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RESUMEN

Objetivo: evaluar los cambios morfolégicos del plexo nervioso sub-basal epitelial
corneal en ojos de pacientes diabéticos y su relacion con la gravedad de la retinopatia
diabética.

Método: se realizé un estudio descriptivo, de corte transversal que incluyé 39 ojos de
21 pacientes con diagndéstico de diabetes mellitus tipo 2, el cual quedé conformado en:
Grupo 1: pacientes sin retinopatia diabética, Grupo 2: retinopatia diabética no
proliferativa, Grupo 3: retinopatia diabética proliferativa y el Grupo control con 38 ojos
de 19 sujetos sanos. A todos se les realizd el examen de microscopia confocal para el
estudio de la neuropatia diabética corneal analizando 4 parametros que fueron: el
nuamero de fibras, nimero de arrosariamiento, patrén de ramificacion y tortuosidad de
la fibra.

Resultados: el numero de fibras, el de arrosariamiento y el patrén de ramificacion
disminuyeron significativamente en pacientes diabéticos con respecto al grupo control
(p < 0,001, p < 0,001y p < 0,001 respectivamente). La tortuosidad de la fibra se
encontré aumentada en pacientes diabéticos con respecto al grupo control. Se observo
que a medida que progresa la retinopatia diabética existe una disminucién en cuanto al
numero de fibras y el arrosariamiento.

Conclusiones: existen cambios morfoldgicos del plexo nervioso sub-basal epitelial en
ojos de pacientes diabéticos con respecto a los sujetos sanos. Estas alteraciones se
hacen mas severas a medida que aumenta la gravedad de la retinopatia diabética.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the morphological changes of the sub-basal epithelial corneal
nerve plexus in eyes of diabetic patients and their relation with the severity of diabetic
retinopathy.

Method: A descriptive cross-sectional study was carried out, including 39 eyes from
21 patients diagnosed with type 2 diabetes mellitus. Group 1 included patients without
diabetic retinopathy; Group 2, non-proliferative diabetic retinopathy; Group 3,
Proliferative diabetic retinopathy; and the Control group, with 38 eyes of 19 healthy
subjects. All were submitted to the confocal microscopy examination for the study of
corneal diabetic neuropathy by analyzing 4 parameters: number of fibers, beading
grading, branching pattern and fiber tortuosity.

Results: The numbers of fibers and beading grading, and the branching pattern
decreased significantly in diabetic patients compared to the control group (p < 0.001,
p<0.001 and p < 0.001, respectively). The fiber tortuosity was found to be increased
in diabetic patients compared to the control group. It was observed that as the diabetic
retinopathy progresses there is a decrease in the number of fibers and beading
grading.

Conclusions: There are morphological changes of the sub-basal epithelial nerve
plexus in the eyes of diabetic patients with respect to healthy subjects. These
alterations become more severe as the severity of diabetic retinopathy increases.

Keywords: corneal confocal microscopy; sub-basal epithelial plexus; diabetic
retinopathy.

INTRODUCCION

La cérnea es el tejido mas densamente inervado del cuerpo humano,?! suplido por
fibras nerviosas sensoriales provenientes de los nervios ciliares que son ramas
terminales de la divisién oftalmica del nervio trigémino.2 El plexo nervioso sub-basal
corneal se caracteriza por ampliaciones axonales localizadas o arrosariamientos, los
cuales son acumulos de mitocondrias y particulas de glicégeno situadas en la periferia
de los troncos nerviosos.>5.

La arquitectura de los nervios corneales ha sido estudiada usando microscopios Opticos
y electronicos.” Su uso en combinacién con técnicas histoquimicas e
inmunohistoquimicas ha proporcionado un mayor entendimiento de la inervacion
corneal con respecto a la distribucion y anatomia ultraestructural de las fibras
nerviosas, terminales axonicas y tipos de neurotransmisores.* Estos estudios tienen la
limitacion de haber sido realizados en tejido corneal obtenido de ojos enucleados o de
cadaveres, y es por esto que son afectados por la aparicién de artefactos resultantes
del tejido procesado y posmorten o ex vivo.



La microscopia confocal in vivo (MCIV) es una novedosa técnica que realiza secciones
6pticas de la cérnea humana viviente a través de todo su grosor, mostrando imagenes
seriadas con gran resolucién y contraste.® Su naturaleza no invasiva © permite el
analisis de la microestructura corneal en estado fisiologico evitando los artefactos
asociados a los estados ex vivo.®

El plexo nervioso sub-basal epitelial esta involucrado en diferentes enfermedades
sistémicas como la diabetes mellitus.'%1! Segun la Organizacién Mundial de la Salud,
aproximadamente 171 millones de personas sufrian de diabetes mellitus en el afio
2000, y se estim6 que este nimero se duplicaria para el afio 2030.113

El propdsito de este estudio es emplear la microscopia confocal con el objetivo de
evaluar las alteraciones morfolégicas observadas en el plexo nervioso sub-basal
epitelial corneal en ojos de pacientes diabéticos y su relacion con diferentes estadios
de retinopatia diabética.

METODO

Se realizé un estudio descriptivo, de corte transversal en la consulta especializada de
Cérnea del Servicio de Oftalmologia del Hospital "Hermanos Ameijeiras" de La Habana
en el periodo de un afio (abril 2014-2015).

Se seleccionaron los pacientes con diagndéstico de diabetes mellitus tipo 2. Fueron
excluidos los casos con cirugia ocular previa y con opacidad corneal. La muestra del
estudio incluy6 los pacientes con diagnodstico de diabetes mellitus tipo 2, segun los
criterios antes expuestos. Se tomé como grupo control a voluntarios sanos, para
comparar los parametros con la muestra que quedd conformada por los siguientes
grupos:

Grupo 1: Diabéticos sin retinopatia diabética.

Grupo 2: Diabéticos con retinopatia diabética no proliferativa.
Grupo 3: Diabéticos con retinopatia diabética proliferativa.
Los parametros (o variables) estudiados fueron:

Numero de fibras nerviosas: se definié como la suma de troncos nerviosos por imagen,
calculados manualmente. Las anastomosis (uniones nerviosas cortas, perpendiculares)
y ramas nerviosas no fueron consideradas. Se clasific6 como normal el valor
encontrado en sujetos sanos. En los casos por encima o por debajo, se consideré como
aumentado o disminuido respectivamente.

Numero de arrosariamiento (beading): nimero de puntos hiperreflectivos, bien
definidos que protruyen a ambos lados de la fibra nerviosa, calculados manualmente
en una distancia de 100 P de una fibra. Se clasific6 como normal al valor encontrado
en sujetos sanos. En los casos por encima o por debajo, se consider6 como aumentado
o disminuido respectivamente.



Patron de ramificacion: se define como el mayor nimero de ramificacion, considerando
solo una fibra por imagen. Se clasificé con el sistema propuesto por Midena y otros.*

Tortuosidad de la fibra: se definié considerando simultaneamente la frecuencia y
amplitud de los cambios en la direccion de la fibra nerviosa. Se clasificoé con el sistema
propuesto por Olivera-Soto y Efrom.

A todos los pacientes se les realizé un examen oftalmolégico. La retinopatia diabética
fue clasificada de acuerdo a la propuesta del estudio clinico controlado Early Treatment
Diabetic Retinopathy Study (ETDRS).1°

El examen de microscopia confocal in vivo se realizé con el Confoscan 4 (CS4), el cual
proporciona imagenes bidimensionales con una resolucion lateral de 0,6 um / pixel. El
campo de vision examinado por el equipo es un area de (X, y) 460 x 345 um (158
700 pm?).

Fueron seleccionadas y almacenadas digitalmente 3 imagenes de las mas
representativas y mejor enfocadas del plexo nervioso sub-basal epitelial.

RESULTADOS

Se analizaron las imagenes de 21 pacientes diabéticos y 19 sanos. No existieron
diferencias significativas en cuanto a la edad, el sexo y el color de la piel (p > 0,05), lo
que demostré la homogeneidad entre los 2 grupos y permite su comparacion. Se
encontraron diferencias significativas entre pacientes diabéticos y sanos con respecto a
la densidad de fibras, 2,5 + 1,0 vs. 6,9 =+ 1,6 (p < 0,001) y el arrosariamiento 8,4 =+
3,4 vs. 6,3 = 1,8 (p < 0,001) respectivamente (tabla 1), a diferencia de los valores
encontrados en los voluntarios sanos que fue de 16,3 *+ 1,8, lo que demostré una
disminucién altamente significativa de los valores del nUmero de arrosariamiento (p <
0,001).

Tabla 1. Estadisticos descriptivos de la densidad de fibras y el arrosariamiento
segun grupo de estudio

Variables Estadisticos = Diabéticos Sanos p*

Densidad de fibras  Media £+ DE 2,5+ 1,0 6,9+16 <0,001

Minimo 1,0 4,0

Maximo 4,0 11,0
Arrosariamiento Media+ DE 8434 16,3x1,8 <0,001

Minimo 3,0 11,0

Maximo 16,0 19,0

*Prueba t de Student
Fuente: Base de datos.



El patréon de ramificacion de la fibra nerviosa fue otro de los parametros tomados en
cuenta para el analisis de la neuropatia corneal. Podemos observar en la tabla 2 y

la figura que en cuanto a los pacientes diabéticos, 20 para un 48,7 % presentaron
Grado 0 y ninguno el Grado 3. Estos valores evidencian una disminucion significativa
(p < 0,001) del patrén de ramificaciéon cuando lo comparamos con los resultados
obtenidos en el grupo control, que fueron, ningun sujeto para el Grado 0 y predominio
de los Grados 2 y 3 (34,2 % y 57,8 % respectivamente).

Tabla 2. Caracteristicas de los ojos segun ramificacion
de la fibra nerviosa y grupo de estudio

Ramificacion = Diabéticos n=41 Sanos n=38 p*
No. %o No. Yo

Grado 0 20 48,7 0 0,0 <0,001

Grado 1 17 41,4 3 7,8 | <0,001

Grado 2 4 9,7 13 [ 34,2 [ <0,001

Grado 3 0 0,0 22 | 57,8 | <0,001

*Prueba ji cuadrado (¥?) con correccion por continuidad.
Fuente: Base de datos.
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Fig. Caracteristicas de los ojos segudn patrdn de ramificacidn de la fibra nerviosa y
grupo de estudio,



Otro parametro estudiado fue la tortuosidad de la fibra nerviosa. La tabla 3 muestra
que en el Grado 0 no hubo ningun sujeto, tanto en los diabéticos como en el grupo
control; predominio de los Grados 2 y 3 en el grupo de pacientes diabéticos y del
Grado 1 en los sujetos del grupo control.

Tabla 3. Caracteristicas de los ojos segun tortuosidad de la fibra nerviosa
y grupo de estudio

Tortuosidad Diabéticos n=41 Sanos n=38 p
Numero % Namero | %
Grado 0 0 0 0 0 -
Grado 1 4 9,8 38 100 | 0,002°
Grado 2 14 34,1 0 0,0 <0,001°
Grado 3 13 31,7 0 0,0 <0,0012
Grado 4 10 24,4 0 0,0 0,001°

a: Prueba ji cuadrado (y?) con correccion por continuidad.
b: Prueba exacta de Fisher.

En la_tabla 4 se expresa la relacién que existe entre la gravedad de la retinopatia
diabética y 2 parametros que representan un indicador potencial de neuropatia
corneal. Se puede observar que existen diferencias significativas entre los 4 grupos
estudiados (p < 0,001). En cuanto a la densidad de fibras nerviosas existi6 un niumero
elevado de ellas en los pacientes del grupo control (6,9 + 1,7) con respecto al grupo
de pacientes con no retinopatia diabética (NRD) (3,4 + 0,7), al de retinopatia diabética
no proliferativa (RDNP) (2,8 = 0,7), y al grupo de retinopatia diabética proliferativa
(1,8 +£0,9).

Tabla 4. Relacion existente entre neuropatia corneal y gravedad
de la retinopatia diabética

Parametros Control NRD RDNP RDP p*
Media £+ DE Media £+ DE  Media £ DE Media £ DE

Densidad 6,0+ 1,7 3,4+0,7 2,8+0,7 1,8 £+ 0,9  <0,001

Arrosariamiento 16,3 £ 1,8 11,0 £ 2,4 8,9+40 6,4+ 1,9 <0,001

* Prueba de Kruskal Wallis.
Fuente: Base de datos.



De igual forma se comporté el segundo parametro evaluado que fue el arrosariamiento
de la fibra en el que encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los 4
grupos estudiados (p < 0,001). Se observé mayor nimero de arrosariamiento en el
grupo control (16,3 %= 1,8), que en los grupos de pacientes con NRD (11,0 % 2,4),
RDNP (8,9 = 4,0) y RDP (6,4 = 1,9).

DISCUSION

Erie y otros'® plantean que la morfologia del plexo nervioso sub-basal epitelial de la
cornea no se modifica con la edad del sujeto, lo que nos permite excluir un factor
biolégico importante cuando se evallan los cambios en el plexo nervioso sub-basal de
la cornea.

Los resultados obtenidos en nuestro en nuestro estudio coinciden con los resultados
obtenidos por otros autores,'417-1° que reportaron una reduccién del patron de
ramificacion del plexo nervioso sub-basal del epitelio corneal en pacientes diabéticos,
lo cual sugiere una reduccidén en la capacidad regenerativa de la fibra nerviosa con
progresion de la severidad de la neuropatia.'*

Los resultados de la tabla 3 evidencian un aumento en la tortuosidad de la fibra en los
pacientes diabéticos con respecto a los sujetos del grupo control. Similares datos
informan Midena y otros!# y Kallinikos y otros,?° que utilizaron la microscopia confocal
para cuantificar la tortuosidad del plexo nervioso sub-basal corneal en pacientes
diabéticos y sujetos sanos.

En cuanto a la densidad de fibras nerviosas en los pacientes diabéticos encontramos
una reduccion respecto a los sujetos sanos del grupo control. Midena y otros'4 reportan
en sus estudios de la morfologia nerviosa corneal una disminucién del nimero de
fibras nerviosas en pacientes diabéticos con respecto a los sanos, al igual

que Rosenberg y otros,?! y Malik y otros!’ lo que confirma un aumento en la
degeneracion de los nervios y corrobora el deterioro de la sensibilidad corneal evaluada
con un estesiometro mecanico.?! Estos ultimos autores determinaron la disminucién

del namero de fibras en el plexo de pacientes diabéticos comparado con sujetos del
grupo control con una tendencia de mayor reduccién con relacion al aumento de la
gravedad de la neuropatia periférica diabética.

El arrosariamiento de la fibra nerviosa es otro de los parametros estudiados. La
actividad metabdlica del plexo nervioso sub-basal corneal es documentada por el
arrosariamiento de los nervios, los cuales representan acumulos de mitocondrias a lo
largo de la fibra nerviosa. Esta significativa disminucion del arrosariamiento en los
nervios representa actividad metabdlica patoldgica de las pequefas fibras nerviosas en
los pacientes diabéticos.'*



En nuestros casos encontramos mayor arrosariamiento en los sujetos sanos que en los
grupos de los enfermos, lo que evidencia una disminuciéon a medida que aumenta la
gravedad de la retinopatia diabética. Resultados similares hallaron Nitoda y

otros®® quienes describieron valores significativamente mas bajos en los 3 grupos de
pacientes diabéticos comparados con los del grupo control. La severidad de las
alteraciones observadas en el plexo nervioso sub-basal epitelial de la cérnea fue
correlacionada con el estatus de la retinopatia diabética de los participantes.*®

Estudios previos realizados por Messmer y otros?? relacionan el estatus retinal en la
diabetes mellitus y la neuropatia corneal. Los hallazgos en este estudio indican que hay
una fuerte asociacion entre el progreso de la retinopatia diabética y la neuropatia
corneal diabética.

Se concluye que existen cambios morfolégicos del plexo nervioso sub-basal epitelial en
ojos de pacientes diabéticos con respecto a los sujetos sanos, como la disminucién del
numero de fibras nerviosas, arrosariamiento, ramificacion y aumento de su
tortuosidad. Y que hay asociacién entre la neuropatia corneal y la gravedad de la
retinopatia diabética.
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