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Anatomia y fisiologia de la cornea humana :

La cornea, la conjuntiva y su &rea de transicion denominada limbo esclero-corneal
constituyen la superficie ocular (1). Estas tres regiones comparten cualidades
estructurales e histolégicas como lo es un epitelio escamoso estratificado no
queratinizado que se asienta en una membrana basal, mismo que se conecta mediante un
complejo de anclaje al tejido conectivo del estroma (2). Este epitelio funge como una
barrera para la pérdida de liquidos asi como una primera linea de defensa contra
microorganismos Yy sustenta a la pelicula lagrimal que cumple con funciones épticas y de
humectacion (3). Las condiciones necesarias para el correcto funcionamiento de la
superficie ocular estan a cargo de los anexos que incluye a los parpados con una
importante funcion de distribucion de la lagrima por la superficie ocular asi como para
limitar la exposicion de la misma a la desecacién (4). Las glandulas que participan en la
superficie ocular que incluyen las glandulas de meibomio, las glandulas lagrimales
accesorias de Kraus y Wolfring, la glandula lagrimal principal y las pequefias glandulas
de Zeiss y Moll que secretan directamente al espacio que rodea al foliculo de las pestafias
(5,6). La cornea es un tejido altamente especializado para refractar la luz. Tiene un grosor
aproximado de 0.8 mm en la periferiay 0.5 mm en el centro (7).

El epitelio corneal se conforma de 5 a 7 capas de células con un grosor aproximado de 50
um y contiene mdaltiples caracteristicas Unicas en referencia a los demas epitelios del

resto del organismo (8).A diferencia de otros epitelios similares en otras localizaciones



anatoémicas, el epitelio corneal se sustenta en un lecho de tejido conectivo avascular,
cualidad indispensable para mantener su transparencia y capacidad de refraccion (9,10).
El epitelio corneal constituye una barrera para la pérdida de liquidos debido a las uniones
estrechas entre sus células apicales y a su vez a su membrana basal, lo cual le confiere
también una resistencia considerable a la abrasion (11, 12).

Las células del epitelio corneal incluyen de tres a cuatro capas de células escamosas
planas, de una a tres capas de células intermedias denominadas alares y una capa de
células en contacto con la membrana basal denominadas células columnares basales (13).
Las células basales mantienen una actividad mitética intensa que al momento de dividirse
se dirigen a la superficie continuamente (14).

El citoplasma de las células basales asi como de las intermedias contienen altas
concentraciones de queratinas y citoqueratinas en especial las tipo 1 y 2 mientras que las
queratinas tipo 5y 14 se expresan mientras conllevan su proceso de diferenciacion de la
regién basal a apical y la queratina 3y 12 son expresadas por todas las células epiteliales
sin importar su diferenciacion. La queratina 12 que es una proteina de 64 kilodaltones es
especifica para la cornea. Los otros dos elementos citoesqueléticos presentes en las
células epiteliales son los filamentos de actina y los microttbulos (15).

Las membranas apicales de las células basales e intermedias contienen una abundante
cantidad de interdigitaciones entre las cuales sobresalen grandes cantidades de
desmosomas anclandos estos a bordes celulares (16). Otro enlace celular entre células
epiteliales lo son las uniones gap las cuales contienen conexina y se distribuyen
ampliamente en las membranas laterales de estos grupos celulares (17-19). Las células
basales se adhieren a la membrana basal y al tejido conectivo subyacente debido a una

serie de estructuras denominadas complejo de anclaje las cuales son producidas por las
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celulas basales del epitelio corneal. En la cara basal del citoplasma de la célula basal
incluye una region con abundantes anclajes de filamentos de queratina a la cual se le
conoce como hemidesmosoma. La proteina alfa 6 beta 4 integrina une los componentes
intracelulares del hemidesmosoma con la membrana basal extracelular ademas de recibir
uniones cruzadas fibrilares a base de colageno tipo VII, la cual cuenta con un dominio
helicoidal y uno globular las cuales forman las placas de anclaje al estar relacionando la
membrana basal y al hemidesmosoma con la membrana de Bowman. Junto con este
sistema de anclaje se complementa con uniones cruzadas de colageno tipo I y V los
cuales contribuyen a la adherencia entre el epitelio y el estroma, lo cual esta demostrado
en la enfermedades ampollosas en que un defecto en la expresion de la colageno tipo VII
provoca una pobre adherencia epitelial a su membrana basal (20).

Las células epiteliales migran de forma centripeta sobre la superficie corneal, asi las
células basales y alares se deslizan hacia la cornea inferior central y hacia la superficie
donde tiene lugar su descamacion a lo cual se le conoce como la hipétesis x-y-z. El
deslizamiento centripeto de la células epiteliales basales se debe al mayor indice mitético
y a la menor pérdida de células superficiales que ocurren en la periferia respecto a la
cérnea inferocentral (21). Las células madre se localizan en el limbo corneal, y con
predominio superior. Estas células dan origen a las células transitorias amplificadoras que
se desplazan centralmente transformandose en células completamente diferenciadas (22).
La capa de Bowman es una zona a celular de 8 a 10 um de grosor situada debajo de
epitelio, se limita anteriormente por la membrana basal del epitelio y posteriormente se
mezcla con las fibras de colageno del estroma anterior (23).

El estroma corneal constituye el 90% del grosor del tejido y se constituye

fundamentalmente de fibras de colageno, células del estroma y sustancia fundamental. El
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80% de su peso es agua. Las fibras de colageno constituyen el 80% del peso seco de la
cdrnea mientras que la sustancia fundamental el 15% vy los elementos celulares
Unicamente al 5%.Las fibrillas de colageno se disponen de 200 a 300 laminas paralelas
Ilamadas lamelas, las cuales se entrecruzan entre si de manera regular a menos de 90
grados del estroma anterior formando angulos casi rectos en el estroma posterior. Las
lamelas discurren paralelas entre si a la superficie de la cornea recorriendo cada una de
ellas la totalidad de cada uno de sus meridianos. De esta forma un corte transversal del
estroma mostrara unas fibrillas paralelas al corte y otras perpendiculares a éste (24).

Las fibrillas de colageno del estroma corneal son altamente uniformes de
aproximadamente 250 a 300 Armstrong de diametro y son mas pequefias que en
cualquier otra localizacién anatomica. El colageno tipo | es el predominante en la cornea ,
los tipos V' y VI representan el 10 y 25% respectivamente (25,26).

El queratocito es la célula mas abundante del estroma corneal y se encuentra en un
nimero aproximado de 2450 en la cérnea humana. Es una célula grande y plana con
prolongaciones que le dan una forma caracteristica de estrella. Estas células se
encuentran entre las laminas de colageno y sus prolongaciones se extienden en el espacio
de la misma lamela. El queratocito deriva de la cresta neural y elabora el colageno y la
matriz extracelular del estroma. En la respuesta reparativa de la cornea al trauma el
queratocito migra a la zona de la herida y se transforma a fibroblasto presentando un
aumento significativo del reticulo endoplasmico rugoso y complejos de Golgi asi como
una disminucién de la prolongaciones citoplasmaticas.Esta transformacion es esencial en
la formacidn de cicatrices y opacificaciones corneales posteriores a su cicatrizacion. Los
queratocitos pueden acumular abundantes productos metabdlicos como lo es el caso de la

cistinosis, el mieloma multiple, mucopolisacaridosis y esfingolipidosis (27).
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En el estroma sano se encuentran en menor medida otros grupos celulares como lo son
leucocitos polimorfonucleares, células plasmaticas y macréfagos. La membrana de
Descemet tiene un espesor de 10 um en los adultos y se trata de una lamina basal
producida por el endotelio. El anillo de Shwalbe sefiala el final de la membrana de
Descemet. A la microscopia electrénica se observa que esta membrana esta compuesta
por 2 zonas, una anterior en banda y una posterior homogénea, la zona anterior se
produce en Utero y la posterior después del nacimiento y aumenta su grosor conforme a
los afios. La membrana de Descemet contiene colageno tipo IV, VI y fibronectina. La
membrana de Descemet puede exhibir engrosamiento periférico en las personas de la
séptima década de la vida y se le conocen como cuerpos de Hassal Henle. La membrana
de Descemet se desprende del estroma con facilidad y se regenera con rapidez tras una
agresion a diferencia de la capa de Bowman. la membrana de Descemet es susceptible de
acumular sustancias metalicas como lo es cobre en la enfermedad de Wilson o plata en la
argirosis (28). El endotelio corneal se encuentra posterior a la membrana de Descemet y
la constituye una capa Unica de células hexagonales, las cuales son mas cuboides al
nacimiento con un grosor de 10 um que se aplanan hacia la edad adulta hasta llegar a un
grosor de 4 um y con su forma hexagonal caracteristica, las células endoteliales no
exhiben mitosis por lo que al nacer se cuenta con un nimero aproximado de 4000 a 3500
cel/mm? disminuyendo hacia 2500-3000 en la adultez y mostrando un déficit metabélico
funcional cuando éstas son menores de 500 en estados generalmente patolégicos. Cuando
una agresion disminuye el numero de células endoteliales las areas afectadas son
cubiertas por la migracion de las células vecinas dando como resultado un aumento en el
area celular y una disminucion en su densidad. Las células del endotelio corneal muestran

histologicamente numerosas mitocondrias, grandes reticulos endoplasmicos lisos vy
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rugosos y abundantes ribosomas libres. En algunas células endoteliales se puede observar
un cilio central, cuya funcion aln se desconoce (29,30).

La cornea es un tejido altamente inervado por la primera division del nervio trigémino
mediante las ramas ciliares largas y las ciliares cortas del nervio naso ciliar. Los nervios
ciliares largos penetran en el ojo cerca del nervio dptico y pasan anteriormente al espacio
supra coroideo, se ramifican antes de alcanzar el limbo y se anastomosan con las ramas
de los nervios ciliares cortos.La inervacién de la cornea estd dada por 70 troncos
nerviosos que atraviesan en el tercio medio de su espesor y pierden su vaina de fibrina al
transcurrir 0.5 mm de la cdrnea para trascurrir el resto de su trayecto como estructuras
transparentes. Los nervios confluyen en la capa de Bowman donde forman un plexo
subepitelial denso, atraviesan la Bowman y finalizan entre las células epiteliales como
terminaciones axonicas simples .

Las células epiteliales basales se encuentran ampliamente relacionadas con las fibras
nerviosas axonales y casi todas las células basales se encuentran en contacto directo con
estas fibras nerviosas. Algunas fibras nerviosas en vez de superficializarse se dirigen
hacia el estroma medio aunque en un numero muy reducido.Las fibras simpaticas
también inervan la cdérnea, sus cuerpos celulares se encuentran en el ganglio cervical
superior y sus axones los transportan el nervio trigémino (31). La inervacion corneal al
ser interrumpida por una axontomosis sectorial induce una redistribucion de sus fibras
nerviosas al area denervada que suele prolongarse hasta por 9 meses, mientras que en el
caso de la queratoplastia penetrante la renervacion no se presenta incluso afios después de
la misma con la subsecuente anestesia de la parte central del tejido, la cdrnea es altamente
sensible en su porcion superficial y central, disminuyendo hacia el area periférica y

posterior o profunda (32). Se le conoce como limbo esclerocorneal a la zona de transicion
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entre la conjuntiva y la cornea, es una zona vascularizada en donde el margen corneal
periférico se confunde con la esclera, mientras que la regién central del limbo esta
definida por una linea que une los extremos de la capa de Bowman y la membrana de
Descemet. Es en el limbo esclerocorneal donde las fibras de colageno pierden su arreglo
perpendicular y varian su diametro y distancia interfibrilar perdiendo con esto su
transparencia. El final de la capa de Bowman coincide con los apices de los vasos
sanguineos del limbo. El epitelio corneal aumenta su grosor teniendo un total de 12 capas
celulares, el epitelio se proyecta hacia atras en donde de disponen linealmente entre las
papilas subepiteliles apareciendo como lineas blancas orientadas radialmente que cruzan
el limbo cada 1 0 2 mm a estas proyecciones se le conocen como empalizadas de Voght
(33). El epitelio corneal y conjuntival contienen cualidades distintas que se pueden
evidenciar mediante queratinas que expresan de forma diferencial uno y otro. El limbo
corneal posee una importancia fundamental en la regeneracion epitelial ya que tiene un
gran potencial proliferativo en donde habitan las células madres que tras su
diferenciacion dan lugar a las células del epitelio corneal. El limbo superior contiene el

mayor nimero de células madre (34).

Metabolismo

Las células de la cornea son metabolicamente activas y exhiben importantes diferencias
dependiendo su localizacion anatomica. El epitelio utiliza nutrientes como la glucosa,
oxigeno, vitaminas, aminoacidos y es mediante el catabolismo de la glucosa y glucdgeno
su principal fuente de energia, casi toda la glucosa proviene del humor acuoso y sélo un

10% de los vasos limbicos o la lagrima. El epitelio corneal acumula glucdégeno, mismo
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que puede ser movilizado en caso de haber un déficit en la disposicién de glucosa, como
puede ser durante la hipoxia o por un traumatismo. La glucosa se cataboliza a través de
ciclo de Krebs y la derivacion de las hexosas mono fosfato y de otras vias anaerobias. La
glucolisis anaerobia en el epitelio produce piruvato y lactato que puede después
convertirse en CO; el cual se elimina rdpidamente por difusion a través del la superficie y
por conversion a bicarbonato en el endotelio. El lactato no puede atravesar el epitelio y
debe difundir por el estroma hacia el humor acuoso (35).

Casi todo el oxigeno que consume la cornea es consumido por el epitelio y el endotelio,
este oxigeno proviene principalmente de aquel que se disuelve en la lagrima a partir del
oxigeno atmosférico. Cuando el ojo esta abierto la tension parcial de oxigeno es de
aproximadamente 155 mmhg, mientras que al estar cerrado disminuye a s6lo 55 mmhg
debido a la difusion de los vasos sanguineos y la lagrima (36).

El endotelio corneal contiene las mismas vias glucoliticas aerobias o anaerobias que el
endotelio aunque su actividad es mucho menor, su principal fuente de energia es la
glucosa que proviene del humor acuoso y sus requerimientos de oxigeno derivan
directamente del humor acuoso.El glutatién es un elemento importante en la eliminacién
de los radicales libres y peroxidos toxicos que se forman durante la exposicion a la luz
(37). El estroma corneal debera mantener una concentracion hidrica constante para poder
mantener su grosor, el 78% del mismo es agua lo cual es una concentracion mayor a la
mayoria del tejido conectivo del resto de la economia. La hidratacion también puede
describirse como la relacion entre el agua y el peso seco del estroma , la hidratacién de la
cdrnea es de 3.45, si la hidratacion aumenta hasta 6.8 el espesor se duplica y son varios
los elementos que participan en la regulacion de esta relacion como lo es la funcion de

barrera del epitelio y del endotelio, la presién de hinchado del estroma, el transporte
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ionico del endotelio y del epitelio, la presién intraocular y la evaporacion en la superficie

corneal (38).

Transparencia corneal :

La transparencia corneal se debe a la transmisién luminica con la que cuenta el tejido,
esta transmision es del 90% del espectro electromagnético visible y se absorbe la
totalidad del espectro que se encuentra por debajo de los 300 nm y arriba delos 1400 nm.
Una de las causas de la transparencia corneal la constituye la ausencia de vasos
sanguineos o linfaticos, las fibras desmielinizadas nerviosas que trascurren por ella y la
adecuada hidratacion del estroma. EI colageno seco posee un indice de refraccion de 1.55
en cuanto la sustancia fundamental de 1.35 y tal disparidad deberia producir una
dispersion luminica y una opacidad del tejido, sin embargo la disposicién regular de sus
lamelas y fibras de colageno produce que la dispersion por fibras individuales se suprima
con la interferencia destructiva con la luz dispersa de las fibras vecinas, por lo que
mientras las fibras esten regularmente dispuestas y separadas por lo menos de una
longitud de onda de luz, la cornea permanecera trasparente, sin embargo si la cornea se
torna edematosa Y la distancia entre sus fibras aumenta esta interferencia entre fibras no
se da provocando opacidad. La transparencia corneal se pierde cuando las variaciones en

el indice de refraccion se produce en areas mayores a los 2000 Armstrong (39).
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La angiogénesis :

La angiogénesis se define como la generacion de nuevos vasos a partir de células
endoteliales vasculares derivados de vasos sanguineos existentes. Dejando de un lado los
ciclos reproductivos femeninos y la cicatrizacion de la heridas; la angiogénesis ocurre de
manera normal en el adulto Unicamente en el 0.01% del volumen total de vasos
sanguineos. A la vascularizacion corneal se le considera invariablemente patoldgica y
representa una importante causa de morbilidad corneal y ocurre en el 41% de los
trasplantes corneales, siendo uno de los principales factores en el rechazo inmunolégico.
Existen modelos animales por los cuales la neovascularizacion perjudica la
transdiferenciacion, proceso por el cual las células madres epiteliales migran y se
diferencian hacia un epitelio sano y transparente, los vasos de neo vascularizacion son
friables y poseen una aumentada permeabilidad con lo que pueden generar depdsitos
corneales de lipidos y opacidad corneal (40). El crecimiento de vasos sanguineos de neo
formacion resulta por lo general de entidades patoldgicas relacionadas con inflamacién
cronica, deficiencia de células limbicas o hipoxia. En los Estados Unidos de
Norteamérica la queratitis herpética y bacteriana son las causas mas frecuentes de neo
vascularizacion. Otra causa ceguera a nivel mundial lo constituye el tracoma que afecta a
mas de 400 millones de personas de los cuales son ciegos un total aproximado de 6
millones (41). La deficiencia de células limbicas deriva en vascularizacion y puede
deberse a traumatismos, quemaduras, inflamacién o enfermedades como el sindrome de
Stevens-Johnson, penfigoide cicatrizal o incluso algunas patologias congénitas como la
anhiridia. La causa principal de vascularizacion corneal lo constituye el uso de lentes de
contacto por un mecanismo hipoxico local (42). La angiogénesis se inicia por un

desequilibrio en el balance entre los mecanismos angiogénicos y antiangiogénicos, esto
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se ha evidenciado en modelos animales y tumorales en donde la produccién de factores
angiogénicos como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) provee a ciertos
tumores de una acelerada tasa de creacion de nuevos vasos sanguineos confiriéndole un
marcado incremento en su irrigacion y una subsecuente ventaja con respecto a los tejidos
aledafios (43). Por otro lado los tejidos también producen substancias antiangiogénicas
como la trombospondina-1 la cual se encarga de nivelar este equilibrio angiogénico. La
inhibicion de la angiogénesis surge con el descubrimiento de ciertos componentes de
matrices extracelulares como la fibronectina y el plasmindgeno que al ser degradados por
enzimas incluyendo metaloproteinasas en pequefios fragmentos le conferiran potentes
cualidades antiangiogénicas, como es el ejemplo de la angiostatina y las moléculas
parecidas a la endostatina las cuales al combinarse con otras como el factor de
crecimiento de fibroblastos tienen una funcién importante en la homeostasis de la
vascularizacion (44). En la cornea en especifico la matrilisina (MMP-7) participa en lo
que se conoce como privilegio angiogénico de la cornea (45). El desequilibrio entre los
factores pro y antiangiogénicos puede desencadenar la secuencia de factores que
conllevan a la generacion de vasos sanguineos como lo son la disrupcion de la
membrana basal, migracién celular endotelial vascular, proliferacién endotelial celular,
diferenciacion endotelial y formacion de tdbulos, maduracion y reclutamiento de
pericitos. La migracién endotelial es facilitada por la expresién de algunas moléculas de
adhesidon como los son las integrinas alfa 5 beta 3 y alfa 5 beta 5. La maduracién del vaso
sanguineo por pericitos y musculo liso parece estar mediado por agiopoyetina asi como
por el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento

transformador beta (TGF-p) (46).
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Refraccion y transparencia corneal

La curvatura corneal le permite a esta estructura comportarse como un lente positivo y
converger las imagenes que posteriormente se enfocaran en la retina; la cornea es el
elemento refractivo més potente del sistema optico del ojo humano contribuyendo con
dos terceras partes de este poder. El radio de curvatura corneal central es
aproximadamente de 7.5 a 8 mm en los 3 milimetros centrales en donde es casi esférica,
aumentando su radio de curvatura conforme se aproxima a la periferia condicién que se
le conoce como asfericidad (47). La funcidn corneal visual depende en gran medida de su
forma, de su indice de refraccion y de su transparencia, la cual depende de la integridad
de las fibras de colédgeno y de la ausencia de elementos opacos como pueden ser
cicatrices 0 vasos sanguineos (48,49). La cornea humana en homeostasis es avascular,
esta condicion suele ser una constante en las demas especies animales que cuentan con
este tejido con fines sensoriales, sin embargo existen algunas excepciones a esto como es
el caso del manati (Trichechus manatus latirostris), que posee vasos sanguineos
corneales que se acomparian de una marcada opacidad (50,51). En el ser humano la
vascularizacion corneal es invariablemente un proceso patolégico que puede ser
desencadenada por varios mecanismos como son las infecciones o queratitis infecciosas
que conlleven a un mecanismo reparativo y a su vez la generacion de vasos sanguineos
que obstruyen la funcion refractiva del tejido corneal. Algunos ejemplos son la queratitis
viral (52,53), queratitis bacteriana (54), queratitis infecciosa asociada a un proceso
cicatrizal como es el caso de el tracoma la cual puede progresar con triquiasis 0
entropion y puede producir ulceracion corneal y opacidad permanente constituyendo una

de las principales causas de ceguera mundial (55-60). Otras causas de vascularizacién
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corneal son los traumatismos y quemaduras tanto térmicas como quimicas en donde
ademaés de atentar directamente contra la constitucién del tejido pueden verse vulneradas
las estructuras limbales que impiden la transconjuntivalizacion o ingreso de la conjuntiva

vascularizada a la cornea a vascular (61-63).

Angiogénesis corneal :

La angiogénesis es un proceso esencial para el desarrollo y crecimiento, los primeros
vasos sanguineos que se desarrollan en la etapa embrionaria ademas de proveer de
oxigeno a los tejidos en formacidn son también elementos de sefializacion tréficos en la
morfogénesis de los drganos. Después del nacimiento la angiogénesis persiste durante el
crecimiento y desarrollo de 6rganos y sistemas para mantenerse quiescentes en su
mayoria en la etapa adulta. Sin embargo la neovascularizacion es un proceso en el cual la
generacion de nuevos vasos sanguineos responden a diversos estimulos como son la
hipoxia o la inflamacion, condicionando eventos patologicos cuando se llega a un
desbalance debido a un estimulo excesivo como es el caso de los tumores, asma,
endometriosis y en el caso del ojo la retinopatia diabética proliferativa, vascularizacion
corneal por inflamacion cronica, vascularizacion excesiva en leucomas corneales
secundario a queratitis infecciosas, entre otras (64).

Estudios recientes han relacionado a la neo vascularizacién con procesos inflamatorios
como el asma bronquial, en donde el reclutamiento de eosindfilos mediante eotaxinas
desde la circulacion sanguinea provoca una migracion hacia el sitio de la inflamacién

mediante estimulos quimiotacticos asociados a neo vascularizacion bronquial(65).
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CCR3y eotaxinas :

Numerosas interacciones entre las células del sistema inmunitario se controlan por
mediadores solubles llamados citocinas las cuales son un grupo diverso de proteinas de
seflalamiento que regulan no solo la respuesta inmunitaria e inflamatoria locales y
sistémicas sino también la reparacion de heridas, la hematopoyesis y muchos otros
procesos biologicos. En los ultimos 10 afios se ha caracterizado una familia de citocinas
con actividad quimioatrayente para leucocitos y fibroblastos, a estas citocinas con
actividad quimioatrayente se les ha denominado quimiocinas. Estas citocinas varian en
peso molecular y comparten de 20 a 50 % de semejanza en su secuencia de aminoacidos,
se enlazan a receptores transmembranales y son activas a bajas concentraciones. Las
quimiocinas poseen numerosas funciones en sus celulas blanco aunque predominan
aquellas relacionadas con su funcidbn méas que con su crecimiento y desempefian una
funcion muy relevante en la atraccién de diversos grupos celulares a sitios de lesion e
inflamacion.

Los receptores de eotaxinas se dividen en cuatro familias (CXCL, CCL, CL y CX3CL)
con base a la posicién de uno o dos residuos de cisteina localizados cerca del extremo
amino terminal. Los receptores para estas citocinas pertenecen a la superfamilia de
receptores con siete dominios transmembrana tipo serpina o rodopsina, la mayoria de
ellos acoplados a una proteina G, con tres asas intracelulares y tres extracelulares (66).

El CCR3 es el receptor para las eotaxinas 1,2 y 3 y se encuentra altamente expresado en
los eosinofilos, implicado en respuestas inflamatorias y alérgicas bronquiales.

La eotaxina-1/CCL11, aislada en 1994 en los lavados bronco alveolares de cobayos
alérgicos expuestos a reto alergénico junto con la eotaxina 2/CCL24 y la eotaxina

3/CCL26 constituyen los principales ligandos del receptor CCR3 el cual se encuentra
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expresado en los eosindfilos y endotelio vascular de vias respiratorias. Se ha relacionado
al receptor de CCR3 y su principal ligando la eotaxina 1 a angiogénesis in vivo en el caso

del linfoma Hodgkin, poliposis nasal, endometriosis y procesos alérgicos (67).

CCR3y neovacularizacion :

El receptor de eotaxinas CCR3 0 CD193 se ha visto implicado en la neo vascularizacion
coroidea que acompafia a la degeneracion macular relacionada con la edad en su variedad
himeda, el blogueo farmacoldgico del receptor CCR3 resultd generar inhibicion de la
proliferacion endotelial e incluso fue mas eficiente para la reduccion del tamafio de la
membrana neo vascular que el bloqueo del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) (68,69). En el caso de los procesos patoldgicos de cornea, interesantemente, se
ha encontrado una participacion activa de CCR3. En un modelo de sindrome de ojo seco
en ratén, se ha observado que se encuentran incrementados el transcrito de CCR3 asi
como la expresion de la proteina en tejido corneal expuesto a un estrés por desecacion de
la superficie ocular (70). En el caso de la neo vascularizacion corneal inducida por
lesidn, se ha observado que existe una activacion selectiva de las moléculas derivadas del
acido araquidonico como la prostaglandina E2, De la misma forma fue analizada la
expresion de CCR3 y sus ligandos CCL11 y CCL24, encontrandose una elevacion en los
transcritos de estas moléculas (71) y cuantificando la neovascularizacion mediante
inmunofluorescencia de CD31 (molécula de adhesion endotelial plaguetaria o PECAM1 )
marcador ampliamente utilizado para evidenciar localizar y cuantificar células
endoteliales vasculares y por lo tanto angiogénesis (72) . Por lo que es posible que se

exprese el receptor CCR3en el tejido corneal con neovasculartizacon .
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Pregunta de investigacion:

¢Existe la expresion del receptor CCR3 en cdrneas humanas sanas y neovascularizadas?

Hipotesis :

El receptor CCR3 se expresa en corneas humanas vascularizadas.

Justificacion:

Actualmente se desconoce si existe la expresion del receptor CCR3 en cdrneas humanas
sanas y neovascularizadas. En caso de encontrarse la expresion de este receptor
Unicamente en corneas vascularizadas contribuiria al conocimiento fisiopatoldgico de la

neovascularizacion corneal.

Disefo:

El presente es un estudio observacional descriptivo.

Objetivo General:

Detectar la expresion del receptor de eotaxinas CCR3 en corneas humanas avasculares y

vascularizadas.

Planteamiento del problema:

Una de las principales causas de ceguera en el mundo es la opacidad corneal secundaria a
neovascularizacion, por esta razones importante entender su fisiopatologia. Demostrar la
existencia de CCR3 Unicamente en cdrneas vascularizadas podria utilizarse como blanco

terapéutico para evitar la ceguera ocasionada por la neovascularizacion corneal.
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Material y metodos

Criterios de inclusion:

Tejido corneal obtenido de pacientes a los que se les realice trasplante corneal en el
servicio de cornea del Instituto de Oftalmologia Fundacion Conde de Valenciana.

Tejido corneal avascular producto de cdrneas para fines de investigacién que no cumplen

criterios para ser trasplantadas con fines opticos (tejido tecténico).

Criterios de exclusion:

Tejido corneal avascular producto de cdrneas para fines de investigacion (tejido
tecténico) que cumplan criterios para ser trasplantadas .

Todos aquellos tejidos provenientes de pacientes que se realicen trasplante corneal en el
servicio de cornea del Instituto de Oftalmologia Fundacion Conde de Valenciana,que

expresen negativa a firmar el consentimiento informado.

Criterios de eliminacion:
Tejido corneal que se obtenga de aquellos pacientes a los que se les realice trasplante
corneal en el servicio de cornea del Instituto de Oftalmologia Fundacion Conde de

Valenciana, del cual no se pueda disponer al momento de la trepanacion.

Variables del estudio:

Variables predictoras: Categorica, nominal, dicotomica
Presencia o ausencia de vascularizacion corneal.
Variables de resultado principal: continua
Determinacion de la expresién de CCR3

Otras variables de resultado:

Presencia o ausencia del receptor CD31
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Definicion conceptual:

Vascularizacién corneal: Presencia de vasos sanguineos en la region centralde la cérneao
que rebasen los 2 mm anteriores al limbo (La cornea sana no presenta vasos en esta
region).

Presencia o ausencia de la proteina CCR3 mediante inmunofluorescencia

Presencia 0 ausencia de la proteina CD31 mediante inmunofluorescencia, como marcador

para vasos sanguineos

Definiciones operativas:

Vascularizacioncorneal: Evidencia fotogréafica digital de vasos sanguineos en la region
central corneal o que rebasen mas de 2 mm del limbo. La presencia del marcador CD31
mediante inmunofluorescencia en la region central corneal mas de 2 mm del limbo .

Presencia o ausencia de la proteina CD31 como marcador para vasos sanguineos

Estrategia general:

A los pacientes programados para trasplante corneal del servicio de cornea del Instituto
de Oftalmologia Fundacion Conde de Valenciana se les tom0 previo consentimiento
informadofotografias digitales para posteriormente durante la cirugia disponer del tejido

retirado con o sin neovascularizacion.

Inmunofluorescencia

Los tejidos fueron fijados en PFA al 4 % por 1 hora , posteriormente se deshidrataron con
sacarosa al 10 % por 30 minutos , 20 % por 30 minutos y el ultimo intervalo de 30
minutos con sacarosa al 30 % a una temperatura de 4 grados centigrados . Se realizo
montaje del tejido en OCT sobre un blister para darle orientacion y se montaron en una
platina con Tissue Tek y se espero su congelacion a -30 grados centigrados . Se
realizaron los cortes mediante el microtomo de 10 micras de grosor para ser colocadas
sobre las laminillas cargadas eléctricamente . Se cubrieron a las laminillas con los cortes
con 300 ul. de solucion de blogueo ( BSA 5 % - suero fetal bovino , suero de caballo al 5
% y tween al 0.5 % ) durante 1 hora . Se retiro el exceso de solucion de blogueo por
laminilla y se agregaron los anticuerpos primarios dejandolos toda la noche a 4 grados

centigrados Se disolvio la solucion de blogueo al 50 % con PBS para diluir a los
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anticuerpos primarios . Se retiraron al dia siguiente las laminillas del refrigerador y se
dejan a temperatura ambiente por 5 minutos . Se retiro el exceso de anticuerpos mediante
3 lavados con PBS de 5 minutos de diferencia .Se agrego el anticuerpo secundario diluido
en PBS a 300 ul por laminilla y dejandolo reposar por 1 hora . Se retiro el exceso de
anticuerpos mediante 3 lavados con PBS de 5 minutos de diferencia . Se agrego 15 ul de

DAPI +Vecta a la orilla de la laminilla y se cubrié con portaobjetos .

Aspectos eticos

Los comités de Investigacion y de Etica en Investigacion del Instituto de Oftalmologia
Fundacién Conde de valenciana aprobaron el protocolo con niumero de registro: CC-029-
2011,
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Resultados:

Del total de los 32 tejidos obtenidos, 8 fueron vascularizados y 24
avasculares . En el caso de los tejidos vascularizados 5 fueron por causas
infecciosas , 1 queratopatia bulosa y dos queratoplastias penetrantes previas

con falla secundaria (Tabla 1)

Tabla 1. Tejido corneal vascularizado

Infecciones previas Queratopatia Bulosa QPP Previa

De los tejidos sin vascularizacion 18 correspondieron a queratocono, 4 a
queratopatia bulosa pseudofaquica , un traumatismo corneal y un tejido
tectonicoavascular. (Tabla 2)

Tabla 2. Tejido corneal sin vascularizacion

20

15

10

0 . I I

Queratocono Bulosa Trauma Tejido
Tectdnico
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Se realiz6 inmunofluorescencia indirecta para la totalidad de los tejidos
utilizando los siguientes inmunomarcajes : de color rojo correspondiente al
receptor CD31 el cual se encuentra de forma constitutiva en los vasos
sanguineos, color verde correspondiente al receptor CCR3, asi como el
inmunomarcaje de azul inespecifico para nucleos celulares, encontrando los
siguientes hallazgos :

En el caso de las corneas vascularizadas se encontrd un marcaje positivo
para CD31 en todos los tejidos analizados, asi como un marcaje positivo en
todos los casos para CCR3. Interesantemente, al realizar la trasposicion de
colores, el inmunomarcaje revelo un color amarillo producto de la
coexpresion de CD31 y CCR3. (Figuras 1- 10)

i
A

Z

Fig 1: Corte histoldgico de una corneavascularizada en la que se aprecia en
el extremo izquierdo el epitelio corneal , seguido en la unién del tercio
anterior y medio del estroma en donde sobresalen algunas estructuras
tubulares con marcaje positivo en rojo para CD31 que corresponden a vasos

sanguineos ( flechas) .
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Fig 2.- Corte histologico similar al de la figura 1 en donde las estructuras
antes inmunomarcadas para vasos sanguineos en el estroma corneal e
identificadas como vasos sanguineos presentan un intenso inmunomarcaje

positivo para CCR3 en color verde .

Fig 3.- En este corte histologico correspondiente a la figura 1 y 2 con
inmunomarcaje para CCR3 en color verde y CD31 en color rojo se observa
un color amarillo contiguo a las estructuras tubulares del estroma corneal

que corresponde a la coexpresion positiva de ambos receptores .
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Fig 4 .- Corte histologico del estroma corneal en donde se aprecian
abundantes inmunomarcajes en color azul correspondientes a nucleos
celulares ( DAPI ,4',6-diamidino-2-phenylindole ) , asi como un marcaje
positivo para CCR3 y CD31 en color amarillo formando una estructura

tubular .

Y4

Fig 5 .- Corte histologico de estroma corneal con abundantes
inmunomarcajes en color azul correspondientes a nudcleos celulares , asi
como un marcaje positivo para CCR3 y CD31 en color amarillo en la regién

central .
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Fig 6 .- Corte histologico de estroma corneal con abundantes
inmunomarcajes en color azul en la porcion superior correspondientes al
epitelio corneal , CCR3 en color verde , CD31 en color rojo y coexpresion
de CD31y CCR3 en color amarillo ( flechas) .

Fig 7 .- Corte histolégico de estroma corneal con inmunoflorescencia
positiva para CCR3 en color verde , CD31 en color rojo y coexpresion de
CD31y CCR3 en color amarillo ( flechas) .
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Fig 8 .- Corte histoldgico de estroma corneal en donde se aprecia un intenso
inmunomarcaje en color verde para CCR3 en una estructura de apariencia
cilindrica en el estroma medio , marcaje positivo en rojo para CD31 y
algunos puntos en color amarillo correspondiente a coexpresion de los dos

receptores.

s

Fig 9 .- Corte histoldgico de cornea en donde se aprecia en la porcion
superior abundantes tinciones azules correspondientes al epitelio asi como
en la region inferior una capa unica de células correspondiente al endotelio
corneal flanqueando al estroma el cual cuenta con inmunomarcaje positivo
para CCR3 en color verde , CD31 en color rojo asi como algunas regiones

en color amarillo correspondientes a la coexpresion de estos ( flechas ).
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Fig 10 .- Corte histoldgico de estroma corneal con inmunomarcajes positivo

para CCR3 en color verde , CD31 en color rojo y coexpresion de CD31 y

CCR3 en color amarillo (flechas) .

De los tejidos sin vascularizacion se realizd inmunofluorescencia indirecta
para los mismos marcadores CCR3 , CD31 y especifico para nucleos
celulares encontrando un inmunomarcaje negativo en todos los casos para
CCR3y CD31.

Fig 11 .- Se aprecia un corte histolégico de cérnea humana en donde se

observa un conglomerado celular de lado derecho con inmunomarcaje
28



positivo especifico con DAPI que corresponde al epitelio corneal ( flecha
azul ) , el resto de la microfotografia corresponde al estroma en donde fuera
del marcaje para nacleos del queratocitos carece de marcaje para CCR3 o
CD31.

a-b-c-d-

Fig 12 .-Corte histologico de cornea humana avascular con diagnostico de
queratocono .

a.-Tejido corneal correspondiente a queratocono con inmunomarcaje
negativo para CCR3 yCD31 asi como abundantes tinciones en color azul
correspondientes a nucleos celulares .

b.-Tejido corneal avascular con diagnostico de queratocono con ausencia
de inmunomarcaje para CD31 y CCR3 positivo para DAPI en nucleos
celulares del estroma corneal .

c.- Muestra corneal con diagnostico de queratocono en la que se observa
inmunomarcaje negativo para CCR3 yCD31 y un marcaje positivo
unicamente para DAPI en nucleos celulares .

d.-Tejido corneal avascular provenente de una cornea con diagnostico de
gueratocono en la que se observa un inmunomarcaje negativo para CCR3 en
color verde asi como un marcaje negativo para CCR3 en color rojo ,
encontrandose Unicamente tincion positiva para nucleos celualres en color

azul .
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Fig 13 .-Corte histologico de cornea humana avasculares correspondientes a
queratopatia bulosa.

a.-Corte histoldgico en donde se observa de lado derecho ( flecha ) de la
imagen el epitelio corneal intensamente tefiido de color azul DAPI
correspondiente a nucleos celulares delimitando el estroma corneal en
donde sobresale la menor celularidad de esta region , con inmunomarcaje
negativo para CCR3y CD31.

b.-Tejido corneal correspondiente a estroma avascular con tincion positiva
inespecifica para nucleos celulares DAPI en color azul asi como una tincion
negativa para CCR3 en color verde y CD31 en color rojo .

c.-Corte histolégico con tincion inespecifica para nucleos celulares DAPI
asi como una tincion negativa para CCR3 en color verde y CD31 en color
rojo .

d.-Tejido corneal avascular en la que se aprecia la ausencia de marcaje para

CD31y CCR3y una tincion positiva para nucleos celulares en color azul
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Fig 14 .-Corte histologico de cornea humana avascular correspondientes a
traumatismo con inmunomarcaje negativo para CCR3 yCD31 en donde se

aprecia una tincion positiva para nucleos celulares en color azul .

Fig 12 .-Corte histologico de cornea humana avascular correspondientes a
tejido tectonico con inmunomarcaje negativo para CCR3 y CD31y tincién

positiva inespecifica para nucleos celulares .

De esta forma se encontr6 que todos los tejidos vascularizados contaron con
marcaje positivo para CCR3 y CD31 en coexpresion mientras que ninguna
de las corneas avasculares presentaron inmunomarcaje para ninguno de estos

receptores .
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Discusion :

La cornea humana es un tejido que cumple con funciones refractivas que
solo puede desempefiar cuando es transparente, una de la principales razones
por las cuales la cornea pierde transparencia la constituye la vascularizacion
corneal la cual es invariablemente un proceso patolégico que en la mayoria
de los casos obedece al desequilibrio entre los factores antiangiogenicos y
pro angiogénicos. Un mecanismo por el cual este equilibrio entre factores
pro y antiangiogénicos se rompe lo constituye la respuesta reparativa corneal
a las lesiones. Cuando la cOrnea presenta una respuesta reparativa se
expresan al igual que en otros tejidos factores de crecimiento, citocinas,
eotaxinas y otros factores que promueven la vascularizacion y que en
algunos casos esta vascularizacion promueve la integridad anatdmica del
tejido y del érgano que de otra forma hubiera provocado una solucién de
continuidad en éste y por lo tanto la posible perdida de todo el érgano de la
vision . (1-3)

El receptor CCR3 ha sido implicado en procesos alérgicos como el asma
bronquial, la dermatitis atopica o la rinitis alérgica. (72-75) Son pocos los
reportes que asocian al receptor con neovascularizacion, la primera
evidencia en el globo ocular de este receptor asociado a vascularizacion lo
realizd Takeda y cols (69), quienes describieron la presencia de este receptor
en las membranas neovasculares coroideas de pacientes con degeneracion
macular relacionada con la edad variedad himeda. En este estudio ademas
de correlacionar la expresion con la enfermedad retiniana, al bloquear CCR3
y encontrar una disminucion significativa en la formacion de una membrana
neovascular en un modelo animal lo comparan con un antiangiogénico

ampliamente utilizado en la actualidad como el bloqueador del factor de
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crecimiento endotelial vascular o VEGF. De manera antagonica otros
estudios han minimizado la intervencion del CCR3 en la formacion de
membranas neovasculares asi como en la angiogénesis de la degeneracion
macular (76).Recientemente Wen-Juan y cols, han evidenciado en un
modelo animal de quemadura corneal por alcali, la disminucion de la
vascularizacion en aquellos tejidos en los cuales se utilizd un blogueador
para CRR3 (77) lo cual evidencia que la expresion del CCR3 no solo se trata
de un fenémeno paralelo que ocurre con la neovascularizacion sino que esta
participando activamente en este proceso. Estos estudios nos han llevado a
esclarecer la expresion del receptor CCR3 en corneas humanas con y sin
vascularizacion. Nuestros hallazgos demuestran mediante
inmunofluorescencia la expresion del receptor CCR3 en vasos de neo
formacién corneal en coexpresion con un receptor ampliamente utilizado
para identificar vasos sanguineos (CD31) (40-42) y asi mismo encontramos
encontramos la ausencia de este receptor en cérneas que aungue contaban
con una condicion patolégica como queratocono 0 descompensacion
endotelial , no expresaron el receptor CCR3 , por lo cual nos lleva a pensar
que no se trata de una expresion inespecifica ante cualquier patologia
corneal como lo es el traumatismo o la queratopatia bulosa sino de un
proceso especifico relacionado a la vacularizacion. Es  importante
mencionar que la presencia del receptor CCR3 en corneas vascularizadas se
encontro en coexpresion con CD31, estos resultados sugieren que el receptor
CCR3 desempefia una funcion en la formacion de vasos sanguineos de la
cérneas analizadas. Conocemos los efectos devastadores que tiene la
vascularizacion corneal en diversas patologias( 52-61) oculares por lo que
estos hallazgos nos llevan a la posibilidad de bloguear una importante via

para la vascularizacion y contribuir con el arsenal ya existente para esta
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causa. La vascularizacién corneal es un proceso complejo que incluye
maultiples fendmenos inflamatorios que acompafian a la neovascularizacion
por lo que hacen falta méas estudios para determinar el papel del receptor
CCRS en la fisiopatologia de la neo formacion de vasos sanguineos en el

tejido corneal.

Conclusion :
Las cdérneas humanas vascularizadas expresan al receptor de eotaxinas
CCR3 mientras que las cdérneas humanas avasculares no expresan este

receptor .
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