 inyeccién intravitrea mensual durante 3 meses

consecutivos de 0,05 ml, 0,5 mg de ranibizumab de acuerdo con
el protocolo de estudio. En la exploracién inicial y en las explo-
raciones anteriores a la administracién de cada una de las
inyecciones mensuales de ranibizumab se realizaron: medida
de la MAVC, biomicroscopia, tonometria por aplanacién, oftal-
moscopia indirecta y tomografia de coherencia éptica (OCT
Stratus 3000, Carl Zeiss Meditec Inc). El efecto del tratamiento
fue monitorizado en base a la mejoria de la MAVC y a las
mediciones de la OCT.

Andlisis de las células endoteliales

Se realiz6 microscopia especular de no-contacto en la cérnea
central con un microscopio especular Topcon SP-3000P (Top-
con, Corp, Tokyo, Japan). Antes de la inyeccién y a los 7 dias
y a los 6 meses de la primera inyeccién de ranibizumab, un
observador enmascarado (JBH) tomé tres imagenes de la cér-
nea central, y sélo la mas nitida y enfocada se archivé para
analisis. El microscopio especular evalué autométicamente la
densidad delas células endoteliales, el coeficiente de variacién
del tamano celular (una medida objetiva de polimegatismo),
y el porcentaje de hexagonalidad celular (indice de pleomor-
fismo). Ademads, también mide automaticamente el espesor
corneal. El mismo observador enmascarado realizé un ana-
lisis manual de las células endoteliales. Al menos, 75 células
de bordes bien definidos fueron manualmente contadas en un
cuadrado definido de la fotografia, el cual se corresponde con
0,03 mm? de la cérnea real.

Analisis estadistico

Todos los datos se expresaron como valores de medias y des-
viacién estandar (DE). Las diferencias entre los datos pre- y
postinyeccién fueron estadisticamente evaluados mediante
el test de la varianza y valores de P inferiores a 0,01 fue-
ron considerados significativos; para corregir los efectos de
comparaciones multiples se usé el test de Tukey. El andli-
sis estadistico fue realizado mediante el programa GraphPad
InStat version 3.00 for Windows 95, GraphPad Software (San
Diego, CA).

Resultados

El grupo de estudio incluia 12 (46,16%) hombres y 14 (53,84%)
mujeres. La edad media de estos pacientes fue de 68,26 DE
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Tabla 1 - Anilisis morfométrico del endotelio de la cornea antes y después de la inyeccion intravitrea de 0,5mg de

ranibizumab (Lucentis®) en el tratamiento de la
degeneracion macular asociada a la edad

Media y DE (rango)

N=26

Preinyeccién

7 dias postinyeccién 6 meses postinyeccién

Densidad de células endoteliales (cels/mm?)

Coeficiente de variacién del tamano celular 35,19 DE 6,35
(27 a 49)

% Hexagonalidad 51,15 DE 7,30
(32 a 60)

Espesor corneal (pm)

2.339,73 DE 367,08
(1.020 a 2.862)

0,501 DE 0,038
(0,411 a 0,577)

2.322,88 DE 366,33
(1030 a 2844)

2.298,42 DE 387,60
(1001 a 2840)

36,50 DE 7,66 37,53 DE 8,33
(23 a 55) (28 a 55)
51,57 DE 7,74 49,84 DE 8,82
(38 a 66) (32a67)

0,494 DE 0,040
(0,402 a 0,571)

0,507 DE 0,044
(0,411 a 0,571)

DMAE: degeneracion macular asociada a la edad.

5,03 anos (rango: 62 a 80 anos). Quince ojos (57,69%) fueron
faquicos y 11 ojos (42,31%) pseudoafaquicos. Todos los pacien-
tes completaron el periodo de 6 meses de seguimiento. No se
registraron efectos adversos al tratamiento.

Densidad de células endoteliales y morfologia

Todas las mediciones se realizaron antes de la inyeccién y
a los 7 dias y a los 6 meses de la primera inyeccién intravi-
trea de ranibizumab. La media de las densidades de células
endoteliales preinyeccién y a los 7 dias y 6 meses postinyec-
cién fueron 2.339,73 DE 367,08 cél./mm? (rango: 1.020 a 2.862),
2.322,88 DE 366,83 cél./mm? (rango: 1.030 a 2.844) y 2.298,42 DE
387,60 cél./mm? (rango: 1.001 a 2.840) respectivamente (tabla
1). Las medias de los coeficientes de variacién preinyeccién
y a los 7 dias y 6 meses postinyeccién fueron 35,19 DE 6,35
(rango: 27 a 49), 36,50 DE 7,66 (rango: 23 a 55) y 37,53 DE 8,33
(rango: 28 a 55) respectivamente (tabla 1). Las medias de los
porcentajes de hexagonalidad celular preinyeccién y a los 7
dias y 6 meses postinyeccién fueron 51,15 DE 7,30 (rango: 32 a
60), 51,57 DE 7,74 (rango: 38 a 66) y 49,84 DE 8,82 (rango: 32 a
67) respectivamente (tabla 1). Las diferencias no fueron esta-
disticamente significativas en ninguna de las variables en los
diferentes tiempos analizados (p>0,5).

Respecto al efecto de ranibizumab intravitreo sobre el
espesor corneal no encontramos diferencias estadistica-
mente significativas entre las medidas preinyeccién (0,501 DE
0,038 um) y postinyeccién a los 7 dias (0,494 DE 0,040 um) y a
los 6 meses (0,507 DE 0,044 um) (p>0,5) (tabla 1).

Discusion

En este estudio se ha demostrado que la inyeccién intravitrea
de 0,5mg de ranibizumab en pacientes con DMAE no pro-
duce efectos téxicos a nivel del endotelio corneal. No se han
encontrado diferencias estadisticamente significativas entre
los valores pre- y postinyeccién en los tiempos estudiados
(7 dias y 6 meses), en el espesor corneal ni en ninguno de
los parametros morfométricos endoteliales analizados, tales
como densidad de las células del endotelio corneal, coeficiente
de variacién del tamano celular y porcentaje de hexagonalidad
celular.

En nuestro conocimiento, no se ha estudiado mediante
microscopia especular el efecto téxico de ranibizumab sobre

el endotelio de la cérnea en el tratamiento de la DMAE. En
este sentido nuestro estudio tiene ciertas limitaciones rela-
cionadas con el pequeno tamano de la muestra (N=26) y el
amplio rango de la densidad preoperatoria de las células endo-
teliales. Por lo tanto, en este estudio piloto para alcanzar la
significacién estadistica para una potencia de estudio del 80%
y asumiendo un error alfa del 5%, se requerirdn unos 50-60
pacientes siempre que las diferencias encontradas entre los
valores pre- y postinyeccién respecto a la densidad de las célu-
las endoteliales de la cérnea se mantuvieran con la misma
tendencia.

En conclusién, podemos decir que inyecciones intravitreas
repetidas de 0,5mg de ranibizumab para tratamiento de la
neovascularizacién coroidea secundaria a DMAE no tienen
efectos téxicos significativos sobre el endotelio corneal en este
estudio a los 6 meses de seguimiento.
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