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RESUMEN

Objetivo: Analizar las estructuras celulares corneales mediante microscopia confocal en
corneas aparentemente sanas. Método: Se realizé microscopia confocal (ConfoScan 2.0,
Fortune Tecnologies Srl., Italy) para el analisis morfoldgico de las diferentes estructuras
corneales, in vivo de manera no invasiva y en tiempo real a 10 cémeas. Resultados: Se
observd el epitelio superficial, las células basales epiteliales, el plexo nervioso
subepitelial, el estroma y el endotelio corneal. Conclusiones: Hemos demostrado la
utilidad del microscopio confocal para observar y analizar la poblacion celular corneal, lo
cual tiene un papel potencial en la valoracion de los cambios dindmicos y estructurales de

importancia en el diagndstico y evaluacion del paciente.




El microscopio confocal es un sistema mediante el cual se pueden observar tejidos de
manera no-invasiva, lo que permite realizar estudios histolégicos desde otro punto de
vista en organismos vivos y en tiempo real.'®

En 1955, Minsky desatrollé el primer microscopio confocal’ el cual se basa en el
principio de la conjuncién de enfoque, en el que tanto la fuente de luz emisora como el
objetivo del microscopio son conjugados y enfocados sobre una drea pequefia de tejido,
asi tanto la fuente de luz como el lente del objetivo tienen el mismo punto de enfoque, lo
que permite rechazar la luz que se encuentra fuera de foco disminuyéndola tanto en la
parte superior como en la inferior del plano en estudio.* > 712 Su utilidad radica en su
capacidad para hacer que las imagenes sean nitidas, de un alto contraste y de buena
resolucién.?

Fl propoésito de este estudio es valorar y describir las diferentes estructuras corneales

observables mediante microscopia confocal en corneas sanas.

MATERIAL Y METODO

Se reviso la base de datos del Microscopio Confocal (ConfoScan 2.0, Fortune
Tecnologies Srl., Italy) del Servicio de Comea y Cirugia Refractiva del Hospital para
Evitar la Ceguera en México, Hospital “Dr. Luis Sanchez Bulnes” y se obtuvieron 10
estudios de corneas sanas de pacientes sin patologia corneal ni ocular. Las secuencias de
las imagenes de todo el espesor corneal central se digitalizaron (JPEG), se capturaron
para su estudio morfologico y localizaron en todo el espesor corneal (Z-Stan). Mediante
el programa NAVIS (Nidek Corporation, Japon) que automéiticamente calcula la

intensidad luminosa de las imdgenes para crear una grifica del espesor total de cada




secuencia (350 imagenes). El examen de microscopia confocal consistié en los siguientes
pasos: se administro anestesia topica con tetracaina al 0.5% (Ponti Ofteno, Laboratorios
Sofia Guadalajara, México); previa asépsia de la parte anterior del lente frontal con
alcohol al 96%, se coloco una gota de gel oftadlmico de 4cido poliacrilico al 2%
(Viscotears, Cibavision Ltd / SA) en la punta del mismo para cubrir completamente su
superficie, técnica conocida como “método DIP” (Distance Immersion
Principle/Principio de Inmersién a Distancia); posteriormente, se coloco al paciente
delante del microscopio confocal que comenz6 a mover el lente frontal hacia adelante
hasta que el gel hizo contacto con la superficie corneal alineandolo con la pupila, para
proceder a profundizar el foco hasta observar ¢l endotelio corneal y centrar la imagen con
éste, de lo contrario la calidad de las imagenes capturadas se verian afectadas. En cuanto
la imagen se encontrd centrada se realizé el rastreo de todo el espesor corneal, obteniendo
una secuencia de iméagenes que consta de 2 rastreos consecutivos de la profundidad total
del espesor corneal, siendo un rastreo equivalente a la obtencion de imigenes de
endotelio a epitelio a endotelio, es decir, de lo posterior a lo anterior y de nuevo a lo
posterior, para permitir ¢l desplazamiento en el eje “z” del espesor corneal central.
Posteriormente se estudiaron las diferentes estructuras ubicadas a diferentes
profundidades del espesor corneal.

Todas las imagenes fueron valoradas por dos observadores. Se analizaron las
caracteristicas morfologicas y de reflectividad en cada una de las imigenes asi como los
problemas técnicos relacionados a la toma de estudios asi como la captura de imagenes

con el microscopio confocal.




RESULTADOS

Mediante la microscopia confocal de cérnea, partiendo de l1a superficie corneal, se
observaron las diferentes estructuras dependiendo de la profundidad del enfoque. El
epitelio superficial, las células basales epiteliales, el plexo nervioso subepitelial, el
estroma corneal y el endotelio corneal.

Nos permiti6 observar las células epiteliales superficiales las cuales no guardaron un
patrén morfolégico constantie debido a sus bordes irregulares y no se apreciaron espacios
intercelulares; el citoplasma se valord con sus limites celulares bien definidos y, los
nucleos celulares se observaron de forma redonda e hiperreflécticos sobre €l citoplasma.
Hacia la periferia se encontraron areas mas obscuras debido a la curvatura normal que
mantiene la cornea (Fig. 1). Las células basales epiteliales se observaron como imagenes
de poca reflectividad, de forma hexagonal sobre un fondo obscuro, sin espacios
intercelulares v, de bordes difusos (Fig. 2). Inmediatamente posterior al epitelio corneal
se observo el plexo nervioso subepitelial a manera de lineas hiperreflécticas sobre un
fondo obscuro guardando una disposicion predominantemente vertical o moderadamente
oblicua; a este nivel no se observo ningun otro tipo de estructura (Fig. 3). La siguiente
estructura observable correspondi6 al estroma, donde se apreciaron abundantes nicleos
de queratocitos con reflectividad alta sobre un fondo obscuro, presentindose en forma de
huso en una disposicion vertical, horizontal, oblicua e incluso transversal; el citoplasma,
los limites celulares y 1a matriz extracelular no fueron visibles. Aparentemente, hay una
mayor densidad de queratocitos en el estroma antgrior que en ¢l posterior, también es
notable la diferencia en el tamafio de los queratocitos, los cuales se observaron mas

elongados y grandes en la parte posterior en comparacién con los pequefios y compactos




de 1a anterior (Fig. 4). Otra estructura que se logré observar aunque de forma menos
frecuente fueron los nervios estromales, mostrandose como imagenes longitudinales de
mayor extensién que los queratocitos y moderadamente mas reflécticos que estos. La |
tltima estructura corneal observable es el endotelio donde se apreciaron claramente las
células endoteliales de morfologia hexagonal, de alta reflectividad y con los nicleos
celulares no muy bien definidos debido a que su reflectividad es menor a la del

citoplasma (Fig. 5).

DISCUSION

Las imdgenes obtenidas en el presente estudio demuestran la capacidad del microscopio
confocal para realizar estudios histolgicos logrando observar las células corneales in
vivo de manera no invasiva y en tiempo real.

Los principales problemas técnicos que enfrentamos fueron el movimiento ocular del
paciente, la incapacidad del mismo para mantener el ojo abierto durante el estudio debido
a la intolerancia a la luz emitida por el microscopio y €l movimiento causado por la
respiracion del paciente.

En la estructura mas superficial que corresponde al epitelio corneal, 1a capa de células
aladas localizadas a la mitad de la profundidad del epitelio corneal, no son perceptibles
facilmente debido a la intensidad de luz reflgjada. En‘contraste, las células basales
epiteliales se observan facilmente y se ha descﬁtq que estan en estrecho contacto con la
capa de Bowman mediante una membrana basal.'* Se sabe que entre las células basales se
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encuentran nervios no mielinizados con axones Gnicos o mult;ph.’:s.l 13




de 1a anterior (Fig. 4). Otra estructura que se logré observar aunque de forma menos
frecuente fueron los nervios estromales, mostrandose como imdgenes longitudinales de
mayor extension que los queratocitos y moderadamente mas reflécticos que estos. La
tltima estructura corneal observable es el endotelio donde se apreciaron claramente las
células endoteliales de morfologia hexagonal, de alta reflectividad y con los nicleos
celulares no muy bien definidos debido a que su reflectividad es menor a la del

citoplasma (Fig. 5).

DISCUSION

Las imagenes obtenidas en el presente estudio demuestran la capacidad del microscopio
confocal para realizar estudios histologicos logrando observar las células comeales in
vivo de manera no invasiva y en tiempo real.

Los principales problemas técnicos que enfrentamos fueron el movimiento ocular del
paciente, la incapacidad del mismo para mantener el ojo abierto durante el estudio debido
a la intolerancia a la luz emitida por el microscopio y el movimiento causado por la
respiracion del paciente.

En la estructura mas superficial que corresponde al epitelio corneal, la capa de células
aladas localizadas a la mitad de la profundidad del epitelio corneal, no son perceptibles
facilmente debido a la intensidad de luz reflgjada. En Icontraste, las células basales
epiteliales se observan facilmente y se ha descrito que estan en estrecho contacto con la
capa de Bowman mediante una membrana basal.'* Se sabe que entre las células basales se

encuentran nervios no mielinizados con axenes Gnicos o miiltiples. 14,15




Aunque se describen linfocitos y macréfagos ocasionales en la capa de células basales y
de células aladas mediante microscopia de luz o microscopia electrénica, no se observé
ninguna 6tra estructura con el microscopio confocal. Inmediatamente posterior al epitelio
se logrd observar el plexo nervioso subepitelial con una disposicion predominantemente
vertical o0 moderadamente oblicua. Reportes previos sugieren que dicho plexo nervioso se
encuentra en la capa de Bowman, atravesando €sta para terminar en la capa
subepitelial.'*'® Mas profundo al plexo nervioso subepitelial se observé el estroma
corneal, en donde los queratocitos son las estructuras celulares mas abundantes. En
condiciones normales sélo es posible observar los nicleos de éstos mediante microscopia
confocal 2> 14 161920 Otros reportes sugieren que los queratocitos ocupan el 5 % del
volumen estromal.'*?! En 1967, Otori encontré que ocupaban del 2 al 3 % del estroma
corneal en conejos’ y un afio mas tarde Maurice y Riley confirmaron en el hombre un
2.4 %."* Observamos abundantes nicleos de queratocitos, descritos por Auran como
objetos hiperreflécticos de forma irregular distintos de los nervios estromales.” Los
nicleos de los queratocitos se presentaron en forma de huso en una disposicién vertical,
horizontal, oblicua e incluso transversal." Observamos que pareciera haber una mayor
densidad de queratocitos en el estroma anterior que en el posterior. Esto se ha
comprobado por varios autores con diferentes métodos. Moller-Pederson,”?* midié el
contenido de DNA de los nucleos de los queratocitos, el cual se relaciona al peso tisular
en seco (DNA estromal/contenido en masa (DNAs) con una unidad (U) definida como
1pg de DNA por miligramo de peso tisular en seco. Los datos del DNAs fueron
convertidos a queratocitos por milimetro ctbico usando el volumen estromal/radio

volumen de 3.1mm*/mg de peso tisular en seco y asumiendo que el estroma contiene solo




queratocitos diploides con un contenido de DNA como el de los fibroblastos en el
humano: 8.5 pg por célula y encontr6 una densidad menor de 30% en la regién
subendotelial comparado con el estroma subepitelial. Asimismo, Petroll et.al' realizé una
cuantificacion directa utitlizando un programa de computacion el cual captura y graba la
posicién de cada uno de los nicleos lo que hace posible realizar un conteo manual
preciso. Encontré una disminucion en la densidad de los queratocitos de forma gradual de
lo anterior a lo posterior con un ligero aumento antes de la membrana de Descemet.
Patel?® hizo el conteo de manera automatica con un programa que procesa las imigenes
contrastando los miicleos mediante una escala de grises y calculando la superfice de
pixeles por mm’ de cada seccién. Sus hallazgos son los mismos que los de Petroll et.al.
Se ha demostrado que existe una organizacion en tres dimensiones de los queratocitos” y
de subpoblaciones con diferencias morfolégicas en el estroma anterior y posterior,
aunque su origen permanece desconocido.'? Una probable explicacion para la existencia
de estas subpoblaciones es la existencia de diferencias en la concentracion de oxigeno y
en la actividad metabolica.' Las diferencias morfologicas y de tamafio entre los
queratocitos del estroma anterior y los del estroma posterior fueron observadas en el
presente estudio. En algunos reportes se ha descrito a los queratocitos anteriores de forma
eliptica y a los posteriores de forma mas elongada,' '? en otros se hace énfasis en las
diferencias de tamafio siendo los anteriores més pequefios que los pesteriores."”
Anteriormente se pensaba que eran células sin actividad pero se ha demostrado
histologicamente que los queratocitos son células activas.?" 2% Los gueratocitos
anteriores presentan mayor reflectividad, se cree que éste fendmeno responde al hecho de

que presentan una mayor densidad de mitocondrias, por lo tanto, un mayor metabolismo,




ya que éstas disminuyen progresivamente de lo anterior a lo posterior. 19.28 1 a diferencia
en la densidad de las mitocondrias se ha relacionado con la distancia a la que se
encuentran de a superficie y con respecto al espesor corneal.'™ ?* 3 El significado de esta
diferencia no esta claro, pero se sugiere que existen diferencias en cuanto al tipo de
queratocitos del estroma corneal, > **lo que nos hace suponer que de existir diferencias
entre estos, cada uno producira sustancias distintas. Estudios bioquimicos han
demostrado diferencias en la cantidad y tipo de proteoglicanos en el estroma anterior y el
posterior,28 diferencias de queratan sulfato siendo mayor en en el estroma posterior.w’ 28
mientras que la distribucién de condroitin sulfato es mayor en el anterior. 1% Por otro lado,
se ha demostrado una pérdida de queratocitos relacionada con la edad.?*

En el estroma corneal también son observados nervios estromales los cuales se aprecian
gruesos y bien delimitados, en ocasiones se detectaron bifurcaciones de estos. Existen
estudios que presentan un seguimiento de su curso y de sus ramificaciones hacia el plexo

15, 17
al, 5,17,31

nervioso subepiteli en donde el nervio se dirige a la parte anterior y, al llegar a la

interfase entre el estroma y la capa de Bowman se forma una red nerviosa ya mencionada
como el plexo nervioso subepitelial.ls’ 17.22, 30,32, 33

El endotelio es una monocapa de células cuboideas que forman un mosaico hexagonal
con los bordes celulares bien definidos.!® **** En estudios histolégicos se describen
interdigitaciones intercelulares asi como algunos desmosomas.** %5 Una caracteristica del
endotelio corneal a diferencia del epitelio es su falta de capacidad para la renovacion
celular, lo que origina una pérdida de la poblacion celular relacionada con la edad. La

densidad celular endotelial entre adultos y jovenes es diferente, se han descrito cambios

en la morfologia que va de un patrén hexagonal a uno mas polimérfico con células mas




grandes conforme aumenta la edad.? Existen reportes que sefialan que no hay diferencias
en los hallazgos endoteliales comparando el ojo derecho y el izquierdo, ni cambios
relacionados con el género.*

Hemos demostrado la utilidad del microscopio confocal de rastreo por hendidura para
observar y analizar la poblacion celular corneal, lo cual facilita la valoracion de los
cambios dinamicos y estructurales de importancia en el diagndstico y evaluacion del
paciente. Reportes previos confirman el valor diagndstico del microscopio confocal> *7*?
aunque su uso clinico atin se encuentra en evolucién. La mayor parte de estos estudios
s6lo se han dedicado al estudio de queratitis infecciosas o procesos de cicatrizacion
comeal. El microscopio confocal nos permite realizar un seguimiento de la evolucion del
paciente evaluando los procesos de cicatrizacién o regeneracion neural posterior a

procedimientos quirirgicos como ¢s el caso de la queratectomia refractiva*™ o

transplante corneal.*® *
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FIGURAS

Figura 1. Epitelio corneal superficial, nétese los bordes celulares bien definidos y 1a

hiperreflectividad de los nicleos (340 pm x 255 pm).

Figura 2. Células basales epiteliales, nétese que son muy tenues y con bordes poco
definidos (340 pum x 255 pm).
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Figura 3. Plexo nervioso subepitelial, nétese la disposicién oblicua y la hiperreflectividad

que presentan (340 pm x 255 pm).

Figura 4. Estroma corneal, las células estromales (queratocitos) son mas pequefias y se
encuentran en mayor cantidad en el estroma anterior (A) (340 pm x 255 um) que en

estroma posterior (B) (340 um x 255 pum).
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Figura 5. Endotelio corneal, se denota el ya descrito patrén en mosaico hexagonal de la

c¢lulas endoteliales (340 pm x 255 pm).




