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ANTECEDENTES:

El epitelio corneal es de tipo escamoso estratificado, no queratinizado, con
una profundidad aproximada de cinco estratos celulares, formado por tres tipos de
células: céiulas basales columnares, alares poligonales y superficiales planas. Las
células superficiales constan de dos capas.

En el microscopic electrénico se observan células epiteliales planas vy
fundamentalmente hexagonales unidas entre si a través de limites celutares rectos.
Esrtas muestran numercsas microproyecciones y presentan un glucocalix fibrilar
extensg, o cubierta leucoplaguetaria, en su membrana superficial. Las
microproyecciones intensifican la adherencia de la pelicula tagrimal al glucococalix.
Existen uniones estrechas alrededor de todos los bordes laterales de cada célula,
que ejercen una funcion de barrera anatdmica al paso de sustancias al espacio
intercelular.

La capa de células alares tiene una profundidad de tres células, cuanto méas
superficial esta la céluia se ve mas plana.

Las células basales situadas, en la profundidad componen la dnica capa de
células columnares que descansa sobre la membrana basal, Estas células estan
rodeadas en su superficie anterior por nlcleos ovales que se disponen
nerpendicularmente a la superficie. Se trata de células mitdticamente activas, y las
célutas hijas producidas se desplazan anteriormente para transformarse en células
2:4r85.

Entre as células basales se enclentran otro tipo de células. Ocasionalmente
se ohserva la presencia de linfocitos, pequefias células de nlcleos oscuros vy

mudltiples proiongaciones dendriticas, perifericamente nay células de Langerhans.



Las células epitetiales de fa cdrnea estan interdigitadas y fuertemente unidas
entre s por numerpsos desmosamas. Estas uniones proporcionan estabilidad
mecanica a la capa epitelial. Existen uniones gap entre todas las célutas
advacentes en ai epitelio.

Bajo la capa pasal de células epiteliales y producida por ellas, se encuentra
una ldmina basal 0 membrana basal, tiene un espesor aproximade de 500 A®: la
microscopia electronica permite observar gue esta compuesta por una zona clara
anterior, ia ldmina fucida vy una zona oscura posterior, 'a ldmina densa. La
membrana basal, junto con sus hemidesmasomas vy fibrillas de anclaje, particips

en ia adherencia de las células epiteliales al estroma.(1,2,5), {fig 1.)

La microscopiz comfoca; se basa en et pringipio gue la iuz incicente
focalizada en un punto pequefic de un plano foca. del obietive del microscopic
permite un gradisnte de luz axial en el tejido. Esta reduccion del drea iluminada

minirmize la influentia de ia 1z en la imagen la cual es reflejaca por as estructuras



por fuera dei plano focal del objetivo. El efecto de minimizacidn es apoyado por la
utilizacion de una apertura a nivel del plano de ia imagen. La microscopia canfocal

se puede utHizar tanto de forma bidimensional come unidimensional.{3].

La microscopia confocal es un paradigma de imagen fa cual produce una
resolucion lateral realzada y mayor contraste de |a imagen que 1a microscopia
convencional, y permite seccionar de farma dptica y no invasiva los tejidos vivos
en tiempo verdadero.(4)

En 1955 Marvin Minsky dasarrofto el primer microscopio confocal para
estudiar red neurcnal en el cerebro vivo, ya que tanto el condensador como el
lente objetiva tienen el misme punto focal se flame al microscopio “confocal”.

El disefio de este microscopic tiene muchas caracteristicas impartantes para
observar el 0jo humano en vivo; 1) utiliza niveles subtdxicos de luz blanca, 2)
provee imagenes en tiempo verdadero que se pueden detectar por una camara de
video o un monitor, y 3) su habilidad para seccionar provee imagenes de
diferentes profundidades con un especimen peguefio.(4)

Este microscopio tiene un disco de wvidrio el cual tiene £4,000
agujeros estenopeicos de 20micras de diametro cada uno v tiene un total de 25%
de transmision. La velocidad de rotacidn dei disco es de 450 rotaciones por
minute. El parche de luz esta compuesto de prismas y espejos mantenidos
alineados. La fuenta de luz es una lampara de mercurio de 100 W, u aumento de
X24, 1.6mm de distancia de trabajo.(4,14). Toda ia iuz que proviena de las capas
ng enfocadas se corta por la segunda hendidura, Fig 2

v Una lampara de halogeno (100 W/12V) ilumina |3 primera hendidura.

v Un iente colector y condensador garantizz la ilumiracion ce |2 primera

hend:dura.

v Un tupo de ientes entre el lente fronta y la hendicura proyecta la

nendicura en la cdrnea.



v La porcion reflejada de |2 juz pasa a través de la sequnda mitad del
objetivo vy es proyectada en la segunda hendidura por un segundo tubo

se lentes.
v La imagen final de la cdrnea es proyectada en una camara altamente

sensible con un lente acromatico.

Fig. 2 Funcionamiento del Microscopio. Confocai.

Los bordes de las células de ia superficie epitelial se observar como nicleos
brillantes. También se observa el piexo nervioso subepitelial nor debajo de
membrana basat cel epitelio; Se han vistc que las células basales, .as céiulas
aladas y ol plexo subepitelial, y de estas estructuras se ha observado cue las

celulas basales, los nervios epiteliales v elementos celulares no icentificados tienan

movimiento centripeta.(4,6) (Fig.3)



Fig.3 Microscopia confocal en paciente sano.

Por microscopia confocal se ha podido observar que 6 semanas después de
Queratomileusis laser in situ (LASIK}) se observa un drea de cicatrizacion a nivel de
la zona central de ablacion que se evidencia por la reflexion de la luz por la matriz
extracelular; También aparece que € plexo subepitelial normal no se ha
regenerado en el drea abiatida. En los usuarios de lentes de contacto biandos el
epitelio aparece anarmal, se observa una superficie rugosa, organizadz {a cual no
puede definirse bien, 105 nicleos cetulares s& ven poco, no se puede ver un patron
reguiar de células esto demuestra que fa superficie de células epiteliales ha sido

removida por 13 abrasion.(4)



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Debido a que el epitelio es una barrera de la cémea y es el primero en
afectarse en diversas patologias, se intentd conocer las alteraciones a nivel celular
por medio de la microscopia confocal epitelial, tratando de establecer un patrén de
cambio celular para posteriormente poder implementar un tratariento o conocer

mejor el comportamiento del epitelic corneat,

HIPOTESIS.

Las células del epitelio corneal se afectan ya sea en su estructura ¢ en su
disposicién en respuesta a las diferentes patologias que lo afectan directa o
indirectamente, por io que ia microscopia confocal epitelial nos ayudara a
astablecer ¢ determinar estos diferentes patrones de acuerdo a la patologia,
Hipotesis falsa!

Las células epiteliales no alteran su estructura o disposicién por las
" diferentes patologias que fo afecten , por lo tanto la microscopia confocal epitelial

no Nos seria Util para determinar un patrén de cambio en estas.

OBJETIVOS:

El objetiva de este estudic fue determinar si existe un patrén de cambic en
la disposicién o estructura de fas céiulas epiteliales de acuerdo a las diferentes
patologias que lo afectan directa o indirectamente, y saber si se pude determinar
este por medio de ia microscopia confocal epitelial.

Conocer la eficacia de la microscopia confocal epitelial para ia determinacion

de esuos patrones,



JUSTIFICACION:

Ya que se estudiaron pacientes con diferentes patologias gque afectan el
epitelio corneal se pudo establecer un patrén de cambio en la estructura o
disposicidon de las células epiteliales en respuesta a estas patologfas, por medio de
la microscopia confocal epitelial, ademds de que existen pocos reportes en ia

literatura de esta técnica podremos conocer la eficacia de ia misma.

TIPO DE ESTUDIO: prospectivo, fransversal, observacional, descriptivo.



MATERIAL Y METODO:

Previo consentimiento informada de los pacientes que ingresen al FHNSL de
Marzo a Septiembre 2000, o que ya sean pacientes del departamento de cdrnea de
dicha instituadn vy que cumplan con los criterics de inclusion se les realizara
historia clinica y exploracidn oftalmolégica complata asi como microscopia confocal
epitelial.

Se {e explico al paciente el estudio, se le colocaron gotas de anestesia topica
(tetracaina sol oftdimica), se sentd comodamente enfrente del microscopio
confacal, se le pidid que colocara su barba en la mentonera y se acomodd la mesa
y la mentonera de modo que quede en buena posicidn para el examen y comodo
el paciente, se colocd una gota del tamafio de un guisante sobre ei iente frontal
comenzanco desde ta parte superior hasta que cubra campletamente el lente con

{viscotears ce CIBA Vision), esta teécnica es llamada DIP { principio de

inmersién  en distancia) por lo que el lente frontal debe ser cubierto
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profundidad de 240 micras con 10 tomas; con el joystick se mueve hacia delante
el microscopio de modo de alinearlo con ¢l ojo del paciente, debe quedar fa gota
de gel sobre el eje pupilar del paciente y completamente centrada, en este
momento se comenzara a ver una imagen blanca brillante en la pantalla y se
enfocard el microscopio con movimientos pequeios hacia arriba-abajo, derecha e
izquierda hasta que se vean las células, una vez obtenida la imagen se graba la
misma, y se procede a repetir el mismo procedimiento con el otro 0jo.

Una vez tomadas tas microscopias se analizan de forma morfoldgica, v
cuantitativa fas células en su densidad celular y su drea en una region de interés
(ROD}, y se cuentan de forma manual las células comprendidas en esta regidn de
interés (ROI). Una vez obtenidos estos datos se vaciaran en la hoja de recoleccion
de datos por paciente y a la general, para asi poder analizar los datos cbtenidos
realizar tablas y graficas de los mismoes.



CRITERIOS DE INCLUSION:
Se incluyercn a todos los pacientes con diagndstico de gueratocong,
usuarios de lentes de contacto, y diabéticos.

CRITERIOS DE EXCLUSION:
Todos aquellos pacientes que tuvieran alguna infeccién ocular activa, que

no dieran su consentimiento informados, y que no cooperen con el estudio.

RECURSOS HUMANOS Y MATERIALES:

Microscopio confocal Confoscan 2 ( Fortune Technologies)
Tetracaina sol oftalmica.
Hojas de recoleccion de datos.

Videocassett para grabar los estudios.

ANALISIS ESTADISTICO:
Se analizarén los resultados por medio de pruebas estadisticas para

determinar su vaidez.

PRINCIPIOS ETICOS:
De acuerda con la Declaracidn de Helsinki para ia investigacion biomédica
21 seres humanas, este estudio cumple con todos 10s principios aticos en ela

sefialada, v se cumolieron completamente durarte la reatizacion del mismao.



RESULTADOS:

Se realizardn microscopias confocales epiteliales a 41 pacientes (82 ojos), se
excluyeron 12 microscopias que no salieron bien por falta de cooperacidon de los
pacientes.

11 pacientes fueron diabéticos, 12 con queratocono y 6 usuarios de lentes
de contacto.{fig.5}

El promedio de edad fue de 41.4 afios, siendo 15 femeninos y 14
masculinos, con un promedic de nimero de células por mm2 fue de 1988.68
células en los diabéticos, 1479.89 en los pacientes con queratocona y de 2716.06
céls/mm2 en los usuarios de lentes de contacta. { fig. 6)

En los pacientes con diabetes mellitus no se encontrd diferencia en la
morfologia celular, se ven las células claras, intermedias y oscuras que coincide

con las gescritas por Tsubota en la microscopia especuiar epitelial. (fig. 7, 8).

N [ ] ’{‘ *
Fig 7. Microscopia confocal en paciente diabético.




PACIENTES POR PATCLOGIA

Fig. 5 Pacientes pcr patologia
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Fig. 6 Grafica Densidad celular par patologias.



Fig. 8. Microscopia confocal en paciente diabético

En Jos pacientes con queratocono en donde se encontraron ¢glulzs poco
deformadas en su estructura, con nlcleos brillantes, las imagenes e~ estos

pacientes dependen de lo avanzado de la enfermedad (fig 9, 10, 11}.




Fig. 10. Algunas celulas triangulares, v detritus.



Fig. 11 Membrana basa! en guerzteceno



Fig. 12 Nervios corneales en gueratoconc

1%



En los pacientes usuarios de lentes de contacto se encontraron cambios
importantes como afteraciones en 1a morfologia perdiends su estructura poligonal
y con multiples cuerpos brillantes, asi como un aumento en 1as celulas superficiales
que se observan mas brillantes {fig 13}, En esta figura observamas 1as células mas
grandes sin estructura poligonal y se observan algunas células claras y oscuras,

stendo las mas brillantes las mas superficiales a punto de descamarse. Fig 14,15,

cont
Fig 13. Microscopia confocal en pacientes usuarios de lentes de contacto



Fig. 15 Células brillantes superficiales.




DISCUSION:

Con este tipo de microscopia confocal se puede observar el tejido en vivo y
asi poder ver todas ias capas de |a cornea, aungue en este trabajo solo se observo
el epitelio corneal para poder determinar si existen diferencias o cambios
significativos entre tres patoiogias como lo son la diabetes, el queratocono y los
usuarios de lentes de contacto,

Con los resuitados obtenidos vemos que el grupo de lentes de contacto no
fue significativo para poderlo comparar con los otros dos grupos, de los cuales
pbservamos que no hubo diferencia importante en e niumero de células de cada
grupo, mas sin embargo existe una diferencia importante al analizar la densidad
celular donde podemaos observar que los pacientes con queratocono tienen una

menor densidad celular que los pacientes diabéticos.

Lo mismo ocurre al observar los cambios en el area celular y se € que los
pacientes cen queratocono tienen menos drea celular que los diabéticos. Estos
cambios se pueden deber a los cambios degenerativos de la cornea con el

queratocono, lo que no ocurre con los diabéticos.

En cuanto a la morfclogia se encontraran cambios significativos en los
usuarios de lentes de contacto, no asi en los otros grupos, estos <ambios
morfoldgicos encontrados corresponden a lo descrito en la literatura revisada. No
se encontraron diferencias en cuanto al numerg de células, pero si en cuanto a la

densidad teniendo mayor densidad los pacientes usuarios de lentes de contacto.



Todos los resultados obtenidos en este estudio concuerdan con los descrites
en la literatura, sobre todo aquellos descritos en cuanto 2 1a morfologia celular en
el queratocono aungue no encontramos todos 10s cambios descritc creemos que
esto depende de lo avanzado que se encuentre |a enfermedad; lo mismo ocurrid
en los pacientes usuarios de lentes de contacto, sin embargo no se encoentrarén

reportes de los cambios de 05 pacientes diabéticos. (7,10,11,12,13)



CONCLUSIONES:

Este es un buen método diagndstico, facil, rapido y no molesto para el
paciente, en el que podemos ver las células con mayor definicién y mas detalles de

las mismas si la comparamos con la microscopia especular epitelial.

En este estudio se demostrd que existen cambios significativos en la
morfologia celular en las diferentes patclogias estudiadas, y se requieren de
mavyores estudios es este mismo campo para poder determinar patrones de
cambios morfoidgicos de acuerdo con la patoicgia.

Asi mismo se demostrd la utitidad de esta téenica para la observacion de las
células epiteliales v el poder identificarlas de acuerdo a la profundidad a la que se

observen, y correlacionarlas con 1o descrito,

Se deberia de seguir utiizando esta técnica para el mejor conocimiento de
las células corneales, para identificar y establecer patrones de cambio en cuanto a

su morfologia,



CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE.

El procedimiento al que voy a ser sometido en la Fundacién Hospital
Oftalmolégico Nuestra Sefiora de la Luz, AP es un procedimiento diagndstico por
medio del cual se evaluard ta forma celular de mi epitelic corneal, y se vera si
estas células se encuentran dafiadas de alguna forma por la patologia gue
padezco.

La microscopia confocal epitelial es un procedimiento diagnostico no
invasivo, el cual se realiza con la instilacion de anestesia tdpica (tetracaina sol
oftdlmica), y se hace el estudio con un microscopio confocal. El procedimiento no
lleva mas de 20 minutos aproximadamente para su completa realizacion y una
buena toma de todo el epitelic corneal. No reguiriendo ningun cuidado posterior ai
mismo y terminado el mismo se podra seguir con fos tramites que requiera ya sea
para una cirugia o podré seguir con mi tratamiento, este estudio no interfiere de
ninguna manera con el tratamiento que estoy recibiendo actuaimente o con E
cirugia gue me hallan realizado, es solamente una forma complementaria al
estudio completo de mi padecimiento.

Por lo tanto acepto de forma voluntaria realizarme este estudio y me doy
por enteradc del mismg asi como de su procedimients y de que no tiene
consecuencia aiguna y que no interfiere o altera el resultado de mi cirugia {en caso
de haber sido operado o de estar bajo algln tratamiento).

FIRMA Y NOMBRE DEL PACIENTE.
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