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INTRODUCCION:

El ojo es un 6rgano complejo en cualquier especie animal, en el humano no es la
excepcion, es una estructura tan especializada que inclusive existe una
Especialidad Médica y Licenciatura, dedicadas so6lo a su estudio, diagndstico y

tratamiento.

En la anatomia general del ojo humano se reconoce un diametro sagital de 24 a
25 mm y el transverso de 24 mm aproximado, por lo cual es casi esférico y el

volumen es de 6.5 cm? aproximadamente. (Benitez, et al, 2010)1

Fotomicrografia 1. Imagen en la que se muestra un corte histolégico de ojo
humano normal. me musculo extraocular, r retina, cor coroides, hv humor
vitreo, cr cristalino, ha humor acuoso, es esclera, pc procesos ciliares, mc
musculo ciliar, ¢ conjuntiva, i iris, co cérnea. Tincién de Masson.

Lo conforman tres principales capas, la capa interna: la retina, constituida por diez
capas neuronales; la capa media: la Gvea, que a su vez se divide en tres regiones;

coroides, iris y cuerpo ciliar; y por ultimo la externa: la esclera, es la parte blanca



constituida por colageno, que se continla en la parte anterior con la cornea.
(Benitez, et al, 2010)1

¢, Qué es la cérnea?

Es una estructura ocular con un espesor que va de los 500 a los 680 um, su
caracteristica principal es su transparencia y a pesar de ser avascular mantiene un
metabolismo sumamente importante que lo obtiene del oxigeno que hay en el aire.
Tiene un poder de 40-44 K (dioptrias queratométricas) que le proporcionan al ojo
humano las 2/3 partes de su poder didptrico total. Se considera asférica ya que
tiene dos ejes principales perpendiculares, que al no tener la misma medida

gueratomeétrica inducen astigmatismo. (Barraquer, et al, 2004)2

Histologicamente presenta 5 capas, descritas a continuacion de afuera hacia

adentro:

Fotomicrografia 2. Imagen que muestra una seccion de cOrnea
humana normal. Constiuida por 6 capas: Ep Epitelio, MB Membrana
de Bowman, Est Estroma, MD Membrana de Descement, Ed
Endotelio, Tincion de Masson.



Epitelio: Espesor 50 a 60 pum, se describe como epitelio plano estratificado unido a

una membrana basal por células cilindricas unidas por hemidesmosomas.

Membrana de Bowman: Es una membrana basal gruesa que participa en la

regeneracion del epitelio corneal. (Benitez, et al, 2010)

Estroma: Capa que abarca cerca del 90% de espesor total de la cérnea, formada
por fibras de colageno en donde se encuentran los queratocitos, Unica célula

localizada en el estroma. (Benitez, et al, 2010)

Los queratocitos se encargan de la sintesis de la matriz extracelular y de las
fibrillas de coldgeno, el ordenamiento regular de estas Ultimas es indispensable

para mantener la transparencia corneal. (Saraux, et al, 1985)3

Los queratocitos o fibrocitos estromales son células con cuerpo celular estrellado
delgadas y aplanadas. Son los responsables del mantenimiento del estroma. Su
ndcleo es aplanado y grande, ocupa la mayor parte del citoplasma. El citoplasma
es relativamente escaso con reticulo endoplasmico rugoso, ribosomas libres y

aparatos de Golgi. (Barraquer, et al, 2004)2

Los queratocitos son considerados fibroblastos, migran hacia los margenes de
alguna herida y no conservan el orden original en respuesta a las agresiones del

tejido. (Torres, et al, 2015)4

Membrana de Descement: Corresponde a una membrana basal, tipica membrana
acelular producida por el endotelio corneal y formada por distintos tipos de

colageno.

Endotelio: Se describe como un epitelio ctbico simple que regula el transito del

agua hacia y desde el humor acuoso. (Benitez, et al, 2014)1

Actualmente se describe una nueva capa llamada Capa Dua, que aun se

encuentra en estudio.

Si bien estas estructuras se describen en condiciones normales o sanas, existen

diversas patologias que las afectan, una de ellas es el queratocono.



¢, Qué es el queratocono?

Es una patologia corneal que causa muy frecuentemente trasplantes de cornea.
Su incidencia en la poblacion mundial se estima en 4,6 casos/2000 habitantes por
afio y una prevalencia de 54,5/100,000 habitantes. Aunque a la fecha no se ha

establecido la incidencia exacta y la prevalencia entre hombres y mujeres. (Gomes,
et al, 2015)5

Clasicamente se considera como una degeneracion ectasica (no inflamatoria),
derivada del término anglosajon corneal ectatic disorder, en la mayoria de los
casos suele ser bilateral (ambos ojos) y asimétrica (diferente estadio clinico en

ambos 0j0s). (Peris, et al, 2014)6

Se caracteriza por el adelgazamiento corneal con predominio central y
generalmente ubicado por debajo del eje visual. Se manifiesta entre la
adolescencia y la tercera década de vida. Los pacientes desarrollan astigmatismo
miopico irregular, disminuyendo progresivamente la agudeza visual y la
transparencia corneal. Existen diferentes tratamientos Opticos, farmacolégicos y

quirargicos, pero actualmente no existe una cura para ello. (Barraquer, et al, 2004)7

Aln gue su etiologia no es del todo clara, existen al menos dos teorias: el
adelgazamiento estromal y la disminucion de la rigidez mecéanica que ocasiona la

protuberancia y adelgazamiento. (Martinez, et al, 2015)9

Lo que denota la importancia de su estudio, ya que la calidad y capacidad visual
disminuyen en las personas que padecen esta enfermedad, al menos en mi

consulta privada, refieren que se ve comprometida su calidad de vida.

Progresa por diferentes estadios clinicos, segun la clasificacion de Amsler y

Krumiech:

Grado |: Abombamiento del cono excéntrico, miopia y astigmatismo menor a

5.00D y queratometria central promedio menor a 48.00K.



Grado Il: Miopia y astigmatismo entre 5.00 y 8.00D, queratometria central
promedio menor a 53.00K, ausencia de cicatriz corneal y espesor corneal minimo

menor a 400 pum.

Grado lll: Miopia y astigmatismo entre 8.00 y 10.00D, queratometria central
promedio mayor a 53.00K, ausencia de cicatriz corneal y espesor corneal entre
300y 400 pm.

Grado IV: No es posible medir la refraccion, queratometria central mayor a

55.00K, cicatriz corneal central y espesor corneal minimo de 200 pum. (Ali6 et al,
2006)8

Hilgartner desde 1937, sugiri6 la asociacion entre la alergia ocular y el
gueratocono, el constante frote de ojos y la constante liberacion de células

inflamatorias pueden alterar la composicion del coladgeno. (Martinez, et al, 2015)9

Los queratocitos en el queratocono se encuentran disminuidos en cantidad y se
cree que bioquimicamente, al menos en forma tedrica, que al estar en disminucién
conduce a un defecto de la sintesis de los componentes extracelulares, colageno y
proteoglicanos (PG’s) y esto a su vez, afecta el ordenamiento de las fibras de

colageno produciendo pérdida de la transparencia corneal. (Barraquer, et al, 2004)7

En la cornea existen metaloproteinasas de matriz extracelular, que son un grupo
de 24 proteasas dependientes de zinc, esenciales para tratar de mantener un
estado integro y tratar de reparar alguna herida; y en su defecto la curacion de la
misma, pero también tienen la capacidad de degradar coldgeno y proteinas de
matriz extracelular. Diversos estudios han planteado la posibilidad de que un
desequilibrio de estas, sobretodo MMP-1 y MMP-9, se asocian a la degradacion
de la matriz extracelular, reduccion en la expresion de las proteinas de colageno

tipos |, Ill, V 'y Xl y debilitamiento de la cornea en el queratocono. (Di Martino, et al,
2019)13

Se han encontrado y asociado niveles altos de interleucinas IL-6, factor de
necrosis tumoral alfa (FTN) y metalonoproteinasas (MMP-9) en la lagrima que

contribuyen a la degradacion del colageno en pacientes con queratocono
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comparado con pacientes sanos. Las MMP son asociadas a la activacion de

apoptosis y a la degradacion de la matriz extracelular (Lema, et al, 2009)10

Un exceso de muerte celular por apoptosis y pérdida estromal se asocia también
al rol y al aumento de la interleucina-1 que modula la diferenciacion, proliferacion y

muerte de los queratocitos. (Romero-Jiménez, et al, 2010)11

Estudios sugieren que la resistencia biomecanica de la cérnea depende de los
enlaces covalentes entre las moléculas de colageno. En el queratocono, los
queratocitos activados invaden la membrana de Bowman previamente alterada,
provocando apoptosis posterior de estos, pérdida del estroma anterior y se genera

el adelgazamiento progresivo corneal. (Torres, et al, 2015)4

El aumento en la expresion de enzimas proteoliticas como los lisosimas y la
disminucién de inhibidores de proteasas, ocasionan la alteracion en el arreglo del
coldgeno, que conlleva al adelgazamiento estromal progresivo y a la pérdida de la

membrana de Bowman. (Sharma, et al, 2013)12

Los cambios en el colageno que se observan en el queratocono son compatibles
con evaluaciones que se han hecho en la resistencia estromal. Se sabe que en el

gueratocono la resistencia estromal disminuye cerca del 50 %. (Torres, et al, 2015)4

ANTECEDENTES:

Se ha trabajado tejido corneal humano retirado por leucoma secundario a
gueratocono avanzado mediante queratoplastia penetrante y tejido corneal sano
retirado por evisceracion. La evaluacion histologica ha permitido obtener los

siguientes resultados.



Fotomicrografia 3. Imagen en la que se Fotomicrografia 4. Imagen en la que se
muestra una seccion de cornea normal. Se muestra una seccion de cbérnea con
indica el espesor normal. Tincibn de H-E queratocono. Se indica el espesor corneal
Hematoxilina-Eosina disminuido. Tincién de Masson.

En queratocono avanzado se observan cambios morfoldgicos consistentes en
disminucién del espesor corneal (203 um), el cual se adelgaza mas de la mitad
comparado con el espesor normal (561 pm). La pérdida de espesor mas
significativa es a nivel del estroma. (Fotomicrografias 3y 4).

Fotomicrografia 5. Imagen de una seccién de Fotomicrografia 6. Imagen de una seccion de
cornea normal, donde se observa el estroma coOrnea con queratocono con alteraciones en el
formado por fibras de colageno de grosor estroma, las fibras de colageno tienen grosor
homogéneo, matriz extracelular y una poblaciéon heterogéneo y poblacion de queratocitos se
de queratocitos abundante (flechas). Tincion de encuentra disminuida. Tincién Van Gieson.
Masson.

10



A .
£
3 { v
' y &
. \‘_ ’
.
o1, >
' .
3 [} s X
- 13 \
. A \
+ !. .
v i} ,a {

Sy s

Fotomicrografia 7. Imagen de una seccién de Fotomicrografia 8. Imagen de una seccién de
cérnea normal, donde se observa el estroma coOrnea con queratocono donde se aprecian
formado por fibras de colageno organizadas de alteraciones en el estroma, cambios
grosor homogéneo y algunos queratocitos. multifocales en las fibras de coldgeno y pérdida
Tincién H - E. de la organizacion fibrosa. Tincién H - E.

En la comparativa de las cérneas normales y las cérneas patoldgicas se encuentra
que los queratocitos son la Unica célula localizada y su poblacion se encuentra

disminuida (Fotomicrografia 6).

Las observaciones muestran los cambios morfologicos de la cornea en condicion
de queratocono, consistentes en la disminucién del espesor corneal, en el estroma

pérdida de la organizacion de las fibras de colageno. (Fotomicrografia 8).

Fotomicrografia 9. Imagen de una seccion de Fotomicrografia 10. Imagen de una seccion de
cérnea normal, donde se observa el estroma y cOrnea con queratocono donde se aprecia
algunos queratocitos con bordes definidos pleomorfismo de queratocitos y poblacion
(flechas). Tincién H — E. disminuida. Tinciéon de Masson.
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Se observan cambios en la organizacién y disminucién de los queratocitos. Hay
pleomorfismo, dentro de la diversidad de formas se incluyen las de aspecto
hipertréfico. No se localizan células de inflamacién y no se identifican cambios
histoldgicos que se puedan asociar con la disminucion del grosor corneal.

(Fotomicrografia 10).

Los resultados obtenidos sugieren que los cambios en el estroma pueden estar
relacionados con cambios en la actividad metabdlica y de vida de los queratocitos

al ser la Unica célula localizada.

Sugerimos que el adelgazamiento del estroma es debido a la disminucion de la
matriz extracelular aunado a la alteracion en el colageno, asociada con la

disminucién de la poblacién de queratocitos.

JUSTIFICACION:

Se ha observado histolégicamente que la cérnea diagnosticada con queratocono
presenta alteraciones morfoldégicas en sus estructuras, es notorio el

adelgazamiento y la Unica célula localizada en el estroma es el queratocito.

No se observan células de inflamacién asociadas a dicho adelgazamiento,
presumiblemente es en respuesta a los queratocitos; ya que al encontrarse la
poblacién disminuida, responde a la produccion anormal la de matriz extracelular y
del coldgeno que forma las fibras, provocando asi el adelgazamiento y
actualmente no hay ninguna etiologia establecida. En el presente proyecto

plantean los siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL:

» ldentificar los cambios ultraestructurales de los queratocitos en queratocono

avanzado de corneas humanas.

12



OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Describir los cambios morfolégicos de la matriz extracelular y de las fibrillas

de colageno.

* Analizar si existen cambios morfolégicos sugerentes de apoptosis de los

queratocitos en queratocono avanzado de cérneas humanas.

» Describir si existe la presencia de vesiculas secretoras en el queratocito.

MATERIAL Y METODOS:

Tejido corneal humano retirado por leucoma secundario a queratocono avanzado

mediante queratoplastia penetrante.

Se us6 técnica convencional para procesamiento de material biolégico para

microscopia electrénica de trasmision.

Secciones de cornea central de 1-2 mm3, fijjadas por inmersion a temperatura
ambiente en Glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de fosfatos (PBS) con pH 7.2
y Paraformaldehido al 4% durante 3 horas. Lavados con PBS y posfijacién con
Tetradxido de Osmio al 2% durante 2 horas, 4 lavados con PBS durante 5 minutos
cada uno. Deshidratacion en serie de etanol en grados crecientes: 30% 5 minutos,
50%, 70%, 80%, 90%, 96%, 10 minutos cada uno y etanol 100% tres cambios de
10 minutos cada uno. Agente intermediario con Oxido de Propileno tres veces 10
minutos. Pre-inclusion con una mezcla de resina epodxica (Epon) - Oxido de
Propileno dilucion (1:1) por 24 horas, posterior dilucion (2:1) y evaporacion del
Oxido de Propileno por 24 horas. Los especimenes fueron incluidos en resina
epoxica en moldes planos con polimerizacién a 60° en estufa durante 72 horas.

Las corneas fueron cortadas con cuchillas de vidrio en Ultramicrotomo.

13



Se realizaron cortes semi-finos de 200-150 nm vy fueron tefidos con Azul de
Toluidina con el objetivo de una exploracion preliminar para determinar la zona de
interés para realizar cortes ultrafinos de 90-50 nm, montados en rejillas de cobre
cubiertas con capa de colodion. Posteriormente los cortes ultrafinos fueron
contrastados con Acetato de Uranilo al 2% durante 20 minutos y Citrato de Plomo
al 0.2% por 10 minutos. Los especimenes fueron observados en microscopio

electronico de trasmision, Jeol 1010®.
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RESULTADOS:

Electronmicrografia 1. Queratocito en queratocono. 1 Membrana plasmatica celular,
2 Membrana plasmética nuclear, 3 Cromatina compacta, Cit Citoplasma, N Nucleo
gue abarca casi toda la extension celular, presencia de ribosomas y Fc fibrillas de
colageno que muestran arreglos homogéneos.
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Electronmicrografia 2. Queratocito en queratocono. Icc Interconexion celular, N Nucleo
gue abarca casi toda la extension celular, las fibrillas de coldgeno (recuadros) muestran
arreglos en diversas direcciones y se observa la presencia de vesiculas secretoras
(flechas).

Se mantiene la interconexion celular entre los queratocitos. En presencia de
vesiculas secretoras se observa un desarreglo morfolégico de las fibrillas de
coldgeno en el cual pierden la homogeneidad de su direccion, presentan diversas
direcciones (Electronmicrografia 2), en comparacién en donde no hay presencia

16



de las vesiculas, en donde se conserva el arreglo homogéneo de las fibrillas

(Electronmicrografia 1).

Electronmicrografia 3. Queratocito en queratocono. 1 Membrana citoplasmatica
celular, 2 vesiculas secretoras, MEC Matriz extracelular. Fc Fibrillas de colageno con
arreglos en diferentes direcciones.

Se observan vesiculas que se insertan en la matriz extracelular y las fibrillas de
colageno cercanas a ella adoptan diversas direcciones, la alteraciéon de estas
impacta en la transparencia e integridad del estroma. En la MEC en donde

17



encontramos vesiculas estd mas reducida en comparacion con la MEC donde no

hay presencia de estas. (Electronmicrografia 3).

Electronmicrografias 4,
Microscopia electronica de transmision
de queratocono. (A) Queratocono
cornea con queratocitos, con
encogimiento celular, condensaciéon de
cromatina (flechas) y fragmentacion de
cromatina sugestiva de apoptosis. Las
puntas de flecha denotan estructuras
unidas a la membrana en el estroma
circundante que se asemejan a cuerpos
apoptoticos. Ampliacion 4000x. (B)
Célula de gueratocitos con
condensacion de cromatina densa
(flechas), contraccién y vacuolizacion
en una cOrnea con queratocono.
Ampliacién 6000x. (C) Seccién de una
cérnea con queratocono que muestra
numerosas estructuras unidas a la
membrana (puntas de flecha)
distribuidas por todo el estroma anterior
gque se asemejan a  Ccuerpos
apoptéticos. Ampliacién 6000x. (D) La
cornea con queratocono muestra un
queratocito con cromatina densa

- - (flechas 'y asterisco), junto con
. - estructuras unidas a la membrana en el
estroma circundante que pueden ser
D / cuerpos apoptoticos (flecha). (Kim, et
" al,2009)14
D o

En la electronmicrografia 5 hay indicios que sugieren apoptosis por la
condensacion y marginacion de la cromatina en zona perinuclear y la
fragmentacién de la misma lo que coincide con las electronmicrografia 4 donde
describen encogimiento celular, condensacién de cromatina y fragmentacion de la

misma, sugestivo de apoptosis.
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Electronmicrografia 5. Queratocito en queratocono. N Nducleo con cromatina
compacta, Fc Fibrillas de coldgeno con arreglos en diferentes direcciones, Cit
Citoplasma, donde se observan numerosos ribosomas. 1 Membrana plasmatica, 2

vesiculas secretoras y 3 Membranas externas mitocondriales.
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A

Electronmicrografia 6. Queratocito en queratocono. N Nucleo lobulado, con cromatina
compacta perinuclear, no se aprecia membrana nuclear. Fc Fibrillas de colageno con
arreglos en diferentes direcciones, Cit Citoplasma, Icc Interconexion celular, 1

vesiculas secretoras y 2 Matriz extracelular.
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- K
Electronmicrografias 7. llustracién de los detalles ultraestructurales de queratocitos en cérnea
normal. (A) Corte transversal, se muestra un nicleo ovalado con heterocromatina periférica y un
borde delgado de citoplasma. Los haces de colageno se alternan y se ve en la seccidn transversal
y en seccion longitudinal, 1 um. (C) Seccién transversal a nivel del nacleo (N) que ilustra muchas
estructuras (flechas), 1 um. (E) Distalmente, el pericarién contiene muchas vesiculas (V) y un
centriolo (Ce). Las fibras de coldgeno (CF) a ambos lados corren paralelas entre si, 1 um. (Muller,

et al, 1995)15
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DISCUSION:

Los tejidos humanos son de dificil acceso y una cérnea humana sana seria casi
imposible de obtener, ya que se ocupan para los trasplantes de pacientes
enfermos y nos encontramos en un pais donde la cultura de donacién no es la
ideal. Es por esa razon que en el presente trabajo s6lo se procesé tejido corneal
patologico, aunque lo mas correcto seria tener una comparaciéon del estado

citofisiologico entre una cérnea sana y una patoldgica.

Uno de los planteamientos es que las MMP-1 y MMP-9 provenientes de la lagrima
son las que degradan la matriz extracelular y a su vez el colageno que constituye

las fibras del estroma. (Lema, et al, 2009)10

Morfologicamente se encontraron cambios ultraestructurales de los componentes
intra y extracelulares. Se localizaron vesiculas secretoras (aungque no se observan
cuerpos de Golgi) y en donde se localizan estas se observan que las fibrillas de
colageno pierden el ordenamiento indispensable para la transparencia y espesor
de la cérnea. La matriz extracelular esta reducida. Lo que asocia que en presencia

de vesiculas hay una desorganizacién importante de las fibrillas de colageno.

Se observan indicios de apoptosis con nucleo lobulado y mas compactado, con
acumulo de cromatina perinuclear y fragmentacién de la misma coincidente con lo
ya descrito; como la contraccion celular, condensacion y fragmentacion de
cromatina y los cuerpos unidos a pequefios unidos a membrana son sugestivos de

cuerpos apoptoticos. (Kim, et al, 2009)14

Se observa que en la misma célula existen cambios morfolégicos asociados a
apoptosis, que es un tipo de muerte celular, y a su vez encontramos vesiculas
secretoras, cuando no seria posible tener un proceso de muerte celular y estar

metabdlicamente activa por la presencia de vesiculas secretoras.

Se propone continuar con pruebas bioquimicas para comprobar si las vesiculas
observadas responden al contenido de metaloproteinasas y para confirmar el

proceso apoptotico de los queratocitos de cornea humana.
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