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SINTESIS

El queratocono se caracteriza por adelgazamiento, debilitamiento y protusion
de la cérnea, de etiologia desconocida, que provoca disminucién de la vision.
Se realizé un estudio observacional, descriptivo, longitudinal prospectivo, entre
enero de 2010 y enero de 2011, en el Hospital Abel Santamaria Cuadrado, con
seguimiento de 24 meses. Los objetivos de la investigacion fueron describir las
caracteristicas morfométricas in vivo de la cornea en estos pacientes, su
evolucién y relacion con la gravedad clinica. Para ello, se realiz6 microscopia
confocal de la cornea a los pacientes, divididos en cuatro grupos, segun su
gravedad, cuyos resultados se compararon con sujetos sanos. Se utilizé el
analisis de varianza, el coeficiente de correlacion de Spearman y el indice de
Kappa. Se identificaron como principales hallazgos: reduccion del grosor
corneal y de la poblacion celular en el epitelio basal y estroma, y alteraciones
en la microarquitectura del plexo nervioso subbasal, asociados a su gravedad.
Los primeros parametros morfométricos que sufren alteraciones son la
paquimetria y la densidad de queratocitos anteriores. Esta investigacion aporta
elementos que pudieran ser punto de partida para otros estudios que
profundicen en el andlisis de mecanismos fisiopatogénicos del queratocono, su

diagndstico precoz y la conducta mas personalizada.
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INTRODUCCION

Queratocono es un término usado para definir una enfermedad en la cual la
cornea adopta una forma coénica como resultado de adelgazamiento,

debilitamiento y protusién no inflamatorios de la misma. *

En esta enfermedad de la cérnea, el encurvamiento del tejido, generalmente
asimétrico, provoca miopia y astigmatismo irregular, asociados a aberraciones
6pticas de alto orden.? 3 La protusion y el adelgazamiento pueden progresar
hasta provocar alteraciones en la microestructura corneal, lo cual origina como
consecuencia, edema y procesos cicatrizales que conllevan a opacidades
como secuela.* Todos estos procesos son responsables de la reduccién en la

agudeza visual corregida de estos pacientes. *

El grado de protusién puede variar notablemente, desde una situacion en que
la cornea adquiere la forma tipica de cono, donde el diagnéstico es facil de
realizar, hasta casos solo detectables por procedimientos especializados.”
Incluso, es probable que aun no se detecten estadios muy incipientes de esta
enfermedad, teniendo en cuenta la existencia de pacientes con ectasia tras
cirugia refractiva corneal con L&ser Excimer, en los cuales, durante los

examenes preoperatorios de rutina, no se detectaron alteraciones.* ®’



Entre el 10 y el 20 % de los pacientes con queratocono requieren trasplante de

® a una edad

coérnea para restaurar la vision e integridad de la misma,®
relativamente joven. *° Otra de las caracteristicas de esta enfermedad corneal

es su bilateralidad,* lo que puede deteriorar la visién del paciente de manera

maés invalidante desde los puntos de vista social, econémico y psicolégico.™

Se recoge escasa bibliografia acerca de paises que cuentan con

1 Estudios

investigaciones sobre la prevalencia del queratocono.*®
internacionales aislados, reportan estimados que varian desde 0,3/100 000 en
Rusia'® hasta 2300/100 000 en la India,*® influidos por factores como la
localizacién geogréfica, criterios y medios diagnosticos empleados en ellos, asi

como las caracteristicas de la muestra. 116

Aunque la practica asistencial evidencia que esta enfermedad en Cuba es
frecuente, no existen estudios que la cuantifiquen, por lo que se desconoce su
verdadera magnitud. Tras el comienzo en el pais de la cirugia refractiva corneal
asistida por Laser Excimer y la introduccion de las nuevas tecnologias para el
analisis de la superficie ocular, como la topografia corneal; se han estudiado

con mas rigor cientifico y a mayor escala, pacientes con defectos de refraccion



gue han acudido a la consulta especializada; en una cantidad considerable de

ellos se diagnostica el queratocono.

La herramienta diagndstica universalmente difundida para obtener imagenes de
la cornea ha sido la biomicroscopia anterior. La evolucion tecnoldgica ocurrida
durante los ultimos dos decenios ha permitido la introduccién de nuevos
instrumentos, tales como: topégrafo corneal, biomicroscopio ultrasénico y
tomografo de coherencia Optica. Estos proveen detalles de la curvatura corneal
o0 realizan secciones macroscopicas de las estructuras examinadas. En
contraste, la morfologia microscépica de los tejidos de la superficie ocular solo
podia ser evaluada a través del andlisis histol6gico ex vivo (con las limitaciones
debidas a la degeneracion del tejido y artefactos) y de la citologia de impresién,
este Ultimo limitado al analisis de una muestra de epitelio superficial, ademas
de ser procedimientos invasivos. Esta realidad cambi6 con el desarrollo de los

microscopios confocales, disponibles para uso clinico desde el afio 1995. *’

La microscopia o6ptica confocal presenta como principales ventajas, con
respecto a la convencional, la capacidad de obtener cortes épticos seriados de
forma no invasiva en organismos vivos, la adquisicibn de imagenes de

diferentes profundidades del espesor de una pieza de tejido, lo que elimina la



necesidad de realizar procedimientos de seccionado y procesamiento de
muestras. Ademas, brinda la posibilidad de analizar rigurosamente las

imagenes digitales del tejido desde el punto de vista cuantitativo. °

Desde su aplicacion y difusion en la practica médica en el mundo, se han dado
pasos de avance en la perspectiva microestructural del andlisis de los
pacientes con queratocono; pero son escasos los estudios publicados, en los
cuales la microscopia confocal se usa especificamente para investigar las
caracteristicas de las corneas en pacientes con esta enfermedad. En general,
las investigaciones publicadas al respecto han analizado una muestra muy
reducida,® lo cual puede influir en la disparidad de criterios que existe entre los
autores. Una parte considerable de ellos se limitan a analizar la respuesta
cicatrizal de la cérnea de pacientes con esta ectasia a procedimientos

quirargicos. * 1927

En la bibliografia revisada no se han identificado publicaciones de estudios
prospectivos de las caracteristicas morfométricas in vivo de la cérnea de
pacientes con queratocono. Ademas, en Cuba, no se han encontrado estudios
publicados que analicen las caracteristicas morfométricas in vivo de todas las

capas de la cérnea en pacientes con queratocono.



La justificacién de esta investigacion esta dada por la elevada frecuencia de

presentacion del queratocono, enfermedad que es causa de discapacidad

visual y de la que no se conoce aun su etiologia. Ademas por la necesidad de

conocer, en este medio, las caracteristicas morfométricas in vivo de la cérnea

en pacientes con queratocono, su evolucién y relacion con la gravedad clinica

de la enfermedad. Justifica también su realizacién la disponibilidad de los

recursos necesarios para llevarla a cabo.

Problema cientifico

Existe necesidad de realizar estudios mas profundos sobre el queratocono, con

el fin de buscar elementos que pudieran contribuir a realizar el diagnéstico de la

enfermedad en etapas precoces, dilucidar su patogenia y orientar hacia una

conducta mas personalizada en el futuro.

Se desconocen, en este medio, las caracteristicas morfométricas in vivo de la

cérnea en pacientes con queratocono, su evolucion y relacion con la gravedad

clinica de la enfermedad.

Lo anteriormente planteado fundamenta las siguientes preguntas cientificas:

1. ¢Cuales son las diferencias morfométricas corneales entre pacientes

con diferentes grados de gravedad del queratocono y sujetos sanos?



2. ¢Estan relacionadas las caracteristicas morfométricas de la cornea entre

si, y con la gravedad clinica de la enfermedad?

3. ¢Cudles son las caracteristicas morfométricas de la cornea que sufren

cambios significativos durante su evolucién?

El objetivo general de la presente investigacion consiste en describir las

caracteristicas morfométricas in vivo de la cOrnea en pacientes con

gueratocono, su evolucién y asociacién con la gravedad clinica.

Los objetivos especificos formulados son:

1. Describir las caracteristicas morfométricas in vivo de la cérnea en

pacientes con queratocono, con respecto a sujetos sanos.

2. Identificar la asociacion de las variables morfométricas entre si y con la

gravedad del queratocono.

3. Describir la evolucién de las caracteristicas morfométricas de la cérnea

en pacientes con queratocono.

Se trata de probar la hipétesis cientifica de que las principales alteraciones

morfométricas in vivo de las cOrneas de pacientes con queratocono son:

disminucién del grosor corneal y de la densidad de células en las porciones



corneales anteriores, asi como alteraciones en la arquitectura de sus nervios;

asociadas a la gravedad clinica de la enfermedad.

De acuerdo con los objetivos e hip6tesis planteados, se aplico como disefio
metodoldgico un estudio observacional, descriptivo, longitudinal prospectivo,
en el hospital Docente General “Abel Santamaria Cuadrado”, de Pinar del Rio.
Se estudiaron pacientes con queratocono, los cuales fueron distribuidos en
cuatro grupos, segun su gravedad clinica. Como no existe consenso acerca de
la mayoria de los parametros de normalidad de las caracteristicas
morfométricas in vivo de la cérnea, se calcularon estas variables en un grupo
de sujetos sanos, cuyos resultados se compararon con los obtenidos en los
pacientes con queratocono. A todos se les realizé microscopia confocal de la
cérnea. En el analisis estadistico se aplic6 comparacion de medias mediante
ANOVA de clasificacion simple y de medidas repetidas, con las
correspondientes comparaciones multiples, realizadas posteriormente, por la
prueba de Scheffé o de Bonferroni. La asociacion entre variables se comprobé
mediante el coeficiente de correlacion de Spearman. También fue calculado el

indice de Kappa.



La memoria grafica que se presenta consta de: Introduccion, Desarrollo,

Conclusiones, Recomendaciones, Referencias bibliograficas y Anexos. El

cuerpo del trabajo cuenta con 5 capitulos.

El aporte teorico consiste en la adquisicion de un nuevo conocimiento

cientifico, al describir, por primera vez en este medio, las caracteristicas

morfométricas in vivo de la cérnea en pacientes con queratocono, la evolucién

de las mismas; asi como la relacion de estas variables entre si y con la

gravedad clinica de la enfermedad.

La presente investigacion posee significacion practica, porque contribuye a

realizar un estudio mas detallado y profundo a los pacientes con queratocono

gue se atienden en la consulta, al incorporar en su historia clinica, ademas de

los estudios clinicos tradicionales, la descripcibn de los hallazgos

morfométricos corneales in vivo y su evolucion. Esta investigacion establece

bases morfométricas in vivo que pudieran ser punto de partida para otros

estudios que ayuden a profundizar en el andlisis de hipotesis acerca de los

mecanismos fisiopatogénicos del queratocono, su diagnostico precoz y la

conducta mas personalizada de la enfermedad a partir de la deteccion de

cambios morfométricos desde sus estadios iniciales.



La novedad de esta investigacion radica en que no se han encontrado estudios

publicados en Cuba que analicen las caracteristicas morfométricas in vivo de

todas las capas de la cérnea en pacientes con queratocono. Para ello se aplico

una tecnologia cuyo funcionamiento se basa en el novedoso principio de la

confocalidad, que por primera vez en la historia de la oftalmologia, permite una

vision directa de la cérnea a nivel microscopico en condiciones fisiol6gicas del

tejido, in vivo, en tiempo real y de manera reiterada; este Ultimo elemento es

muy importante, por tratarse de una enfermedad progresiva. Por otra parte, se

analizaron las variables morfométricas de la cérnea asociadas a caracteristicas

clinicas de la enfermedad, lo cual provee un enfoque mas integral al abordar la

enfermedad.

Previamente, se han realizado estudios prospectivos en pacientes con
gueratocono, enfocados en la descripcion de caracteristicas clinicas y

topogréficas > 2831

, pero no se han identificado estudios publicados sobre esta
enfermedad que analicen de esta manera las caracteristicas morfométricas de
la cornea in vivo, por lo que se aporta evidencia que puede ser punto de partida

para nuevas investigaciones, enfocadas en la dilucidacién de la etiopatogenia

de la enfermedad y el diagndstico precoz.



CAPITULO I. MARCO TEORICO

En este capitulo, primeramente se realiza una caracterizacién general del
gueratocono y, posteriormente, se describen las principales caracteristicas

morfométricas in vivo de la cérnea normal.

1.1. Caracterizacion del queratocono

El queratocono es una enfermedad primaria no inflamatoria de la cérnea, en la

que esta sufre protusion, adelgazamiento y debilitamiento de su estructura.’

Numerosas investigaciones han encontrado evidencias que sugieren la

influencia de factores genéticos®*3°

y ambientales en la génesis de esta
ectasia.®” Se ha constatado una clara relacién con las enfermedades atépicas,
frotamiento ocular, el uso de lentes de contacto,® Sindrome de Down® vy

enfermedades del tejido conectivo.3 4

Estudios de laboratorio sugieren la participacion de enzimas degradativas e
inhibidores de proteinasas, asi como un posible rol del sistema interleukina — 1

en su patogénesis. Sin embargo, a pesar de las numerosas investigaciones



clinicas y de laboratorio, su patogénesis permanece como un enigma para la

ciencia.®®

El queratocono es una enfermedad generalmente bilateral y asimétrica,
caracterizada por alteraciones corneales, tales como: irregularidad, distorsion,
adelgazamiento, cicatrizacién, asi como astigmatismo irregular, miopia,

aberraciones épticas de alto orden* %2

y, en consecuencia, disminucion de la
vision. Tipicamente la enfermedad comienza en la pubertad con una progresion
variable hasta el decenio de los “30 o de los "40 afios. No existen resultados

concluyentes con respecto a la mayor frecuencia de pacientes de un género u

otro en el queratocono. *

Los estadios mas precoces de la enfermedad suelen pasar inadvertidos, y es
frecuente que el paciente acuda a consulta solo cuando se percata de la
disminucién de la visién y es entonces que se realiza el diagnéstico.*® En
ocasiones, el paciente asiste por primera vez al especialista en Oftalmologia
con el fin de ser estudiado para valorar una cirugia refractiva por su
astigmatismo, miopia, o0 ambos. En estadios avanzados del queratocono, los

pacientes pueden referir también fotofobia y diplopia monocular.



Es frecuente que los pacientes con queratocono no logren una visién adecuada
con el uso de espejuelos, por lo que recurren habitualmente al uso de lentes de
contacto. En algunos casos, incluso con el uso de esta correcciéon, no se
obtiene una adecuada visién;*® en otros, los pacientes no toleran su uso, por lo

que se requiere un procedimiento quirdrgico. *°

El diagnostico clinico de esta enfermedad puede realizarse mediante la
deteccion de signos especificos, mediante biomicroscopia anterior y otros
medios que estudian la cérnea.** *> La observacion del llamado “reflejo en
tijeras” durante la realizacion de la retinoscopia es uno de los primeros signos

que se hacen evidentes.?

Otro hallazgo que permite sospechar la presencia de la enfermedad es la
observacion de distorsion en los anillos de Pl4cido, en la imagen de las miras

del queratémetro, reflejadas en la superficie corneal anterior.*

Durante el desarrollo de la ectasia se incrementa la curvatura de la superficie
corneal, tanto anterior como posterior,*® y las lecturas de las queratometrias se
hacen mayores. Ademas, aparece astigmatismo irregular’’ y miopia; no
obstante, la existencia de hipermetropia no lo descarta, aunque es muy poco

frecuente que coexista el queratocono con esta ametropia.*



En casos méas avanzados, la biomicroscopia anterior revela mayor visibilidad
de las fibras nerviosas en el estroma, conicidad (generalmente central o
paracentral inferior), estrias de Vogt, depdsito de hierro en el epitelio corneal en
forma de anillo, parcial o total (anillo de Fleischer), localizado en la base del
cono, opacidades y adelgazamiento que se puede confirmar mediante la
realizacion de paquimetria. Ademas, puede observarse el signo de Munson,
gue consiste en una protusiéon de la cornea en forma de “V” en relacién con el
borde libre del parpado inferior cuando el paciente dirige la mirada hacia

abajo.*®

La topografia corneal genera mapas de la superficie corneal (anterior y mas
recientemente de la posterior) con codigos de colores disefiados segun la
curvatura de la cornea e indices topograficos que permiten sospechar el
diagnéstico de la enfermedad en estadios incipientes.* *° Este examen permite
evolucionar estas caracteristicas de la superficie corneal en los pacientes con
gueratocono, asi como diferenciarlo de otras enfermedades ectasicas,
degeneraciones corneales y alteraciones causadas por el uso de lentes de
contacto. Es caracteristico observar en coérneas con esta enfermedad,
determinadas éareas con elevado poder diéptrico rodeadas de areas

concéntricas de menor poder. En la mayoria de los casos, estas areas son
4



excéntricas, especialmente en el sector inferior, seguido del sector central, y
con menor frecuencia, superiores; con asimetria del patron astigmatico y

alteracion de los indices topograficos.*

1.2. Microscopia confocal de la cornea normal

El estudio de la cornea mediante la microscopia confocal in vivo ha
incrementado el arsenal de conocimientos con relacibn con esta estructura

ocular en condiciones fisioldgicas y patoldgicas.

En 1955, Minski expresé por primera vez el concepto “confocal”’, en el cual
plantea que la imagen final es obtenida al enfocar el haz de luz en el mismo
plano del lente objetivo, dandole a la técnica el nombre familiar de microscopia

confocal. *!

Subsecuentemente, en 1968, Petran y colaboradores desarrollaron el primer

microscopio confocal Tandem scanning. Sin embargo, no fue hasta 20 afios

mas tarde que este microscopio fue usado para examinar tejidos oculares. En
1985, Lemp y colaboradores fueron los primeros en obtener imagenes a

espesor completo de cérneas humanas ex vivo. **



En paralelo con el desarrollo del microscopio Tandem scanning, se desarrollé

el microscopio confocal de escaneo en hendidura Confoscan, disponible
comercialmente para uso clinico e investigativo en seres humanos, desde el
afio 1995.° °2 Este es el microscopio confocal mas difundido en Cuba,

introducido en el afio 2004 en el pais y en el 2006 en Pinar del Rio.

Los microscopios confocales de escaneo en hendidura, como el Confoscan,
usan una apertura vertical para la iluminacion y observacion del campo. Dos
espejos de dos lados que oscilan rapidamente, escanean las imagenes
confocales al atravesar el campo. El ancho de la apertura en hendidura (300
pum), asi como una considerable profundidad de campo (26 ym) permiten un
incremento del paso de la luz, lo cual mejora el brillo y contraste del campo en
relacién con el microscopio confocal Tandem. Como resultado, las estructuras

aparecen mas brillantes y con mas detalles.>®

La cOrnea esta constituida por cinco capas: epitelio, membrana de Bowman,
estroma, membrana de Descemet y endotelio.”® Mediante el microscopio
confocal Confoscan es posible analizar el epitelio, plexo nervioso subbasal,

estroma, nervios estromales y endotelio.” La resolucién y magnificacion



disponibles permiten obtener imagenes de las células de la cérnea y de sus

nucleos en algunos casos, pero no del resto de los organelos.*®

El epitelio corneal posee tres subpoblaciones celulares con caracteristicas
diferentes: células superficiales, células aladas o intermedias y células

basales.*®

Las células epiteliales superficiales son poligonales, con nucleo visible rodeado
de una banda oscura en forma de anillo y sus bordes celulares son brillantes.

Las células en conjunto presentan diferente tamafio y reflectividad. " °°

Las células intermedias o aladas presentan la menor reflectividad de todas las
células de la cérnea; como consecuencia, su visualizacion es dificil y poco
frecuente mediante el empleo del Confoscan. Se caracterizan por ser células
poligonales, sin nudcleo visible, citoplasma hiporreflectivo, aunque con
variaciones en este parametro entre las diferentes células, y sus bordes son

brillantes. Estas células también muestran variacion en su tamaiio. ” %2

Las células epiteliales basales forman un mosaico, en el que aparecen
homogéneamente oscuras, con bordes celulares brillantes y su nudcleo no es

visible.>



Al observar la membrana de Bowman con el Confoscan, no se precisan
detalles de la misma en condiciones normales, solo su apariencia amorfa.”®

Esta es atravesada por el plexo nervioso subbasal.>’

El estroma corneal esta constituido por queratocitos, las células principales de
esta capa, dentro de una matriz extracelular de fibrillas de colageno y

proteoglicanos.>®

Los queratocitos, de acuerdo a su funcion, se asemejan a las células
fibroblasticas, ya que producen, degradan y remodelan el estroma. Ademas
regulan el tamafio de las fibrillas de colageno y el espaciado dentro de la matriz
de proteoglicanos, lo cual contribuye al mantenimiento de la transparencia de la

cornea.’®

Es posible que, de manera similar a la densidad de células endoteliales, se
requiera una densidad minima de queratocitos para mantener la transparencia

corneal.”®

La morfologia de los queratocitos fue descrita por primera vez en los afios ‘50 y
se usaron métodos histologicos ex vivo. Detalles ultraestructurales fueron
posteriormente descubiertos mediante el empleo de la microscopia electrénica.

Mas recientemente, marcadores fluorescentes usados con la microscopia
8



optica han tenido éxito en la identificacién ex vivo de queratocitos. El contenido
estromal de ADN ha sido determinado con el fin de cuantificar la densidad de
gueratocitos, pero desafortunadamente todos estos métodos son invasivos y

requieren procesamiento del tejido, lo cual es capaz de alterarlo. *°

En contraste con estos métodos, usamos la microscopia confocal de la cornea
para cuantificar la densidad de queratocitos en el estroma. Al emplear este
método, solo es posible observar los nucleos de estas células, los cuales se
identifican como objetos brillantes. En sujetos sanos, los nucleos de los
gueratocitos se observan con menor tamafio en el estroma anterior en relacion
con el estroma posterior, con forma eliptica y mas elongados hacia la

periferia.®

La matriz extracelular del estroma corneal se manifiesta como areas
hiporreflectivas, sin mostrar detalles de la misma, que rodean a los objetos

brillantes que representan los ntcleos de los queratocitos. *’

En cuanto a las estructuras nerviosa; sin embargo, solo son observados haces

de fibras nerviosas, y no fibras individuales. *">°

La cornea es uno de los tejidos mas densamente inervados del organismo

humano.® Estudios previos sobre modificaciones en la densidad y morfologia
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de la inervacién corneal han estado limitados por la pobre disponibilidad de
tejido corneal sano para andlisis ex vivo, asi como por la rapida degeneracién
del tejido tras la muerte. Estos inconvenientes son rebasados por la
microscopia confocal in vivo de la cornea, la cual provee imagenes de las
secciones Opticas del tejido que permiten el analisis de las estructuras

nerviosas del tejido en condiciones fisiolégicas. ® °

La cérnea humana estd ampliamente inervada por nervios sensoriales y
autondmicos. Los sensoriales, que constituyen la mayoria, derivan de la rama
oftdlmica del nervio trigémino. Los nervios autondmicos consisten en fibras
simpaticas, derivadas del ganglio cervical superior, y fibras parasimpéaticas

originadas en el ganglio ciliar.® ®

El plexo nervioso subbasal esté localizado entre la membrana de Bowman y el
epitelio basal, y forma una red radiada de haces de fibras nerviosas que
convergen con un patron en espiral hacia un area localizada aproximadamente

uno a dos mm inferior al &pice corneal. °’

Este plexo nervioso se origina de los nervios estromales que pasan a través de
pequeias fenestraciones de la membrana de Bowman y de nervios limbales

subbasales periféricos. Las terminaciones nerviosas finales del plexo nervioso
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subbasal penetran el epitelio corneal y son demasiado diminutas como para ser

observados por los actuales microscopios confocales. >’

En las imagenes confocales, los haces de nervios subbasales aparecen como
estructuras lineales bien definidas con reflectividad homogénea.®® En este
plexo se observan bifurcaciones en sus ramas, mas finas, con aspecto de letra

Y, e interconectan haces de fibras con apariencia de letra H. ® %

En las imagenes confocales del estroma corneal es posible distinguir dos tipos
diferentes de nervios, ambos localizados en el estroma anterior y medio; uno
de ellos se caracteriza por ser estructuras lineales rectas, gruesas,
frecuentemente con patrén bifurcado, con variaciones en su orientacion. La
segunda variedad de nervios estromales incluye nervios tortuosos, mas finos,
con menor densidad y son observables en una menor cantidad de pacientes.®

No son perceptibles detalles internos de estos nervios. ®*

El endotelio corneal, por su parte, consiste en una monocapa de células
hexagonales, dispuestas regularmente con bordes celulares oscuros vy

citoplasma brillantemente reflectivo. ® ¢
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CAPITULO II. DISENO METODOLOGICO
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CAPITULO II. DISENO METODOLOGICO

La descripcion del disefio metodolégico presentado en este capitulo abarca la
clasificacion de la investigacion, los criterios de seleccion de pacientes, las
variables analizadas y las técnicas y procedimientos empleados para dar

respuesta a los objetivos trazados en esta investigacion.

2.1. Clasificacion de la investigacion

Se realiz6 un estudio observacional, descriptivo y longitudinal prospectivo, en
pacientes diagnosticados de queratocono en consulta entre enero de 2010 y

enero de 2011.

2.2. Universo y muestra

Universo 1
13



Estuvo constituido por todos los pacientes atendidos en la consulta de Cérnea

y Cirugia refractiva del Hospital “Abel Santamaria Cuadrado”, en Pinar del Rio.

Criterios de inclusioén:

1. Pacientes con queratocono, definido por cumplir con, al menos, dos de las

siguientes caracteristicas:

Reflejo “en tijeras” a la retinoscopia.

- Adelgazamiento corneal regional.

- Protusién cénica de la cérnea (signo de Munson).

- Curvatura corneal aumentada.

- Acumulacion de hemosiderina en la base del cono (anillo de Fleisher).

- Presencia de estrias de Vogt.

- Patron topografico sugestivo de queratocono. Se aplicd el test

modificado de Rabinowitz — McDonnell para confirmarlo.

2. Edad superior a 18 afos.

3. Pacientes que otorgaron el consentimiento informado, por escrito (Anexo 1).

Criterios de exclusion:

Generales:

1. Tratamiento farmacolégico sistémico con efectos oculares conocidos.
14



2. No cooperacion para la realizacion de la microscopia confocal.

Oculares:

1. Antecedente de cirugia u otro tipo de trauma.

2. Otra enfermedad presente o referida.

3. Opacidad corneal.

4. Hiperreflectividad en imagenes confocales que dificulte el analisis de la

misma.

5. Tratamiento topico ocular (presente o culminado en un periodo inferior a

tres meses con respecto al momento de estudio).

6. Usuarios de lentes de contacto por un tiempo superior a un afio, en los

ultimos cinco arios.

Universo 2:

Estuvo constituido por sujetos que cumplieron con los siguientes criterios:

Criterios de inclusion:

1. Edad superior a 18 afos.

2. Ausencia de enfermedad sistémica presente o referida.

3. Ausencia de enfermedad ocular presente o referida.
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4. Pacientes que otorgaron el consentimiento informado, por escrito (Anexo

1).

Criterios de exclusion:

1. No cooperacion a la realizacién de la microscopia confocal.

Muestra 1

Quedd finalmente conformada por 352 pacientes con queratocono que

cumplieron con los criterios establecidos en el periodo comprendido entre

enero de 2010 y enero de 2011.

Muestra 2

Quedd finalmente conformada por 68 sujetos sanos que cumplieron con los

criterios establecidos en el periodo comprendido entre enero de 2010 y enero

de 2011.

La incorporacién de un grupo de sujetos sanos en esta investigacion, se debe a

gue no existe consenso aun en la literatura cientifica acerca de los parametros
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de normalidad de las variables morfométricas analizadas, excepto de la

densidad celular en el endotelio corneal, pleomorfismo y polimegatismo.

2.3. Variables y su operacionalizacion

La seleccién de las variables a incluir en la investigacién estuvo determinada
por las revisiones bibliograficas realizadas que conforman el marco te6rico de

la presente investigacion, asi como por la opinion de la autora.

La descripcién de las variables morfométricas se realizé agrupandolas segun
su relacion con las subcapas de la cornea, ordenadas estas en sentido

anteroposterior.

Operacionalizacion de variables:

-Densidad celular en el epitelio superficial. Variable cuantitativa continua.

El epitelio superficial fue identificado por presentar células poligonales de
variado tamafio y reflectividad, con bordes celulares hiperreflectivos y nucleo
visible. Se expresé en células/mm? (Anexo 2.1). Se estimo la densidad de estas

células, mediante la siguiente formula: Densidad = N/A,>® donde se define:

N: nimero de células; A: Area seleccionada (predefinida como area de ROI:

0.05).
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- Diametro celular en el epitelio superficial. Variable cuantitativa continua.

Se expres6 en micrometros (um). El didmetro medio fue determinado al

cuantificar el diametro mayor de diez células, seleccionadas al azar en cada

imagen confocal, con la ayuda del software NAVIS (Nidek Advanced Vision

Information System). Posteriormente se calcul6 la media de esos valores.

- Densidad celular en el epitelio basal. Variable cuantitativa continua. El
epitelio basal se defini6 como la capa epitelial mas profunda, con células
pequefias, de bordes uniformemente brillantes, citoplasma homogéneo y
nacleos no visibles (Anexo 2.2). Se estim6 la densidad de estas células,
expresada en células/mm?, mediante la siguiente férmula: Densidad = N/A,>3.

- Didmetro celular en el epitelio basal. Variable cuantitativa continua. Se
expresd en micrometros. El diametro medio fue determinado al cuantificar el
didmetro mayor de diez células, seleccionadas al azar en cada imagen
confocal, con la ayuda del software NAVIS. Posteriormente se calcul6 la media

de esos valores.

- Grosor del epitelio. Variable cuantitativa continua. Fue expresado en
micrometros. El grosor del epitelio corneal se determind mediante la
cuantificacion de la distancia entre los picos de reflectividad del epitelio
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superficial y del plexo nervioso subbasal en la curva CMTFE del software NAVIS

(Anexo 2.3).

- Densidad del plexo nervioso subbasal. Variable cuantitativa continua.

Los nervios subbasales fueron definidos como todas las estructuras lineales
gue representan fibras nerviosas, localizados en posicion anterior a las
primeras imagenes en las que se visualizan los objetos brillantes que
representan los queratocitos. (Anexo 2.4) Se expres6 en mm/mm?.

Para la seleccion de las imagenes que contenian al plexo subbasal se tuvo en
cuenta ademas que fueran aquellas que contenian el mayor niumero de fibras
nerviosas a ese nivel. Se determind la densidad de fibras nerviosas del plexo
nervioso subbasal en las imagenes seleccionadas, como la suma de la longitud
total de todas las fibras nerviosas visibles y sus ramas (mayores de 50
micrémetros), dividida entre el area predefinida de la imagen, expresada
finalmente en mm/mm?.>® Sj la trayectoria de una fibra nerviosa subbasal se
extendié a través de varias imagenes, su longitud total fue medida como si

estuviera proyectada solo en una imagen confocal.

- Coeficiente de tortuosidad de fibras nerviosas del plexo subbasal.
Variable cualitativa ordinal. Se agruparon en cuatro categorias, segun la

clasificacién de Olivera Soto, desde el Grado 0 hasta el IV ®> °® (Anexo 2.5).
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- Densidad de queratocitos en el estroma anterior. Variable cuantitativa
continua. Se expresé en células/mm?.

La imagen tipica del estroma corneal en el Confoscan 4 se identificO por
presentar numerosos objetos brillantes de forma y dimensiones que varian
segun la profundidad de la cérnea que representa la imagen dada, rodeados de

areas hiporreflectivas.

El estroma anterior fue definido como las dos primeras imagenes nitidas (no
borrosas y sin lineas de compresion) que contienen objetos brillantes. (Anexo

2.6)

En cada imagen seleccionada, cada observador, de manera independiente,
contd los objetos brillantes, que representan ndcleos de queratocitos, dentro
del &rea predefinida, y usaron como método marcar cada objeto brillante por un
punto en su centro; de esta forma se evitd contar doble o dejar de contar
alguno de ellos. Los objetos truncados que contactan con los lados inferior o
izquierdo del rectangulo, fueron contados, no asi los que contactaron con los
lados superior o derecho. La densidad celular se calcul6 mediante la siguiente
férmula: Densidad = N / A3, donde: N representd el nimero de objetos

brillantes contados; A representd el area seleccionada del rectangulo (con
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dimensiones: 212 x 238 um; horizontal x vertical, mientras que & representé la

profundidad de campo, valor constante, equivalente a 26 micrémetros).

- Densidad de queratocitos en el estroma medio. Variable cuantitativa
continua. Se expresé en células/mm?.

El estroma medio se defini6 como las dos imagenes equidistantes entre la
primera imagen de estroma anterior y el endotelio (Anexo 2.7). Se empleé el
mismo método de cuantificacion que en la densidad de queratocitos en el

estroma anterior.

- Densidad de queratocitos en el estroma posterior. Variable cuantitativa
continua. Se expres6 en células/mm?. El estroma posterior se defini6 como las
dos primeras imagenes nitidas localizadas inmediatamente anteriores al
endotelio corneal (Anexo 2.8). Se empled el mismo método de cuantificacidon

gue en la densidad de queratocitos en el estroma anterior.

- Densidad de nervios estromales. Variable cuantitativa continua.
Se definieron los nervios estromales como aquellas estructuras lineales
brillantes de bordes bien definidos incluidas en imagenes confocales que

contienen objetos brillantes que representan a los queratocitos®® (Anexo 2.9).
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Se determiné la densidad de fibras nerviosas en el plexo nervioso estromal

como la longitud total del nervio / Area de ROI; expresada en mm/mm?.

Para seleccionar la imagen a analizar del plexo nervioso estromal se identificd

aquella que mostrara el nervio mas largo a ese nivel.

-Densidad de células endoteliales. Variable cuantitativa continua. Se expresoé
en células/mm?.

El endotelio corneal se defini6 como una monocapa de células hexagonales,
dispuestas regularmente con bordes celulares oscuros, citoplasma
brillantemente reflectivo y nlcleos celulares no visibles (Anexo 2.10).

Se realiz6 automaticamente, a través del software NAVIS, previa seleccién de

una imagen nitida de esta subcapa celular, donde fueron evaluadas como

minimo 50 células. (Anexo 2.11)

- Pleomorfismo endotelial. Variable cuantitativa continua. Fue expresada en

porciento.

- Polimegatismo endotelial. Variable cuantitativa continua. Fue expresada en

porciento.

- Pagquimetria. Variable cuantitativa discreta. Representa el grosor total de la

cérnea. Se expresO en micrometros. Se calcul6 mediante el calculo de la
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distancia entre el pico epitelial y el pico endotelial en la curva CMTFE (Anexo

2.3).

- Presencia de estrias de Vogt por biomicroscopia anterior. Variable

cualitativa nominal dicotémica. Fueron identificadas como lineas finas verticales

en el estroma corneal, mediante el examen biomicroscopico anterior en

lampara de hendidura, con su maxima magnificacion. Se consideré la siguiente

escala:

- Siono.

- Presencia de estrias de Vogt por microscopia confocal (bandas

estromales). Identificadas como bandas alternantes claro — oscuras localizadas

en el estroma corneal (Anexo 2.12). Se tuvieron en cuenta solo los pacientes

con grados I, lll y IV de gravedad de queratocono. Se consideré la siguiente

escala:

- Siono.

- Extension de las bandas estromales. Variable cualitativa ordinal. Se agrupé

de acuerdo con la siguiente clasificacion; segun la extension de las bandas en

las subregiones del estroma corneal:

Grado I: bandas presentes solamente en el estroma posterior.

Grado lI: bandas presentes en el estroma medio y posterior.
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Grado lll: bandas presentes desde el estroma anterior hasta el posterior.

- Orientacién de las bandas estromales. Variable cualitativa nominal
politbmica. Se agrupé de acuerdo con la siguiente clasificacion; segun la
orientacién de las bandas en las subregiones del estroma corneal:

- Vertical.

- Horizontal.

- Oblicua.

- Grado de gravedad del queratocono. Se agrup6é de acuerdo con la

siguiente clasificacion:

Grado . Astigmatismo aislado, agudeza visual mejor corregida0,6 con

optotipo de Snellen y queratometrias hasta 48 D.

Grado Il astigmatismo, miopia, agudeza visual corregida 0,3 — 0.6;

gueratometrias hasta 52 D, anillo de Fleisher, incremento de visualizacion de

fibras nerviosas, afinamiento del estroma corneal y distorsién del perfil anterior

y posterior de la cérnea;

Grado lll: deformacién transparente corneal, agudeza visual mejor corregida

de < 0,2; queratometrias hasta 58 D y presencia de estrias de Vogt.

Grado IV: adelgazamiento del cono, rupturas de la membrana de Descemet,

agudeza visual mejor corregida < 0,05 y queratometrias mayores de 59 D.
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2.4. Recogida, procesamiento y andlisis de los datos

En los pacientes con queratocono bilateral, se seleccioné el ojo derecho para el

estudio.

En los sujetos sanos, solo el ojo derecho se seleccioné para el estudio.

Los datos fueron recogidos en el horario de la tarde para evitar el documentado

edema corneal subclinico resultante del cierre palpebral durante el suefio.

En cada paciente se realizé interrogatorio y examen oftalmolégico completo

para verificar los criterios de inclusion o exclusion. El examen oftalmoldgico se

realizaba en una etapa previa a la microscopia confocal de la cérnea, para lo

cual se emple6 biomicroscopia anterior (en lampara de hendidura 30 SL,

Zeiss), oftalmoscopia indirecta (con oftalmoscopio indirecto HEINE Omega

180) y tonometria de aplanacion (con tonémetro tipo Goldmann, APO 20).

Como medios complementarios para la realizacion del diagnéstico de

gueratocono se empled: retinoscopia (retinoscopio NEITZ), biomicroscopia del

segmento anterior (en lampara de hendidura 30 SL, Zeiss), queratometria (con

unidad de refraccion NIDEK), topografia corneal (con topografo corneal

Magellan) y paquimetria ( con paquimetro ultrasénico Altair 2000, Optikon).
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Para controlar la variabilidad en los resultados obtenidos en los exdmenes que

se realizaron a los pacientes, originados por el factor operador, solo se

incluyeron en el estudio los casos definidos por la autora como sanos o con

gueratocono; mientras que los examenes oculares que dependieron de un

licenciado en Optica y optometria (retinoscopia, queratometria y refraccion)

fueron realizados en todos los casos por el de mas experiencia de la institucion.

Las caracteristicas morfométricas in vivo de la cérnea se analizaron mediante

microscopia confocal. Para ello se emple6 el Confoscan 4, (tecnologia NIDEK,

Albignasego, Italia) (Anexo 2.13) microscopio confocal de cuarta generacion

gue usa plataforma Microsoft Windows XP y software NAVIS.

Previo al procedimiento, se administr6 una gota de colirio anestésico (lidocaina;

Quimefa). A continuacion, la punta de la lente objetivo (Achroplan, marca Zeiss,

Oberkochen, Alemania; de inmersién, x40, con apertura numérica = 0.75) y del

anillo Z fueron cubiertas por una solucién viscosa (gel de lagrimas artificiales;

Novartis Ophthalmics, East Hanover). Por su parte, el paciente, sentado en una

silla frente al Confoscan 4, colocaba la barbilla sobre la mentonera del equipo

con la frente apoyada en la frentonera. Se le pidié que mirara a un punto fijo

situado al frente. Posteriormente, con la ayuda del joystick manual del equipo,
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el cual controla el eje “z”, se hizo avanzar la lente objetivo hasta que la solucion
de acoplamiento viscosa contactd la cornea, tras lo cual quedd una distancia
entre la cérnea y la lente de aproximadamente 1.92 milimetros. El operador,
entonces, ajusto la posicién de la lente hasta que quedo centrada en la cornea

y presiond el botén para iniciar el escaneo confocal.

Cada serie de imagenes confocales (lo cual se consider6 un escaneo) fue
grabada mientras el plano focal avanzaba desde la capa mas anterior de la

cornea hacia la mas posterior.

A pesar de que la adquisicion de las imagenes requiere solo de 10 a 15
segundos por escaneo, el tiempo total requerido para realizar todo el
procedimiento fue de 15 a 40 segundos, en dependencia de la cooperaciéon del

sujeto examinado.

La lente fue desinfectada antes y después de cada examen con alcohol

isopropilico al 70 %.

La distancia entre las imagenes fue de 1 ym. La presién programada del anillo
Z sobre la cérnea fue de 20.>* Las imagenes fueron adquiridas con la camara
en modo automético, digitalizadas y almacenadas directamente en la memoria

de la computadora.
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La separacion en profundidad promedio entre imagenes adyacentes
(profundidad de campo) fue de aproximadamente 26 um. El ancho de la
apertura en hendidura fue de 300 um. Los pixeles estuvieron espaciados

aproximadamente 0.56 um horizontal y verticalmente.>®

Fueron programados cuatro pases en cada escaneo y se realizaron tres
escaneos en cada ojo analizado, programados para ser realizados en la
posicion central de la cérnea. Se grabaron un total de 350 imagenes

secuenciales digitales por escaneo en cada cérnea analizada.

Teniendo en cuenta que en las imagenes confocales existe una disminucién
gradual del brillo del campo hacia los bordes de la imagen, lo cual puede limitar
la deteccion de las estructuras y detalles que se desean identificar, se empled
para el analisis de las imagenes una muestra de é&rea (identificada por el
software como area de ROI) limitada al centro del campo, donde el brillo es
mas uniforme y la intensidad de la luz fue fijada al 90%. Ademas, al considerar
gue el uso de diferentes limites de areas analizadas puede afectar el resultado
de la densidad que se reporta y la comparacion de los resultados con otros

investigadores, se asumié un area de ROl = 0,05.
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Todos los escaneos fueron revisados, y aquel que presentara menos

movimiento ocular lateral y menor movimiento anteroposterior de la cornea

respecto a la lente, con imagenes mas nitidas, fue seleccionado para el

andlisis.

Posteriormente, un observador experto, en los escaneos seleccionados, separé

dos imagenes de cada uno de los siguientes niveles: epitelio superficial, epitelio

basal, plexo nervioso subbasal, estroma anterior, estroma medio, estroma

posterior y una imagen a nivel del endotelio corneal y plexo nervioso estromal.

Para controlar la variabilidad en los resultados originados por el factor

operador, las imagenes confocales seleccionadas fueron presentadas al azar a

dos observadores expertos por separado para realizar los calculos

correspondientes. Durante este proceso ambos ignoraban la profundidad de la

cérnea a la que pertenecia cada imagen.

Se asumié la media de la densidad calculada por los dos observadores

independientes como el valor definitivo de densidad para cada imagen

analizada. Luego se calculé la media de la densidad de las dos imagenes

seleccionadas, en los casos en los que se definié esta cantidad de imagenes a

analizar.
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En los casos en los que los picos de intensidad en la curva CMTFE ( Confocal

Microscopy Through Focusing) no aparecieron bien definidos, se definid

manualmente la primera imagen enfocada de la capa que se desed tomar

como referencia para determinar el grosor de la subregién determinada.

Seguimiento de los pacientes

Los pacientes con queratocono que integraron la muestra fueron evaluados en

consultas de seguimiento, efectuadas a intervalos de seis meses, hasta

pasados dos afos de la consulta inicial. El periodo de seguimiento fue desde

enero de 2010 hasta enero de 2013.

Andlisis estadistico

La informacién obtenida se llevé a una base de datos y fue procesada con el

programa estadistico SPSS, version 15.0.

La distribucién normal de las variables cuantitativas continuas fue comprobada

mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. En aquellas en las que se

encontro una distribucion normal, las pruebas estadisticas paramétricas fueron

las empleadas, y en caso contrario, las no paramétricas.
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En el andlisis estadistico se empled la estadistica descriptiva, medidas de

resumen para variables cuantitativas (media y desviacion estandar) y

cualitativas (frecuencias absolutas y porcentajes), segun fuera mas apropiado

en cada situacion.

La comparacion de las medias de las variables morfométricas cuantitativas

analizadas, obtenidas en la primera consulta de cada paciente, se realiz6 entre

cinco grupos, cuatro de ellos conformados por pacientes con diferentes grados

de gravedad del queratocono (I - IV) y uno compuesto por pacientes sanos, y

fue ejecutada mediante ANOVA de clasificacion simple. Cada media se calculo

con su respectiva desviacion estandar. Posteriormente, se realizaron

comparaciones multiples de las medias de las variables entre los grupos de

pacientes con queratocono con respecto al grupo de pacientes sanos,

mediante la prueba de Scheffé. Se calculd el intervalo de confianza para las

medias.

Para evaluar la concordancia entre la biomicroscopia anterior y la microscopia

confocal para detectar la presencia de estrias de Vogt en los pacientes con

gueratocono, se utiliz6 el estadistico Kappa con su respectivo intervalo de

confianza.
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La asociacién univariada de las variables morfométricas entre si y con la
gravedad del queratocono, se comprobd mediante el coeficiente de correlaciéon

de Spearman.

Se realiz6 la comparacion de las medias de las variables morfométricas
cuantitativas entre las cinco consultas periédicas (inicial, seis meses, un afio,
un aflo y medio y 2 afos), mediante ANOVA de medidas repetidas. Las
comparaciones mdultiples realizadas posteriormente fueron ajustadas en la

prueba de Bonferroni.

Para todas las pruebas estadisticas realizadas, el nivel de confiabilidad fue del

95%.

Los resultados se presentaron en tablas y figuras.

2.5. Consideraciones éticas:

El protocolo usado en este estudio recibio la aprobacién del Comité de Etica de
la Institucion responsable. EI mismo se adhiere a los principios de la

Declaracion de Helsinski.

Se respetd la confidencialidad de la informacién obtenida, y se garantizé su

utilizacion anicamente para el desarrollo de esta investigacion.
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A todos los pacientes y familiares se les explicé en qué consistia el estudio y

los examenes que les serian realizados. Se explicO que de negarse a

participar, esto no traeria ninguna repercusion en su atencién medica asi como

gue en la investigaciéon no se usaria nombre ni identificacion legal, con el

objetivo de mantener la privacidad de la informacion recogida. Los pacientes

gue aceptaron participar dieron su conformidad en la hoja de consentimiento

informado (Anexo 1).

Por definicién, el microscopio confocal no representa ningin riesgo para la

salud ocular. A pesar de garantizar la seguridad para el operador y los sujetos

estudiados, la compafia productora impone un limite en el periodo maximo de

exposicién para sujetos en estudio y operadores de 3000 segundos (50

minutos) en cualquier sesién de examen.

Ninguno de los sujetos examinados experimenté ningun sintoma visual o

complicacion corneal como resultado del examen con el microscopio confocal.
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CAPITULO lIl. RESULTADOS

En este capitulo se exponen los principales resultados obtenidos en la

investigacion en el periodo de estudio, en correspondencia con los objetivos de

investigacion propuestos.

Los valores medios de las variables relacionadas con el epitelio superficial y el

grosor de esta subcapa, no demostraron diferencias significativas entre los

grupos (Tabla 1; Anexos 3.1-3.3). Las comparaciones mdultiples realizadas

posteriormente tampoco revelaron resultados significativos (Anexos 4.1y 4.2).

En el epitelio corneal de los pacientes analizados, se observaron diferencias

significativas entre los grupos en relacion con las variables densidad y diametro

del epitelio basal (p < 0,01; Anexos 3.4 y 3.5). La tendencia fue que mientras la

densidad de las células basales decreci6 al avanzar en gravedad la

enfermedad, su didmetro experimento el efecto contrario (Tabla 1).

Al realizar posteriormente las pruebas de comparaciones multiples, en el caso

de la densidad del epitelio basal, se observaron diferencias significativas (p <

0,01) entre los grupos de pacientes con queratocono grados Il, Il y IV con
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respecto a los sanos. Lo mismo se observé en cuanto al didametro de las

células epiteliales basales en pacientes con queratocono grados Il y IV (Tabla

1; Anexo 4.3).

Tabla 1. Estadisticos descriptivos de las variables del epitelio corneal segun

grupos.

Variables

Queratocono
Grado -
n =148
(Media = DS)

Queratocono
Grado -l
n =115
(Media = DS)

Queratocono
Grado -ll|
n=73
(Media = DS)

Queratocono
Grado -IV
n=16
(Media = DS)

Densidad
del
epitelio
superficial
(células/
mm?)

Didmetro
de células
en epitelio
superficial
(um)

Densidad
del
epitelio
basal
(células/
mm?)

Diametro

de células

en epitelio
basal
(um)

Grosor
epitelial
(um)

1086,5 +103,2

23,6 + 0,8

5279,2 +697,8

10,4+0,7

43,3+5,8

1078,4 +118,6

23,6+0,8

4908,6 + 567,1

10,6 +0,8

43,2+5,3

1077, 8 £ 102,2

23,6+0,7

4427,4 + 473,8

119+11

42,7 +5,2

1085,9 +105,3

23,8+0,7

4389,5 + 288,4

12,1+1,2

43,8+5,3

0,978

0,883

<0,01

<0,01

0,768

a: ANOVA de clasificacion simple.
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Al aplicar la prueba ANOVA de clasificacion simple, se encontraron diferencias

significativas (p < 0,01) en cuanto a la densidad y tortuosidad del plexo nervioso

subbasal entre los grupos analizados (Tabla 2; Anexos 3.6 y 3.7). Se observd

gue los pacientes con estadios mas severos de la enfermedad tuvieron menor

densidad y mayor coeficiente de tortuosidad de estos nervios, que los

pacientes sanos. En las pruebas que se realizaron con posterioridad, se

demostré que estas diferencias fueron estadisticamente significativas (p < 0,01)

desde el grado | de gravedad de la enfermedad, en el caso de la densidad, y a

partir del grado Il en relacion con el coeficiente de tortuosidad. Estas

diferencias de medias fueron mayores mientras mas severa era la enfermedad

(Anexo 4.4).

La densidad de nervios estromales, por su parte, no mostré diferencias

significativas entre los grupos (Tabla 2) ni en las comparaciones multiples

realizadas posteriormente (Anexo 4.4).

37



Tabla 2. Estadisticos descriptivos de las variables de los nervios
corneales segun grupos.

Sanos Queratocono Queratocono Queratocono Queratocono

Variables n=68 Grado - Grado -l Grado -l Grado -IV p
(Media n=148 n=115 n=73 n=16
+ DS) (Media+DS) (Media+DS) (Media+DS) (Media* DS)
Densidad
del plexo

nervioso 7,992+ 6,321+1,268 5,682+1,092 4,546 +0,885 3,792 £ 0,749 <0,01
subbasal 1,331
(mm/mmz)

Coeficiente
de
tortuosidad 1,10+ 1,23 + 0,469 1,82 + 0,896 2,46 + 1,127 3,33+0,778 <0,01
del plexo 0,298
nervioso

subbasal

Densidad

del plexo 2,881+ 2942+1,325 2911+1,058 2,977+1,404 3,208 £ 0,941 0,942
estromal 1,134
(mm/mm?)

a: ANOVA de clasificacion simple.

En el estroma corneal de los pacientes estudiados, se observaron diferencias
significativas (p<0,01) entre los grupos en cuanto a la densidad de queratocitos
en todas las porciones del estroma analizadas. La media maxima de esta
variable morfométrica se encontrd en la porcién anterior del estroma corneal y
disminuy6 a medida que era mayor la profundidad del tejido en sentido
anteroposterior, tanto en sujetos sanos como en los pacientes con queratocono

(Tabla 3).

Las comparaciones multiples realizadas posteriores al analisis de varianza
revelaron diferencias significativas (p < 0,01) en cuanto a la densidad de
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gueratocitos en las subregiones del estroma corneal anterior y medio entre
todos los grupos de pacientes con queratocono Yy los sujetos sanos; mientras
gue en el estroma posterior, estas diferencias fueron significativas solamente
en los pacientes con queratocono grado Il (p < 0,05) y grado IV (p < 0,01) con

respecto a los sujetos sanos (Anexo 4.5).

La disminucion de la densidad de queratocitos entre las porciones del estroma

analizadas, resulté estadisticamente significativa (p < 0,01) en cada uno de los

grupos estudiados (Anexo 5).

Tabla 3. Estadisticos descriptivos de las variables del estroma corneal
segln grupos.

Sanos Queratocono Queratocono Queratocono Queratocono
Variables n =68 Grado - Grado -l Grado -l Grado -IV p°
(Media n =148 n=115 n=73 n=16
+ DS) (Media+DS) (Media+DS) (Media+DS) (Mediaz DS)
Densidad de
queratocitos  30113,2 27667,75 + 25043,53 + 23978,04 23475,58 + <0,01
enel 2+ 2668,251 2683,085 2031,363 1051,632
estroma 2010,09
anterior 0
(mm/mm?)
Densidad de
queratocitos
enel 18941,2 17722,65 + 17515,26 + 16504,07 £ 15975,83 + <0,01
estroma 0t 1116,445 1096,377 1268,275 1546,512
medio 1333,29
(mm/mm?) 6
Densidad de
queratocitos  16466,8 15813,67 £ 15494,68 + 14772,31 ¢ 14011,67 £ <0,01
enel 4+ 1528,496 1666,026 1190,917 1782,628
estroma 1447,29
posterior 1
(mm/mm?)

a: ANOVA de clasificacion simple.
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Las estrias de Vogt se observaron en el 36,36% de los pacientes con
gueratocono a través del microscopio confocal, y en el 30,39% mediante
biomicroscopia anterior. Nétese que, si bien en la mayoria de los pacientes
este signo fue visible mediante ambos métodos de observacién, y que el indice
de Kappa revela que existe una buena concordancia entre los dos métodos, en
dos de ellos fue posible mediante la biomicroscopia anterior y no en las
imagenes confocales; mientras que en 23 se evidenciaron mediante
microscopia confocal y no a través del otro método de observacion aplicado

(Tabla 4).

Tabla 4. Presencia de estrias de Vogt segun métodos de observacion.

Microscopia confocal

Estrias de Vogt Presentes Ausentes
(n=128) (n=224)

Presentes (n=107) 105 2
Biomicroscopia A - 045 992
anterior usentes (n= ) 23
K=0,84 IC de 95%: 0,78 — 0,90 p<0,01

El examen minucioso de las imagenes confocales revelé6 que las bandas

presentaban variacion de su orientacion y extension en el estroma. De acuerdo

con su extension en este estrato de la coérnea, en los pacientes con

gueratocono predominaron los grados | y Il (Tabla 5).
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Las bandas en el estroma posterior y medio (grados | y Il) avanzaron en una
direccion aproximadamente vertical en la mayoria de los casos, mientras que
en el estroma anterior (grado Ill) su orientacion varié al ser predominantemente

oblicua (Tabla 5).

Tabla 5. Distribucion de pacientes segun la extension y orientacion de las

bandas estromales (estrias de Vogt).

Extension Orientaciones de las bandas Total
de las Vertical Oblicua
bandas Numero % Numero % Numero %
Grado | 85 77,27 6 33,33 91 71,09
Grado Il 22 20,00 3 16,67 25 19,53
Grado Il 3 2,73 9 50,00 12 9,38
Total 110 100 18 100 128 100

En el estroma anterior, las bandas estromales solamente fueron observadas en

los casos mas severos de queratocono.

En el endotelio corneal, como muestra la tabla 6, no se observaron diferencias
significativas entre los grupos en cuanto a densidad celular, pleomorfismo y
polimegatismo. Las comparaciones multiples realizadas con posterioridad al
analisis de varianza no revelaron resultados significativos en cuanto a la
diferencia de medias de estas variables entre los pacientes con queratocono y

los sujetos sanos estudiados (Anexo 4.6).

41



Tabla 6. Estadisticos descriptivos de las variables del endotelio corneal

segln grupos.

Variable Sanos

Queratocono Queratocono Queratocono Queratocono

s n=68 Grado -l Grado -l Grado -l Grado -1V p°
(Media + n=148 n=115 n=73 n=16
DS) (Media + DS) (Media+DS) (Media+DS) (Mediazt DS)
Densidad
(células/ 259744+ 257144 % 2565,68 + 2573,96 + 2617,75 +
mmz) 227,658 203,799 235,311 128,168 212,105 0,915
Pleomor
fismo 47,435+ 48,442 + 48,434 + 48,329+ 49,275 + 0,968
(%) 10,335 9,395 9,076 9,729 6,241
Polimega
tismo 24,834 24,406 = 25,245 + 25,077 = 24,017 0,972
(%) 6,477 6,191 7,6537 6,384

a: ANOVA de clasificacion simple.

En la tabla 7 se presentan los valores medios del grosor de la cérnea para cada

grupo. Se encontro que difieren significativamente (p < 0,01) entre los grupos.

Como puede observarse, estos valores fueron menores en la medida en que la

gravedad de la enfermedad era superior. Las comparaciones multiples

realizadas después del andlisis de varianza, revelaron diferencias significativas

(p < 0,01) entre todos los grupos de pacientes con la enfermedad y los sujetos

sanos, en relacion con este parametro morfométrico (Anexo 4.7).
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Tabla 7. Estadisticos descriptivos de la paquimetria corneal segun
grupos.

Sanos Queratocono Queratocono Queratocono Queratocono
Variable n=68 Grado - Grado -lI Grado -l Grado -IV p°
(Media = n=148 n=115 n=73 n=16
DS) (Media +DS) (MediatDS) (Media+ DS) (Media + DS)
Paquimetria
(um) 557,63 £ 489,79 + 471,39 + 430,69 + 370,92 + <0,01
22,677 20,154 22,927 21,990 54,298

a: ANOVA de clasificacion simple.

Seguidamente se analizaron las asociaciones entre las variables morfométricas

entre si, y entre estas y la gravedad del queratocono.

La tabla 8 ofrece la asociacidon univariada entre las variables morfométricas de

la cornea y la gravedad de la enfermedad. En ella se observa que no existié

asociacion significativa entre la gravedad del queratocono y los parametros

estudiados del epitelio superficial y endotelio, grosor del epitelio y densidad de

nervios estromales.

En cambio, la asociacion con la gravedad de la enfermedad resultd significativa

en los siguientes parametros (Tabla 8) densidad y diametro celular del epitelio

basal (p < 0,01), densidad y coeficiente de tortuosidad del plexo nervioso

subbasal (p < 0,01), densidad de queratocitos en el estroma anterior (p < 0,01),

medio (p < 0,01) y posterior (p<0,05), y paquimetria (p < 0,01).
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Teniendo en cuenta el valor del coeficiente de correlacion de Spearman, la

variable que mostré mayor relacion con la gravedad del queratocono, fue la

paquimetria, seguida por la densidad de queratocitos en el estroma anterior y

las relacionadas con el plexo nervioso subbasal. En contraste con este

resultado, se observa que el nivel de correlacion de la densidad de queratocitos

en el estroma posterior con la gravedad de la enfermedad fue el mas bajo;

aunque resultd significativo desde el punto de vista estadistico, la asociaciéon

fue déebil.

El signo del coeficiente nos indica que la tendencia fue que, a mayor gravedad

del queratocono, existi6 menor densidad de células en el epitelio basal y

estroma anterior, menor densidad del plexo nervioso subbasal y grosor corneal,

y mayor didmetro celular en el epitelio basal y coeficiente de tortuosidad en el

plexo nervioso subbasal.
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Tabla 8. Asociacion univariada entre la gravedad del queratocono y las

variables morfométricas.

Variables morfométricas Rho de p
Spearman

Densidad celular en el epitelio superficial -0,066 0,198
Diametro celular en el epitelio superficial 0,044 0,285
Densidad celular en el epitelio basal - 0,516 <0,01
Diametro celular en el epitelio basal 0,472 <0,01
Grosor epitelial -0,093 0,115
Densidad del plexo nervioso subbasal - 0,630 <0,01
Coeficiente de tortuosidad del plexo nervioso subbasal 0,502 <0,01
Densidad de nervios estromales 0,039 0,309
Densidad de queratocitos en estroma anterior -0,722 <0,01
Densidad de queratocitos en estroma medio - 0,562 <0,01
Densidad de queratocitos en estroma posterior - 0,373 <0,01
Densidad celular en el endotelio - 0,041 0,299
Pleomorfismo 0,041 0,301
Polimegatismo -0,024 0,378
Paquimetria -0,898 <0,01

En los pacientes con queratocono se encontrd correlacion significativa entre los

siguientes pares de variables morfométricas:

1. Densidad y didmetro celular en el epitelio basal (r = -0,288; p < 0,01).

2. Densidad celular en el epitelio basal y densidad de queratocitos en el

estroma anterior (r = 0,445; p < 0,01).

3. Densidad del plexo nervioso nervioso subbasal y densidad de

gueratocitos en el estroma anterior (r = 0,541, p<0,01).
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4. Densidad de queratocitos en el estroma anterior y paquimetria (r =

0,624; p<0,01).

El resultado de este analisis fue estadisticamente significativo en los cuatro

pares de variables anteriormente expuestos; sin embargo, el valor de esa

correlacién indica que la relacién de la densidad del plexo nervioso subbasal y

la paquimetria con la densidad de queratocitos en el estroma anterior

constituyeron las asociaciones mas importantes.

Se realizd otro andlisis en el que se consider6 la evolucion de las

caracteristicas morfométricas en los pacientes con queratocono, segun la

gravedad de la enfermedad (Anexos 6.1 — 6.10). Durante el tiempo de

seguimiento, solamente la densidad de queratocitos en el estroma anterior en

pacientes con queratocono grado IV (p<0,05) y la paquimetria en todos los

grados de gravedad (p<0,01), sufrieron modificaciones estadisticamente

significativas.

El anexo 6.11 muestra que la densidad de queratocitos en el estroma anterior

experimento un descenso estadisticamente significativo (p<0,01), a partir de un

afio y medio de seguimiento, al aplicar la prueba ANOVA de medidas repetidas

con correccion por la prueba de Bonferroni.

46



Como resultado del mismo procesamiento estadistico, se probé que la
paquimetria descendid significativamente (p<0,01), a partir de 1 afio de
seguimiento en los pacientes con grado | de gravedad de la enfermedad, y
desde los seis meses (p<0,01) en el resto de los pacientes con queratocono
(Anexos 6.12 — 6.15). Sin embargo, al observar el valor en que disminuyé el
grosor corneal en cada uno de los grados de gravedad, se observa que
representa un descenso clinicamente significativo en los grados Il y IV (Anexos

6.14 y 6.15).
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CAPITULO IV: DISCUSION

En este acdpite se realiza una comparacién de los resultados obtenidos con
publicaciones recientes acerca del tema y se exponen consideraciones que

otorgan validez a la investigacion.

Con respecto al epitelio corneal de pacientes con queratocono, las células
superficiales son identificadas como las menos afectadas de las estudiadas en
esta capa del tejido, en relacion con los sujetos sanos, lo cual coincide con las
investigaciones consultadas.®®"* Algunos autores describen desde el punto de
vista cualitativo haber observado elongamiento de algunas de estas células,
dispuestas en un patrén en espiral en la regién del apice del cono.®® "° Desde
el punto de vista cuantitativo, no es frecuente que se reporten sus

caracteristicas como en el caso de las basales.

Existe consenso entre los investigadores en que son las células basales las
gue se encuentran mas afectadas en el epitelio corneal de pacientes con

queratocono.”

La disminucién de la densidad celular en imagenes confocales del epitelio

basal ha sido observada por Niederer®, Patel’® y Yeniad,” lo cual contrasta
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con los resultados de Ugakhan®, quien encontré aproximadamente el doble del

valor de la variable en los pacientes con esta ectasia.

Patel”® obtuvo valores significativamente menores de este parametro en los
pacientes con queratocono usuarios de lentes de contacto que en los que no lo
eran. Los resultados en este particular sugieren que el epitelio basal puede
estar involucrado en los procesos fisiopatolégicos del queratocono, y que las
alteraciones epiteliales se agravan posteriormente por el uso de lentes de

contacto, muy frecuente en los pacientes con esta enfermedad.

Niederer®® ademas encontré correlacion lineal significativa entre la densidad del

epitelio basal y el grado de gravedad del queratocono.

El elongamiento de estas células ha sido informado por Hollingsworth,™

Niederer® y Patel’%.

Mientras tempranos estudios por microscopia electronica ya sugerian que las
anomalias primarias en el queratocono residen en el epitelio corneal,
subsecuentes estudios han documentado alteraciones en el plexo nervioso

subbasal, nervios estromales, queratocitos, y endotelio.
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La presente investigacidon confirma que la arquitectura del plexo nervioso
subbasal esté alterada en las cérneas con queratocono, de manera significativa

desde el grado | de gravedad clinica de la enfermedad.

Las caracteristicas morfométricas in vivo de este plexo, especificamente en
pacientes con queratocono, no han sido ampliamente estudiadas, ya que los
autores se han enfocado més en el andlisis de las caracteristicas de las
poblaciones celulares del epitelio, estroma y endotelio. Muchas de las
investigaciones que abordan esta tematica lo hacen de una manera cualitativa,
minada por la subjetividad,”* con pocos pacientes, por demas sin tener en
cuenta la relacion entre las alteraciones de las fibras nerviosas con la gravedad

de la ectasia.?°

Niederer® y Gonzalez — Sotero’® describen hallazgos similares a los descritos
en este estudio; ademas plantean haber encontrado asociacion significativa

entre la densidad nerviosa subbasal y la gravedad de la enfermedad.

Varios autores han sugerido que los nervios corneales estan implicados en la
fisiopatologia y progresién del queratocono. Brookes™® aportd evidencia que
sugiere que los procesos destructivos encontrados en cérneas con

gueratocono involucran a sus nervios, mediante la liberacion de enzimas
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proteoliticas (catepsina B y G) a este nivel, mayor en cOrneas con queratocono

que en las normales.”’

Patel y McGhee™ realizaron un montaje bidimensional de las imagenes
confocales de cuatro pacientes con queratocono, y obtuvieron un mapeo de
este plexo, asociado con la localizacion topogréafica del cono, donde se observé
en el apice del cono una tortuosa red de haces de fibras nerviosas, con una
orientacién predominantemente oblicua y horizontal. En la base topogréfica del
cono la orientacion nerviosa era curvilinea, y ofrecia la impresion de seguir el
contorno de la base, concéntricamente. Esta novedosa técnica de
procesamiento de imagenes aporta una vision panoramica de los cambios
observados en las imagenes confocales individuales. La densidad del plexo en
la cornea central se encontré significativamente disminuida, incluso en el caso

donde la enfermedad era leve.

Estudios que usan el microscopio confocal laser han reportado la densidad en
20.3* y 21.7 mm/mm? mientras que otros han empleado el microscopio
Tandem o el de escaneo en hendidura, los que estiman su valor normeal en 8.4

y 11.1 mm/mm?, respectivamente. Son varios los factores que influyen en estas
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diferencias, entre ellos el método en que es definido el parametro y el tipo de

microscopio confocal empleado.®

En la bibliografia consultada, los autores coinciden en que la densidad de fibras
nerviosas en el estroma corneal de pacientes con queratocono no se encuentra
alterada.” Sin embargo, centran mas su atencién en observar el didmetro de
estos haces de fibras nerviosas. Al respecto, algunos reportan su

engrosamiento. *

El incremento en la visibilidad de las fibras nerviosas en el examen fisico
oftalmolégico es un signo frecuente en el queratocono, y las fibras nerviosas

prominentes han sido reportadas entre el 34 y 91 % de estos pacientes. >°

Sin embargo, la medicion del diametro de las fibras estromales posee un
elevado riesgo de ser inexacto, ya que estos nervios comdnmente transcurren
oblicuamente en relacién con el frente de la seccién de la imagen confocal.®® La
seccion no es, por tanto, siempre por el centro del nervio, y en consecuencia,
una seccion descentrada provocaria que el nervio pareciera falsamente
delgado. La orientacion del nervio estromal también es un factor importante
cuando se considera el andlisis de la densidad nerviosa, distinto del andlisis de

la densidad del plexo subbasal. La longitud de los nervios visibles por area
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variara con la trayectoria del nervio a través del campo, pero eso no esta

necesariamente relacionado con la densidad en el estroma.

Por consiguiente, a pesar de observarse mayor visibilidad de nervios corneales
en el queratocono, la presente investigacion no puede revelar un resultado de

este pardmetro, desde el punto de vista morfométrico, libre de sesgos.

Algunos autores han planteado la posibilidad de que los nervios corneales sean
mas visibles en el queratocono debido al adelgazamiento de la cérnea;® sin
embargo, en algunos pacientes, se esperaria encontrar mayor prominencia en
relacion con sus menores valores de grosor corneal, hecho que hace dudar de

esta hipétesis.

Resulta paraddgico, por demas, que exista aumento del didmetro de los nervios
del estroma corneal en sujetos con queratocono; en cambio, se comprueba
disminuida la densidad nerviosa en el plexo nervioso subbasal, cuando ambos
guardan una relacion anatomica directa, detalladamente descrita por Al —

Agaba,®’ en el afio 2010.

Los queratocitos son células fibroblasticas presentes en el estroma corneal,
responsables del mantenimiento de la integridad de esta capa de la cérnea, a

través de la sintesis de fibras colagenas y matriz extracelular. **®
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La densidad de queratocitos, medida por microscopia confocal, coincidié con la
obtenida en trabajos previos donde se media mediante la cuantificacion del

contenido de ADN, lo cual avala la exactitud de los célculos in vivo.

En la presente investigacion se demostréo que la densidad de queratocitos
presenta sus maximos valores en la proximidad a la membrana de Bowman y
declinan a medida que se incrementa la profundida del estroma, tanto en
cérneas sanas como con queratocono, lo cual coincide con la bibliografia
consultada.” ™* Sin embargo, es precisamente esta subregién del estroma la
mas afectada en el queratocono, con una asociacion significativa con la
gravedad de la ectasia. A medida que el estroma es mas profundo, menor
alteraciéon cuantitativa, asi como asociacion con la enfermedad, se aprecia en

relacion con los queratocitos.

Si bien existe coincidencia entre la mayoria de los investigadores en lo
anteriormente planteado, se observan diferencias en las cifras que reportan de
la densidad de queratocitos. La autora opina que en este particular influyen los
diferentes criterios que tienen en cuenta los autores para delimitar cada una de
las subregiones del estroma corneal, el método empleado para realizar los

célculos y el tipo de instrumento de medicién empleado.®*
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Hollingsworth™ observé que la densidad media de queratocitos anteriores y
posteriores fueron significativamente inferiores en o0jos con queratocono que en
las de los sujetos controles; sin embargo no incorporan un grupo control para
los que usan lentes de contacto o presentaron cicatrizacién corneal. Este autor
sugiere que la reduccion de la densidad de queratocitos posteriores puede ser

explicada meramente por el adelgazamiento corneal.

Niederer®® observé disminuida la densidad de queratocitos en sujetos con
gueratocono. Este autor provee evidencias de que estas variables estan

correlacionadas con la gravedad de la enfermedad.

Ku® encontré en su estudio una significativa disminucién de la densidad de
gueratocitos anteriores y posteriores en sujetos con queratocono usuarios de
lentes de contacto con respecto al control. La densidad de queratocitos
posteriores también se manifesto significativamente inferior en pacientes no
usuarios de lentes de contacto. La reduccién de la densidad de queratocitos
anteriores, en este caso, no fue estadisticamente significativa, posiblemente
debido al reducido tamafio de la muestra. No obstante, esta variable se

encontro significativamente correlacionada con la gravedad de la ectasia.
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Ozgur®® evalué la densidad de queratocitos anteriores y posteriores, en cérneas
de pacientes con queratocono no usuarios de lentes de contacto. Ambas
estaban disminuidas en comparacion con controles sanos. Sin embargo, en
contradicciéon con lo planteado por otros autores, esta diferencia de densidad

fue independiente del estadio del queratocono.

Con solo algunas excepciones,’” los autores evalian la densidad de
gueratocitos en los extremos anterior y posterior del estroma corneal, por lo
que la regién intermedia esta muy poco analizada. Yeniad’* estudi6 la densidad
de queratocitos en esta subregion estromal, y obtuvo resultados similares a los

encontrados en este trabajo.

Existe evidencia cientifica que indica que en la fisiopatologia de la disminucion
de la poblaciéon de queratocitos estromales observada en las cérneas con
gueratocono respecto a los controles, estan involucrados procesos de
apoptosis.?* Se ha reportado incremento de este fenémeno entre el 60 y 68%

de las corneas con la enfermedad.

Se ha sugerido que el dafo epitelial causa la pérdida de queratocitos anteriores
por apoptosis, proceso iniciado por citoquinas [ interleuquina 1 (IL-1) y Fas-

ligand] liberadas desde las células epiteliales. Apoyan esta teoria la
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observacion de un elevado nidmero de queratocitos anteriores que muestran
signos de apoptosis en las cOrneas queratoconicas cuando se compara con
cérneas normales y con cérneas que sufren otras enfermedades. Se ha
demostrado que los queratocitos en las cérneas con queratocono tienen cuatro
veces mas receptores para IL-1, sensibilizandolos potencialmente a esta

citoquina. ®

La causa del dafo epitelial mecanico cronico puede estar dada por el uso de
lentes de contacto,® ® frotamiento ocular y enfermedades atépicas oculares,
ya que estos elementos se han encontrado en varios estudios con predominio

en pacientes con queratocono en relacién con los sujetos controles.

La presente investigacion avala esta relacion estrecha entre los queratocitos y
el epitelio, al encontrarse una correlacidén significativa entre la densidad de

gueratocitos en el estroma anterior y la densidad celular en el epitelio basal.

Otro elemento que puede estar relacionado con la menor densidad de
queratocitos observada en el estroma corneal de corneas con queratocono es
la menor densidad de nervios constatada en el plexo subbasal. Apoya esta
hipétesis la observacion de correlacion significativa entre ambos parametros.

Ademas, la observacion, tanto en cérneas operadas de queratoplastia como en
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las sometidas a cirugia refractiva laser, coexistencia del déficit de queratocitos

y de nervios subbasales.?"®°

Si bien la conclusién de que existe disminucion en la densidad de queratocitos
y de su correlaciéon negativa con la gravedad del queratocono, observada en la
presente investigacion, ha conseguido coincidencia en la opinion de otros
autores, los valores de esta variable microscoépica in vivo han resultado muy
diversas entre los diferentes estudios, lo que dificulta el contraste numérico de

los resultados con parametros que se consideren de referencia. *

Este problema se debe a que la exactitud y precision en la medicion de la
densidad celular estd influenciada por parametros épticos del instrumento para
registrar imagenes del estroma, tanto como por los métodos de identificacion y

conteo de células en estas imagenes.

Las estrias de Vogt constituyen un signo clasico observado en el estroma
corneal de ojos con queratocono mediante biomicroscopia anterior. Con el
microscopio confocal, se observan como bandas alternantes de luz y

oscuridad.®*

Los hallazgos en esta investigacion, en coincidencia con los de Mocan,%

sugieren que las estrias de Vogt se observan a nivel microscépico antes que
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con el empleo de la biomicroscopia anterior, lo cual le confiere mayor

importancia al estudio microestructural de la cornea en los pacientes con

queratocono.

Un importante estudio multicéntrico (Collaborative Longitudinal Study of

Keratoconus Study) reveld la presencia de las estrias de Vogt mediante

biomicroscopia anterior aproximadamente la mitad de los pacientes con
queratocono analizados.®

Hollingsworth®* también observé las estrias de Vogt mediante microscopia
confocal con mayor frecuencia que a través de la biomicroscopia anterior.
Niederer® y Mocan® las observaron en aproximadamente dos tercios de la
muestra. La autora considera que estos datos varian segun las caracteristicas
de cada poblacion estudiada y pueden estar influenciadas por la mayor
proporcién de pacientes con los grados mas severos de la enfermedad en los
estudios citados. Las estrias de Vogt constituyen un signo que se presenta de
forma bilateral en un tercio de los pacientes con esta enfermedad corneal.® La
presente investigacion difiere ademas de las anteriormente mencionadas en
gue solo se analizé un ojo de cada paciente, lo cual puede constituir otro factor

gue influya en la diferencia de los resultados encontrados.
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Las imagenes confocales obtenidas sugieren que las bandas estromales
observadas a la microscopia confocal representan lamelas de colageno bajo
estrés mas que pliegues, en coincidencia con la opinién de Hollingswort™ y
Mocan.*? Fundamentan esta afirmacién los resultados descritos previamente y
los obtenidos por otros investigadores. En este sentido, Komai and Ushiki®
demostraron la diferente disposicion de las lamelas de colageno en el estroma
anterior y posterior, al exponer que las lamelas anteriores tienen 0.5-30 pm de
ancho, aspecto de cinta plana, se distribuyen en direcciones al azar y estan
frecuentemente entrelazadas; mientras que las lamelas del estroma posterior

son anchas (100-200 um) y tienen la apariencia de hojas o capas anchas.

Estudios que evaluan la fuerza de cohesion de las lamelas en el meridiano
horizontal demostraron una reduccién en la fuerza centralmente.’® En relacién
con las lamelas en el meridiano vertical se ha demostrado que la cornea central
parece tener la mayor reduccion en la fuerza de cohesion y existe una segunda
regién con reducida fuerza inferiormente,* lo cual explica que su localizacién
sea central o paracentral inferior, asi como que la disposicion sea vertical en la

mayor parte de los casos.
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El patron de estrés de las lamelas de colageno a partir del apice del cono fue
evidenciado por Hollingswort,®> al realizar un andlisis de las imagenes

confocales en relacion a la imagen topogréfica obtenida.

Se le ha concedido una limitada atencién al endotelio corneal en el estudio del
gueratocono. Los resultados obtenidos no se alejan de la mayoria de los
estudios reportados, los cuales plantean que el endotelio no se afecta de
manera significativa en el queratocono, excepto cuando aparece el hidrops

corneal. ¥’

Notablemente, Niederer®® percibi6 una pequefia, pero estadisticamente
significativa baja densidad de células endoteliales en o0jos con esta

enfermedad.

Algunos autores han obtenido resultados que demuestran que los pacientes
con queratocono pueden presentar menor densidad de células endoteliales

corneales debido al uso de lentes de contacto,®> %

gue es un tipo de correccion
Optica frecuente en ellos por las ametropias que genera la mayor curvatura de

la cornea presente en esta enfermedad.
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Sin embargo, Hollingswort’® encontr6 que la densidad media de células
endoteliales corneales en una serie de pacientes con queratocono fue
superior en relacion con el grupo control, diferencia que resulté
estadisticamente significativa. La autora considera que en este resultado puede

influir la escasa cantidad de pacientes analizados en ese estudio.

El tamafio de estas células, representado por el nivel de polimegatismo,
presente en los 0jos con queratocono, fue similar al de los ojos normales en el

estudio de Hollingswort.™

Teniendo en cuenta los resultados de esta investigacion, la autora coincide con
el criterio de quienes afirman que las variables morfométricas relacionadas con
el endotelio corneal no se afecta de manera significativa en los pacientes con

queratocono.

Un rasgo definitivo del queratocono es el adelgazamiento corneal, significativo
y relacionado con la gravedad de la enfermedad * A pesar de ello, no esta

definida su participacion en la fisiopatologia en esta enfermedad.

Al ser los queratocitos las células principales del estroma corneal, el cual
representa aproximadamente el 90% del grosor de la cérnea normal, al ser por

demas, las que regulan y sintetizan la matriz extracelular en esta region de la
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cornea, la autora coincide con el criterio de los que afirman que desempefian

un decisivo rol en el grosor de la cornea, y que la pérdida de grosor estromal

presente en el queratocono puede ser debida a la pérdida de queratocitos,

matriz extracelular o ambos.

Los investigadores han notado incremento en la apoptosis de queratocitos en el

gueratocono, asi como un desbalance entre la sintesis y la actividad de las

enzimas proteoliticas en el estroma corneal y sus correspondientes inhibidores.

Recientemente Li encontré una relacién desde el punto de vista genético entre
el espesor corneal central y el queratocono, vinculada a una variante del gen
COL5A1, la cual sugiere que este genotipo desempefia un importante rol en el

adelgazamiento corneal asociado a esta enfermedad.'®

Resultados de esta investigacion, tales como una significativa disminucion de la

densidad de queratocitos en las regiones anterior, central y posterior del

estroma corneal; correlaciéon lineal significativa entre la paquimetria y la

densidad de queratocitos en el estroma anterior y la disminucién simultdnea de

ambos parametros en el seguimiento de los pacientes, fundamentan la

hipétesis de que el adelgazamiento corneal puede estar causado por la
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disminucién en la densidad de queratocitos. Ku® también observé significativa

la correlacion entre ambas variables.

Dado que ninguno de los sujetos incluidos en el estudio es usuario de lentes de
contacto, ni tiene antecedentes de operaciones o enfermedad oculares, y que
las alteraciones microestructurales observadas en las imagenes confocales, se
asocian significativamente con la gravedad de la enfermedad, es razonable
sospechar que las alteraciones morfométricas observadas en el epitelio basal,
plexo nervioso subbasal y queratocitos, estan relacionadas con la etiopatogenia
del queratocono. La autora considera que teniendo como base este
conocimiento, se debe profundizar en el tema con nuevas investigaciones que
aporten e integren informacion en vistas a dilucidar los procesos

fisiopatogénicos que intervienen en esta enfermedad.

Si bien el estudio transversal de las caracteristicas morfométricas de la cornea
en pacientes con queratocono ofrece informacién valiosa sobre los cambios
gue acontecen a nivel celular, permitiéndonos este conocimiento describir mas
detalladamente en la historia clinica de cada paciente las alteraciones
morfométricas encontradas, asi como su relacién con la gravedad, tanto desde

el punto de vista clinico como microestructural, el analisis prospectivo de los
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pacientes desde estadios incipientes de esta ectasia, aporta el orden en que

aparecen las alteraciones y, por tanto, contribuye a sospechar el diagndstico

precozmente, lo cual pudiera contribuir ademas a la dilucidacion de su

patogenia, aun desconocida.

La autora considera que al observarse que la paquimetria y la densidad de

gueratocitos en el estroma anterior son los parametros morfométricos no solo

con mayor asociacion con la gravedad de la enfermedad, sino también los que

primero se alteran en los pacientes con queratocono, pueden constituir

cambios primarios de la enfermedad, y que otras modificaciones encontradas

pueden ocurrir secundariamente o como consecuencia de los mismos. Es

necesario profundizar en este aspecto con nuevas investigaciones que aporten

mayor informacion, en las que participe una cantidad superior de pacientes y

sea mas prolongado el tiempo de seguimiento..

No se encontraron estudios que analicen los cambios que acontecen en el

tiempo, in vivo, en las caracteristicas morfométricas de la cérnea en pacientes

con queratocono, por lo que no es posible realizar comparaciones al respecto.

En la practica asistencial cotidiana se le debe conceder especial importancia a

los pacientes con sospecha de queratocono en los que durante el seguimiento
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de los parametros microestructurales, se observen modificaciones, lo cual

puede ser un elemento que oriente a la confirmacioén del diagnéstico.

Especialmente relevante resulta lo planteado anteriormente en aquellos

pacientes con miopia y /o astigmatismo que solicitan ser evaluados para

someterse a una cirugia refractiva corneal con Laser Excimer para corregir su

ametropia, en los que los pardmetros clinicos convencionales ofrezcan dudas

sobre la completa normalidad de la cérnea. En estos casos, de realizarse la

operacion y existir queratocono en un estadio preclinico, la consecuencia seria

la aparicion de la temida ectasia postquirurgica.
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CONCLUSIONES

Los pacientes con queratocono presentan una reducciéon de grosor corneal y de

la poblacion celular en el epitelio basal y estroma, asi como alteraciones en la

microarquitectura del plexo nervioso subbasal y lamelas de coldgeno del

estroma, mas marcadas mientras mayor es la gravedad clinica de la

enfermedad.

La microscopia confocal de la cérnea permitid constatar, en pacientes con

gueratocono, que existe una asociacion relevante entre la densidad celular del

estroma anterior y la del epitelio basal, la densidad del plexo nervioso subbasal

y el grosor corneal.

Los parametros morfométricos de la cOrnea: grosor corneal, densidad de

gueratocitos en el estroma anterior, densidad del plexo nervioso subbasal,

densidad celular en el epitelio basal, coeficiente de tortuosidad del plexo

nerviosos subbasal y diametro celular del epitelio basal, estan asociados a la

gravedad del queratocono, y los cinco primeros tienen mayor relevancia, lo cual

indica una posible participacion de estos en la fisiopatologia de la enfermedad.

En pacientes con queratocono, los primeros parametros morfométricos que

sufren alteraciones son el grosor corneal y la densidad de queratocitos en el
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estroma anterior, hecho que pudiera avalar su participacion en los procesos

etiopatogénicos primarios de esta enfermedad y orientar en su diagnéstico

precoz.
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RECOMENDACIONES

Promover estudios longitudinales que analicen las caracteristicas

morfométricas in vivo de la cérnea en pacientes con queratocono, desde

sus estadios iniciales por un periodo de seguimiento mas prolongado y

asi contribuir mas en la dilucidacion de la patogenia de esta enfermedad.

Fomentar la realizacion de estudios multicéntricos en el pais que

permitan disponer de datos de prevalencia del queratocono en Cuba.

Generalizar en el pais la incorporacion del analisis morfométrico in vivo

de la cornea al estudio en consulta de los pacientes con queratocono.
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Anexo 1. Consentimiento informado de participacion

Nombre del Paciente:

Cl: Edad:

Por este medio hago constar que:

Se me han explicado claramente los aspectos relacionados con los examenes
gue me realizaran (como, cuando y donde), sus posibles riesgos y beneficios y
el objetivo de la investigacion cientifica que se propone.

He comprendido con claridad las explicaciones ofrecidas.

Estoy de acuerdo en ser incluido en la investigacion.

Nombre:

Firma:

Fecha:

Nombre y Firma del Investigador:
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Anexo 2. Figuras relacionadas con imagenes del microscopio confocal

Confoscan 4.

Anexo 2.1: Epitelio superficial normal.
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Anexo 2.2: Epitelio basal normal.
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Anexo 2.3. Microscopia Confocal Cuantitativa de Enfoque Completo

(curva CMTE: Confocal Microscopy Through Focusing).

1° pico:
Epitelic normal

Refisctividad Gotica

a0 160 240 320 400 480 S60
Profundidad {micras)
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Anexo 2.4. Plexo nervioso subbasal normal.
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Anexo 2.5. Escala de clasificacion del grado de tortuosidad del plexo
nervioso subbasal, de Oliveira-Soto.

A

(A): Apariencia normal de los nervios.
(B): Grado 1: Los nervios aparecen ligeramente tortuosos.

(C): Grado 2: Los nervios aparecen moderadamente tortuosos con
frecuentes pero pequefios cambios de amplitud en la direccion de sus
fibras.

(D): Grado 3: Los nervios aparecen tortuosos en todo su trayecto con

cambios frecuentes y severos en la amplitud de sus fibras.

Grado 4. Los nervios aparecen muy tortuosos, con cambios abruptos y

frecuentes en la direccién de sus fibras.
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Anexo 2.6: Estroma anterior normal.
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Anexo 2.7. Estroma medio normal.
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Anexo 2.8. Estroma posterior normal.
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Anexo 2.9. Nervio estromal normal.
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Anexo 2.10. Endotelio corneal normal.
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Anexo 2.11. Anélisis celular automatico del endotelio corneal.
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Anexo 2.12. Bandas estromales en el estroma de un paciente con

queratocono.

Anexo 2.13. Microscopio confocal confoscan 4.
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Anexo 3. Diferencia de medias de las variables morfométricas segun

grupos.

Anexo 3.1. Diferencia de medias de la densidad celular en el epitelio

superficial, segun grupos.
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*Asociado a ANOVA de clasificacion simple.

Fuente: Tabla 1.
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Anexo 3.2. Diferencia de medias del diametro celular en el epitelio

superficial, segun grupos.
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*Asociado a ANOVA de clasificacion simple.

Fuente: Tabla 1.
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Anexo 3.3. Diferencia de medias del grosor del epitelio corneal, seglin
grupos.
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p* = 0,768.
*Asociado a ANOVA de clasificacion simple.

Fuente: Tabla 1.
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Anexo 3.4. Diferencia de medias de la densidad celular en el epitelio
basal, segun grupos.
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p*<0,01.
*Asociado a ANOVA de clasificacion simple.

Fuente: Tabla 1.
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Anexo 3.5. Diferencia de medias del diametro celular en el epitelio basal,

segln grupos.
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*Asociado a ANOVA de clasificacion simple.

Fuente: Tabla 1.
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Anexo 3.6. Diferencia de medias de la densidad del plexo nervioso

subbasal, segun grupos.

8 E

Densidad del plexo nervioso subbasal
(o]

4 .
i
3
Sanos Queratocono G-I Queratocono G-IV
Queratocono G-I Queratocono G-I
Grupos
p*<0,01.

*Asociado a ANOVA de clasificacion simple.

Fuente: Tabla 2.
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Anexo 3.7. Diferencia de medias del coeficiente de tortuosidad del plexo

nervioso subbasal, segln grupos.
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Anexo 3.8. Diferencia de medias de |la densidad de nervios estromales,
segln grupos.
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Fuente: Tabla 2.
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Anexo 3.9. Diferencia de medias de la densidad de queratocitos en el

estroma anterior, seglin grupos.
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*Asociado a ANOVA de clasificacion simple.

Fuente: Tabla 3.
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Anexo 3.10. Diferencia de medias de la densidad de queratocitos en el

estroma medio, segln grupos.
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Anexo 3.11. Diferencia de medias de la densidad de queratocitos en el

estroma posterior, seglin grupos.
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Anexo 3.12. Diferencia de medias de la densidad celular en el endotelio

corneal, segln grupos.
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*Asociado a ANOVA de clasificacion simple.

Fuente: Tabla 6.
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Anexo 3.13. Diferencia de medias del pleomorfismo endotelial, segun

grupos.
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Anexo 3.14. Diferencia de medias del polimegatismo endotelial, segun

grupos.
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Anexo 3.15. Diferencia de medias de la paguimetria, segun grupos.
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Fuente: Tabla 7.
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Anexo 4. Comparaciones multiples de las variables morfoldgicas
corneales entre los sujetos sanos y los pacientes con queratocono, segun

sus grados de gravedad.

Anexo 4.1. Diferencia de medias de las variables del epitelio superficial
entre los sujetos sanos y los pacientes con gqueratocono, segun sus

grados de gravedad.

Diferencia
Variable Grupos de medias a
IC de 95% p
Densidad Sanos — 5,62 58,74 — 69,97 0,999
celular del Grado |
epitelio Sanos — 56,33 - 83,73 0,985
. 13,70
superficial Grado Il
Grado Il
Sanos — 6.18 98,91 — 111,27 1,000
Grado IV ’
Diametro Sanos — - 0,050 0,413 -0,513 0,998
celular del Grado |
epitelio Sanos — .0.022 0,526 — 0,482 1,000
superficial Grado Il ’
(Lm) Sanos - .0.025 0,707 - 0,757 1,000
Grado Il ’
Sanos — 0,963 — 0,549 0,947
Grado IV -0,207

a: Prueba de Scheffé
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Anexo 4.2. Diferencia de medias de las variables del grosor epitelial entre

los sujetos sanos y los pacientes con queratocono, segun sus grados de

gravedad.
Diferencia
Variable Grupos de medias a
IC de 95% p
Sanos — 1,036 2,174 — 4,247 0,908
Grosor del Grado |
epitelio corneal Sanos — 2,346 — 4,641 0,902
1,148
(um) Grado Il
Sanos — 3,429 - 6,724 0,906
Grado Il 1,647
Sanos — 4,653 — 5,832 0,998
Grado IV 0,589

a: Prueba de Scheffé
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Anexo 4.3. Diferencia de medias de las variables del epitelio basal entre

los sujetos sanos y los pacientes con queratocono, segun sus grados de

gravedad.
Diferencia
Variable Grupos de medias a
IC de 95% p
Densidad Sanos — 123,39 — 0,374
celular del Grado | 243,20 609,79
epitelio basal

Sanos — 613.79 214,86 — <0,01
Sanos — 515,30 — <0,01
Grado Il 1094,94 1674,57
Sanos — 534,23 — <0,01
Grado IV 1132,87 1731,52
Sanos — -0,288 0,782 - 0,206 0,511
Grado |
Sanos — 1,038 — 0,037 0,083

Diametro Grado Il -0.500

celular del
Grado Il :

(um) Sanos — 1068 2,775-1,162 <001

Grado IV :

a: Prueba de Scheffé
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Anexo 4.4. Diferencia de medias de las variables de los nervios corneales

entre los sujetos sanos y los pacientes con queratocono, segun sus

grados de gravedad.

Diferencia de

IC de 95 p?

Variable Grupos medias %
Sanos — Grado | 0,940 — <0,01
1,671 2 402
Densidad del Sanos — Grado |l 2311 1,515 - <0,01
plexo nervioso ’ 3,106
subbasal Sanos — Grado |l 2,290 - <0,01
3,446
2 4,602
(mm/mm?©)
Sanos — Grado IV 3,006 — <0,01
4,200 5 395
Sanos — Grado | 013 0,53 - 0,888
. 0,26
Coeficiente de
tortuosidad del Sanos — Grado |l 1,15 - <0,01
X 0,72
plexo nervioso 0,29
subbasal
Sanos — Grado Il 137 1,99 — <0,01
' 0,74
Sanos — Grado IV 2,88 — <0,01
2,24 1,59
Sanos — Grado | 0,789 — 0,999
0,062 0.666
Densidad del
’ 0,762
2
(mm/mm?©) Sanos — Grado Il 0.096 1,247 — 0,999
’ 1,055
Sanos — Grado IV 1,516 — 0,946
0,328 0861

a: Prueba de Scheffé.
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Anexo 4.5. Diferencia de medias de las variables del estroma corneal

entre los sujetos sanos y los pacientes con queratocono, segun sus

grados de gravedad.

Diferencia IC de 95 % p
Variable Grupos de medias
Sanos — Grado | 2445 .47 1007,30 — 3883,63 <0,01
Densidad de
elestoma o, 0s_Gradolll 613518  3861,25- 840911 < 0,01
antenor3
(mm/mm®) Sanos — Grado IV 6637,63  4289,12 — 8986,14 < 0,01
Sanos — Grado | 1218,55 468,07 —1969,02 <0,01
Densidad de
estomamedio g 06 Grado Il 243713 1250,52 —3623.75 <0,01
(mm/mm®)
Sanos — Grado IV 2965,37 1739,84 —4190,89 <0,01
Sanos — Grado | 653,17 283,59 -1589,93 0,322
Densidad de
estroma Sanos — Grado Il 1694,53  213,39—3175,67 <0,05
postenog
(mm/mm®) Sanos — Grado IV 2455,18 925,46 —3984,89 <0,01

a: Prueba de Scheffé.
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Anexo 4.6. Diferencia de medias de las variables del endotelio corneal

entre los sujetos sanos y los pacientes con queratocono, segun sus

grados de gravedad.

a

Diferencia de IC de 95 % p

Variable Grupos medias
Sanos -G | 26,00 105,51 -179,08 0,984
pensidad o105 - Grado Il 31,76 111,35 174,87 0,975

celular

endotelial Sanos — Grado I 23,49 184,45 - 231,42 0,998
(células/mm’)  sanos — Grado IV 20,31 235,06 — 194,45 0,999
Sanos — Grado | 1,007 6,801 — 4,787 0,990
Pleomorfismo  Sanos — Grado I 0,999 7,304 — 5,306 0,993
(%) Sanos — Grado Ili 0,893 10,054 - 8,267 0,999
Sanos — Grado | 0,428 3,734 — 4,590 0,999
Polimegatismo ~ Sanos — Grado I 0,411 4,940 - 4,118 0,999
(%) Sanos — Grado Ili 0,243 6,823 6,337 1,000
Sanos — Grado IV 0,817 5,979 - 7,613 0,998

a: Prueba de Scheffé.
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Anexo 4.7. Diferencia de medias de la paquimetria entre los sujetos sanos

y los pacientes con queratocono, segun sus grados de gravedad.

Diferencia IC de 95 % p?
Variable Grupos de medias
Sanos — Grado | 67,84 52,25-83,43 <0,01
Sanos — Grado Il 86,23 69,27 - 103,20 <0,01
Paquimetria  ganops — Grado Il 126,94 102,29 — 151,58 < 0,01
m Sanos — Grado IV 178,38 152,92 - 203,83 <0,01

a: Prueba de Scheffé.
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Anexo 5. Diferencia de medias de la densidad de queratocitos entre

subregiones del estroma corneal.

Anexo 5.1 Diferencia de medias de la densidad de queratocitos entre

subregiones estromales, segln grupos.

Estroma Estroma Estroma p
anterior medio posterior
Grupos
Sanos 30113,22 + 18941,20 + 16466,84 + <0,01
n==68
(Media + DS) 2010,090 1333,296 1447,291
Queratocono 27667,75 + 17722,65 + 15813,67 + <0,01
Grado -| 2668,251 1116,445 1528,496
n =148
(Media = DS)
Queratocono 25043,53 + 17515,26 + 15494,68 + <0,01
Grado -l 2683,085 1096,377 1666,026
n=115
(Media = DS)
Queratocono 23978,04 + 16504,07 + 14772,31 + <0,01
crado 2031363 1268275 1100917
(Media = DS)
Queratocono 23475,58 + 15975,83 + 14011,67 + <0,01
Grado V' 1051632 1546512 1782628
(Media = DS)

a: ANOVA de clasificaciéon simple.

126



Anexo 5.2. Densidad de queratocitos en pacientes sanos, segun

subestrato del estroma corneal.

32000

300004

28000 ~

26000 A

24000 A

22000 1

20000 1

Densidad de queratocitos

18000 -

16000 A

14000
Anterior Medio Posterior

Subestrato del estroma corneal

p*<0,01.

*Asociado a ANOVA de clasificacion simple.

Fuente: Anexo 5.1.
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Anexo 5.3. Densidad de queratocitos en pacientes con queratocono grado

| segun subestrato del estroma corneal.

26000

24000 +

22000

20000 1

18000 +

Densidad de queratocitos

16000 A

14000
Anterior Medio Posterior

Subestrato del estroma corneal

p*<0,01.

*Asociado a ANOVA de clasificacion simple.

Fuente: Anexo 5.1.
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Anexo 5.4. Densidad de queratocitos en pacientes con queratocono grado

Il segun subestrato del estroma corneal.

30000

28000 i
26000 1
24000 1
22000

20000 1

Desnidad de queratocitos

18000 A

160001 !

14000
Anterior Medio Posterior

Subestrato del estroma corneal

p*<0,01.

*Asociado a ANOVA de clasificacion simple.

Fuente: Anexo 5.1.
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Anexo 5.5. Densidad de queratocitos en pacientes con queratocono grado

lll segun subestrato del estroma corneal.

26000

24000

22000 1

20000 1

18000 +

Densidad de queratocitos

16000 ~

14000
Anterior Medio Posterior

Subestrato del estroma corneal

p* < 0,01.

*Asociado a ANOVA de clasificacion simple.

Fuente: Anexo 5.1.
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Anexo 5.6. Densidad de queratocitos en pacientes con queratocono grado

IV segun subestrato del estroma corneal.

26000

24000 -

22000 1

20000 1

18000 -

16000 -

Densidad de queratocitos

14000 1

12000
Anterior Medio Posterior

Subestrato del estroma corneal

p* < 0,01.

*Asociado a ANOVA de clasificacion simple.

Fuente: Anexo 5.1.
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Anexo 6. Evolucién de las variables morfomeétricas.

Anexo 6.1. Evolucion de las variables relacionadas con el epitelio superficial,

segun gravedad del queratocono.

Valor Seis Un afio 1,5 afios Dos p*
Variable Gravedad inicial meses (Media+  (Media+  afios
del DS  (Mediaz DS) DS) (Media +
queratocono =352 DS) n=331 n=298 DS)
n= 340 n=265
Densidad Grado | 1086,48 1092,75 1075,60 + 1078,69 1086,88 0,900
celular en el + + 108, 762 +98,705 +99,446
epitelio 103,222 110,537
superficial
Grado Il 1078,39 1051,03 1076,34 + 1069,34 1058,74 0,765
(células/mm?) + + 104,390 +98,336 +96,163
118,618 100,394
Grado lll 1088,77 1051,55 1071,82 + 1085,45 1036,36 0,600
+ +71,820 88,223 +89,589 + 86,658
103,965
Grado IV 1085,92 1074,17 1071,25 + 1067,75 1081,50 0,121
+ + 109,421 + +
105,326 117,098 122,912 123,920
Grado | 23,560 23,556 + 23,592 + 23,587+ 23579+ 0,996
. + 0,7666 0,7884 0,7716 0,7492
Diametro 0,7663
celular en el
epitelio Grado I 23,632 23,582 + 23,697 £ 23,666 + 23,621+ 0,914
superficial + 0,7605 0,7213 0,7335 0,7375
0,7584
(um) Grado lll 23,600 23,717 + 23,625 + 23,700+ 23592+ 0,912
+ 0,7907 0,8259 0,7160 0,7416
0,6902
Grado IV 23,817 23,758 + 23,658 + 23,625+ 23,642+ 0,977
+ 0,6612 0,5744 0,8465 0,6571
0,6952

*. Asociado a ANOVA de medidas repetidas.
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Anexo 6.2. Evolucion de las variables relacionadas con el epitelio basal, segun

gravedad del queratocono.

Valor Seis Un afio 1,5 afios Dos p*
Variable Gravedad  jpicjal+ meses (Mediat (Media+  afios
del DS (Media DS) DS)  (Mediaz
queratocono =352  +DS) n=331 n=298 DS)
n= 340 n=265
Grado | 5279.17 5041,13 508337+ 499748 499025 0,707
_ + + 538,161 + +
Densidad 697,841 558,756 542,436 513,491
celular en el
epitelio basal Grado Il 490858 484553 482055+ 482939 481668 0,828
+ 567, + 534,397 + +
(células/mm?) 143 604,018 425,391 449,069
Grado lll  4797,79 477545 463573+ 464173 462191 0,732
+ + 339,529 + +
483,638 353,709 387,459 392,929
Grado IV 4389,50 4302,50 429450+ 427508 427217 0,855
+ + 236,841 + +
288,399 263,666 349,076 422,754
Grado | 10,412+ 10592+ 10,677+ 10,706+ 10,698+ 0,376
0,6961 0,8031  0,8380  0,9873  1,0806
Diametro
celular en el Gradoll 10,624+ 11,066+ 11213+ 11258+ 11,258+ 0,099
epitelio basal 0,8442 07324  0,8543  0,8901  0,9893
Grado Il 11,845+ 11745+ 12,091+ 12436+ 12,364+ 0,095
(um) 1,1440  1,1166  0,9669  0,9233  0,6281
Grado IV 12,092+ 12,108+ 12,192+ 12,058+ 12,083+ 0,910
1,1927 12753  1,1859  1,2923  1,1551

*. Asociado a ANOVA de medidas repetidas.
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Anexo 6.3 Evolucion del grosor del epitelio corneal, segin gravedad del

queratocono.
Valor Seis Un afio 1,5 Dos p*
Variable Gravedad  jpicial+ meses (Mediat afos afios
del DS (Media + DS) (Media  (Media +
queratocono =352 DS) n=331 + DS) DS)
n= 340 n=298 n=265
Grado | 43,312+ 43,110+ 43,135+ 43,033+ 43,210+ 0,580
5,8039 6,001 6,0060 6,1827 6,1143
Grosor epitelial
Grado Il 43,200+ 42,690+ 43,139+ 42866+ 42,797+ 0,188
5,3124 5,969 5,9632 5,8836 5,7002
(Lm)
Grado Il 42,855+ 43,050+ 43,400+ 43,336+ 43,409+ 0,943
5,5875 5,136 4,9411 5,0329 5,0730
Grado IV 43,758+ 41,680 43,642+ 40,258+ 43,333+ 0,501
5,2716 5,161 5,6739 4,8496 4,4549

*Asociado a ANOVA de medidas repetidas.
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Anexo 6.4. Evolucion de las variables relacionadas con el plexo nervioso

subbasal corneal, segun gravedad del queratocono.

Valor Seis Un afio 1,5 Dos p*
Variable Gravedad del  jnicial+ meses (Media  afios afios
queratocono DS (Media+ +DS) (Media (Media
n= 352 DS) n=331  +DS) DS)
n= 340 n=298 n=265
Grado | 6,321 + 6,217 + 6,002+ 5842+ 5840+ 0,110
1,2684 1,2469 1,3012 1,2710 1,3070
Grado I 5,682 + 5,468 + 5176+ 5,482+ 5,116+ 0,081
Densidad del 1,0915  1,1914 1,3314 153837  1,6045
plexo nervioso
subbasal Grado Il 4,763 + 5,055 + 4836+ 5082+ 4827+ 0,741
0,7747 0,6802 1,3793 0,8830 1,6359
(mm/mm?)
Grado IV 3,792 + 3,775 + 3,992+ 3975+ 3,667+ 0,181
0,7489 0,6196 0,8174 0,9127 0,6110
Grado | 1,23 + 1,23 + 1,25 + 1,26 + 1,29 + 0,154
0,469 0,480 0,536 0,579 0,603
Coeficiente de
tortuosidad Grado Il 1,82 + 1,84 + 1,87 + 1,92 + 1,95 + 0,421
del plexo 0,896 0,916 0,906 0,969 0,985
nervioso
subbasal Grado Ii 218+ 218+ 227+ 236+ 255+ 0,441
0,982 0,982 1,009 0,924 0,934
Grado IV 3,33+ 3,42 + 3,42 + 3,50 + 3,50 + 0,436
0,778 0,669 0,793 0,674 0,674

*Asociado a ANOVA de medidas repetidas.
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Anexo 6.5. Evolucion de la densidad del plexo nervioso estromal, segun

gravedad del queratocono.

_ Valor Seis un 1,5 Dos p*
Variable Gravedad  jnicial meses  afio afos afos
del +DS (Media (Media (Media (Media

queratocono  ,-35>  1ps)  +DS) +DS)  +DS)
n=340 n=331 n=298 n=265

Grado | 2942+ 3,131+ 2925+ 3,206+ 2,854+ 0,396
1,3245 0,8844 1,1107 0,8888 1,2403

Densidad
del plexo Grado I 2911+ 3,013+ 2,937+ 3,065+ 3,392+ 0,216
nervioso 1,0577 1,0070 0,9982 1,0847 1,4108
estromal
Grado Il 3,218+ 3,164+ 3,355+ 3,591+ 3,300+ 0,206
(mm/mm?) 1,3811 1,2564 1,2111 11,3011 1,0227

Grado IV 3,208+ 3,425+ 2933+ 3,025+ 3,250* 0,569
0,9405 0,5259 0,9355 0,7990 1,2303

*Asociado a ANOVA de medidas repetidas.
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Anexo 6.6. Evolucion de la densidad de queratocitos en el estroma anterior,

segun gravedad del queratocono.

Valor Seis Un aflo 1,5 afos Dos p*
Variable Gravedad  jhicial+ meses (Mediaz (Media+  afios
del DS (Mediat  DS) DS)  (Mediaz
queratocono 357 DS) n=331 n=298 DS)
n= 340 n=265
Grado|  27667,75 27184,63 27971,13 27650,92 27504,69 0,723
t t t t t
2668251 2800,233 2503553 2557,439 3784,890
Densidad de  Grago I 2504353 2451120 24301,74 24340,76 2412111 0,303
queratocitos + + + + +
en estroma 2683,085 2421,256 2114,935 2483230 2464,083
anterior
, , Grado Il 2347422 23124,00 2266455 22509,82 2266691 0,312
(células/mm®) + + + + +
1750,676 1657,617 1622,101 2205,341 1745,881
Grado IV~ 2347558 23290,17 22891,67 2217342 22071,00 <0,05
t t t t t
1051,632 1145565 1250,724 1008,387 1088,388

*Asociado a ANOVA de medidas repetidas.
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Anexo 6.7. Evolucion de la densidad de queratocitos en el estroma medio, segun

gravedad del queratocono.

Valor Seis Un afo 1,5 afios Dos
Variable Gravedad inicial+ meses (Media+ (Media+  afios p*
del DS (Mediat  DS) DS)  (Media +
queratocono - 357 DS) n=331 n=298 DS)
n= 340 n=265
Grado | 17722,65 17812,65 17696,38 17704,77 17610,2 0,448
* * * * *
Densidad de 1116,445 1099,042 929,890 1013,162 920,900
queratomtos
en estroma Grado Il 1751526 17694,63 17480,08 17550,66 175350 0,099
medio + + + + +
1096,377 887,776 837,569 958,525 757,284
(células/mm?)
Grado Il 16463,80 17908,73 17538,18 17224,09 171575 0,124
* * * * *
1382,358 743,516 930,585 707,219 942,311
Grado IV 15975,83 15761,50 1562592 15592,67 15584,6
* * * * *
1546,512 1227,149 1225894 1229553 1328,96 0701

*Asociado a ANOVA de medidas repetidas.
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Anexo 6.8. Evolucién de la densidad de queratocitos en el estroma posterior,

segun gravedad del queratocono.

Valor Seis Un afo 1,5 afios Dos
Variable Gravedad del  jnicial+ meses (Media+ (Media+  afios p*
queratocono DS (Media+  DS) DS) (Media +
n= 352 DS) n=331  n=298 DS)
n= 340 n=265
Grado | 15813,67 16022,17 16063,00 15954,33 15946,63
* * * * *
1528,496 1340,257 1284,252 1353,618 1176,062 0.628
Densidad de Grado || 15494,68 15872,55 15936,39 15950,39 15894,00
queratOC|tos + + + + +
en estroma 1666,026 976,657 1024,363 1060,581 854,062 0:547
posterlor
Grado Ill 14696,55 15430,00 15140,45 14889,27 14954,18 0,401
(células/mm?’) + + + + 982,903 +
1202,426 954,624 936,548 916,128
Grado IV 14011,67 13932,42 13788,17 13612,75 1356,58 0,636
* * * * *
1782,628 1609,711 1545062 1449518 1416,335

*Asociado a ANOVA de medidas repetidas.
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Anexo 6.9. Evolucién de las variables relacionadas con el endotelio corneal ,

segun gravedad del queratocono.

Valor Seis Un aflo 1,5 afos Dos
Variable Gravedad  jjicial + meses (Media+ (Media+ afios p*
del DS (Media + DS) DS) (Media
queratocono 357 DS) n=331 n=298  +DS)
n= 340 n=265
Densidad de Grado | 2571,44+ 2568,92 + 2578,50 2550,13 2549,96 0,088
células del 203,79 289,45 +290,56 +254,95 +271,33
endotelio
cormeal Grado!l ~ 2565,68 2587,89% 257616 2564,00 255439 0,535
+ 235,31 289,24 +328,00 +315,83 +323,34
(células/mm?)
Grado Il 2564,77+ 2558,09 + 2532,82 2544,36 2541,73 0,957
133,81 162,47 +162,67 +133,46 +135,76
Grado IV 2576,08 + 2576,25+ 2592,33 259850 2604,92 0,234
194,55 176,14 +183,41 +175,12 +170,41
Grado | 48,442 + 48,802 + 49,219+ 49,071+ 49,090+ 0,672
9,39 11,31 10,58 10,28 9,9
Pleomorfismo
. Grado Il 48,434 + 50,966 + 49,708 + 48,826+ 48,855+ 0,510
(%) 9,075 8,619 8,540 9,376 9,015
Grado Il 46,979 + 47,891 + 49,064 + 48,964+ 48964+ 0,279
9,30 9,49 11,08 8,12 9,38
Grado IV 49,275 + 49,017 + 46,950+ 51,050+ 49,958+ 0,870
6,241 9,101 7,652 8,256 11,29
Grado | 24,106 + 23,923 + 24,167 + 23,983+ 24,300+ 0,323
6,19 6,58 6,64 7,63 6,09
Polimegatism
o] Grado Il 25,245 + 26,024 + 27,774+ 27,766+ 27,184+ 0,512
7,65 7,83 7,29 7,63 8,03
(%)
Grado Il 25,573 + 27,818 + 26,836 + 27,791+ 26,874+ 0,668
6,86 6,00 5,81 5,16 6,02
Grado IV 24,017 + 24,183 + 24075+ 23,317+ 23,442+ 0,488
8,32 7,68 7,52 6,02 7,69

*Asociado a ANOVA de medidas repetidas.
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Anexo 6.10. Evolucién de la paquimetria, segun la gravedad del queratocono.

Valor Seis un 1,5 Dos
Variable Gravedad  jnicjal meses afio  afios  afios  p*
del +DS (Media (Media (Media (Media
queratocono  -35> 1+ps) +DS) +DS)  +DS)
n=340 n=331 n=298 n=265
Grado| 489,79 488,62 487, 487,15 486,87 <0,01
o + + 15 + + +
Paguimetria 20,154 18,668 18,851 18,837 19,149
(mu) Grado Il 471,39 469,55 469,08 468,00 467,68 <0,01
* * * * *
16,885 17,103 16,240 16,119 16,094
Grado Il 435,55 427,91 426,64 422,00 416,00 <0,01
* * * * *
20,275 17,207 17,397 20,386 29,288
Grado IV 370,92 343,25 322,25 309,83 300,58 <0,01
* * * * *
54,208 62,164 59,069 53,652 52,928

*Asociado a ANOVA de medidas repetidas.
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Anexo 6.11. Diferencia de medias de la densidad de queratocitos en el

estroma anterior entre la consulta inicial y las subsiguientes, en pacientes

con Grado IV de gravedad del queratocono.

Intervalo de Diferencia de IC de 95 % pP*
tiempo medias
Consulta inicial — 185,410 77,145 — 723,688 0,221
6 meses
Consulta inicial =1 583,917 122,029 — 0,146
ano 1289,862
Consulta inicial — 1302,167 420,918 — <0,01
1,5 afos 2183,416
Consulta inicial =2 1404,583 429,828 — <0,01
anos 2379,339

* Prueba de Bonferroni.

Anexo 6.12. Diferencia de medias de la paquimetria entre la consulta

inicial y las subsiguientes, en pacientes con grado | de gravedad del

gqueratocono.
Intervalo de Diferencia de IC de 95 % p*
tiempo medias
Consulta inicial — 1,173 -0,189 - 0,146
6 meses 2,535
Consulta inicial =1 2,635 1,029 — 4,240 <0,01
afno
Consulta inicial — 2,635 0,741 — 4,528 <0,01
1,5 afos
Consulta inicial =2 2,923 0,930 -4,916 <0,01
anos

* Prueba de Bonferroni.
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Anexo 6.13. Diferencia de medias de la paquimetria entre la consulta

inicial y las subsiguientes, en pacientes con grado Il de gravedad del

gueratocono.
Intervalo de Diferencia de IC de 95 % p*
tiempo medias
Consulta inicial — 1,842 0,686 — 2,999 <0,01
6 meses
Consulta inicial =1 2,316 0,847 — 3,784 <0,01
ano
Consulta inicial — 3,395 0,984 — 5,806 <0,01
1,5 afos
Consulta inicial =2 3,711 0,554 - 6,867 <0,01
anos

* Prueba de Bonferroni.

Anexo 6.14. Diferencia de medias de la paquimetria entre la consulta

inicial y las subsiguientes, en pacientes con grado Ill de gravedad del

gueratocono.
Intervalo de Diferencia de IC de 95 % p*
tiempo medias
Consulta inicial — 7,636 6,337 — 21, 610 <0,01
seis meses
Consulta inicial — 8,909 6,891 — 24,709 <0,01
un afio
Consulta inicial — 13,545 9,465 — 36,556 <0,01
1,5 afos
Consulta inicial — 19,545 13,854 — 52,945 <0,01
dos afos

* Prueba de Bonferroni.
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Anexo 6.15. Diferencia de medias de la paquimetria entre la consulta

inicial y las subsiguientes, en pacientes con grado IV de gravedad del

gueratocono.
Intervalo de Diferencia de IC de 95 % p*

tiempo medias

Consulta inicial — 27,667 34,769 — 90,102 <0,01
6 meses

Consulta inicial =1 48,667 11,350 — 108,683 <0,01

ano

Consulta inicial — 61,083 22,840 — 109,327 <0,01
1,5 afos

Consulta inicial =2 70,333 26,335 -104,332 <0,01

anos

*Prueba de Bonferroni.
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