ARTICULO ORIGINAL

DENSIDAD DE QUERATOCITOS EN CORNEAS DE
PACIENTES MIOPES

DENSITY OF KERATOCYTES IN CORNEAS OF MYOPIC
PATIENTS

Eduardo Rojas Alvarez,' Janet Gonzalez Sotero,' Isabel Lantigua Maldonado"

'Especialista de | grado en Oftalmologia y de | grado en Medicina General Integral. Profesor
Asistente. Investigador Agregado. Hospital “Abel Santamaria Cuadrado”. Pinar del Rio, Cuba.
Especialista de | grado en Medicina General Integral. Profesor Instructor. Hospital “Abel
Santamaria Cuadrado”. Pinar del Rio, Cuba.

RESUMEN

Introduccidn: el andlisis de las variables histoldgicas en pacientes miopes se ha convertido en
los ultimos afios en elemento primordial para asegurar la 6ptima calidad de indicacion y
seguimiento en pacientes con defectos refractivos sometidos a tratamiento quirdrgico con laser de
excimeros.

Objetivo: determinar la densidad de queratocitos en pacientes miopes.

Método: se realiz6 un estudio observacional, descriptivo, transversal con una muestra de 30 ojos
(15 pacientes) miopes que cumplieron con los criterios establecidos en las Normas y
Procedimientos de Oftalmologia para el tratamiento con laser de excimeros, de enero a marzo de
2011 en el Centro Oftalmolégico de Pinar del Rio. Se utilizé el microscopio confocal ConfoScan 4
de NIDEK para la obtencion y estudio de las imagenes in vivo de tejido corneal. Los pacientes
otorgaron su consentimiento para la participacion en el estudio.

Resultados: se obtuvo densidad de queratocitos de 21,33 cel/mm3 en estroma anterior; 20,12
cel/mm3 en estroma medio y 18,46 cel/mm3 en estroma posterior. No se obtuvieron diferencias
significativas segun la magnitud de la ametropia.

Conclusiones: la densidad de queratocitos fue mayor en estroma anterior y menor en estroma
posterior. La densidad de queratocitos se mantuvo en valores muy similares independientemente
de la magnitud de la ametropia.

Palabras clave: miopia, densidad de queratocitos, microscopia confocal.

ABSTRACT



Introduction: the analysis of histological variables in myopic patients has become in recent
years into an essential element to ensure the optimal indication quality and monitoring in patients
with refractive defects undergoing surgical treatment with excimer laser.

Objective: to determine the density of keratocytes in myopic patients.

Methods: it was conducted an observational, descriptive and transversal study with a sample of
30 myopic eyes (15 patients) that met the criteria established in the Regulations and Procedures of
Ophthalmology for excimer laser treatment from January to March 2011 at Pinar del Rio
Ophthalmological Center. Nidek ConfoScan 4 confocal microscope was used to obtain and study
the in vivo imaging of corneal tissue. Patients gave their consent for the participation in the study.
Results: it was obtained 21.33 cel/mm3 keratocyte density in the anterior stroma; 20.12 cel/mm3
in mid-stroma and 18.46 cel/mma3 in posterior stroma. There were no significant differences
according to the magnitude of ametropia.

Conclusions: the density of keratocytes was higher in anterior stroma and lower in posterior stroma.
Keratocyte density remained very similar values irrespectively of the magnitude of ametropia.
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INTRODUCCION

La ametropia, es el estado de la refraccién ocular que es causado por una o ambas de las
siguientes condiciones: el sistema de lentes compuesto por la cornea y el cristalino no posee la
potencia adecuada; la longitud antero posterior del globo ocular es excesivamente grande o corta,
proyectandose la imagen fuera o desenfocada sobre la retina, lo que se manifiesta con dificultad
en la vision lejana y/o cercana.’®

Especificamente la miopia es un defecto refractivo en el cual la imagen se proyecta delante de la
retina por aumento de la curvatura de la cornea, aumento del indice de refraccion de los medios
transparentes y/o mayor longitud axil del globo ocular.

Existen reportes de que un 30 % de la poblacion occidental padece miopia, aunque en paises
asiaticos los reportes son mayores, alcanzandose hasta un 50 %, en Estados Unidos el 25 % de la
poblacion entre 15 y 54 afios, en Segovia la prevalencia de miopia alcanza un 23 % y en otras
ciudades del norte de Europa llega al 40 %, si bien todos los estudios apuntan a la posibilidad de
que este defecto aumente en los afios venideros. En Cuba, los miopes simples y astigmaticos
midpicos, simples y compuestos, representan el 19.79 %.

El mayor grupo esta representado por los hipermétropes con un 72.91 %, incluyendo los
astigmatismos hipermetropicos simples y compuestos. Los astigmatismo mixtos solo representan el
4.42 %. En Pinar del Rio, provincia mas occidental de Cuba, el 25 % de la poblacién tiene algun tipo
de defecto refractivo.'®

La cirugia refractiva corneal con laser de excimeros posibilita en estos tiempos la correccion
quirargica de la miopia de forma segura y efectiva. Es un procedimiento que actda directamente
sobre el tejido corneal modificando la curvatura y grosor corneal en vistas a lograr altos estandares
de vision en nuestros pacientes.

El estudio microscopico de la cérnea posibilita conocer previo al tratamiento quirdrgico, entre otros
aspectos, las caracteristicas del tejido en cuanto a densidad de lineas celulares, grosor de subcapas
corneales y morfologia de los nervios corneales. El analisis de estas variables se ha convertido en
los ultimos afios en elemento primordial para asegurar la 6ptima calidad de indicacion y seguimiento
en pacientes con defectos refractivos sometidos a tratamiento quirtrgico con laser de excimeros.



Por los aspectos anteriormente sefialados, se realizd la actual investigacion para determinar la
densidad de queratocitos en pacientes miopes tributarios a este tipo de cirugia y su relacién con la
magnitud de la ametropia a tratar.

METODOS

Se realizé un estudio observacional, descriptivo, transversal con una muestra de 30 ojos (15
pacientes) miopes que cumplieron con los criterios establecidos en las Normas y Procedimientos de
Oftalmologia para el tratamiento con laser de excimeros, de enero a marzo de 2011 en el Centro
Oftalmoldgico de Pinar del Rio.

Criterios de inclusion:

Edad mayor de 20 afios con estabilidad refractiva de dos afios.

Defecto refractivo: miopia hasta ocho dioptrias, astigmatismo hasta cuatro dioptrias,
astigmatismo miopico compuesto con menos de ocho dioptrias (en suma algebraica de
esfera y cilindro).

Agudeza visual sin correccién de 0.5 o menos.

Agudeza visual con correccion en el ojo de menor vision superior a 0.3.

Lecho corneal residual programado mayor de 300 micras en LASIK y mayor de 400 micras
en LASEK.

Queratometria media inicial y programada final entre 36 y 48 dioptrias.

Paquimetria preoperatoria superior a 500 micras.

Criterios de exclusion:

Generales:
e Pacientes que no cooperaron en la realizacién de la microscopia confocal.
e Pacientes que no asistieron a alguna de las consultas programadas en el estudio.
e Pacientes que no otorgaron su consentimiento para participar en el estudio.
¢ Enfermedades sistémicas como diabetes mellitus, epilepsia, enfermedades del colageno,
inmunodeprimidos, trastornos psiquiatricos, Sindrome Marfan, Ehlers Danlos, Psoriasis,
alergias.
¢ Infecciones sistémicas.
e Embarazo y puerperio (hasta 6 meses).
Oculares:

Ojo Uunico.

Alteracion de los anexos oculares y de la lagrima (infeccion, inflamacion, ojo seco).
Configuraciones orbitarias anormales (6rbitas pequefas o profundas, hendidura palpebral
pequefia, enoftalmos, arco superciliar prominente).

Enfermedad corneal previa (queratitis por herpes simple, zoéster, ectasia corneal
confirmada o en sospecha, erosiones corneales recidivantes, leucomas, pannus, distrofias,
degeneraciones).



Estrabismo u operacién previa del mismo.

Cirugia refractiva corneal anterior.

Glaucoma o hipertension ocular.

Esclerosis del cristalino o catarata.

Uveitis.

Enfermedades de la retina (desgarros, historia de desprendimiento de retina, vitrectomia,
degeneracion macular, retinosis pigmentaria).

Se utilizé el microscopio confocal ConfoScan 4 de NIDEK para la obtencion y estudio de las
imagenes in vivo de tejido corneal (anexo 1). Se acoplé el anillo Z para la fijacién del globo ocular
con el lente 40 X. Se programé en modo auto, con fijacion central, velocidad de adquisicion de la
imagen a 25 fps, magnificacion de 500 X, resolucién lateral de 0.6 um/pix, con 350 imagenes por
scan, distancia de trabajo de 1,98 mm.

Se realizé con presién de anillo Z 32 %, con distancia entre imagenes adyacentes de 7 ym. Se
utilizé la microscopia confocal cuantitativa de enfoque completo (curva CMTF) seleccionando el
scan y las imagenes de mayor estabilidad en cuanto a densidad, posicién y presién aplicada por el
anillo Z (anexo 2).

Los pacientes otorgaron su consentimiento para la participacion en el estudio. Los datos se
obtuvieron a partir de las historias clinicas y fueron presentados en tablas. El andlisis fue realizado
a partir de técnicas de estadistica descriptiva con el Programa SPSS version 11.5

Se analizaron las siguientes variables:

1- Densidad de queratocitos. (Cuantitativa continua)

Descripcién: Cantidad de queratocitos por mma3.

Se definié como imagen de queratocito a objetos brillantes alargados (nlcleo de queratocito
activado) que aparecen en imagenes de estroma corneal sobre un fondo negro (anexo 3).

En un &rea rectangular (A) predefinida fue marcado cada objeto brillante alargado (asumido como
gueratocito) para prevenir doble conteo. Los objetos brillantes interceptados por los limites del area
fueron contados. Se definid6 N como el nimero de objetos contados en un area (A). La densidad
fue expresada en células por milimetros cubicos, obteniendo el cociente entre N y A por el software
NAVIS y multiplicando este valor por el factor de correccion 25.

2- Magnitud de la miopia: cuantitativa continua.
Descripcién: Definida como cantidad de dioptrias. Se dividié en 2 grupos: Menor de 3 dioptrias, 3
dioptrias y mas.

3- Subcapa estromal: cualitativa nominal.
Definida como un corte estromal a diferentes niveles, representada por imagenes de estroma
corneal.

Imagen de estroma corneal: Definida por la presencia de cuerpos ovales

brillantes (queratocitos) que contrastan sobre el fondo oscuro.

e Estroma anterior: Representado por la primera imagen de estroma corneal observada.
e Estroma medio: Se contaron la cantidad de imagenes de estroma corneal en el scan
seleccionado. Se obtuvo la imagen mediana para representar el estroma medio.



e Estroma posterior: Representado por la Ultima imagen de estroma corneal observada.

RESULTADOS

El grafico 1 muestra la densidad de queratocitos por subcapas estromales donde se observa mayor
densidad en el estroma anterior, valor que disminuye hasta capas mas profundas del estroma.

Gréfico 1. Densidad de queratocitos por subcapa estromal

La tabla 1 muestra que no hubo diferencias significativas en la densidad de queratocitos entre ambos
grupos, independientemente a la magnitud de la ametropia.

Tabla 1. Densidad de queratocitos (cel/mm3) segin subcapa estromal por magnitud de la miopia

Menor 3 p
de 3 ||dioptrias
dioptrias|| o mas

Estroma|l 21,683 || 21,562 |[p>0,05

anterior
Estroma| 20,231 || 20,163 |[p>0,05
anterior
Estroma|| 18,564 || 18,769 |[p>0,05
posterior

DISCUSION

El estroma es la capa mas gruesa de la cérnea, representa el 90 % del tejido corneal. Es un tejido
conectivo de aspecto ordenado, formado por 60-70 laminas de fibras colagenas paralelas,
densamente empaquetadas, llamadas laminas corneales. Su escasez de células hace que esta capa
sea trasllcida y pueda trasmitir la luz. En cada capa de laminas, la direccién de los haces cambia, y
en las capas sucesivas se cruzan en angulos variados, las laminas intercambian fibras
constantemente, manteniéndose fuertemente unidas, con lo que se logra la maxima resistencia
mecanica en este tejido.357

Las fibras colagenas constituyentes de esta capa miden unos 23 nm de diametro, por lo que son
gruesas, entre ellas hay sustancia fundamental metacromatica rica en condroitin sulfato y queratan



sulfato. Alojados en estrechas fisuras que quedan entre los haces de fibras colagenas, se sittan las
células del estroma, que son fibrocitos fusiformes inactivos, llamados queratocitos, ademas siempre
aparecen linfocitos que se localizan en esta zona, procedentes de la migraciéon de los vasos
sanguineos del limbo, ya que la cérnea no posee vasos sanguineos propios. En caso de inflamacién
corneal, hay migraciéon de gran cantidad de neutrdéfilos y linfocitos desde los vasos del limbo hacia
las zonas donde se localizan los queratocitos.3-57-1°

Estudios por microscopia electrénica revelan que el estroma corneal saludable tiene 3 dimensiones
estructurales consistentes en queratocitos situados a través de las lamelas de colageno. El
gueratocito es un tipo especial de fibrosito, con cuerpo celular estrellado, fusiforme al corte, nicleo
grande y citoplasma relativamente escaso con reticulo endoplasmico rugoso, ribosomas libres y
aparato de Golgi. Estan dispersos en el estroma, en espacios interlamelares y emiten finos procesos
que les permiten comunicarse, se han hallado complejos de unién en sus extremos.

Aparecen interconectados por procesos celulares divididos por “gap junctions”, aparatos de adhesién
celular especializados que solo permiten el paso de moléculas muy pequefias al penetrar entre una
célulay la contigua, se encuentran sincronizados entre si y sus funciones celulares son responsables
de la homeostasis incluyendo el equilibrio de la matriz extracelular y el mantenimiento del balance
entre la sintesis y degradacion de colageno.

En respuesta a las agresiones los queratocitos adoptan forma de fibroblastos, migran a las margenes
de la herida y segregan colageno y glicoproteinas, aunque sin el orden regular original 25711

Los queratocitos responden a sefiales de las células epiteliales, en la enfermedad los queratocitos
se activan respondiendo a citoquinas proinflamatorias. En el caso de infecciones estas células
responden a microorganismos derivados de factores y citoquinas proinflamatorias como IL-1y TNF-
a, en reacciones alérgicas los queratocitos responden a IL-4 y IL-13. 81!

La densidad de queratocitos en cérneas normales es mayor en el estroma anterior y es relativamente
uniforme en el estroma medio y posterior, aunque algunos investigadores han sefialado que
aumentan en el estroma posterior. La densidad de queratocitos disminuye lentamente con la edad.
Investigadores han estudiado los cambios en densidad de queratocitos en variedad de condiciones,
incluyendo usuarios de lentes de contacto, queratocono, posterior a tratamiento con excimer laser y
en el trasplante de cérnea.1%*

Estudios de la cornea humana después de PRK y LASIK por métodos histolégicos demuestran un
periodo activo de actividad queratocitaria hasta 6 meses después de la cirugia, seguido de un periodo
de remodelacion corneal asociado a queratocitos quiescentes. Miller y col han documentado la
inervacion de queratocitos por los nervios estromales y que la poblacién normal de queratocitos
depende de citoquinas y factores de crecimiento que posibilitan una densidad normal de los nervios
corneales. 121516

La densidad de queratocitos disminuida ha sido medida en pacientes después de tratamiento con
laser de excimeros y con queratocono que usan lentes de contacto. Las cérneas de trasplante, por
ejemplo, tienen déficit de queratocitos y de nervios estromales, coincidente con esta hipétesis el
plexo nervioso subbasal se reduce 24 % 5 afios después de LASIK.

Finalmente, los altos niveles de ascorbato en la cérnea pueden ser afectados por PRK y LASIK. Los
niveles de acido ascorbico del epitelio corneal absorben la radiacion ultravioleta y protegen las capas
mas profundas de la cornea y los queratocitos estromales del dafio de la radiacién. 1131517

La alteracién de los niveles de ascorbato puede acelerar la muerte queratocitaria, no esta claro el rol
de la reduccién de queratocitos en la salud corneal. Una alta densidad de queratocitos en el estroma



anterior puede influir en la proteccién frente a la infeccién del epitelio corneal y minimizar extensién
posterior de la infeccién. 1316

La relacion de la densidad queratocitaria con la magnitud de la ametropia a tratar no ha sido
estudiada, en nuestro caso no existié relacién entre ambas variables. El nUmero minimo necesario
de queratocitos para mantener la salud corneal es desconocido, particularmente en el estroma
anterior donde la densidad es mayor. Conocer la densidad de queratocitos es importante para
entender como es el comportamiento de estas células, la importancia de su recuperacion después
de intervenciones quirdrgicas y como mantienen la transparencia del estroma corneal.”%2-14

En la precision de la medicién de densidad celular influyen parametros 6pticos del instrumento para
grabar las imagenes del estromal corneal, como los métodos usados para identificar y contar células
en estas imagenes. La densidad celular determinada en diferentes estudios con diferentes
instrumentos puede ser comparada solamente si los instrumentos comparados entre si con
calibrados, esto explica de algiin modo las diferencias entre varios estudios. Previas evaluaciones
estiman en cérneas normales una variabilidad aproximada de 7,8 % interobservadores.”91317

Ademas, el nlcleo del queratocito no puede ser distinguido de otros objetos con brillo y contraste
similar, ademas el queratocito no puede ser distinguido de otro tipo de célula. El programa identifica
objetos brillantes y selecciona los que represente nucleos celulares, los criterios de seleccion del
programa se basan en el estudio de corneas normales.* 7115

Se puede concluir que la densidad de queratocitos fue mayor en estroma anterior y menor en
estroma posterior y la densidad de queratocitos se mantuvo en valores muy similares
independientemente de la magnitud de la ametropia.

Anexo 1: Microscdpio confocal ConfoScan 4 de NIDEK
b

F.

")

Anexo 2: Curva CMTF, obsérvese en la parte inferior la estabilidad de la lineas amarilla y verde en
el scan seleccionado, que representa estabilidad en cuanto a densidad, posicion y presion aplicada
por el anillo Z.

Anexo 3: Imagen de estroma corneal anterior, obsérvese los cuerpos ovales (asumidos como
gueratocitos) que sobresalen en el fondo méas oscuro.
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