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RESUMEN

Introduccioén: la Cirugia Refractiva es una subespecialidad de la Oftalmologia,
encargada de los procedimientos quirdrgicos dirigidos al tratamiento de los defectos
refractivos.

Objetivos: explicar los principios generales de funcionamiento de la microscopia
confocal de la cérnea, describir las caracteristicas microscopicas de la cornea normal
por microscopia confocal y enunciar los aspectos teéricos generales relacionados con la
tecnologia laser excimer.

Desarrollo: la microscopia confocal es un método no invasivo para el estudio de
imagenes microscopicas en tejidos vivos, donde la iluminacién y la deteccion se
encuentran en el mismo plano focal; ademas, la luz se refleja y pasa a través de un
segundo lente objetivo. El laser excimer utiliza pulsos controlados de energia de luz
ultravioleta de 193 nm de longitud de onda para aplicar ablacién sobre el tejido
estromal, lo cual produce un patrén de excision refractivo y genera nuevos radios de
curvatura. Asimismo, el término excimer es una forma quimica diatémica singular que
solo existe en estado excitado y durante un tiempo minusculo.

Conclusiones: el estudio de la cornea por microscopia confocal permite la
diferenciaciéon de las subcapas del epitelio, el plexo nervioso subbasal, los queratocitos
y nervios del estroma, asi como las células del endotelio corneal. El laser excimer,
posibilita el moldeamiento de la curvatura corneal, con vistas a lograr un resultado
refractivo con minimas alteraciones al tejido circundante; por tanto, a escala
internacional, se ha convertido en la técnica quirdrgica prevaleciente para el
tratamiento de las ametropias.
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ABSTRACT

Introduction: Refractive surgery is a subspecialty of the ophthalmology, responsible
for the surgical procedures aimed at treating refractive defects.

Objectives: To explain the general principles of functioning of the corneal confocal
microscopy, to describe the microscopic features of normal cornea by confocal
microscopy and to enunciate general theoretical aspects related to the excimer laser
technology.

General principles: Confocal microscopy is a non-invasive method for studying
microscopic images in living tissues, where the lighting and detection are in the same
focal plane; moreover, the light is reflected and passes through a second objective
lens. The excimer laser uses controlled ultraviolet light power pulses of 193 nm
wavelength to apply ablation on the stromal tissue, which produces a refractive
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excision pattern and generates new curvature radii. Also, the term excimer is a single
diatomic chemical form that only exists in excited state for a short time.
Conclusions: The study of the cornea by confocal microscopy allows the
differentiation of the epithelial sublayers, subbasal nervous plexus, keratocytes and
stromal nerves, as well as corneal endothelial cells. The excimer laser facilitates the
shaping of the corneal curvature to achieve a refractive outcome with minimal
disruption to the surrounding tissue, so internationally it has become the prevailing
surgical technique for the treatment of ametropies.

Key words: cornea, confocal microscopy, excimer laser.
INTRODUCCION

La Cirugia Refractiva es una novedosa subespecialidad de la Oftalmologia, encargada
de los procedimientos quirdrgicos dirigidos al tratamiento de los defectos refractivos, lo
cual posibilita mejorar la agudeza visual sin correccion y, por tanto, prescindir del uso
de espejuelos, asi como de lentes de contacto; lo anterior genera anualmente, un
numero creciente de operaciones de este tipo.

Como consecuencia del gran desarrollo cientifico-tecnolégico de la Oftalmologia y en
especial de la Cirugia Refractiva, la existencia en el mercado internacional de nuevos
equipos laser de alto impacto con respecto a resultados visuales, conjuntamente con
los adelantos en la microscopia 6ptica, han permitido el redimensionamiento de los
conceptos morfofisioldgicos del tejido corneal y estudiar fendmenos que hasta hace
pocos afios eran desconocidos para la especialidad.*® Asimismo, el estudio
microscoépico de la cornea, con posterioridad a la cirugia refractiva corneal realizada
con laser excimer, se ha convertido, en los ultimos afios, en tema de investigacion
recurrente a escala internacional, con vistas a obtener resultados in vivo del tejido
corneal y evaluar estas novedosas tecnologias.’®

En Cuba, la cirugia refractiva corneal con laser excimer se introdujo en el afio 2002.
Con el desarrollo tecnolégico impulsado por la Misién Milagro, de forma paulatina y
como parte de las grandes inversiones realizadas en este campo, en el 2006 se instalo
en todas las provincias del pais y en varios centros de la capital, la nueva tecnologia
Esiris de la firma alemana Schwind, lo cual propicié en pacientes con defectos
refractivos, un incremento constante de este tipo de procedimiento, con estandares de
visién nunca antes alcanzados en cuanto a exactitud y predictibilidad.®*°

Resulta oportuno sefialar, que tanto en el Centro Oftalmolégico de Pinar del Rio como
en otros, existe la microscopia confocal de la cérnea, Unica tecnologia en este pais que,
entre otras aplicaciones, posibilita el estudio in vivo del tejido corneal ablacionado con
laser excimer; durante poco tiempo (menos de 5 minutos), con anestesia tépica
(colirio), minimas molestias a los afectados y sin reacciones adversas o efectos
colaterales. La obtencidon secuencial de 350 imagenes con elevada resoluciéon de las
subcapas corneales permite, en estos pacientes, la profundizacion del estudio
cualicuantitativo de la estructura morfoldgica corneal in vivo.

Motivados por los aspectos sefialados anteriormente, los autores realizaron esta
investigacion, a fin de explicar los principios generales de funcionamiento de la
microscopia confocal de la cérnea, describir las caracteristicas microscoépicas de la
cornea normal por microscopia confocal y enunciar los aspectos tedricos generales
relacionados con la tecnologia laser excimer.
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PRINCIPIOS GENERALES DE FUNCIONAMIENTO DE LA MICROSCOPIA
CONFOCAL DE LA CORNEA

Hasta hace poco tiempo, el diagnéstico de enfermedades de la cOrnea y la superficie
ocular se ha basado en la tradicional biomicroscopia anterior. La evolucién exponencial
de la tecnologia ocurrida en las Ultimas 2 décadas ha estado liderada por la
introduccion de nuevos instrumentos para el analisis del segmento anterior ocular,
entre los cuales figuran: topografia corneal, biomicroscopia ultrasénica y tomografia de
coherencia 6ptica.*?*?

Estas técnicas ofrecen detalles de la curvatura corneal o secciones macroscopicas para
el examen de estructuras. En cambio, la morfologia microscépica de la superficie
ocular solo se realizaba por histologia ex vivo, la cual presenta limitaciones, tales
como: degeneracion del tejido, presencia de artefactos e imposibilidad de evaluar, a
través del tiempo, los procesos de enfermedad.

La microscopia confocal es un método no invasivo para el estudio de imagenes
microscopicas en tejidos vivos que, desde principio de la década de 1990, se ha
empleado para la investigacion de la microestructura corneal.**® Este estudio de las
imagenes ha evolucionado desde niveles experimentales en indagaciones de
laboratorio, hasta las aplicaciones en pacientes saludables y enfermos.*®*”

El microscopio confocal utilizado para estudiar células del sistema nervioso in vivo,
originado en 1955, fue desarrollado por Minsky en 1988. Esto permitidé que la teoria
Optica fuera mas formalmente desarrollada y extendida en los afios de ese decenio
(Wilson y Sheppard, 1984) y en el siguiente (Hill, Masters y Thaer, 1994).'®° por otro
lado, el principio basico de la microscopia confocal consiste en que un punto aislado del
tejido puede ser iluminado por un haz de luz y simultaneamente ser captado por una
camara en el mismo plano, lo cual genera una imagen con elevada resolucién. 61922

Actualmente, existen varios tipos de microscopios confocales, por ejemplo: el
Confoscan P4 (Tomey, Estados Unidos), el Confoscan 4 (Nidek, Japén) y el laser
corneal confocal microscope (Heidelberg Retina Tomograph 11, Rostock Cornea
Module: HRTII) (Heidelberg, Alemania), entre otros.*?%32* Todos ellos tienen los
mismos principios basicos de funcionamiento.*”*° La luz pasa a través de una abertura
y es enfocada en un lente objetivo en un area pequenfa; es reflejada desde esta area y
pasa a través de un segundo lente objetivo. Esta luz se enfoca en una segunda
abertura, pero la que esta fuera de foco se elimina (figura 1). La iluminacién y la
deteccion se encuentran en el mismo plano focal, por ello se emplea el término
confocal .*92>28
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Fig 1. Principios 6pticos de la microscopia confocal (Mastropsascua y Nubile, 2002)
(Tomado del Atlas de Baudouin C, Bourcier T. Aportes de la microscopia confocal
corneal in vivo a la exploracion de la superficie ocular. Francia. 2006.)

El sistema, comparado con microscopios de luz, puede discriminar imagenes de alta
resolucioén lateral y axial de la luz que no esta en el plano focal, pero como sistema
esta limitado por una pequefa vision de campo. La calidad de la imagen depende
generalmente de 2 factores: contraste y resolucion; pero también de la abertura
numérica del lente objetivo, los niveles de iluminacién, la reflectividad de las
estructuras estudiadas y la longitud de onda de la fuente de iluminacién.”%3

LA CORNEA NORMAL POR MICROSCOPIA CONFOCAL (figura 2)

El epitelio superficial de la cdrnea se observa en forma de células hexagonales de
bordes brillantes con nucleo definido y citoplasma homogéneo.?°3! Las células tienen
forma poligonal caracteristica, casi hexagonal, las cuales se determinan por un
citoplasma de alta reflectividad, puesto que se encuentran en un alto proceso de
descamacién continua, con un nucleo brillante y espacio perinuclear oscuro claramente
visible. El epitelio superficial ocupa 5 micras de grosor.?%:31-3%

Las células del estrato intermedio se caracterizan por el brillo de los bordes y el
citoplasma oscuro. El niicleo puede ser distinguido con gran dificultad.®*3® El promedio
de densidad es aproximadamente 5000 células/mm=2 en la cérnea central y 5 500
células/mmz2 en la periferia. Las células del estrato medio son las de reflectividad mas
baja en todo el epitelio corneal.?!:31:394°

Por otra parte, las células basales estan localizadas encima de la membrana de
Bowman; presentan bordes celulares brillantes en los cuales el ndcleo no es
visible.16:21:234143 | 5 comparacion entre ellas revela reflectividad no homogénea del
citoplasma. Al igual que las células del estrato intermedio, las basales muestran solo
minima variacion en su forma y tamafo. En términos de densidad celular en sujetos
normales, la relacion entre células superficiales, intermedias y basales es 1:5:10. Las
basales tienen 10-15 pm de diametro y forman un mosaico regular con cuerpos
celulares oscuros y brillo en los bordes celulares.?®4
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Las células de Langerhans se presentan como particulas corpusculares brillantes con
morfologia celular dendritica y didmetro de 15 mm. Se distribuyen en forma de
gradiente desde bajos numeros en el centro, a altas densidades celulares en la
periferia de la cérnea.94%¢

De hecho, los nervios subbasales se localizan entre la membrana de Bowman y el
epitelio basal.*”**° Aparecen como estructuras lineales con reflectividad homogénea,
aspecto dicotémico en forma de Y y fibras de interconexién finas en forma de H.16:495°
La membrana de Bowman no es visible por microscopia confocal. El plexo subepitelial
se ubica entre esta membrana y el estroma anterior. Este plexo tiene una distribucién
en parche y difuso, limitado aparentemente a la cérnea medioperiférica y
probablemente ausente en la cérnea central.*°

El estroma se observa con imagenes de nucleos de queratocitos. El cuerpo celular, los
procesos queratocitarios y el colageno estromal no son usualmente visibles en la
cornea normal. Los queratocitos en el estroma anterior son imagenes bien definidas
con brillo, ovales, con variada orientaciéon que contrastan con un fondo oscuro; en el
estroma medio tienen una forma oval mas regular y en el estroma posterior aparecen
mas elongados que los de capas anteriores.*!

Los nervios estromales se ubican en los estromas anterior y medio, pero no pueden ser
visualizados en el posterior, pues aparecen como estructuras lineales, delgadas,
reflectivas, con varias orientaciones, patron dicotdbmico y no se observan detalles
internos de los nervios.

Ahora bien, la membrana de Descemet no es visible. Las células endoteliales aparecen
como una linea regular de cavidades hexagonales que exhiben cuerpos celulares
brillantes con bordes més oscuros.®*":?2
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Fig 2. Subcapas corneales por microscopia confocal

Epitelio corneal apical: capa de células poligonales de bordes definidos, con
nucleo brillante que resalta sobre el citoplasma homogéneo. Corresponde a
paciente a los 6 meses de LASEK.

Epitelio corneal basal: capa de células con citoplasma homogéneo mas oscuro
que carecen de nucleo y bordes definidos. Corresponde a paciente al afio de
LASEK.

Plexo nervioso subbasal: fibras nerviosas que contrastan sobre el fondo oscuro;
son finas, brillantes, distribuidas de forma paralela u oblicua con diversas
bifurcaciones que se conectan entre si. Corresponde a paciente al afio de
LASIK.

Estroma corneal: definida por la presencia de cuerpos ovales brillantes
(queratocitos) que contrastan sobre el fondo oscuro. Corresponde a paciente a
los 3 meses de LASIK.

Interfase quirdrgica: presencia de cuerpos brillantes puntiformes que resaltan
sobre el fondo oscuro. Corresponde a paciente 1 mes posterior a LASIK.
Imagen de endotelio corneal: células hexagonales de bordes definidos,
anucleadas, con citoplasma homogéneo. Corresponde a paciente al afio de
LASEK.

Imagen de haze corneal, no pueden ser definidos los limites de los
queratocitos, con mayor brillo que el resto de las imagenes estromales.
Corresponde a paciente 3 meses posterior a LASEK.
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TECNOLOGIA LASER EXCIMER

Actualmente se ha demostrado la existencia de un grado adecuado de eficacia y
seguridad en varios tipos de intervenciones refractivas, en las cuales se destaca el uso
del laser excimer como herramienta de alta precisién y seguridad para dicho esculpido
(aplanamiento) introducido en 1983, por Stephen Trokel y Srinivasan del Centro
Médico de la Universidad de Columbia (EEUU).*%?8

Este instrumento utiliza pulsos controlados de energia de luz ultravioleta de 193 nm de
longitud de onda para aplicar ablacion sobre el tejido estromal y produce un patréon de
excision refractivo que genera nuevos radios de curvatura (figura 3). El término
excimer deriva de “dimero excitado”, forma quimica diatdbmica singular que solo existe
en estado excitado y por un tiempo minimo. Durante la operacion, los pulsos de
emision laser se limitan a decenas de nanosegundos. Uno de los atomos del excimero
corresponde siempre a un gas noble (argén, kriptbn o xendn), mientras que el otro
debe ser un halégeno (fltor, cloro, bromo o yodo).?®

Ambos elementos estan en concentraciones muy pequefias en una mezcla de helio y se
combinan para formar un compuesto inestable que rapidamente se disocia y libera la
energia en forma de luz ultravioleta. La fotoablacién se produce, pues cada fotén de
luz ultravioleta de 193 nm posee 6,4 electrén volt (eV) que es suficiente para separar
las uniones carbono-carbono de 3,5 eV, o sea, la fotoablacion se basa en la ruptura de
uniones moleculares.*

Debido a que la energia de los fotones se concentra en un punto focal de una fina capa
de tejido corneal, se produce una intensa liberacién de energia y presidon que eyecta en
forma perpendicular a la superficie; los fragmentos moleculares se dirigen a una
velocidad de aproximadamente 1500 m/s y al mismo tiempo se generan ondas de
choque que se propagan a través del ojo con un sonido caracteristico. *

El pulso del laser dura 15 ns. Los tejidos son removidos casi sin dejar residuos, con un
minimo dafio térmico (dafio colateral del tejido circundante) y se obtienen superficies
de ablacién muy uniformes. La emisién de pulsos de altisima potencia inferiores al
microsegundo lo convierten en un bisturi perfecto que deja los limites de corte
intactos.?® El rayo laser ultravioleta, aplicado en el estroma corneal, rompe los enlaces
covalentes de las proteinas solo en el tejido atravesado por el rayo, con ajuste
micromeétrico de la profundidad deseada. El corte responde a una fotoablaciéon con
eliminacion de tejido corneal que penetra 14 um por cada dioptria a corregir y provoca
cambios anatémicos que modifican las dioptrias necesarias para conseguir la vision
emétrope.

Los avances en la tecnologia del laser excimer marcan basicamente 3 grupos: la
primera generacion son los laseres de haz ancho, en los cuales no se toma en cuenta
la asimetria del astigmatismo irregular, se tratan todas las cérneas por igual y su
fluencia se controla por medio de un diafragma.

Posteriormente aparecieron los laseres de barrido que barren la superficie en forma de
hendidura. Dentro de ellos hay otra generacién que es la llamada flying spot (puntos
volantes), cuyo principio incluye un pequefio punto circular o eliptico de diametro
variable que se mueve sobre la superficie de la cérnea y crea el disefio de ablacion
deseado, lo cual evidencia las ventajas de este ultimo sobre los laseres de haz ancho,
pues se logra una mejor cantidad y calidad de vision, al producirse una superficie
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corneal maés lisa y uniforme que induce menor respuesta cicatrizal.**®

Existen 3 variantes de operacidn con laser excimer: la queratectomia fotorrefractiva
(QFR), laser epithelial in situ queratomileusis (LASEK) y el queratomileusis in situ
asistido con laser (LASIK). La limitacién principal de la QFR es la respuesta lenta en la
cicatrizacion, el dolor extremo posoperatorio, el haze corneal, la regresion del defecto
refractivo y una escasa predictibilidad. El LASEK logra conservar el epitelio, lo que
redunda en un menor grado de molestias y de reaccidon que con la QFR, asi como una
recuperacion visual relativamente rapida. Ademas, con esta variante es posible
intervenir pacientes que por tener un espesor corneal menor no estan aptos para la
técnica intraestromal.®?®

Con el LASIK se crea un flap corneal promedio de 160 micras de profundidad, se
expone el lecho estromal subyacente, para luego provocar una ablacion del tejido
estromal mediante el laser excimer y lograr la correccion deseada; el flap al ser
reubicado y fijarse exactamente en su lugar original sin suturas, no conlleva ningun
astigmatismo operativo (cicatrizaciéon o sutura).*® La rehabilitacion visual es mas
rapida, hay menos dolor posoperatorio, menos susceptibilidad a las infecciones y
virtualmente ningudn riesgo de opacidad corneal, razén por la cual se ha convertido en
una técnica quirdrgica prevaleciente.

Por este motivo las previsiones de futuro indican que podra cambiar el tipo de técnica,
pero no, de momento, el tipo de laser. Los fabricantes ya hablan de una cuarta
generacion de laseres de excimeros, cuyas innovaciones se han sucedido en el
software y en una mejor adaptacion a la practica quirdrgica.

Fig 3. ESIRIS
(Tomado de Manual de uso del laser excimer ESIRIS (Schwind. Alemania)
2001.)
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CONCLUSIONES

La microscopia confocal es un método no invasivo para el estudio de imagenes
microscoépicas en tejidos vivos, donde la luz es reflejada y pasa a través de un segundo
lente objetivo. La iluminacién y la deteccién se encuentran en el mismo plano focal,
por ello el término confocal es utilizado.

El estudio de la cérnea por microscopia confocal permite la diferenciacién de las
subcapas del epitelio, el plexo nervioso subbasal, los queratocitos, nervios del estroma,
y las células del endotelio corneal.

El laser excimer se destaca entre los avances mas sorprendentes de la cirugia
moderna. Permite el moldeamiento de la curvatura corneal con vistas a lograr un
resultado refractivo, con minimas alteraciones al tejido circundante. Las técnicas
quirdrgicas LASIK y LASEK posibilitan lograr este resultado con rapida recuperacion
visual y prevalecen a escala internacional en el tratamiento de las ametropias.
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