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RESUMEN

Objetivo: Analizar las estructuras celulares por microscopia confocal, Confoscan 4, en
corneas sanas en nuestro medio.

Métodos: Se realiz6 un estudio prospectivo longitudinal a 100 ojos sanos de médicos
que trabajan en nuestra institucion, y pacientes que asistieron al servicio de cornea.
Esta investigacion fue desde mayo de 2007 a mayo 2008, en el Instituto Cubano de
Oftalmologia "Ramén Pando Ferrer”, La Habana. En los médicos se examinaron ambos
ojos y en los pacientes el ojo no afectado. Se recopilaron un total de 50 casos sin
afeccion corneal.

Resultados: De los 100 ojos estudiados, 64 tenian paquimetrias por encima del valor
medio. Estuvieron presentes los tres tipos de células epiteliales en casi la totalidad de
los pacientes; asi como los queratocitos en las diferentes profundidades del estroma
corneal. La mayoria de los ojos tenian un conteo celular endotelial por encima de 2
500, cifra comprendida dentro de los valores normales. Se encontraron fibras
nerviosas en cada una de sus capas.

Conclusiones: La microscopia confocal se presenta como una nueva herramienta que
permite observar en vivo la histologia corneal y complementar las observaciones de la
biomicroscopia convencional. Esto constituye un reto para el mejor entendimiento de
la histopatologia corneal. De esta manera podemos actuar de forma profilactica y
terapéutica, en el seguimiento y evolucién de patologias corneales.

Palabras clave: Microscopia confocal, ojo sano, examen ocular, oftalmologia, medios
diagndsticos.

ABSTRACT

Objective: This paper is aimed at analyzing the corneal cellular structures through
Confoscan S4-aided confocal microscopy in apparently healthy corneas.

Methods: A prospective longitudinal study of 100 healthy eyes from practicing
doctors, and from patients who had attended the corneal service at “Ramdén Pando
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Ferrer” Cuban Institute of Ophthalmology in Havana since May 2007 was conducted.
Both eyes of participating doctors were examined whereas the non-affected eye was
examined in the patients. A total of 50 cases with no corneal disease notified from
May 2007 to May 2008 were considered.

Results: The 100 studied eyes came from apparently healthy patients, and the
pachymetry values of 64 of them were above the average. Since they were healthy
corneas, the 3 types of epithelial cells as well as the keratocytes were present in
almost all the patients and at different depths of the corneal stroma, respectively.
Most of the studied eyes had endothelial cell counts above 2 500, a figure within the
normal range, and there were nerve fibers in each of their layers.

Conclusion: Confocal microscope is a new tool that allows in vivo observation of
corneal histology and thus supplements conventional biomicroscopy observations. It
contributes to better understanding of corneal pathology, with a view to
prophylactically and therapeutically acting upon corneal pathologies during their
follow-up and evolution.

Key words: Confocal microscopy, healthy eye, eye exam, ophthalmology,
diagnostics.

INTRODUCCION

Las caracteristicas microscopicas de las estructuras celulares de la cérnea en vivo,
con alta resolucién y nitidez, se pueden observar utilizando la microscopia 6ptica
confocal. Esta técnica es de uso reciente y mucho mas ventajosa que la microscopia
6ptica convencional porque no solo ofrece la capacidad de obtener cortes 6pticos
seriados de forma no invasiva en organismos Vivos; sino que permite obtener
imagenes de diferentes profundidades dentro del espesor de una pieza de tejido. Es
por esto que la microscopia confocal es Unica como técnica para la valoraciéon de
tejidos intactos en organismos vivos.™

La microscopia confocal permite estudiar el epitelio corneal, el estroma y sus procesos
cicatriciales, el endotelio y la inervacién. Mediante el andlisis de enfoque completo de
la cérnea, se determina con gran precision el espesor de la cérnea y sus diferentes
subcapas. También se observan cada uno de los cambios histolégicos que se
producen, en la misma, de forma favorable o no.**

Esta investigacion tuvo la finalidad de analizar las estructuras celulares corneales
mediante microscopia confocal (Confoscan 4), en cérneas sanas en nuestro medio.

METODOS

Se realiz6é un estudio prospectivo longitudinal en 100 ojos sanos, de pacientes que
asistieron a la consulta de cérnea, y en médicos que trabajan en el Instituto Cubano
de Oftalmologia "Ramén Pando Ferrer", de mayo de 2007 a mayo de 2008. A todos
los pacientes se les realiz6 microscopia confocal con el Confoscan 4. Se realiz6
escaneo de todo el espesor de la cdrnea a intervalos de dos micras.
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Los criterios de inclusion fueron: antecedentes de salud ocular en el ojo estudiado y
pacientes que dieron su consentimiento a participar en el estudio. Los criterios de
exclusion fueron: pacientes que al examinarlos con biomicroscopia presentaron
alguna alteracion ocular. A todos los pacientes se les pidié que firmaran un modelo de
consentimiento informado sobre las caracteristicas del estudio como constancia.

Se estudiaron las variables: espesor corneal, caracteristicas del epitelio corneal,
estroma, endotelio corneal y visualizacion de los plexos nerviosos corneales. La
recoleccion de los datos se realiz6 a través de la base de datos del Confoscan 4. A las
variables se les calculé medidas de resumen y los resultados fueron expuestos en
tablas.

RESULTADOS

El conocimiento del grosor corneal de los pacientes es importante. El examen con el
microscopio confocal es un medio confiable para la evaluacién de este. De los 100
ojos estudiados, 64 ojos tenian paquimetrias entre 500 y 530 micras, 15 paquimetrias
mas de 530 micras y solo 21 ojos tenian paquimetrias por debajo de 500 micras
(tabla 1).

Tabla 1. Distribucién de ojos segun
comportamiento del espesor corneal

Espesor corneal | o (ojos) |
e |
> 50 micms 15|
o TR — 0|

La tabla 2 refleja la presencia de los tres tipos celulares en la primera capa de la
cornea, el epitelio corneal, en 97 ojos. Solo en 3 ojos no se pudieron diferenciar, sin
que constituya rasgo de patologia alguna. Ademas, no eran visibles ni la membrana
de Bowman, ni la membrana basal del epitelio en 99 ojos, por tratarse de corneas
normales.

Tabla 2. Distribucién de ojos seguln caracteristicas del
epitelio corneal _

| Presencia de los tres tipos de celulas
| epiteliales

Visualizacen de 1 membranabasal | T[99 | 100
| Visualizacién de la membrana | 1 | 99 100
| Bowman | | |

La estructura del estroma y la morfologia de los queratocitos, en estos pacientes con
antecedentes de salud ocular, correspondié casi en la totalidad de los casos con los
del estroma normal. Estos se reflejan en la tabla 3.
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Tabla 3. Distribucién de ojos segun caracteristicas y
morfologia normal de los queratocitos del estroma
corneal

[ |  Cantidad de ojos con morfologia
| Estroma normal y presencia de los
' : queratocitos

si NO g

Mas de 95 ojos tenian un conteo celular endotelial por encima de 2 500, cifra
comprendida dentro de los valores normales. Esto cifra se corresponde con los
hallazgos encontrados en la literatura y con los antecedentes de los pacientes (tabla

4).

Tabla 4. Distribucién de ojos seguln
conteo celular endotelial

| Numero de células | Numero de |
| endoteliales ojos
Masdezsoo | e
Total [ 100 |

La tabla 5 nos muestra la distribucion de ojos segiin morfologia y caracteristicas del
endotelio corneal. Se refleja que la totalidad de los pacientes del estudio presentan la
monocapa de células hexagonales. Solo un pequefio niUmero presento ligeros rasgos
de pleomorfismo, polimegatismo y algunos espacios acelulares, sin constituir algo
representativo, ni rasgo de afeccién ocular alguna. En ninguno de los casos se
visualizé la membrana de descemet, lo que nos indica que nos encontramos ante la
presencia de estructuras celulares normales en pacientes con antecedentes de salud,

y sin patologia ocular.

Tabla 5. Distribucidn de ojos segun caracteristicas vy
morfologia normal del endotelio corneal _

| Caracteristicas y morfologia normal del | S| Mo
| endotelio corneal : =

| Presencia de monocapa de células | 100
| hexagonales [

| Presencia de polimegatismo | 3 | 97 |
| Presencia de espacios acelulares : '

[~ [1o00 |
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De igual manera se comporta la visualizacion de los plexos nerviosos y su localizacion
en cada una de las capas de la cérnea. Casi la totalidad de los pacientes los tenian
visibles, desde la capa epitelial hasta el estroma medio, caracteristica estas que se
corresponden con la estructura celular corneal normal (tabla 6).

Tabla 6. Distribucidn de ojos segun
la presencia o no de fibras nerviosas
¥ su localizacidn

Y Ty T s e
S basa 551
b epieal 300 |
Estroma snerer—— 06 |
Eeromamedo 106 |
Eetroma profusdo—— 505

DISCUSION

Los avances recientes de la ciencia nos permiten comprender la importancia de la
microscopia confocal. Esta técnica constituye una nueva y poderosa herramienta para
examinar las estructuras celulares y sus funciones. Permite la observacion tejidos
intactos sin necesidad de hacer cortes histoldégicos, con un aumento notable en la
resolucion, hacer reconstrucciones tridimensionales mas precisas de mejor calidad y
en menor tiempo que por otros métodos.>’

Todos los examinados en nuestro estudio se comportaron como pacientes con cérneas
dentro de parametros normales, al tener en cuenta el analisis estructural realizado
por microscopia confocal con el Confoscan 4. Se corresponde de manera general con
lo reportado en la literatura revisada. Al realizar un estudio detallado de cada una de
las estructuras corneales, desde el epitelio hasta el endotelio corneal, nos permite
actualmente conocer detalles relacionados a la conexidon estructura-funcion en los
seres vivos, que anteriormente constituian una incognita para nosotros.*”’

En los estudios encontrados los autores coinciden en que con el microscopio confocal
es posible distinguir tres tipos celulares diferentes: las células superficiales, las
basales y las intermedias. Las células superficiales aparecen con bordes poligonales,
bien definidos y con nucleos evidentes. Estos ndcleos son brillantes, con un halo
hiporreflectivo que destaca sobre un citoplasma homogéneo. Las células basales son
muy pequenfas, poligonales, sin nucleos hiperrefringente y con citoplasma muy denso.
Se encuentran en mayor nidmero y sus bordes estdn muy marcados. Las células
intermedias son también poligonales, sin nucleo y con caracteristicas de densidad
intermedias entre las dos anteriores.*™

La membrana basal epitelial y la membrana de Bowman no pueden ser identificadas
en corneas normales. Las fibras nerviosas de los plexos sub-basal y subepitelial son
claramente visibles en células normales, estas contrastan sobre un fondo oscuro. La
imagen tipica del estroma corneal muestra numerosos cuerpos ovales brillantes que
representan los nucleos de los queratocitos, repartidos en una matriz extracelular de
color grisaceo, casi transparente. En ausencia de patologia, el estroma, la matriz
extracelular, la sustancia fundamental y las lamelas corneales son imposibles de
diferenciar por la transparencia intrinseca de estas estructuras.*®*!

36
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Oftalmologia 2012; 25(1):32-38

Los queratocitos en el estroma anterior (100-150 micras tras la membrana de
Bowman) son abundantes y de morfologia irregular, aspecto algo alargado y con
numerosos procesos. En el estroma medio (150-350 micras centrales) se encuentran
queratocitos triangulares con finos procesos, mientras que en el estroma profundo
(100 micras anteriores a la membrana de Descemet), estas células son grandes,
irregulares y ovales. La diferencia en su reflectividad se piensa que esta relacionado
con un distinto grado de activacién metabdlica.*?

El mayor tamafio celular mayor es en el estroma profundo (14,4 mm?), seguido de los
gueratocitos del estroma anterior (5,4 mm?®). Los queratocitos del estroma medio son
los de menor tamafio (5,0 mm?®). El nimero de queratocitos es mayor en el estroma
anterior y va disminuyendo lentamente hasta el estroma profundo. Existe un aumento
significativo en la zona adyacente a la membrana de Descemet.*?

En el estroma anterior y medio, es posible visualizar fibras nerviosas procedentes del
plexo corneal profundo, de 3 a 5 veces mas gruesas que la fibras del plexo
subepitelial. Habitualmente aparecen aisladas y se visualiza en ocasiones sus
bifurcaciones en forma de Y. Estas fibras miden entre 8 y 20 mm y suelen estar
ausentes en el estroma profundo.®**

El endotelio es totalmente identificable, aparece como una monocapa compuesta por
células hexagonales o poligonales homogéneamente brillantes y sin nucleos visibles.
Los bordes celulares se aprecian bien definidos, finos y sin reflectividad.**

No es posible identificar la membrana de Descemet en ojos normales aunque se
puede ver en determinadas patologias como la distrofia polimorfa posterior o en el
glaucoma congénito primario.*®**

Los nervios corneales son fibras nerviosas finas, brillantes, distribuidas de manera
paralela u oblicua y con diversas bifurcaciones que se conectan entre si. El grosor
medio de cada fibra sub-basal es entre 2 y 4 mm, y el de las fibras subepiteliales

entre 3y 7 mm.*

Tras los resultados de nuestro estudio podemos concluir que la microscopia confocal
se presenta como una nueva herramienta que permite observar en vivo la histologia
corneal y complementa las observaciones de la biomicroscopia convencional.
Constituye un reto para el mejor entendimiento de la histopatologia corneal. De esta
manera se puede actuar de forma profilactica y terapéutica, en el seguimiento y
evolucién de patologias corneales.
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