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RESUMEN

Objetivo: Describir las caracteristicas morfoldgicas celulares y estructurales de la
cérnea in vivo en pacientes con diferentes estadios de queratocono.

Métodos: Se realiz6 un estudio descriptivo, transversal, de 45 ojos de pacientes con
diagndstico de queratocono atendidos en el servicio de Cérnea del Instituto Cubano
de Oftalmologia Ramon Pando Ferrer, entre mayo de 2018 y mayo de 2019. Se
estudiaron las variables grupo de edades, densidad de células epiteliales
superficiales y basales, de queratocitos del estroma anterior y posterior y de células
endoteliales, coeficiente de variacién, hexagonalidad.

Resultados: La densidad de células fue epiteliales superficiales 1045 + 37,7 cel/mm?,
1026,1 + 91,8 cel/mm? y 1009 + 45,9 cel/mm?y epiteliales basales, 4659,6 + 62,6
cel/mm?, 4562,8 + 52,7 cel/mm?y 4512,0 + 37,6 cel/mm? en los estadios 1,2y 3,

respectivamente, queratocitos en estroma anterior y posterior de 903,0 + 23,0
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cel/mm?y 746,0 + 25,2 cel/mm? en el estadio 1; 873 + 21,0 cel/mm?y 722,9 + 35,2
cel/mm?en el estadio 2y 828,0 + 12,9 cel/mm?y 694,4 + 26,3 cel/mm? en el estadio
3, respectivamente.

Conclusiones: La densidad de las células basales y superficiales del epitelio, de los
queratocitos en el estroma anterior y posterior, asi como de las células endoteliales,
se asocian a la gravedad del queratocono.

Palabras clave: queratocono; microscopia confocal; cérnea.

ABSTRACT

Objective: To describe the cellular and structural morphologic characteristics of the
cornea in vivo in patients with different stages of keratoconus.

Methods: A descriptive, cross-sectional study was performed on 45 eyes of patients
with a diagnosis of keratoconus seen at the Cornea service of the Cuban Institute
of Ophthalmology Ramén Pando Ferrer, between May 2018 and May 2019. The
variables age group, density of superficial and basal epithelial cells, anterior and
posterior stromal keratocytes and endothelial cells, coefficient of variation,
hexagonality were studied.

Results: Cell density was superficial epithelial 1045 +37.7 cell/mm2, 1026.1 + 91.8
cell/mm2 and 1009 % 45.9 cell/mm2 and basal epithelial, 4659.6 + 62.6 cell/mm2,
4562.8 + 52, 7 cell/mm2 and 4512.0 + 37.6 cell/mm2 in stages 1, 2 and 3,
respectively, keratocytes in anterior and posterior stroma of 903.0 + 23.0 cell/mm2
and 746.0 £+ 25.2 cell/mm2 in stage 1; 873 + 21.0 cell/mm2 and 7229 + 35.2
cell/mmz2 in stage 2 and 828.0 + 12.9 cell/mm2 and 694.4 + 26.3 cell/mm?2 in stage
3, respectively.

Conclusions: The density of basal and superficial epithelial cells, keratocytes in the
anterior and posterior stroma, as well as endothelial cells are associated with the
severity of keratoconus.

Keywords: keratoconus; confocal microscopy; cornea.

Recibido: 14/12/2023
Aceptado: 28/12/2023

(o) RN Esta obra esta bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES



https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES

€CIMED Revista Cubana de Oftalmologia. 2024;37:e1843

, EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

Introduccion

El queratocono es una enfermedad corneal no inflamatoria que afecta a ambos
0jos, en la cual la cornea se adelgaza y se expande de manera progresiva en la zona
central y paracentral, esta forma una protuberancia cénica, lo que se manifiesta en
la clinica con astigmatismo irregular y pérdida variable de la agudeza visual.()

La etiopatogenia del queratocono es compleja y multifactorial e involucra la
interaccion de factores ambientales, genéticos y moleculares en su origen y
evolucion.® Suele presentarse durante la adolescencia y progresa con la edad,
siendo generalmente estable alrededor de los 40 afios de edad.®

Los estudios epidemiolégicos muestran una variabilidad considerable a nivel
mundial en cuanto a la prevalencia e incidencia del queratocono, lo que podria
explicarse por factores geograficos, de riesgo, poblacionales y por los distintos
meétodos y criterios diagnosticos empleados. Se ha estimado en un rango amplio
de 0,2 a 4790 por cada 100 000 personas y de 1,5 a 25 por cada 100 000 personas
al afo, respectivamente. Las tasas mas altas de prevalencia e incidencia suelen
observarse en individuos de entre 20 y 30 afios de edad. La mayoria de los estudios
sugiere que no hay diferencias significativas en su presentacién entre ambos sexos
y diferentes etnias.®

Se ha definido como un trastorno no inflamatorio, en el que no se produce
infiltracion celular ni vascularizacion corneal, pero estudios recientes® han
desafiado esta afirmacion. La mayoria de los estudios® realizados con las
lagrimas de los pacientes con queratocono han mostrado un incremento de los
niveles de interleucina (IL)-6, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-q, por sus siglas
en inglés) y metaloproteinasas de la matriz (MMP-9). El frotamiento del ojo ha
mostrado ser un factor de riesgo para el incremento de los niveles de MMP-13,
IL-6 y TNF-a. Aunque el queratocono no cumple con los criterios clasicos para
plantear una enfermedad inflamatoria clasica, el papel significativo de enzimas
proteoliticas, citocinas y radicales libres en la enfermedad, obliga a cuestionarse el
concepto de esta afeccién como trastorno no inflamatorio.(”8)

Su diagndstico no es dificil en etapas avanzadas, no asi en casos incipientes. Por
lo que se requiere de una combinaciéon de medios diagndsticos que ayuden a

corroborar el diagndstico clinico para un mejor tratamiento.
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Las dos metas mas importantes del tratamiento son detener la progresion de la
enfermedad y lograr la rehabilitacion visual. Las opciones de tratamiento varian
desde los lentes de contacto y sus variedades de disefo, los anillos intraestromales,
el crosslinking corneal (CXL) y las diferentes técnicas de queratoplastia. La eleccién
depende del estadio de la enfermedad, siendo el CXL el tratamiento de eleccion en
pacientes con progresion clinica documentada y en queratocono con riesgo
percibido de progresidn, y es la Unica opcion que ha demostrado lograr la detencion
o reduccion de la progresion de esta enfermedad.(

En estadios avanzados, en el que los signos clinicos confirman el diagnéstico, el
trasplante corneal puede considerarse una opcién de tratamiento efectiva. El
impacto de la recidiva de la enfermedad, las tasas de supervivencia del trasplante
que se reducen a medida que trascurren los aflos y las consecuentes repetidas
intervenciones, asi como una rehabilitacion visual lenta y con frecuencia incompleta
después de la queratoplastia son aspectos que deben ser adecuadamente
valorados, pues estos orientan hacia la necesidad de nuevas estrategias para el
manejo del queratocono.®

El desarrollo de un prototipo de malla para cérneas irregulares como resultado del
proyecto de investigacion multicéntrico e internacional Human Eye promovido y
coordinado por la Fundacién IMO (Instituto de Microcirugia Ocular, Espafia)
constituye una promesa de tratamiento para este tipo de pacientes.

En tanto se logra una cura definitiva, su deteccién temprana se ha convertido en el
punto mas importante en esta afeccidon debido a la importancia de reducir la
velocidad de progresion de la enfermedad, asi como a la generalizacién de la cirugia
refractiva y la necesidad de lograr elevados niveles de seguridad en los procederes
quirurgicos. Todo lo anterior ha motivado a diversos investigadores a desarrollar
técnicas y métodos, que permitan el diagndstico precoz de esta enfermedad.(?)
Dicha enfermedad se caracteriza por la alteracién de la estructura del tejido corneal,
en la que se produce una serie de cambios ultraestructurales. Entre ellos se incluyen
el adelgazamiento central del epitelio, la irregularidad y engrosamiento de la
membrana basal, la pérdida de laminillas de colageno estromal, la alteracién de la
orientaciéon de fibrillas de colageno y la disminucién de la densitometria de los

queratocitos, especialmente en el estroma anterior central. Estos cambios
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perturban el delicado equilibrio de la matriz extracelular y de las células corneales,
lo que provoca el adelgazamiento y protrusion anterior de la cornea.®

En estudios cuasihistologicos,('9 la tomografia de coherencia dptica (OCT) y la
microscopia confocal in vivo han demostrado su utilidad en el diagndstico del
queratocono. Recientemente, el estudio del perfil del grosor epitelial se ha
convertido en una herramienta mas en el diagndstico, de casos incipientes de
queratocono, ya que el epitelio corneal tiene la capacidad de alterar su grosor para
restablecer una superficie Optica simétrica y pareja y de esta manera enmascara
total o parcialmente la presencia de una superficie estromal irregular que no se
detecta en la topografia corneal.(®

La microscopia confocal es un método de exploracién no invasivo, que requiere un
minimo contacto entre la corneay las lentes del objetivo, permite obtener imagenes
de todas las capas corneales a nivel celular, incluso en aquellas cérneas con
disminucion de la transparencia.('") Esta técnica ha rebasado las limitaciones de la
pobre disponibilidad de tejido corneal ex vivo, ya que ofrece imagenes
microscopicas en tiempo real de las capas de la cornea con una alta resolucion y
magnificacién, con lo que ayuda a comprender pequefias modificaciones
histol6égicas que se producen en el proceso de la enfermedad de la cérnea viviente
humana. En afios recientes, la microscopia confocal se ha establecido como una
técnica clinica e investigativa.(1?)

Todas las capas de la cérnea pueden afectarse en el queratocono, estudios(?
histolégicos y de microscopia confocal muestran hallazgos consistentes en
cambios epiteliales que son mas aparentes en queratoconos avanzados, disrupcion
de la capa de Bowman con ocasional protrusion de células epiteliales o
queratocitos. Las modificaciones en el estroma muestran pobre diferenciacion de
los nucleos de los queratocitos e hiperreflectividad estromal. Se han confirmado
anomalias estructurales por microscopia electrénica: proteoglicanos escasos en
algunas &reas y orientacion anormal de la malla de colageno-proteoglicanos.('3)
Estos cambios pueden justificar la inestabilidad biomecanica y la debilidad que son
la marca del queratocono, especialmente porque le corresponde al estroma anterior

de la cérnea la mayor parte de la fortaleza biomecanica de la cérnea.
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El objetivo fue describir las caracteristicas morfoldgicas celulares y estructurales

de la cérnea in vivo en pacientes con diferentes estadios de queratocono.

Métodos

Se realiz6 un estudio descriptivo de corte transversal, que incluyd 45 pacientes con
diagndstico de queratocono, que asistieron a la consulta de Cdrnea del Instituto
Cubano de Oftalmologia Ramén Pando Ferrer, en el periodo comprendido entre
mayo de 2018 y mayo de 2019. Se realiz6 un muestreo no probabilistico, en el cual
los pacientes se incorporaron de manera consecutiva. Para la clasificacion en
estadios se utilizé la de Amsler-Krumeich modificada por Ali6 y Shabayek
(Cuadro).('® Los pacientes fueron distribuidos en grupos de 15 ojos en los estadios
1, 1y 1.

Los criterios de inclusion fueron los pacientes con edad igual o mayor de 19 afios,
con estadio I, Il y lll que dieron su consentimiento informado para participar en el
estudio. Se excluyeron aquellos ojos con queratocono avanzado con opacidad
corneal en estadio IV, antecedentes de trauma, intervenciéon quirdrgica o
enfermedades oculares y/o corneales asociadas (glaucoma, sindrome de ojo seco
avanzado, infecciones recientes, distrofias, pigmentaciones), enfermedades
sistémicas como diabetes mellitus, del tejido conectivo; también que hayan tenido

medicacion ocular de dos semanas, embarazo y lactancia.

Cuadro - Clasificacion en estadios de Amsler-Krumeich modificada por Alié y Shabayek

Estadios K central RMS Coma-like | Cicatriz corneal | Espesor central minimo
| <48,00D 1,50 22,50 ym Ausencia >500 pm

Il >48,00a<53,00D | >2,50a=3,50 um Ausencia >400 um

1 >53,00a<5500D | >3,50 a=<4,50 ym Ausencia 300 a 400 ym

\% >55,00 D >4,50 ym Cicatriz central 200 pm

Para la operacionalizacion, se les realizd a los pacientes incluidos en el estudio, de
manera rutinaria, el interrogatorio exhaustivo, biomicroscopia en lampara de

hendidura, la toma de agudeza visual, el examen refractivo, la presion intraocular de
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aplanacion, oftalmoscopia directa, tomografia corneal y paquimetria (Oculus
Pentacam AXL). Para la realizacién de la microscopia confocal in vivo se utilizé el
ConfoScan-4 (Nidek Technologies Srl, Albignasego, Italia). Se cumplié el protocolo
de manejo del equipo.

Se definieron las siguientes variables: grupos de edad; densidad de células
superficiales epiteliales, densidad celular en el epitelio basal, densidad de
queratocitos en el estroma anterior, densidad de queratocitos en el estroma
posterior, expresadas todas en células/mm?Z densidad de células endoteliales,
coeficiente de variacion y hexagonalidad cuyo calculo se realizé automaticamente,
a través del software NAVIS del microscopio confocal.

Los datos analizados se plasmaron en las historias clinicas y la informacién fue
registrada en una base de datos confeccionada en Microsoft Excel. Los datos
primarios se procesaron con el programa informatico para andlisis estadistico
SPSS para Windows, version 21. Para la comparacion de todas las densidades
celulares se empled la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. El analisis para
conocer si la variable se distribuyé normalmente, se realizé mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov o Shapiro Wilk (en dependencia del tamafio muestral),
mientras que la igualdad de las varianzas se realiz6 mediante la prueba de Levene.
En todos los casos se utilizé un nivel de significacion de 0,05 y una confiabilidad
del 95 %. En el caso de la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la Prueba de Levene, la
p fue mayor de 0,05, para asumir que la variable tuvo una distribucién normal o que
las variables tuvieron iguales varianzas, respectivamente.

El estudio fue analizado y sometido a la aprobaciéon de los comités de ética y
cientifico del Instituto Cubano de Oftalmologia Ramoén Pando Ferrer, quienes
aprobaron y monitorearon su realizacion. Se obtuvo el consentimiento informado

de los pacientes y familiares para participar en esta investigacion.

Resultados

En los estadios | y Il predominaron los pacientes con rangos de edades entre 19 y

29 anos de edad. Le siguio en orden las edades entre 30 y 39 afios. En el estadio lll,
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predomind el grupo de edades de 30 a 39 afnos, seguido de 40 a 49 y mayor de 50

afos (tabla).

Tabla - Caracterizacion demografica

Estadio
Variables : . tn P
No o No o No o
(15 ojos) ? (15 ojos) ° | (15 ojos) ?

19-29 6 40,0 5 33,3 2 133 -
30-39 6 40,0 4 26,7 7 46,7 0,965*

Edad (afios) | 40-49 1 6,6 3 20,0 3 20,0 -

>50 2 13,3 3 20,0 3 20,0 -
Media DS 356119 0,764**

*Asociado a test de la ji al cuadrado.

** Asociado a prueba U de Prueba de Mann-Whitney.

La densidad de las células del epitelio corneal fue de 1045 * 37,7 cel/mm?,
1026,1 + 91,8 cel/mm?y 1009 * 45,9 cel/mm?2 células epiteliales superficiales en
los estadios |, Il y Ill, respectivamente. La densidad de células basales epiteliales
fue de 4659,6 + 62,6 cel/mm? en el estadio |, 4562,8 + 52,7 cel/mm? en el estadio Il
y 4512,0 + 37,6 cel/mm? en el estadio Ill. En ambos grupos celulares se produjo una
reduccion significativa de su densidad segun progresion del queratocono.

Al analizar la densidad celular estromal segun el estadio de esta enfermedad se
observé una reduccion significativa y progresiva de esta en el estroma anterior y
posterior para una cifra de 903,0 + 23,0 cel/mm? y 746,0 + 25,2 cel/mm? en el
estadio I; 873 + 21,0 cel/mm?y 722,9 + 35,2 cel/mm? en el estadio Il y 828,0 + 12,9
cel/mm?y 694,4 + 26,3 cel/mm? en el estadio Ill, respectivamente.

En relacién con la densidad celular endotelial se obtuvieron valores de 2581,3
+ 70,1 cel/mm? en el estadio |, 2452,6 + 39,4 cel/mm? para el estadio Il y 2453,4
+ 77,3 cel/mmZ2en el estadio Ill.

El coeficiente de variacion en el estadio | fue de 29,1 + 1,3 %, 34,2 + 1,1 % en el
estadio Il y 36,3 1,0 % para el estadio Ill.

La hexagonalidad para los estadios |, Il y Ill fue de 57,3 £+ 1,7 %, 55,5 £ 1,5 %,

53,6 £ 2,6 %, respectivamente.
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A pesar de que los valores encontrados se mantienen dentro de rangos de
normalidad, se considerd significativa la reduccion progresiva de los valores a

medida que el queratocono avanzaba en estadios (p < 0,01).

Discusion
En el estudio se observa que los grupos de edades entre 19 y 29 afos de edad
predominaron en los estadios | y Il y entre 30 y 39 aios en el estadio lll, sin embargo,
la media de la muestra fue de 35,6 + 11,9 afnos. Estos resultados se deben a que las
edades correspondientes a los estadios iniciales son también las edades que con
mayor frecuencia acuden a consulta de oftalmologia para valorar la operacién
refractiva corneal, consulta que aporta el mayor numero de casos diagnosticados
de queratocono.
En un estudio realizado por Ghosh y otros,('® para evaluar la morfologia celular en
el queratocono, al comparar dos grupos, uno de usuarios de lentes de contacto
rigidos gas permeable (grupo 1) y el otro de lentes de contacto rigidos gas
permeable de disefio especial (grupo 2), se reporta una media de 27,28 + 6,57 y
30,44 + 6,56 anos de edad, respectivamente.
Weed y otros(1®) estudian 19 casos con esta enfermedad, con una media de edad
de estos sujetos de 40,5 + 2,1 afos, con un rango entre 20 y 56 anos de edad y
predominio del sexo masculino. Hurmeric y otros('”) reportan una media en sujetos
de 351 + 12 afios en una muestra con preponderancia de sexo femenino y
lateralidad del ojo izquierdo.
En esta investigacion se observd menor densidad de las células epiteliales
superficiales y basales, ademas una tendencia a la disminucion progresiva y
significativa a medida que avanzé la enfermedad.
Grieve y otros,('0 al estudiar los cambios estructurales de la cérnea ex vivo en
pacientes de este tipo, comparan tres modalidades de imagen (histologia,
tomografia de coherencia éptica de dominio espectral (SD-OCT) y microscopia

confocal y observan que la densidad de células epiteliales superficiales era mayor
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en corneas queratocodnicas, sin embargo, las células alares y basales poseian
menor densidad en comparacion con ojos saludables.

Weed y otros(1® reportan una reduccion significativa de la densidad basal epitelial
en el queratocono moderado y avanzado, en comparacién con el grupo control, no
asi segulin su estadio. Con estos resultados, coincidieron Hurmeric y otros('”) que
reportan menor densidad de células basales epiteliales en estos sujetos al
compararlos con ojos saludables. Los rangos de normalidad y variaciones en esta
afeccioén, reportados por estos autores citados son muy variables y estan
determinados sobre todo por método de conteo y el tipo de microscopio confocal
utilizado.

Niederer y otros('®) observan que el queratocono se asocia a adelgazamiento del
epitelio central, aumento de tamafo y alargamiento de las células epiteliales
superficiales. Se acepta que las células basales son las mas afectadas en el epitelio
corneal debido a que se encuentran involucradas en los procesos fisiopatolégicos
del mismo.

En el presente estudio se encontr6 reduccion de la densidad de queratocitos en
estroma anterior y posterior asociado a la progresion de la enfermedad. Estos
resultados coinciden con Humeric y otros,('”) que encuentran menor densidad de
queratocitos en el estroma anterior y posterior. Niederer y otros('® observan
disminucion de la densidad de queratocitos en estos sujetos y lo asocian a la
gravedad de la enfermedad. Similares resultados han sido reportados por otros
autores.(11.1920)

Bureau y otros@") demuestran que los queratocitos de cérneas queratocénicas
tienen un mayor numero de receptores IL-1 que lo normal. El incremento de la
expresion de estos puede sensibilizar los queratocitos a los receptores IL-1 del
epitelio, de esto modo causa apoptosis de queratocitos y la subsecuente
disminucion de la masa estromal en las etapas mas avanzadas. Esto justifica la
observacion de un elevado niumero de queratocitos en el estroma anterior que
muestran signos de apoptosis en corneas con estas caracteristicas al compararlas
con cérneas sanas o que sufren otras enfermedades.

Ghosh y otros('9) estudian la morfologia celular de la cornea en pacientes con

queratocono y un grupo control y encuentran que la media de densidad de
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queratocitos en el estroma anterior y posterior era diferente a la de ojos saludables
y asi como entre los estadios de este, con mayor reduccion de la densidad celular
a medida que progresa la afeccion.

Numerosos estudios(16.19212223) han investigado los cambios del endotelio en ojos
con queratocono. Sin embargo, no existe consenso acerca de la densidad celular
endotelial y los cambios en la morfologia del queratocono, asi como sus cambios
a medida que progresa la enfermedad, probablemente debido a que se trata de
pequefias muestras.

En la presente investigacion, la densidad celular y la hexagonalidad se mantuvieron
en parametros normales en todos los estadios, no obstante, fue significativa la
reduccion progresiva de los valores de estas variables segun el estadio del
queratocono.

Ghosh y otros('® encuentran que el polimegatismo y el pleomorfismo fueron
mayores en pacientes que presentan esta entidad que en aquellos con ojos
saludables. Ademas, estos parametros son mayores en el estadio Il que en los que
se encuentran en estadios Il y I.

Estos resultados son similares a los reportados por Ucakhan y otros®¥ en su
estudio, 48 ojos de 24 pacientes consecutivos con diagnostico de queratocono
fueron examinados por microscopia confocal in vivo. Encuentran disminucion de la
densidad celular endotelial media. Cuando el grupo de estos pacientes fue dividido
segun el estadio, observan que en ojos con queratocono con estadio Ill, la media de
la densidad celular endotelial y el porcentaje de hexagonalidad son menores que en
ojos en estadio moderado o leve, con valores estadisticamente significativos, por
lo que concluyen que el endotelio de estos pacientes es particularmente inestable
y susceptible a dafio en estadios avanzados de la afeccion.

Weed y otros('® no encuentran diferencias significativas en la densidad celular
endotelial media entre queratoconos en estadio Il y Il comparados con controles.
Similares son los resultados reportados por Timucin y otros@) y Yeniad y otros.(?
El udltimo autor, sin embargo, encuentra un incremento significativo del
pleomorfismo y polimegatismo entre estos pacientes y el grupo control. Mocan y
otros('9 y Niederer y otros('®) reportan significativa reduccion en la densidad celular

endotelial.
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Por el contrario, Hurmeric y otros('”) al evaluar el endotelio corneal con esta afeccién
y ojos saludables, encuentran menor densidad celular, mayor pleomorfismo vy
menor polimegatismo en el primer grupo. Resultados similares reportan Grieve y
otros.(10)

El-Agha y otros,® al evaluar la correlacion entre el estadio de la enfermedad y la
densidad celular endotelial en 40 ojos con queratocono, demuestran una tendencia
a la disminucion de densidad celular endotelial, elevacién del coeficiente de
variacion del tamano celular y baja hexagonalidad en estadios avanzados, sin
embargo, sus resultados no fueron estadisticamente significativos.

En un estudio de 712 ojos, Goebels y otros®?® confirman una disminucion
significativa de la densidad celular endotelial a medida que este progresaba, con
incremento en el coeficiente de variacion del tamafio celular endotelial.

Se concluye que en este estudio se encontr6 que a medida que el queratocono
progresa se produce una reduccion de la densidad de las células basales y
superficiales del epitelio, de los queratocitos en el estroma anterior, posterior y de

las células endoteliales.
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