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RESUMEN

Propostio:

Comparar la proporcion de bordes comprometidos del resultado histopatologico de pacientes
operados por neoplasia intraepitelial conjuntival (NIC) con la técnica guiada por tincion con
verde lisamina y la técnica quirGrgica convencional en pacientes de la Fundacion
Oftalmologica Nacional.

Metodologia:
Estudio observacional de corte transversal, se incluyeron 98 pacientes que fueron operados
por neoplasia intraepitelial conjuntival entre enero del 2017 y junio del 2019.

Resultados:

La media de edad fue 58 afios (rango 26-82 afios). La distribucion del género fue 46.9%
hombres y 53.1% mujeres. La lateralidad del ojo mas afectado fue el izquierdo en 54.1%.
En el 54.1% de los pacientes la neoplasia abarc6 3 meridianos de extension con referencia al
limbo corneal; el 94.9% present6 compromiso corneal de NIC. La tincion con fluoresceina
fue positiva en la mayoria de pacientes en 92.9%.

En todos los pacientes se uso crioterapia, mientras que en el 50% del total se uso la tincion
intraoperatorio de verde lisamina. El diagndstico histopatoldgico de NIC fue leve 3.1%,
moderado 9.2% y severo en 87.8%, se usé la técnica de plastia libre para cubrir el defecto
conjuntival en el 98%.

El anélisis histopatologico de la neoplasia resecada en el grupo de verde lisamina presentd
bordes libres en 98% y en el grupo control 83.7%, esta asociacion fue estadisticamente
significativa (p0,031).

Conclusion:

La tincion de verde lisamina es Util como guia en la reseccion quirdrgica de neoplasias
intraepiteliales conjuntivales, permitiendo obtener una menor proporcion de bordes
cromprometidos en el resultado histopatologico.

Palabras claves: Neoplasia intraepitelial conjuntival; verde lisamina; histopatologia; bordes
comprometidos



ABSTRACT

Purpose:

To compare the proportion of compromised edges of the histopathological outcome of
patients operated for conjunctival intraepithelial neoplasia (CIN) with the lissamine green
stained technique and the conventional surgical technique in patients of the Fundacion
Oftalmologica Nacional.

Methodology:
A cross-sectional study was conducted, including 98 patients who were operated for
intraepithelial conjunctival neoplasia between January 2017 and June 2019.

Results:

The average age was 58 years (range 26-82 years). The gender distribution was 46.9% men
and 53.1% women. The laterality of the most affected eye was the left one in 54.1%.

In 54.1% of the patients, the neoplasm covered 3 meridians of extension with reference to
the corneal limbus; 94.9% presented CIN corneal commitment. Fluorescein staining was
positive in the majority of patients in 92.9%.

Cryotherapy was used in all patients, while in 50% of the total intraoperative staining of
lissamine green was used. The histopathological diagnosis of CIN was mild 3.1%, moderate
9.2% and severe in 87.8%, the free plasty technique was used to cover the conjunctival defect
in 98%.

Histopathological analysis of resected neoplasia in the lissamine green group showed free
borders in 98% and in the control group 83.7%, this association was statistically significant
(p0.031).

Conclusion:

Lissamine green staining is useful as a guide in the surgical resection of conjunctival
intraepithelial neoplasms, allowing a smaller proportion of compromised edges to be
obtained in the histopathological result.

Keywords: Intraepitelial conjunctival neoplasia; lissamine green; histopathology;
compromised borders



1. INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del problema:

Los tumores conjuntivales incluyen un amplio espectro de neoplasias, desde lesiones
benignas como dermoides conjuntivales, premalignas como neoplasias intraepiteliales y
malignas como los melanomas (1,2). La frecuencia y los tipos de lesiones dependeran de los
factores demograficos como la edad, género y raza, asi como de otros factores entre los que
se encuentran la exposicion a radiacion ultravioleta y el estado del sistema inmune (1).
Aunque han surgido nuevos tratamientos, la excision quirurgica sigue estando vigente y
consiste en la reseccion de tejido anormal a criterio clinico del cirujano y aplicacion de
crioterapia en los bordes de reseccion, con el posterior analisis histopatoldgico del tejido
resecado (3,4). Este procedimiento ha mejorado en el transcurso de los afios con la técnica
de “no tocar” de Shields y la ampliacion de los margenes de reseccion (4). Sin embargo,
existe un porcentaje de casos en los cuales los margenes de reseccion quedan comprometidos
(25.4% seglin Tabin y col. (5)), incrementando el riesgo de recurrencia de la enfermedad
(4,6) y requiriendo tratamientos adicionales para evitar complicaciones como la extension
orbitaria de la neoplasia, descrito por Murthy y cols en el 2017 (7). Entre los tratamientos
adicionales estan descritos el uso de medicamentos topicos (4) y nuevos procedimientos
quirdrgicos, estos ultimos incrementan la carga econdmica para el paciente y/o seguro de
salud, e incrementa también el nimero de visitias al hospital, descritas como 4 en el afio para
los pacientes operados y con 2 visitas adicionales para los pacientes con tratamiento médico
segiin Moon y col (3,5,8).

El uso de tinciones oculares en oftalmologia, permite evaluar la superficie ocular in-vivo y
tenir células degeneradas (9-11). El verde Lisamina es un colorante acido-orgéanico
producido sintéticamente, que puede usarse para la tincion vital de la conjuntiva y cérnea
(12). Se ha descrito como una tincién segura, con pocos efectos adversos y sin toxicidad para
la superficie ocular (12,13). La descripcion del uso de tinciones en cirugia conjuntival es
escasa, Kaji y cols. describieron un caso en Japon, en el cual se emple6 azul de toluidina para
la reseccion de un carcinoma escamocelular difuso con buenos resultados (14).

El proposito de este estudio es comparar los resultados del analisis histopatologico, de los

tejidos obtenidos de pacientes operados de neoplasias conjuntivales, con y sin el uso de verde



lisamina. Esperamos encontrar un menor porcentaje de compromiso de los bordes de

reseccion con el uso de esta tincion.

1.2 Justificacion:

La neoplasia conjuntival es la patologia mas frecuente en la clinica de oncologia ocular de la
Fundaciéon Oftalmologica Nacional. Por ser lesiones premalignas, existe el riesgo que
comprometan tejidos mas profundos y se disemine hacia las cadenas ganglionares por fuera
del globo ocular, es por ello que su reseccion completa es muy importante (15).

Durante la practica clinica y en la literatura, existe un porcentage considerable de pacientes
que requieren tratamientos adicionales, debido a la presencia de bordes de reseccion
comprometidos (5). Estos tratamientos adicionales tendran un impacto negativo en la
economia del paciente y en el sistema de salud (3).

Las tinciones vitales son instrumentos de ayuda diagnostica, econdmicos, seguros y de facil
acceso; tifien células alteradas in-vivo y pueden ser usados como coadyuvantes en cirugia de
neoplasia intraepitelial conjuntival (10,12).

En este estudio proponemos el uso de verde lisamina, como tincion diagndstica y
coadyuvante en el procedimiento quirtirgico, con el fin de delimitar mejor los bordes de la
lesion y conseguir reseccion completa del tumor. El uso de esta tincion vital no extendera el
tiempo de cirugia del paciente y tampoco incrementara el costo. No existen estudios previos
que reporten el uso de verde lisamina en cirugia de neoplasia de la superficie ocular, siendo
este trabajo una idea novedosa que permitird mejorar la efectividad del tratamiento

quirdrgico.

2. MARCO TEORICO:

Los tumores conjuntivales reunen un amplio espectro de neoplasias, dentro de las cuales
encontramos lesiones benignas y otras con caracteristicas premalignas o malignas. La
diferenciacion de estos tumores se hace de acuerdo a los antecedentes médicos y las
caracteristicas clinicas de la lesion evaluada en la lampara de hendidura; por otro lado, la
frecuencia y tipo de tumoracion varia de acuerdo a los aspectos demograficos, estado del

sistema inmune y exposicion cronica a determinados factores ambientales (1,2). Segin



Shields y cols, en uno de los estudios més grandes que describe la frecuencia de los diferentes
tumores en una poblacion de 5002 pacientes, encontré que el 52% presentaban tumores

benignos, el 18% premalignos y 30% malignos (16).

Anatomia de la conjuntiva:

La conjuntiva es una membrana mucosa que cubre la parte anterior del globo ocular, se
extiende desde el borde del parpado y su cara posterior (conjuntiva tarsal), pasando por el
fornix y luego sobre el globo ocular (conjuntiva bulbar). Estd compuesta por un epitelio y
estroma, este ultimo se distribuye en mayor cantidad a nivel del fornix y es mas delgada cerca

al limbo esclerocorneal. El epitelio es de tipo columnar y estratificado escamoso (2).

Lesiones malignas de la superficie epitelial:

Las neoplasias de células escamosas se pueden presentar de dos maneras, aquellas localizadas
en el epitelio corneal que no sobrepasan la membrana basal, conocidas como neoplasias
intraepiteliales conjuntivales (NIC) y carcinomas escamosos, aquellos que han sobrepasado
la membrana basal con riesgo a posterior compromiso sistémico a través de metastasis por
los nédulos linfoideos regionales (2,6). Estas neoplasias escamosas de la superficie ocular
comprenden la tercera causa mas comun de tumores oculares, después del melanoma y
linfoma. Muchos de ellos pueden pasar desapercibidos, debido a su lento crecimiento y a la
ausencia de sintomas (17).

La prevalencia de estos tumores varia entre 0.2 a 12 casos por millon de habitantes al afio.
Existen condiciones que aumentan la frecuencia de estos tumores como la edad alrededor de
los 56 afios, poblacion que vive cerca al ecuador, mayor exposicion a la radiacion ultravioleta
(UV), exposicion al Virus del Papiloma Humano, exposicion a derivados del petréleo, humo
de cigarrillo, quimicos como el arsénico, heridas en la superficie ocular, deficiencia de la
vitamina A, descendencia europea, raza caucasica e infeccion por el Virus de
Inmunodeficiencia Humana (17).

Siendo la radiacion UV-B uno de los principales factores de riesgo, se ha descrito que
produce dafo en el DNA y formacion de dimeros de pirimidina, los cuales producen dafio en

la reparacion celular e inicio de la oncogénesis (17).



Neoplasia intraepitelial conjuntival:

Es uno de los tumores mas frecuentes de la superficie ocular, con una incidencia de 2 — 3
casos por cada 100 000 habitantes (1,6,18). Se describen como lesiones gelatinosas, sésiles
o papilomatosas que pueden extenderse de manera difusa sobre la superficie conjuntival, en
zonas de exposicion como lo es la hendidura interpalpebral, siendo menos frecuentes en el
fornix o conjuntiva palpebral (2,16).

Se emplea también el término de displasia o carcinoma in situ, en donde la displasia no refleja
un compromiso absoluto del epitelio corneal y se puede graduar en leve, moderada y severa,
mientras que en el carcinoma in situ representa el compromiso total del espesor del epitelio
(2).

Debido a que estas lesiones no tienen limites definidos, es posible que la reseccion sea
incompleta con el riesgo de recidivas. A pesar de esto el curso de la mayoria de estas lesiones
es benigno, no presenta tanto riesgo de metastasis y la complicacion mas frecuente es la
recidiva con extension superficial de la enfermedad (18).

Diagnéstico:

Debido a que la conjuntiva es una membrana mucosa expuesta y facil de examinar, el
diagndstico de estas tumoraciones se realiza en un estadio temprano (2). El término NIC
abarca distintos grados de displasia y carcinoma in situ, consideradas lesiones premalignas
ya que no han sobrepasado la membrana basal epitelial (18), pero existe el riesgo de
malignizacion a carcinoma escamo-celular con el pasar de los afios (16).

El diagndstico se hace inicialmente por la apariencia clinica durante el examen bajo lampara
de hendidura (19), se ha descrito el empleo de tinciones vitales durante la consulta
oftalmoldgica como un coadyuvante diagnostico en la sospecha de lesiones premalignas o
malignas (20,21).

Tinciones vitales:

Las tinciones mas usadas en la consulta oftalmoldgica son la fluoresceina, verde lisamina y
rosa bengala. La fluoresceina se considera la tincion mas importante y util para lesiones
corneanas mientras que el verde lisamina y rosa bengala como las mas utiles para evaluar
conjuntiva (10)(21).

El verde lisamina se introdujo en el afio 1973 por Norn (10), es un colorante acido-orgénico
producido sintéticamente, que puede usarse para la tincion vital de la conjuntiva y cornea,

siendo bien toleradas por el paciente (12), esta tincion no tifie las células sanas, no es toxica
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y es ideal para la deteccion de células degeneradas o células muertas, a diferencia de la rosa
de bengala, que puede tefiir células sanas o en proliferacion epitelial, viabilidad afectada y
que ademas produce mayor prurito que el verde de lisamina (10). Esta tincion contiene 2
grupos aminofenoles, no se ha reportado que sea teratogénica o carcinogénica cuando se
utiliza en concentraciones tipicas de las preparaciones oftalmicas (12).

Diagnosticos diferenciales:

Los diagnosticos diferenciales son otras tumoraciones conjuntivales, como pterigion y nevus
amelanociticos; siendo el analisis histopatoldgico, el método mas preciso para diferenciarlos
(19,21). El estandar de referencia diagndstico es el examen histopatologico por biopsia
excisional (19,21).

Tratamiento:

Existen diferentes opciones de tratamiento para estas lesiones. La quimioterapia topica
usando 5-fluorouracilo o Mitomicina C, inmunoterapia topica, uso topico o subconjuntival
de interferon alfa 2-b, han adquirido gran popularidad en los ultimos anos. También esta
descrito el uso de medicacion tdpica antiviral o terapia fotodindmica.

Otra alternativa terapéutica es la escision completa del tumor usando la técnica de “no tocar”
descrita por los doctores Shields, para evitar el riesgo potencial de diseminacion. Esta técnica
comprende la reseccion del tejido engrosado y con caracteristicas anormales con margenes
amplios de reseccion de hasta 4 mm de conjuntiva libre de tumor a criterio clinico del
cirujano, la cual se complementa con el uso de crioterapia en los bordes de reseccion como
tratamiento adyuvante (1,4).

La presencia de margenes de reseccion comprometidos en el andlisis de histopatologia es
frecuente (6), tal como lo describe Tabin y colaboradores (1996) donde encontraron una
prevalencia de este compromiso en el 25.4% de los pacientes considerandose el factor mas
importante de recurrencia de la neoplasia (5).

Las neoplasias conjuntivales pueden manifestarse como estructuras semi transparentes
dificiles de diferenciar de la conjuntiva sana (11) y algunas series reportan elevadas tasas de
recurrencia tras la excision quirurgica de la tumoracion, alcanzado un 33% a los 10 afios
segun describe Besley y col (22) 0 10% al afio y 21% a los 5 afos de la cirugia, segin Galor
y col (4). Estos pacientes requerirdn tratamientos adicionales para controlar la enfermedad

(6,7).
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El tratamiento médico se puede usar como terapia inicial quimioreductor, o de manera
adyuvante en caso de que haya bordes de reseccion comprometidos, con la finalidad de
eliminar cualquier remanente de neoplasia y evitar la recurrencia. Entre los efectos adversos
que encontramos con estos medicamentos tenemos: Blefaritis, conjuntivitis, queratoplastia
punteada superficial, epifora y molestias oculares; con menor frecuencia se ha reportado
disfuncion de células limbares, haze corneal, catarata (23) y en casos mds severos, Ulcera
corneal y perforacion.

Nanji y colaboradores compararon los costos entre el tratamiento médico y quirargico, en 98
pacientes con diagnostico de neoplasia escamosa de la superficie ocular, encontrando un
costo-efectividad similar con ambos tratamientos (8). En otro estudio, con la misma
poblaciéon, Moon y cols encontraron que los costos de ambos tratamientos eran similares,
dependiendo del plan de salud del paciente, ademas los pacientes con tratamiento médico
requerian 2 visitas adicionales al afio comparado con el grupo quirtrgico (3).

La cirugia es un tratamiento que en la actualidad sigue dando buenos resultados (11), en
nuestro medio sigue cumpliendo un rol fundamental en el manejo de esta patologia, debido
a que el tratamiento médico con sus costos y dificultad de disponibilidad no estan al alcance

de todos los pacientes y no son entregados con facilidad por los seguros médicos.

3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Cual es la proporcion de bordes comprometidos en el resultado histopatologico de pacientes
operados por neoplasia intraepitelial conjuntival con la técnica guiada por tincion con verde
lisamina comparado con la técnica quirurgica convencional en pacientes de la Fundacion

Oftalmologica Nacional?

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general:
Comparar la proporcion de bordes comprometidos del resultado histopatoldgico de pacientes

operados por neoplasia intraepitelial conjuntival con la técnica guiada por tincion con verde
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lisamina y la técnica quirtirgica convencional en pacientes de la Fundacion Oftalmologica

Nacional.

4.2 Objetivos especificos:

1. Describir las caracteristicas demograficas de los pacientes operados por neoplasia
intraepitelial conjuntival en la Fundacion Oftalmologica Nacional.

2. Describir las caracteristicas clinicas de la lesion conjuntival de los pacientes
sometidos a cirugia por sospecha de neoplasia intraepitelial conjuntival.

3. Describir los resultados histopatoldgicos de los pacientes operados por neoplasia
intraepitelial conjuntival.

4. Determinar la proporcion de bordes comprometidos de los especimenes obtenidos por
las diferentes técnicas quirurgicas.

5. Comparar la proporcion de bordes libres del resultado de histopatologia de ambos

grupos.

5. METODOLOGIA

5.1 Tipo y disefio de estudio:

Estudio observacional de corte transversal, analitico. Se revisara la informacion de las
historias clinicas de pacientes de la Fundacion Oftalmologica Nacional, que hayan sido
sometidos a cirugia por diagndstico clinico de NIC.

Se incluiran los pacientes operados por técnica quirdrgica convencional y en los que se haya
utilizado verde lisamina como guia para reseccion del tejido conjuntival patolégico, que
cuenten con la informaciéon completa en la historia clinica y reporte de patologia con mencioén
de estado de bordes de la lesion.

La informacion de las historias clinicas se consignara en Excel v.15.33. Se incluiran variables
cualitativas codificadas y cuantitativas, de los hallazgos clinicos prequirargicos y resultado
del reporte de patologia. Los datos personales seran codificados para que no pueda ser

identificado el sujeto de estudio.

5.2 Poblacion:

e Poblacion de referencia: Pacientes de la Fundacion Oftalmolégica Nacional.
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e Poblacion objetivo: Pacientes operados de neoplasia intraepitelial conjuntival.
e Poblacion accesible: Pacientes operados de neoplasia intraepitelial conjuntival

entre enero del 2017 y junio del 2019 en la Fundacion Oftalmologica Nacional.

5.3 Marco muestral:

La poblacion de estudio serd seleccionada de los registros de cirugia de la Fundacion
Oftalmologica Nacional, realizando un filtro en el sistema de acuerdo al tipo de
procedimiento quirargico. Se incluird de forma consecutiva la informacion de pacientes
sometidos a cirugia por cada técnica, hasta completar el nimero de la muestra calculada.
Para la seleccion de los sujetos se aplicaran los criterios de inclusion y exclusion descritos
mas adelante. Se incluirdn solo pacientes operados por el Dr. Pedro Felipe Salazar,
oftalmologo oncdlogo de la Fundacion Oftalmoldgica Nacional.

El calculo del tamaio de la muestra se realizo en el programa estadistico Epidat 3.1; modulo

de muestreo, para comparacion de proporciones de grupos independientes.

Parametros para calculo del tamafio de la muestra:
e Proporcion esperada en poblacion 1: 25,0% *
e Proporcion esperada en poblacion 2: 5,0% **
e Razdn entre tamafios muestrales: 1,00

e Nivel de confianza: 95,0%

Potencia (%) Tamafio de la muestra
Poblacion 1 Poblacion 2 Total
80,0 49 49 98

* Poblacion 1, corresponde a la proporcion de bordes comprometidos esperados en sujetos
operados con la técnica quirurgica convencional, segiin el estudio de Geoffrey Tabin y cols
(5).

** La proporcion de la poblacion 2 se estim6 segun la experiencia clinica del Dr. Pedro Felipe
Salazar en un 5%.

La muestra total serd de 98 ojos; 49 ojos operados con la técnica quirdrgica convencional y

49 ojos operados con técnica guiada con verde lisamina.
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5.4 Criterios de seleccion:

5.4.1 Criterios de inclusion:
e Pacientes mayores de 18 afios, sometidos a cirugia por diagnostico de neoplasia
intraepitelial conjuntival, operados por el Dr. Pedro Felipe Salazar entre enero del
2017 y junio del 2019.
e Informacion completa en la historia clinica.

e Reporte de patologia con mencidn del estado de bordes de la lesion.

5.4.2 Criterios de exclusion:

e Pacientes con diagnostico de ojo seco severo o hallazgos descritos en el reporte de
historia clinica como: Queratitis punteada severa, OSDI puntaje >30, puntaje de
tincion corneal con fluoresceina o rosa de bengala > a III en escala de Oxford y tiempo
de ruptura lagrimal alterado (tiempo de ruptura <10 segundos, test de schirmmer
menor a 10 mm (en 5 minutos)) y osmolaridad > 310 mOsm.

e Pacientes con neoplasia intraepitelial conjuntival con extension mayor a un cuadrante

ocular.

5.5 Variables:

Tabla 1. Definicion de variables

DEFINICION DEFINICION UNIDAD DE POSIBLES
VARIABLE ESCALA
CONCEPTUAL OPERATIVA MEDIDA VALORES
Afios
transcurridos o B
Cuantitativ ) Afos
Edad desde el Continua .
a cumplidos

nacimiento hasta

la fecha actual

Masculino (1)
Género Identidad sexual | Cualitativa | Nominal _
Femenino (2)
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Ojo derecho (1)

. Lado del ojo o Nominal
Lateralidad Cualitativa | ‘ Ojo izquierdo
evaluado dicotomica
(2)
Zonas horarias
Extension | que compromete )
. o Nominal
enzonas | lalesion tomando | Cualitativo o 1,2,3
‘ ‘ politomica
horarias como referencia
el limbo corneal
‘ Si la neoplasia
Compromis . o Nominal
sobrepasa limbo | Cualitativo | ) Si(1)/No (2)
o corneal dicotomica
corneal
Tinci6n de la ‘
Fluorescein . o o Nominal
lesion conjuntival | Cualitativa | ) Si(1)/No (2)
a dicotomica
con este colorante
Si se uso
_ _ crioterapia en o Nominal
Crioterapia o Cualitativo | ‘ Si(1)/No (2)
procedimiento dicotomica
operatorio
Verde Tincion ocular o Nominal
o ‘ Cualitativa | ‘ Si(1)/No (2)
lisamina usada en cirugia dicotémica
Técnica empleada Plastia libre del
o para cubrir el o Nominal ojo(1)/
Plastia libre Cualitativa | ‘ .
defecto dicotomica afrontamiento
conjuntival (2)
Resultado del . NIC Leve (1),
o Ordinal
Patologia examen Cualitativa o moderado (2) o
‘ . politomica
histopatologico severo (3)
Margen de | Bordes de biopsia . Libre (1) o
‘ ‘ o Nominal .
reseccion en analizado por Cualitativa | ‘ comprometido
i ) dicotémica
técnica histopatologia (2)
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convencion

al

Margen de

reseccion en | Bordes de biopsia Libre (1) o
) Nominal
técnica con analizado por Cualitativa comprometido
) dicotomica
verde histopatologia (2)

lisamina

5.6 Hipotesis:

5.6.1 Hipétesis nula: La proporcion de bordes comprometidos del resultado histopatolégico
de pacientes operados por neoplasia intraepitelial conjuntival con la técnica guiada por
tincion con verde lisamina es igual al resultado de la técnica convencional.

5.6.2 Hipotesis alterna: La proporcion de bordes comprometidos del resultado
histopatologico de pacientes operados por neoplasia intraepitelial conjuntival con la técnica

guiada por tincidon con verde lisamina es diferente al resultado de la técnica convencional

5.7 Plan de analisis estadistico

Se realizard un andlisis univariado con descripcion de frecuencias absolutas y porcentajes
para las variables categoricas. Se explorard la normalidad de las variables cuantitativas
mediante el test estadistico de Kolmogorov Smirnov. Las variables cuantitativas continuas
con distribucion normal seran descritas como media y desviacion estandar; las variables
cuantitativas con distribucion no normal serdn descritas como mediana y rango
intercuartilico. La comparacion de proporciones se realizard mediante el test estadistico chi?.
El analisis estadistico sera realizado con el programa estadistico SPSS v21.

Control del sesgo

Se incluiran pacientes operados por un solo cirujano para evitar modificaciones en la técnica
quirargica que puedan influenciar en la reseccion de la neoplasia y su resultado
histopatologico.

Los sesgos de seleccion se controlaran incluyendo todos los sujetos elegibles en el estudio,
ademas la inferencia del presente estudio se hard inicamente hacia los pacientes operados
por el Dr. Pedro F. Salazar, cualquier uso de estos datos sera revisado bajo el criterio de la

persona tratante.
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El control de sesgo se realizard en la seleccion de los pacientes; se excluiran los pacientes
con neoplasia intraepitelial conjuntival que comprometan mas de un cuadrante ocular,
tomando como referencia el limbo corneal, debido a que en lesiones mas grades aumenta el
grado de dificultad al retirar el tumor, pudiendo dejar bordes de reseccion comprometidos.
Esto evitaria que los sujetos fuesen clasificados erroneamente.

Seran excluidos los pacientes con 0jo seco severo (segun criterios de exclusion) debido a que
la alteracion de la superficie ocular puede confundir el resultado de la tincion, por eso, se

verificara este diagndstico y descripcion clinica en las historias de los pacientes.

5.8 Proceso de recoleccion de la informacion:

Se filtraran los pacientes que hayan sido operados por el Dr. Pedro Salazar y que se les haya
realizado el procedimiento de: “Reseccion de tumor maligno de la conjuntiva”, de la base de
datos del registro diario de cirugia. Se realizard una nueva base de datos en Excel para
recolectar los pacientes que cumplan los criterios de inclusion y exclusion.

La base de datos serd manipulada por un solo integrante del equipo investigador, y cada vez
que la base de datos sea manipulada se revisara de forma aleatoria 3 registros previos, para
confirmar que los datos estén correctos.

Los datos seran guardados de manera confidencial, los datos personales seran codificados
para que no pueda ser identificado el sujeto de estudio, solo el investigador tendra acceso a
esta informacion. Los investigadores haran uso del usuario y contrasefia brindado por la

Fundacion Oftalmolédgica Nacional para acceder a las historias clinicas y recolectar los datos.

6. ASPECTOS ETICOS

Los investigadores se adhieren, a los principios éticos para investigaciones médicas en seres
humanos, bajo la Declaracion de Helsinki — 2013  Asamblea General. A las regulaciones
locales del Ministerio de Salud de Colombia Resolucion 8430 de 1993 en lo concerniente al
Capitulo I “De los aspectos éticos de la investigacion en seres humanos”, la presente
investigacion es clasificada “Sin riesgo: El cual se define como estudios que emplean
técnicas y métodos de investigacion documental restrospectivos y aquellos en los que no se
realiza ninguna intervencion o modificacion intencionada de las variables biologicas,

fisiologicas, psicologicas o sociales de los individuos que participan en el estudio, entre los
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que se consideran: Revision de historias clinicas, entrevistas, cuestionarios y otros en los

que no se le identifique ni se traten aspectos sensitivos de su conducta”.

Se limitara el acceso de los instrumentos de investigacion Unicamente a los investigadores

segun Articulo 8 de la Resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de Salud.

Sera responsabilidad de los investigadores el guardar con absoluta reserva la informacion

contenida en las historias clinicas y a cumplir con la normatividad vigente en cuanto al

manejo de la misma reglamentados en los siguientes: Ley 100 de 1993, Ley 23 de 1981,
Decreto 3380 de 1981, Resolucion 008430 de 1993 y Decreto 1995 de 1999.

Una vez el Comité de Etica en Investigacion - FUNDONAL de aprobacion al protocolo, se

solicitara al Comité de Historias Clinicas, permiso para la revision de las historias que

cumplan con los criterios de inclusion.

No existe ningun conflicto de interés por parte de los autores del estudio que deba declararse.

7. ADMINISTRACION DEL PROYECTO

7.1 Cronograma:

Actividades
propuestas

Tiempo en meses

5

6

7

8

10

11

12

Elaboracion
del
protocolo

Recoleccion
de datos

Analisis de
datos

Presentacion
del reporte
final

Preparacion
de
publicacion

Revision de
la literatura
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7.2 Presupuesto:

Rubros Fundonal

Asesoria, Publicacién $2,800,000.00

Papeleria $ 500,000.00

Comité de ética $ 4,100,000.00

Total $ 7,400,000.00
8. RESULTADOS:

Se reviso la historia clinica de 98 pacientes que fueron operados por neoplasia intraepitelial
conjuntival con la técnica quirirgica guiada por tincién con verde lisamina y la técnica
quirdrgica convencional (sin verde lisamina) en clinica de oncologia de la Fundacion
Oftalmologica Nacional entre el afio 2017 y 2019.

Las caracteristicas demograficas de la poblacion total estan descritas en la tabla 1. La media
de edad para el total de pacientes fue de 57.8 afos (rango de 26-82 anos), la media de edad
en el grupo con verde lisamina fue de 58 afios (rango de 26-82 afios) mientras que para el
grupo sin verde lisamina fue de 57.5 afios (rango de 30-79 afios).

La distribucion con respecto al género en el grupo con verde lisamina fue de hombres 51%
y mujeres 49%, en el grupo sin verde lisamina fue de hombres 42.9% y mujeres 57.1%.

Las caracteristicas clinicas oftalmoldgicas de la poblacion total estan descritas en la tabla 2.
La lateralidad del ojo afectado fue mayor en el ojo izquierdo para ambos grupos, siendo en
el grupo con verde lisamina de 46.9% en el derecho y 53.1% en el izquierdo, mientras que
en el grupo sin verde lisamina fue de 44.9% en el derecho y 55.1% en el izquierdo.

En la mayoria de los casos las neoplasias ocuparon 3 meridianos de extension con referencia
al limbo corneal en ambos grupos, siendo un 59.2% en el grupo con verde lisamina y 49%
en el grupo sin verde lisamina; asi también el compromiso corneal fue frecuente en ambos

grupos, con 93.9% en el grupo con verde lisamina y 95.5% en el grupo sin verde lisamina.
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La tincién con fluoresceina en el exdmen clinico previo a la cirugia fue similar en ambos
grupos y la tincion fue positiva para la mayoria de pacientes, con 93.9% en el grupo con
verde lisamina y 91.8% en el grupo sin verde lisamina.

En el 100% de los pacientes de ambos grupos se uso la crioterapia como tratamiento
coadyuvante en la reseccion de la neoplasia, mientras que en el 50% del total pacientes se
uso la tincion intraoperatorio de verde lisamina, de estos pacientes la mayoria presento
diagnostico histopatoldgico de neoplasia intraepitelial conjuntival severa, siendo en 81.6%
en el grupo con verde lisamina y 93.9% en el grupo sin verde lisamina, y se uso la técnica de
plastia libre para cubrir el defecto conjuntival en el 98% de los pacientes de ambos grupos.
En el analisis histopatologico de la neoplasia resecada quirurgicamente de ambos grupos, se
encontro que en el grupo de verde lisamina los bordes libres fueron del 98% y en el grupo

sin verde lisamina fue de 83.7% (Tabla 3).

Tabla 1. Caracteristicas demograficas (n=98)

Variables % Media Rango
Edad/afios 57.8 26-82
Género H/M 46.9/53.1

Tabla 2. Caracteristicas oftalmoldgicas (n=98)

Variables Valores Porcentajes %
Lateralidad Derecho/lzquierdo 45.9/54.1
Extension de la lesion Meridianos 1,2y 3 18.4/27.6/54.1
Compromiso corneal Si/No 94.9/5.1
Tincidn con fluoresceina Si/No 92.9/3.1
Uso de crioterapia Si 100
Recubrimiento plastia libre Si/No 98/2
Histopatologia Leve/Moderado/Severo 3.1/9.2/87.8
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Tabla 3. Estado de los bordes de reseccién en histopatologia (n=98)

Bordes
. . Total
Libres Comprometidos

Recuento 48 1 49
Si Porcentaje 98,0% 2,0% 100,0%

% del total 49,0% 1,0% 50,0%

Tincion VL

Recuento 41 8 49
No Porcentaje 83,7% 16,3% 100,0%

% del total 41,8% 8,2% 50,0%

VL = Verde lisamina

Analisis Bivariado

El uso de tincion de verde lisamina intraoperatorio se asocié con una mayor proporcion de
bordes libres en el resultado de histopatologia en pacientes operados por neoplasia
intraepitelial conjuntival, encontrdndose una diferencia estadisticamente significativa (p

0,031).

Tabla 4. Analisis bivariado
Bivariado Variable Test Significancia

Compromiso de bordes Si/No Fisher 0,031

9. DISCUSION:

El verde lisamina es un colorante acido-organico que puede usarse para la tincion vital de la
conjuntiva y cornea (12), se ha descrito como una tincidon segura, con pocos efectos adversos
y sin toxicidad para la superficie ocular (12,13) Su utilidad se debe a que sirve como
coadyuvante en el diagnodstico clinico, permite delimitar los bordes de neoplasias

conjuntivales de manera eficaz y tiene buena tolerabilidad (10,24).
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La descripcion del uso de tinciones vitales en cirugia conjuntival es escasa, Kaji y cols.
describieron un caso en Japon, en el cual se empled azul de toluidina para la reseccion de
carcinoma escamocelular difuso con el cual se permitié una adecuada delimitacion de la
neoplasia y su posterior reseccion completa con buenos resultados (14).

En la literatura, no hay publicaciones que describan el uso de verde lisamina como
coadyuvante quirurgico y su relaciéon con los bordes de reseccion en las neoplasias
intraepiteliales conjuntivales.

Este estudio provee informacion sobre el uso de verde lisamina como coadyuvante quirirgico
en un grupo de pacientes de un centro oftalmolédgico de referencia en Bogota — Colombia y
la proporcion de bordes de reseccion comprometidos al compararse con la técnica quirurgica
convencional.

Los datos demograficos encontrados en este estudio fueron similares a los encontrados en el
estudio de Shields y col. en el 2016 quienes describieron las caracteristicas demograficas de
5002 pacientes en Estados Unidos (16); la edad en este ultimo fue divido por grupos etareos
y el mayor porcentaje de pacientes se encontraban alrededor de los 60 afios, la distribucion
del género fue diferente en el estudio de Shields, con un 74% de hombres, mientras que en
nuestro estudio fue de 46.9%.

La lateralidad del ojo afectado no es descrita con frecuencia en los estudios clinicos, debido
a que esta no infiere en las caracteristicas clinicas de la neoplasia y su localizacién dependera
mas de factores ambientales, como la exposicion a la radiacion ultravioleta.

La extension de la lesion conjuntival la describimos de acuerdo a las zonas horarias que
comprometia, tomando como referencia el limbo corneal. Encontramos que en la mayoria de
los casos esta ocupaba 3 zonas horarias, conformando un cuadrante conjuntival, que con
frecuencia correspondia a los cuadrantes mas expuestos como lo son el nasal y temporal,
hallazgo similar encontrado por Shields y col, quienes describieron que las neoplasias
intraepiteliales conjuntivales se encontraban con mayor frecuencia en el cuadrante nasal 42%
y temporal 41%.

El compromiso corneal fue un hallazgo frecuente en nuestro estudio y en el de Shields y col,
estos ultimos encontraron compromiso en un 88% de los pacientes, mientras que en nuestro
grupo fue del 94.9% para el total de pacientes.

La tincion vital de fluoresceina sodica, al igual que la verde lisamina, tifie células

desvitalizadas o defectos del epitelio corneo-conjuntival, pero requiere de un filtro de luz
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especial (azul de cobalto) para resaltar los lugares de tincion y por su menor contraste sobre
la superficie conjuntival, no se observa bien en lesiones localizadas en este tejido (9,10); por
eso no se us6 como coadyuvante para demarcar las lesiones conjuntivales en el
intraoperatorio de este estudio. Nuestro grupo de pacientes fue evaluado previamente al
proceso quirtrgico en la consulta de oncologia ocular y un 92.9% presentd tincion positiva
con fluoresceina.

El 100% de pacientes recibio crioterapia durante el procedimiento quirurgico, este se ha
descrito como coadyuvante para reducir el nuimero de recaidas, sobre todo en pacientes que
hayan presentado bordes de resecciéon comprometidos (4,6,25).

Se ha descrito el autoinjerto de conjuntiva, deslizamiento conjuntival o el uso de membrana
amniotica para cubrir el defecto conjuntival producido por la escision quirargica de la
neoplasia, ambas técnicas con buenos resultados (4,6,8); en nuestro estudio el 98% de los
pacientes fue operado con autoinjerto de conjuntiva y 2% con deslizamiento conjuntival, ya
que el uso de membrana amniotica implicaria un gasto adicional al sistema de salud y no
tendria mayor beneficio en estos pacientes.

El 87.8% de los pacientes presentd6 un grado de displasia severa en el examen de
histopatologia y esto se debe a que conforme la enfermedad progresa, las células se van
diferenciando cada vez menos y al ser una enfermedad asintomadtica los pacientes son
diagnosticados e intervenidos en estadios mas tardios (26).

En la mitad de los pacientes de este estudio se uso el verde lisamina con la finalidad de
delimitar mejor los bordes de la neoplasia y resecar completamente el tumor. El 98% de los
pacientes presentd bordes de reseccion libres, mientras que el 2% tuvo los bordes de
reseccion comprometidos; por otro lado, en el resto de los pacientes, en los cuales no se uso
el verde lisamina como coadyuvante intraoperatorio, el 83.7% presento bordes de reseccion
libres y el 16.3% bordes comprometidos, presentando una diferencia estadisticamente
significativa (p <0.031) al compara estas dos proporciones. No podemos comparar los
resultados de este estudio con otros debido a que no estan reportados en la literatura.

La tincion de verde lisamina se aplico 3-4 minutos antes de la cirugia usando una
presentacion de solucion en frasco de gotas; la experiencia con el verde lisamina fue de ser
una tincidn segura para usar en procedimientos quirdrgicos, durante el intraoperatorio y en

el seguimiento de los pacientes no se presentaron molestias ni reacciones adversas.
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Debido a la facilidad en el acceso, seguridad, uso y resultados positivos del verde lisamina,
como coadyuvante quirdrgico en la reseccion de neoplasias conjuntivales, recomendamos su
uso en los casos en donde clinicamente es dificil distinguir los limites de la lesion, con la
finalidad de optimizar los resultados quirurgicos.

Nuestro estudio tiene 2 limitaciones importantes. La primera es que, en el andlisis
histopatologico del tumor resecado, no se analizan todos los bordes de reseccion, esto seria
técnicamente imposible debido a la extension del tumor en el analisis histopatologico. El
andlisis se realizé de acuerdo a los estandares y técnicas internacionales, en donde se toman
bordes aleatorios y representativos de cada sector de la muestra histopatologica. La segunda
limitacion es la naturaleza retrospectiva de este estudio. Un ensayo controlado aleatorizado
nos podria brindar resultados con mayor control e impacto.

En conclusion, se encontrd una menor proporcion de bordes comprometidos en los resultados
de histopatologia de los pacientes operados por la técnica guiada por verde lisamina
comparado con la técnica quirdrgica convencional y esta diferencia fue estadisticamente

significativa.
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