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INTRODUCCION

La aplicacion de la mitomicina C (MMC) en cirugéractiva ha supuesto el resurgir de
las técnicas de ablacion de superficie para cormegbpia, sobre todo en aquellos
pacientes con defectos refractivos altos, cuyacié@h complicacion era pérdida de
transparencia corneal secundaria a la cicatrizaestromal, el también llamadbaze”.

La MMC es un agente alquilante con efectos antim@8 y citotoxicos, que aplicada
sobre el estroma ablacionado produce una apoptisigjueratocitos, inhibe su
proliferacion y diferenciacion en miofibroblastagjulas que son la base fisiopatoldgica
del “haze”. El uso de MMC en cirugia de glaucoma y pterigé@&ha asociado con
ciertas complicaciones tan devastadoras como leosiscde tejido y la perforacion
ocular. El objetivo de esta tesis es estudiar ke toxicidad del uso de MMC como
coadyuvante a la Queratectomia Subepitelial AsistMediante Laser Excimer
(LASEK), sobre las principales estirpes celularesneales, haciendo uso de los
meétodos actuales de exploracion corneabivo, dada la gran trascendencia que sus

resultados podrian tener para la practica clinaatbhal.

MATERIAL Y METODOS

Realizamos un estudio de la evolucion postopeeatiwilas diferentes capas corneales y
sus principales estirpes celulares (epitelio, estry endotelio) en ojos intervenidos de
LASEK con MMC como coadyuvante, y la comparamos worgrupo control formado

por ojos intervenidos de LASEK sin MMC y ojos sanosoperados.

RESULTADOS

No hallamos diferencias entre los grupos en cuartoreepitelizacion, la paquimetria
ni el recuento endotelial. El grosor epitelial cahen los ojos intervenidos mostrd un
adelgazamiento inicial, para posteriormente volvenas grueso a los 3 meses y tender
a la normalidad a los 6. Encontramos una difereaeotee el grosor epitelial central y
periférico mas acusada en los ojos operados cooparan controles. Observamos

cierta reorganizacion queratocitos tras la cirugda, un descenso inicial de su densidad
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en el estroma anterior, compensado con un incremamtel estroma profundo, y una

tendencia a la normalizacion de la misma con & pastiempo.

DISCUSION

A pesar de que la MMC es un farmaco antiprolifematy citotoxico, su uso se ha
extendido como coadyuvante a la ablacion de superiara prevenir la aparicion de
“haze”, con el temor de las posibles consecuencias gtexgidad podria tener sobre
la cornea. En nuestro trabajo no hemos encontradettaso en el cierre de la herida
epitelial, ni tampoco una pérdida queratocitarizemdlotelial significativa asociada al
uso de MMC. Tampoco hallamos que la MMC produzaalias cualitativos en el
recrecimiento corneal total ni en el grosor emtelcentral tras cirugia LASEK.
Encontramos ciertas variaciones en el perfil desgrepitelial, siendo mas acusada la
diferencia centro-periferia en los ojos operadagjigndo ser una de las causas de
regresion refractiva. Asimismo, hallamos una reidistion de los queratocitos en los
ojos intervenidos, reduciéndose en el estromaianterincrementandose en las capas

mas profundas del estroma, que tiende a normadizans el paso de los afios.

CONCLUSION

La aplicacion intraoperatoria de MMC como coadyugaa la cirugia LASEK no

parece tener un efecto nocivo clinicamente relevamibre la biologia celular corneal.
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1. LA CORNEA

1.1. EMBRIOLOGIA

El desarrollo de la cérnea comienza aproximadamehttia 22 de gestacion con la
aparicion de dos surcos a cada lado del cerebesiantque el dia 25, con el cierre del
tubo neural, dan lugar a unas evaginaciones llasnadsiculas o primordios Opticos
(Figura 1). La migracion de células de la cresta neural alredée la vesicula el dia 28
de gestacion, induce la formacion de la placodsstaimiana. Estas células
mesenquimales y del ectodermo que rodean la vasimpiica, forman dos capas
epiteliales que asientan sobre una membrana hadakan lugar al epitelio corneal y

conjuntival’.

Pared del cerelrm
nlaror Eclodermo

. suparficial _.-"""_‘\\ Carabro ar 17

Placnda del

% cristaling

J e R /
Vasiouls e Placoda dol

Surcos : -
apticos optica crisialino en Vasicula dphca
IMvAaginacion an Invaginacion

Figura 1. Formacion de las vesiculas épticas a partle las evaginaciones del cerebro anterior
(Sadler y Langman, 2006)

La capa basal de células epiteliales secreta fitbeasolageno y glucosaminoglicanos
(GAG) que constituyen el estroma primario. Las leélunesenquimales que migran
hasta la superficie posterior del estroma primatam lugar al endotelio corneal. Existe
posteriormente en la sexta semana de gestacionsegunda migracion de células
mesenquimales, que originaran el iris y la membpamalar. Y en la séptima semana,
se produce una tercera oleada celular hacia ebneafr cuya diferenciacion en

gueratocitos que secretan fibrillas de colageno tipgenerara la matriz del estroma
secundario o maduro. En el tercer mes de gestaeidorma la membrana de Descemet
como una membrana basal discontinua y el cuartolanespa de Bowman como una
zona acelular del estroma anterior. El endotelimeal se origina de las células de la

cresta neural que cubren la superficie posterida deembrana de Descemet.
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La cérnea a las 12 semanas tiene un diametro d@éir@etnos (mm) y va creciendo
hasta alcanzar los 9.3 mm a las 35 semanas deigestagualmente el grosor corneal

va aumentando hasta alcanzar valores de 576 a i8t&snm) en recién nacidds

1.2. ANATOMIA Y FUNCION

La cOrnea es un tejido altamente diferenciado, curestituye una excelente unidad
estructural y funcional, esencial para permititrnsmision y refraccion de la luz, asi
como la proteccién del contenido intraoculaEs una lente céncavo-convexa, con un
diametro horizontal de 11-12 mm y vertical de 9rdm, y un indice de refraccion de
1,376. La media del espesor corneal central es38e550 pm aproximadamente
engrosandose en la periferia, sobre todo en elrasa, encontrandose mayor asimetria

a mayor distancia del apex cornal

La cérnea es mas curva y esférica en el centroequia periferia y tiene un poder
diéptrico de 40-44 dioptrias (D), casi dos teralespoder refractivo del ojb Debe sus
propiedades Opticas a su transparencia, la unifflamnen su superficie y su indice de
refraccion. De este modo, es capaz de transmitiizlg proyectarla sobre la retina con
la ayuda del enfoque cristaliniaho

La cOrnea esta formada por las siguientes capamateexterna a interna: epitelio,
membrana basal epitelial, capa de Bowman, estromambrana de Descemet y
endotelio (Figura 2). Se encuentra bafiada en su porcion anterior pgreligula

lagrimal y en su porcion posterior por el humorasm En condiciones normales carece

de vasos sanguineos Y linfaticos.

- |
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Figura 2. Histologia de la cérnea

1.2.1.PELICULA LAGRIMAL

La pelicula lagrimal tiene un espesor de unas 7 yrmyolumen del 6-9 microlitros

(uL), siendo un 98% agua. Tiene un pH que varieee®6 y 7,6; y una osmolaridad
entre 290-310 miliosmoles (mOsm). Son multiplesflasiones de la pelicula lagrimal,
entre las que destacan: proteger la superficieagcalportar al epitelio oxigeno y
factores de crecimiento, proporcionar una superfite gran calidad Optica en la
interfase aire-ojo y ser medio para la eliminacdn material de desecho. También
contiene abundantes agentes antimicrobianos, dubaiinterfase entre la cornea y los

parpados, y evita la desecacion de la superficiéaot

Anteriormente se dividia la pelicula lagrimal ercdpas (lipidica, acuosa y mucosa),
pero actualmente es considerada como un medioncongn el que las diferentes capas
se entremezclan:

» La capa lipidica, de disposicidbn mas anterior, es una fina capapoesta por
lipidos hidrofébicos e hidrofilicos, que son seamdels por las glandulas de
Meibomio y de Zeiss del parpado. Sus funciones switar la evaporacion y el

rebosamiento de la lagrima al mantener una bahierdfoba que aumenta la
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tensién superficial y contribuir a las propiedadesicas de la pelicula lagrimal
8

» Elcomponente acuoses el que mayor volumen da a la pelicula lagrimakta
compuesto por electrolitos, proteinas y agua, smwe por las glandulas
lagrimales principal y accesorias, asi como por émtelios corneal y
conjuntival. Sus principales funciones son: apostdgeno, mantener constante
la concentracién de electrolitos del epitelio catntavar desechos y de defensa
antimicrobiana dado que contiene inmunoglobulind, Iisozima, interferon,

citoquinas y factores de crecimiefito

» Laporcion mucosaes un gel que se localiza mas internamente, costpper
el glicocalix de las células epiteliales superfegsay el mucus de las células
caliciformes, siendo la mucina el principal compateeglicoproteico. Promueve
una mayor estabilidad de la pelicula lagrimal ahdnuir su tension superficial

y favorecer su distribucién sobre la superficielacdurante el parpadéo

1.2.2.EPITELIO

1.2.2.1. Células del epitelio corneal

El epitelio corneal es un epitelio escamoso efittatio no queratinizado, compuesto de
5 a 7 capas de células. Tiene un grosor centrakampado de 50-60 um engrosandose
hacia la periferia, representando un 10% del espgesal de la cérned Existen dos
estirpes celulares: epiteliales (que se adhierenlaa membrana basal por
hemidesmosomas y tonofilamentos) y no epitelidie®itos, células de Langerhans y

melanocitos)°.
Las células epiteliales estan organizadas en 3zona
» Superficial: formada por dos o tres capas de células diferéasjaalargadas y

aplanadas, en contacto con la pelicula lagrimat s superficiales, son

células maduras, sin ndcleo que forman una barré. membrana
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citoplasmatica de estas células, tiene en su paital microvellosidades que
sirven de anclaje a la capa mucinosa de la peliagtanal. Mientras que en sus
caras basal y lateral destacan complejos de unmdarcelulares tipo:
desmosomas, uniones estrechdgyht junctions”) y uniones comunicantes
(“gap junctions’), que proporcionan impermeabilidad a la capa méerrea del

epitelio®.

Intermedia: donde se encuentran las células alares, de aspelitjonal con
numerosos desmosomas en su membrana que unen émeemstas ceélulas

entre si, ademas de con las células basales Yfisigies .

Basatl formada por una monocapa de células columnam#tatas sobre una
membrana basal, sirviendo de separacion entreiiliepy la membrana de
Bowman. Estas células que se originan de las céloladre del limbo
esclerocorneal, tienen una capacidad mitética itapte y son responsables de
la regeneracién y renovacion del epitelfo Las células columnares migran
hacia la superficie para formar el resto de céld&sepitelio corneal, asi pasan a
transformarse en alares y luego en superficiales $p1 descaman hacia la
lagrima; estimandose un recambio total cada 7-1ds di Poseen un
citoesqueleto con abundantes filamentos de actimportantes para la
migracion celular. Se encuentran unidas entre sidasmosomas, y a la
membrana basal por hemidesmosom& También poseen uniones

comunicantes en sus caras laterales y apitales

1.2.2.2. Mantenimiento del epitelio

Las células epiteliales estdn constantemente redogé para mantener una estructura

epitelial normal. Existe un balance entre la peodtion de las células limbares, la

migracion y proliferacion de las células basales, diferenciacion en células

superficiales y la descamacion de estas Ultimae Esncepto fue denominado por

Thoft, la hipétesis XYZ [X (proliferacion de células basales epiteliales)Y

(proliferacién de células limbares y migracion ciggta) =Z (pérdida de las células

epiteliales superficiales), que representa coma paantener el epitelio corneal, la

pérdida celular debe estar en equilibrio con ehfgazo celular® (Figura 3).
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X. Proliferacion de células basales
Y. Movimiento centripeto de las células
Z. Pérdida celular de la superficie

s
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Figura 3. Representacion gréfica de los 3 ejes deisos en la hipotesis de Thoft. EI mantenimiento

del epitelio corneal, por tanto, puede definirse pomedio de la ecuacion: X +Y =Z

Ante una lesion epitelial, las células madre linesase diferencian en células epiteliales
que proliferan y migran para restaurar la estracastratificada epitelidf. Otro factor
importante para la reparacion epitelial, es laviaeion corneal y su pérdida conlleva a

la rotura de la integridad normal de la cérnea@ambios tréficos de la misma

1.2.3.MEMBRANA BASAL EPITELIAL

Es una matriz extracelular especializada, produpimtalas células basales epiteliales,
cuyos principales componentes son: colageno tip@évlecano, laminina, fibronectina,
nidégeno 1 y 2. La membrana basal tiene la fundérser soporte para la adhesion

celular, gufa para la migracién celular y barréra

La membrana basal del epitelio mide unos 75-100matros (nm) y en ella se
distinguen una lamina lacida superficial y una @andensa mas profunda, que a través

de una compleja red de colageno, conecta con EdmBowmar.

1.2.4.CAPA DE BOWMAN

La capa de Bowman es una capa acelular resistmtenas 8-12 um, compuesta por

fibras de colageno tipo I, lll, V y VII; dispuestde manera aleatoria, en una sustancia
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fundamental constituida por mucoproteinas similaréass del estrom&. Su principal
funcién es de anclaje, aunque también protegetadnea de traumatismos y es una
barrera frente a invasion de microorganismos ylaghwmorales. No se restaura tras su

lesién, siendo sustituida por tejido cicatricial

La cara anterior de la capa de Bowman es la sgpede contacto con la lamina densa
de la membrana basal epitelial y tiene poros &srale los que pasan los axones de los
nervios corneales en su camino hacia el epiteliolaEzona posterior de la capa de
Bowman, hay haces de colageno grandes con origexl estroma medio, lo que le

confiere a esta membrana una gran adhesién coitrefrs’.

1.2.5.ESTROMA

Constituye el 90% del espesor corneal, cuyo cotdeas un 78% agua, el resto esta
formado por fibras de colageno, sustancia fundamhgribs elementos celulares. Tiene
un espesor central de entre 500-540 um, alcanzaamdees en periferia de hasta 700

um*.

Las principales funciones de la cérnea: estabilidadistencia y transparencia; son
atribuidas a las propiedades bioguimicas y ana@sniel estroma. La constante
produccion y degradacion de las fibras de colagasicgomo su organizada disposicion,

son fundamentales para la transparencia cofneal

1.2.5.1. Componentes celulares: los queratocitos

Los queratocitos son las células predominanted estema que derivan de la cresta
neural y funcionan como fibroblastos modificadasnfando y manteniendo la matriz
extracelular. Tienen forma fusiforme, son grandggayos, con prolongaciones que se
extienden por fuera del cuerpo celular. Son célgas abundantes mitocondrias y
organelas, debido a la alta actividad en la sin@sicolageno y matriz extracelular. Los
queratocitos se distribuyen entre las lamelas stebma y tiene unionegéap junctiori

entre sus prolongacioneS. La cérnea posee aproximadamente 2.4 millones de
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gueratocitos, encontrandose en mayor cuantia estedma anterior. Constituyen tan

sélo el 5% del volumen estrontal

1.2.5.2. Componentes inertes del estroma

» Lasfibras de colagenose disponen en laminas de 200 a 300 de orientacion
oblicua en el estroma anterior y paralelas en los tércios posteriores. Las
laminas discurren paralelas entre si y a la sugierforneal. El colageno es una
proteina estructural insoluble en agua que se atreuerganizada a modo de
plataforma inextensible encargada de formar lauesira de los tejidos
conectivos. En la cérnea humana el colageno estd galenado en la capa de
Bowman, mientras que presenta una estructura aitenoeganizada a nivel del
estroma. Los distintos tipos de colageno corneatem importantes
funcionalmente para establecer la transparencitefiéb y la resistencia tensil.
A través de métodos bioquimicos e inmunohistol&g®® ha observado que el
estroma corneal esta compuesto predominantement®ldgeno tipo |, pero

también por cantidades menores de colageno tipd yIvI %

* La sustancia fundamentalrodea las fibrillas de colageno y estd compuesta
fundamentalmente por proteoglicanos que modulamkzsis del colageno. Los
proteoglicanos estan formados por una proteinaraieat la que se une
covalentemente un polisacarido que es el GAG. EGGAas abundante es el
queratan sulfato (65%), también encontramos cotidraulfato y dermatan
sulfato. Los GAG al ser muy polares, tienen la cajzal de retener grandes
cantidades de agua y producir la tumefaccién dedres’. Las proteinas de la
sustancia fundamental son: queratocan, lumicamrite; mimecan y biglicah
La funcién primaria de los proteoglicanos es proporar volumen tisular,
mantener el orden espacial de las fibras de cotagemesistir las fuerzas
compresivas. El agua, el colageno, los proteoghsanios queratocitos trabajan
juntos para establecer y mantener la cérnea tregrsiga creando una estructura
dura y resistente que mantiene intacta la intedrataular y una forma estable.
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1.2.5.3. Mantenimiento del estroma

La homeostasis estructural y bioquimica del estrmoaneal se mantiene por el
equilibrio entre la sintesis realizada por los qtamitos y la degradacion de los
componentes de la matriz extracelular. Los queitagse encuentran normalmente
inactivos, pero ante agresiones proliferan y sestoaman en miofibroblastos producen
componentes de la matriz extracelular y reparagsebma®’. También existen en el

estroma células del sistema inmune (linfocitos, tndéilos y macrofagos), que

responden ante el dafio corneal. Ambas estirpeEdsecretan citoquinas vy factores
de crecimiento, que regulan la expresién de genes apntribuyen a la respuesta

inflamatoria®?223

El factor de crecimiento transformante beta (BGEue es producido por células
epiteliales, queratocitos y células inflamatori@s, un potente estimulador de la
formacion de tejido conectivo durante el procesocibatrizacion tisular. También

estimula la proliferacion y migracion celular, y ehestroma activa a los queratocitos
induciendo su transformacién fenotipica a miofitiastps®:. Actualmente se conoce

gue los miofibroblastos que aparecen en la comasauha agresion, no sélo provienen
de los queratocitos activados producidos por lada madre limbares, sino también
de precursores de la médula 6&aLa funcién de los miofibroblastos es producir
matriz extracelular, pero lo hace con una compasidiferente y una disposicion

alterada de sus fibras de colageno, provocandoredaccion en la transparencia

corneal’?.

1.2.5.4. Interaccion epitelio-estroma

La relacion entre el epitelio y el estroma es es¢para la regeneracion estromal, dado
que el epitelio ante una lesién produce citoquinéctores de crecimiento, que actian
sobre los queratocitos y su transformacion en imiofilastos.

La respuesta inicial tras el dafio epitelial, elfblaracion de citoquinas que producen la
apoptosis de los queratocitos. Posteriormenteralipe una proliferacion, migracion y
activacion de los queratocitos circundantes pgpahblar el drea dafiada. EL TGk
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otros mediadores inducen su diferenciacion haciafilbnoblastos, que remodelan el

tejido corneal estromal. Cuando se regenera larlespitelial, esta cascada inflamatoria
desaparece y se reduce el numero de miofibroblassta respuesta se puede observar
en cirugia refractiva, tras la aplicacion de lasecimer, tanto en las ablaciones de
superficie, como en las cirugias bajo flap e inzlea la creacién de tlneles para la

insercion de anillos intraestromafes®:

1.2.6.MEMBRANA DE DESCEMET

Es una membrana basal verdadera producida podetedio, cuyo grosor cambia de las
3 um en el recién nacido a las 8-10 um en adufesie colageno tipo IV, VII,
laminina y fibronectina. Esta formada por una zanterior en bandas o estriada y otra
posterior mas homogénea. En la periferia puedereegaengrosamientos localizados
de esta membrana que se llaman cuerpos de Hassd#;Hrelacionados con el

envejecimientd®.

La funcién principal de la membrana es estructufatmando una dura barrera
resistente a la perforacién corneal. En los casoailderacion severa del estroma
corneal, la presion del humor acuoso fuerza a lalmana hacia delante a través de la
ulceracion, dando lugar a un descematocele quespurettuir incluso por delante de la
superficie anterior de la cdérnea sin romperse, déniaaedo asi la elasticidad y la
resistencia de esta membrana. Al no encontrarseetabrana fuertemente adherida al
estroma puede ser quirdrgicamente diseccionada sos®tratara de una sabana. Otra
caracteristica de la membrana de Descemet es qregeeera rapidamente tras una

lesi6na partir de las células endoteliafés

1.2.7.ENDOTELIO

Esta compuesto por una Unica capa de células plaoiggonales, hexagonales la
mayoria, en forma de mosaico bien organizado, gquensuentran en contacto directo
con el humor acuoso de la cdmara anteéfloAl nacer, estas células tienen forma

cuboidea y unas 10 micras de altura, pero se Viamaplo hasta tener una altura de 4
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micras en el adulto. Su densidad en el recién nasdle unas 4.000-5.000 célulasfmm

y se va reduciendo hasta los valores adultos (330B@0 células/mf) *.

Las células endoteliales tienen nudcleos de graraftamabundantes mitocondrias,
grandes reticulos endoplasmaticos y un aparato algi ®ien desarrollado; lo que
implica una gran actividad metabélita

Las uniones de estas células forman una barrexgual e iones del humor acuoso, que
sin embargo deja pasar pequefias moléculas y diectrentre ellag. El endotelio es
una barrera débil y la difusién a su través mastiema hidratacion corneal constante.
En el endotelio también existe un transporte adia@nes hacia el humor acuoso, que
crea un gradiente osmoético y por tanto, el pasagim del estroma al humor acuoso.
Esta es la principal funcion endotelial, de bomaeapnantener la cérnea parcialmente
deshidratada. Cuando se dafian las células endkdela produce una entrada de agua
en el estroma ocasionando una alteracion en lagl@pn de las fibras de colageno,
que conlleva a pérdida de la transparencia cori@aél edema se dispone bajo el
epitelio corneal, se desarrollaran microbullas. eEstdema serd4 probablemente
irreversible si el recuento endotelial es menob@@ células/mm?.

Las células endoteliales se encuentran detenid#es fase G1 del ciclo celular por un
mecanismo de inhibicién por contacto y por la pmegeen el humor acuoso de factores
inhibitorios, como altos niveles de T@R->*"* Histéricamente se consideraba que el
endotelio era un tejido estatico, incapaz de prif. Pero actualmente se conoce que la
cornea puede generar nuevas células endoteliatenifmsis, pero lo hace de un modo
tan lento que anteriormente no se detectab@e las tres lineas celulares de la cérnea,
el endotelio es la que menor actividad prolifertpresentd® y su pérdida conlleva
tanto la regeneracién, como el alargamiento y migrade las células circundantes

para cubrir el defect&*

1.2.8.APORTE NERVIOSO

La cornea es la estructura mas densamente inetiehdaerpo humano debido a que los

axones periféricos tienen una gran cantidad deficauiones, lo que le proporciona una

Introduccién 13



Estudio del efecto sobre la biologia celular cornetd la cirugia LASEK con MMC

gran sensibilidad, siendo 300 o 400 veces mayorlajyeel. Este descubrimiento fue
llevado a cabo por Schlemm en 1831, hasta ent@m&cpsnsaba que la cOrnea no tenia

ningun nervic™.

La inervacion sensitiva del globo ocular corre egoade la rama oftalmica del nervio
trigémino. El nervio oftalmico se origina en el gho de Gasser y se divide en tres
ramas terminales: los nervios lagrimal, frontalagaciliar. Un primer grupo de ramas
del nervio nasociliar alcanzan el ganglio ciliaslgn lugar a los nervios ciliares cortos y
el segundo grupo forman los nervios ciliares largos alcanzan el polo posterior del
ojo sin atravesar dicho ganglio. Estos atraviesaesklera cerca del canal del nervio
Optico y avanzan agrupados en 20-30 troncos nawipsr el espacio subaracnoideo.
Cerca del musculo ciliar forman un plexo nerviosoutar que proporciona inervaciéon
a la esclera anterior, la epiesclera, el anguloecalar, el area irido-ciliar y la
conjuntiva. Algunas de estas fibras se unen pamadoun plexo préximo al limbo
cuyas fibras penetran profundamente en el estramfgpco de forma radial y originan
el plexo estromal. En general los filamentos nexo$y no pierden su vaina de mielina
hasta atravesar al menos 1 mm de la cérnea, aatsgadr al limbo esclero-corneal
donde se recubren de células de Schwann con dlvobie mantener la transparencia
corneal. Del plexo estromal salen ramas hacia fzerégie para formar el plexo
subepitelial bajo la capa de Bowman, aunque la mpgde de estas fibras atraviesan
perpendicularmente la capa de Bowman y asciendas eapas mas superficiales del
epitelio corneal para formar el plexo subbasabsituentre la membrana basal epitelial

y la parte anterior de la capa de Bowrfi&f¥ (Figura 4).

Figura 4. Imagenes del plexo nervioso subbasal (zigrda) y subepitelial (derecha)
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1.2.9.APORTE DE OXIGENO Y NUTRIENTES

La cOrnea es uno de los pocos tejidos avasculalesrganismo. Asi mismo, tanto el
epitelio como el endotelio, poseen células metabdiente activas que necesitan
oxigeno y glucosa para mantener un normal funcigeram Los liquidos que rodean la
cornea son los maximos responsables de manteneregqusrimientos fisioldgicos,

fundamentalmente aportando oxigeno y glucosa. lra eaterior se encuentra en
contacto intimo con la pelicula lagrimal precorpealtravés de la cual difunde el
oxigeno. Su cara posterior est4 bafiada por el hacwrso, desde el que difunden
glucosa, aminoAcidos y vitaminasAdemas, la cérnea periférica se oxigena a paetir

la circulacién limbal, proveniente de las arted#isres anteriored’.

2. METODOS ACTUALES DE EXPLORACION CORNEAL
“IN VIVO”

Debido al constante desarrollo de la tecnologialaeactualidad disponemos de una
gran variedad de instrumentos para el detalladalestle la cérnea. Podemos analizar
el grosor y la disposicion de sus capas e inclusener imagenes de las distintas
estirpes celularesirf vivo”, aportando informacién de gran utilidad en la paraluar

sus cambios tras cualquier procedimiento quirdrgiomo la cirugia refractiva.

2.1PAQUIMETRIA CORNEAL

La paquimetria es la medida del espesor cornedmpsrtante conocerla a la hora del
diagnostico y seguimiento de alteraciones en cigtgude las capas corneales
comentadas anteriormente. También es de utilidadl eglaucoma y la hipertension

ocular, puesto que el grosor corneal afecta a Hidaele la presion intraoculr

La cirugia refractiva mediante laser excimer saedfumenta en el tallado de la cornea

con fines opticos. Esto requiere el conocimienicedpesor corneal con gran precision,
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dado que es imprescindible para una correcta sétede pacientes, la indicacion de la

técnica mas adecuada y el seguimiento postoper4tori

El primer instrumento optico para la medida delessp corneal fue descrito por Von
Bahr en 1948; superponiendo una imagen especulaerdiotelio con la imagen
especular del epitelio mediante la rotacion de yma®s y cuando las imagenes estaban
adecuadamente alineadas se podia determinar e gasieal gracias a la angulacion
de los platos, la mayoria de los paquimetros &ptison una variacion de este

dispositivo*®.

En la actualidad existen multiples tecnologias pawedir el espesor corneal que
podemos dividir segun requieran o no del contacto ka cérnea: paquimetria de
contacto (paquimetria ultrasonica, biomicroscopti@sbdnica y microscopia confocal) y
paquimetria de no contacto (paquimetria Optica,otprafia de coherencia éptica y

otros).

2.1.1.PAQUIMETRIA ULTRASONICA

La paquimetria ultrasénica (US) se consideraGsld Standartlo patrén oro, y es la
técnica mas utilizada clasicamente, puesto querssidera un método fiable y valito
Emite una onda de 10-20 megahercios (MHz) que iasaVa cornea, se refleja en la
interfase endotelio-acuoso y vuelve al terminalpdguimetro. El tiempo que tarda esa
onda en volver al terminal del paquimetro es ugeda calcular el grosor corneal. Esta
medida es relativamente exacta porque se descehbugar exacto en la parte posterior
de la cornea en el que se refleja. El paquimetexefun valor promedio de las medidas
realizadas. La exactitud de la medida depende derlzendicularidad entre la sonda y
la cornea, y la reproducibilidad, de la correctéocacion de la sonda en el centro
corneal*®. El método de obtencién de la medida se considesade sus principales
desventajas, dado que requiere la instilacion dieicc@nestésico y contacto con la
cornea, que aumenta el riesgo de dafio epitelidleedion®®. A pesar de ser la técnica
de referencia, no aporta datos sobre las diferargpas corneale¥ y sélo permite

conocer la paquimetria en un punto concreto déraee’".
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2.1.2.BIOMICROSCOPIA ULTRASONICA

La biomicroscopia ultrasonica (BMU) es una ecogrdf alta resolucion del segmento
anterior. Emite ultrasonidos a 50 MHz que proporaigran detalle de las estructuras
del segmento anterior: cornea, camara anteriaf, éderpo ciliar y cristalino. Es una
técnica de inmersion, en la que la sonda se mueegal ly oscilatoriamente sobre un
medio acuoso-gel, emitiendo asi multitud de ultnebms dando lugar a una imagen de

gran calidad y resoluci6f.

2.1.3.MICROSCOPIA CONFOCAL

Aunque se comentaran los principios y aplicaciomheda microscopia confocal mas
adelante, esta técnica permite realizar un bagaidginuo a través del eje z en todo el
espesor de la cornea en un punto concreto del @agital, comenzando desde el
epitelio llegando hasta el endotelio. Obtiene pesfide intensidad luminosa de las
imagenes grabadas y los representa en una gradicaeinsional donde el eje horizontal
representa el grosor corneal. Es lo que se dena¥hictescopia Confocal Cuantitativa
de Enfoque Complet@‘Confocal Microscopy Through Focusing AnalysisCMTF-).

Permite calcular las distancias entre subcapasala® de forma precisa, por lo que

podemos obtener datos paquimétricos, asi como aedil espesor epitel#>*

2.1.4.PAQUIMETRIA OPTICA

La paquimetria éptica se utiliza para medir el sspeorneal y la profundidad de la
camara anterior. Obtiene una imagen que se dupkchante un biprisma delante de los
objetivos del microscopio, y al hacer coincidirdable imagen, obtiene la medida real
del grosor corneal. Puede ser adaptada a la landeain@ndidura. Tiene como ventaja
su gran sencillez y su bajo precio, ademas de pwoeéelir casi cualquier zona de la

cornea™.
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2.1.5.TOMOGRAFIA DE COHERENCIA OPTICA

La tomografia de coherencia Optica, en ingi@ptical Coherence Tomography
(OCT)” es una técnica de imagen diagndéstica no invagsvaodcontacto, que permite
obtener en tiempo real én“vivo” imagenes de las diferentes estructuras oculares con
una resolucion axial y lateral de escala microro@tria primera referencia que se tiene
de la OCT data del afio 1989 cuando Huang y Fujiran&dizaron muestras de retina y

arterias coronarias ex vivo consiguiendo resolusate 15 pm.

2.1.5.1. Principios técnicos v dispositivos

El funcionamiento de la OCT se basa en la medid®ta latencia e intensidad de una
onda luminica reflejada tras hacerla incidir salmetejido. La velocidad de las ondas
luminosas es mayor que la de los ultrasonidos, ifendo representar una imagen en
dos dimensiones con una alta resolucién espadigleretrar la onda en un tejido sufre
variaciones que obtienen un registro axial llamaeican. Si se desplaza el haz sobre el
tejido, obtenemos multiples A-scans, consiguiergfoua corte transversal llamado B-
scan. Del mismo modo, la obtencion de varios B-sam paralelo, genera un cubo

tridimensional que contiene toda la informacion peafundidad del tejido analizado
57,58

La OCT se basa en la interferometria de baja coberale Michelson, en la que se
emite un haz de luz de baja coherencia con unatlmhgercana al infrarrojo (820-840
nm) que es enviado a un espejo divisor de hacea. pamte del haz luminico, el
denominado haz de referencia, es enviado a uncesigejreferencia situado a una
distancia conocida y la otra, el haz de explorgabiejido a estudiar que sera reflejado
con distinto retraso en funcién de la distanciayrekor y la diferente reflectividad del
tejido. Existe un detector que analiza las difei@nen cuanto a distancia y dispersion
de los rayos reflejados, por lo que el tejido sedeudefinir con una alta precision. Cada
tejido tiene diferentes propiedades de reflectidigala OCT las representa en una
escala de grises o colores en la pantalla, de nayoenor reflectividad: rojo o blanco,
verde-amarillo o gris y por ultimo negro o azul. éscala cromatica permite un mayor
espectro de representacion, lo que proporcionanuangor capacidad para reconocer

alteraciones pero también una mayor facilidad parerar artefactos; mientras que en
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la escala de grises el espectro de representasiarenor, pero la imagen obtenida es
mas fiel a la realidad y mas intuitiva de interaréf>°%

Existen dos grandes tipos de dispositivos de OCT:

e OCT de Dominio Temporal (“Time Domain OCT, TD-OCT): en este
dispositivo el espejo de referencia de interferéonse mueve de modo que
coincida con el retraso que sufra la sefial de lestna. En cada barrido axial el
espejo debe moverse un ciclo completo, a una dadcde 400 barridos por
segundo (seg), lo que limita de forma sustancigklacidad de obtencion de las

imagenes’ 8 (Figura 5).

e OCT de Dominio Espectral (“Spectral Domairi, SD-OCT): también llamado
de dominio Fourier (FD-OCT). EIl espejo de referars® mantiene fijo, 1o que
permite escanear todas las capas de tejido a estmdimismo tiempo,
aumentando asi la velocidad de adquisicion de inggee 50 a 100 veces en
funcién del dispositivo (18.000 a 40.000 A-scans geg)®’. Se reducen los
artefactos producidos por los movimientos involuota de ojo y permite
obtener imagenes en tres dimensiones, frentel@dasensionales del TD-OCT

®1 (Figura 6).

La resolucion axial depende de las propiedadea e lutilizada, en el TD-OCT es
de 10 um y en el SD-OCT de 5 [P Y la resolucién transversal depende de la
anchura del haz incidente, en el TD-OCT es de 2¢/@mel SD-OCT de entre 12-
20 um®. Aunque una mayor resolucién permite una visueii@amas en detalle,
el TD-OCT permite ver todas las estructuras deimsego anterior en una Unica
imagen, mientras que el sistema FD-OCT procesa @$6# parte pequefia del
mismo®®. Ademas, la mayor longitud de onda de TD-OCT e@mnabsorbida por

la cornea y el vitreo, reduciendo la luz que llegk retina, pudiéndose usar de
manera mas segura que sistemas con longitud dentéslaorta como FD-OCF.
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En la actualidad junto con las constantes meja@nat® tde obtencion de imagenes como
de software en las SD-OCT, se estan desarrollandweas tecnologias como: las OCT
“Ultra-High Resolution OCT (UHR-OCT)fue proporcionan un incremento en la
resolucién de imagenes; la tecnologi@weépt-Source (SS-OCT)jue mejora las
imagenes obtenidas en profundidad y nos permite magpr visualizacion de la
coroides; el empleo del Doppler OCT que nos apoftaamacion sobre la dinamica
vascular similar a la angiografia fluoresceinicaopgin la necesidad de emplear un

contraste; o el empleo de la OCT intraoperatorieiemia de cataratds®*®

2.1.5.2. Aplicaciones en oftalmologia vy cirugia refractiva

Inicialmente la OCT se utilizO para el estudio derétina y sus patologias y con
posterioridad se ha aplicado en el diagndstico guisgiento del glaucoma’®® El
potencial de la OCT para la toma de imagenes clasiéae descrito por primera vez
por lzatt y colaboradores en 1994, con un prototgl sistema OCT, que
posteriormente se perfeccioné para dar lugar aisiemas disponibles actualmefte
Para el estudio de la cérnea se desarroll6 un madathilsegmento anterior (OCT-SA),
gue obtiene imagenes con mayor resolucién quebieniolas por la BMU, en el que se
separa el ojo para hacerlo coincidir con la diseafiocal habitual de la reting. La
OCT-SA es una evolucién de la de retina y usa angitud de onda mayor (de 1.310
nm) que le permite una gran penetracion en loddgjgque dispersan mucha luz como es
la esclera y el limbo, lo que mejora la visualipacde las estructuras del segmento

68,69
(

anterior Figura 7).

Figura 7. Imagen del segmento anterior con OCT-SA
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El dispositivo Visante® es un TD-OCT de uso exeslasen el segmento anterior.

Fabricado por Carl Zeiss Meditec en el 2.005. Tiena velocidad de 2.000 A-scans
por seg, presenta una resolucién axial de 10-2@ fnansversal de 60 um. Permite la
exploracion automatica de 360°, la medicién entie glintos y un analisis cuantitativo
de la camara anterior, escaneando de 4 a 16 mmergligimultdneamente. Sus
principales funciones son explorar la esclera, ¢mjuntiva, el cristalino, lentes

intraoculares y las estructuras del angulo esabeneal; medir el grosor corneal, la
distancia angulo-angulo y el flap corneal; asi cawaluar estatica y dinamicamente la

camara anterior, permitiendo explorar la acomodetiovivo” °->®

Existen otros dispositivos de OCT exclusivos derssago anterior como el Slip-Lamp
OCT (SL-OCT) fabricado por Heidelberg que se adaptalampara de hendidura y el
CASSIA SS 1000 (Tomey/AJL), siendo este ultimo eica OCT-SA disponible
basado en la tecnologi@8weept-Source™’. La SL-OCT desarrollada por Wirlebauer,
permite monitorizar de forma objetiva los cambioslas capas corneales de un modo
no invasivo y de no contacto, y aporta informagidecisa sobre su estructura, perfil y

grosor50,71—73

Han sido constantes los avances en la tecnologig @f&liendo realizar también mapas
paquimétricos con escaneres de alta velocidad {4e804neres axiales por seg), muy
Utiles para el estudio de ectasias corneales y pa@peratorio de cirugias como la
queratotomia astigmatica, el implante de anillogagorneales, la queratotomia
fototerapeltica y la queratoplastia laméfaf*"® A su vez permite obtener mediciones
de la profundidad y anchura de la camara antesiendo muy util en la planificacion y

seguimiento de la cirugia con implante de lentggit@as®.

Dado que la OCT proporciona imagenes de alta re@oluse ha utilizado ampliamente
en cirugia refractiva con laser excimer, donde a@dede la paquimetria, puede evaluar
el estroma residual, el grosor y caracteristicalsfldp y el espesor epitelial en
ablaciones de superficfé® "8 Es una herramienta (til para mejorar la prediiziixd

de procedimientos quirdrgicos de superficie tamtocieugias primarias como en los

retratamiento&%-8’
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2.1.5.3. Estudio del grosor epitelial medido con OCT

Como ya se ha comentado, el epitelio corneal eapa muy activa de la cornea que
se autoregenera completamente en 5-7 &ffag tiene un importante papel en el
mantenimiento de la transparencia corneal y laladlbpticé®. Ademas de poseer una
alta tasa de recambio celular, es muy reactivo saif@gularidades del estroma
subyacent&®® El epitelio contribuye al poder 6ptico de la @andado que determina
la forma de la interfase aire-pelicula lagrimal grque tiene un indice refractivo
diferente al del estrom¥. Se calcula que el epitelio aporta de media 1,08 poder
6éptico corneaf. Por ello, el perfil de grosor epitelial puede serfactor determinante
en la precision de la cirugia refractiva cornealocaonocimiento podria ser de gran

utilidad %+

Existen diferentes métodos para medir el grosaelkgdi el microscopio confocaf>*
el paquimetro 6ptic®, la biomicroscopia ultrasénica digital de muy &lezuencia®*®
y la OCT " (Figura 8).

La OCT-SA aporta informacion muy valida en el egiusiorfométrico del segmento
anterior, permitiendo medir con bastante exact@lidgrosor corneal y el epitelial
47100101 Nymerosos trabajos han evaluado la exactitudodesibilidad y repetitividad

6> 7>192-1% 31 igual que su fiabilidad para

del OCT como paquimetro de no contatt
medir el grosor epitelial en pacientes safid§®98991951% g, vez, se ha hecho uso
de la OCT para estudiar las variaciones diurnagyaeor epiteliaf®*'%’ la respuesta
de éste mismo a la hipoxia en portadores de leteamntactd®'®®y al ojo secd®®
incluso el patron de grosor epitelial se ha utilizaomo herramienta en el diagnéstico

del queratocond”**°

Tras cirugia refractiva con laser excimer, el dpiteorneal cambia su grosor para
reestablecer una superficie Optica regular y IBa. ablaciones midpicas con laser
excimer, el epitelio central aumenta su grosor jgarapensar la eliminaciéon de tejido

|111—113
)

estroma y lo contrario ocurre en las ablaciones hiperagptas donde se ha

encontrado un engrosamiento periférico anular ydelgazamiento central del epitelio
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| 113114 siendo ambos fenémenos, posibles causas de ifegresfractiva

cornea
111,112,114 -z . P 2 .

. Sin embargo, también se considera que la regrgmdria estar mas ligada
con el recrecimiento estromal, que con el epitéfiaPor tanto, el conocimiento los
cambios acontecidos en el grosor epitelial y esdtotras cirugia refractiva podria
contribuir una mejor comprension de los resultatota misma y a mejorar la precision

de los mismog*>11®

0.00 mm

80 pm
512 pm

49 pym
523 pm

Figura 8. Imagen de las mediciones del grosor epii@ y estromal con Visante® OCT-SA

2.1.6. OTROS METODOS DE NO CONTACTO

Existen otras técnicas para obtener los datos peticos corneales. La reflectometria

optica de baja coherencia, que utiliza el mismaqgipio de interferometria de

Michelson y con una resolucién de 30 um aportarinézion de la profundidad de la

45
|

camara anterior, la longitud axial y la paquimetdaneal™. Asi mismo la_fotografia

rotacional del Scheimpflug, utiliza una camara taia que emite luz LED para la

adquisicion de imagenes, proporciona mapas decevaorneal anterior y posterior,

datos topogréficos, queratométricos y paquimétrifoda microscopia especular a

través de la proyeccion de una luz en forma dei@eaaptica puede cuantificar el
grosor corneat®’. Los ultrasonidos de alta frecuencia (en inglésy high frequency

ultrasound”) escanean una serie de meridianos en un movim@m@rco unido a la
curvatura de la coérnea. Esto permite medidas dpkses de capas corneales
individuales sobre una zona de 8-10 mm en tres rdiilores™'®. Por dltimo, la

topografia de barrido de hendidura calcula el espasneal a partir de los datos de los

mapas de elevacién anterior y postetor
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2.2 MICROSCOPIA CONFOCAL

La microscopia confocal es un método no invasive permite examinar la cornea
humana ih vivo” en condiciones sanas y patoldgicas, siendo unarh&mnta muy

poderosa tanto en clinica como en investigatibn

Presenta varias ventajas frente a la microscopieadgonvencional, fundamentalmente
gue ofrece cortes Opticos seriados de forma nosimaaen especimenes intactos, e
incluso en organismos vivos. Ademas, proporcionagenes de mayor resolucién al
seleccionar un punto de enfoque eliminando la e i@flejan los tejidos adyacentes
fuera de foco. Tiene capacidad de obtener corté€o8p lo que permite generar

imagenes en tiempo real desde diferentes profuddsddentro del espesor de un tejido,

eliminando la necesidad de realizar procedimied&seccion y procesado de muestras
121

2.2.1. HISTORIA

En las Ultimas décadas, las técnicas para exar@nadrnea humandn vivo” , han
evolucionado exponencialmente con el desarrolloladenicroscopia especular, la
topografia corneal computarizada, la tomografiaateerencia Optica, los ultrasonidos

de alta frecuencia y la microscopia confocal.

La idea del microscopio confocal fue patentadaNdimsky en 1957 para el estudio de
las redes neuronales en el cerebro vivo. Pero yd9%® Hans Goldmann habia
publicado la primera descripcién del microscopiofooal de uso clinico y fotografio la
cornea de un animal ex vivo. El primer dispositmecanico similar a un microscopio
confocal fue diseflado y producido por Eggar y Petra1967, el microscopio confocal
de barrido en tandem @andem Scanning Confocal Microscog® CBT). Obtuvieron
las primeras imagenes de células cerebrales y igaagts, asi como de cérneas
animales, sin necesidad de escindirlos ni usaioties?*'?* Posteriormente en 1985,

Boyde demostr6 que el MCBT era capaz de hacer gegihistolégicas de los
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osteocitos en hueso intacto sin usar técnicas oeepamiento destructivas. En el
mismo afio, Lemp y colaboradores, obtuvieron la @ramimagen del espesor corneal
completo en cérneas de conej8. Ulteriormente, fueron desarrollandose otros
modelos de microscopio confocal como el de baredchendidurd®?y el de barrido
laser. El dispositivaeidelberg Retina TomogragiRT) Il y Il junto con el médulo
de cornea Rostock (MCR) es el mas reciente dekatooy produce escaneres laser “

vivo” (Figura 9).

Figura 9. Microscopio confocal Heidelberg junto corel médulo de c6rnea Rostock

2.2.2. PRINCIPIOS OPTICOS Y DISENOS

El principio basico que utiliza la microscopia amdl es permitir secciones oOpticas de

un espesor relativo mediante la dispersién dezlaéuun objetd®.

En el prototipo original disefiado Minsky, el consiatior del microscopio focalizaba la
fuente de luz dentro de un area pequefa del tdjamtiendo coincidir el enfoque de la
lente objetivo del microscopio en la misma zonabiBe a que el condensador y las

lentes del objetivo tenian el mismo punto focamaroscopio se denominé “confocal”
122

En la actualidad hay tres tipos de microscopio @calf para uso oftalmoldgico: el de

barrido en tAandem, de barrido en hendidura y dédoaéser.
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Como ya ha sido comentado, primer microscopio amifatilizado para estudiar la
cornea fue el MCBT desarrollado por Petran y calathares en 1967. Usa un sistema
fuente-detector con un orificio que minimiza la tidad de luz dispersada encima y
debajo de un plano de enfoque. El resultado esmporitante incremento en la
resolucion lateral y axial, comparado con la micopsa 6ptica convencionaf’. Los
orificios se disponen en un disco giratorio, quenpiE un escaner del tejido en un
tiempo real. Se puede registrar las imagenesarttia un sistema de video o sistemas

digitales de captura, pudiendo adquirir al menosrZ&enes por s€g®.

Los microscopios de barrido en hendidura, usan lkiases de luz conjugados
Opticamente para la fuente y deteccion, en lugapaetura de orificios. EI microscopio
Koester tiene un unico sistema de apertura Optididia y un sistema de trabajo a
distancia con una lente conica de inmersion, qumipe obtener imagenes de todas las
capas celulares de la cérnea. ElI microscopio Coafostiene dos haces de luz de
anchura ajustable que se encuentran en plano®®minjugados (fuente y detector) y
un modulo de “scanning” mueve la imagen del hap #atgo de toda la cérnea en
tiempo real. Las secciones oOpticas se consiguenosiizando la frecuencia y la fase de
un escaner 6ptico con una videocamara. Asi estegmicroscopios tienen capacidad

para variar la profundidad de haz, lo que les Iémeicas mas flexible’.

Por ultimo, el Tomégrafo Heidelberg es el Unico gueplea tecnologia laser (laser de
diodo de 670 nm)?***® Para escanear una imagen completa, el haz del débe

desviarse mediante dos espejos en dos direccicerpemuliculares: horizontal para
producir la linea de exploracion y vertical paraducir un analisis de campo. La luz
reflejada se recoge para posteriormente digitddizarformar la imagen. Todos los
disefios tienen un sistema de enfoque automaticarwah en el que el investigador

puede desplazar la lente objetivo y elegir el espat que quiere tomar la muestra
126,129

2.2.3. ESTUDIO DE LAS DIFERENTES CAPAS CORNEALES

Con la magnificacion y resolucion de los microsospiconfocales disponibles

actualmente, podemos observar las células corngases nucleos. Todas las capas
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corneales son identificables con microscopia caifsalvo la membrana de Descemet
gue no es visible en sujetos jovenes, con la edawbserva una capa acelular entre el

estroma y el endoteli”.

2.2.3.1. Epitelio

Con el microscopio confocal, podemos diferenciar tles tipos celulares del epitelio

cornealt?®3t

» Lacélulas superficialesde bordes poligonales definidos, nlcleos briddardon
un halo hiporreflectivo que destaca sobre un cigpl homogéneG-igura
10).

Figura 10. Imagen del epitelio superficial con mianscopio confocal

e Las células basales mas pequefias y numerosas, poligonales, sin nucleo
hiperrefringente y citoplasma mas denso. Formamasaico regular de cuerpos
celulares oscuros con bordes brillaritegura 11).

Figura 11. Imagen del epitelio basal con microscopiconfocal
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» Las células intermedias igualmente poligonales, sin ndcleo y con densidad

intermedia.

La medida del grosor epitelial corneal con el nscapio confocal ha sido similar a la
de la microscopia convencional, obteniendo un gnosalio de 48,6 + 5,1 p®t132

2.2.3.2. Plexo nervioso subbasal y subepitelial

Tanto el plexo subepitelial, que se encuentra sletedla membrana de Bowman como
el plexo subbasal, situado entre la membrana legstdlial y la parte anterior de la
membrana de Bowman; son claramente identificaliiesbeneas normales apareciendo

como lineas blancas bien definidas con reflectiVidamogéned® (Figura 12).

Figura 12. Imagen del plexo nervioso subepitelialon microscopio confocal

2.2.3.3. Capa de Bowman

Esta membrana aparece como una capa homogénearfa.aBm considera una capa
acelular formada por haces de fibras de colagesro, gn microscopia confocal, se han
hallado células de Langerhans de diferente morfal¢guerpos celulares individuales,
células con apariencia dendritica y células orgatdg formando una red con

interdigitaciones dendriticasy*

Introduccion 29



Estudio del efecto sobre la biologia celular cornef la cirugia LASEK con MMC

2.2.3.4. Estroma

Los nucleos de los queratocitos se distinguen otuegoos ovales, brillantes repartidos
en la matriz extracelular de color grisaceo, casidparente. En una cornea sana los
cuerpos celulares de los queratocitos, sus procésaosustancia fundamental y las

lamelas corneales son imposibles de diferenciarlgdransparencia de las mismas
131,135,136

Con la microscopia confocal se puede dividir aloasa corneal en tres subcapas:
* Estoma anterior. 100-150 um bajo la membrana de Bowman
* Estroma media 150-350 pm centrales.

» Estroma posterior. 100 um por encima de la membrana de Descemet.

La morfologia de los queratocitos cambia en lasréiftes capas: en el estroma anterior
hay un gran numero de queratocitos irregularesagfecto alargado y numerosos
procesos; en el estroma medio, tienen una apaai¢mengular con finos procesos; y en
el estroma posterioson grandes, ovales e irregularésgura 13). La diferente
concentracion de oxigeno que puede llegar a cgug eai como su diferente actividad
metabdlica, podria explicar estas diferencias elugequeratocitos, debido a que la
actividad mitocondrial es mayor en el estroma #@neseguida del posterior y por
ultimo en el estroma medio. La matriz extracelui@mbién tiene un papel en la
regulacion de la actividad queratocitaria, por laeqgse cree que diferentes
composiciones en la matriz extracelular influiriem la existencia de las diferentes

poblaciones de queratocitt8**’
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Figura 13. Imagenes del estroma anterior (izquierday medio (derecha) con microscopio confocal

La poblacién queratocitaria, también varia a lgdade las capas, siendo mayor en el
estroma anterior y disminuyendo hacia el estromsigpor. En esto coinciden la

mayoria de los autores, aunque los valores absofjute reportan son bastante dispares
138,139

2.2.3.5. Endotelio

Aparece como una monocapa de células hexagonalpsligonales con cuerpos
celulares brillantes, sin nucleo visible. Los bardeelulares se encuentran bien
definidos, finos y sin reflectividad®®**! (Figura 14). La microscopia confocdin
vivo” puede cuantificar la densidad endotelial con wpaoaducibilidad similar al del

microscopio especulaf®

Figura 14. Imagen del endotelio con microscopio céocal
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2.2.4. APLICACIONES EN OFTALMOLOGIA Y CIRUGIA
REFRACTIVA

El uso de la microscopia confocah “vivo” se ha extendido en oftalmologia en los
altimos afos, fundamentalmente por el caracter masivo de la técnica. Se ha

recurrido al microscopio confocal para el estuditordimerosas patologias corneales
como la ectasia corneal, queratitis infeccionastrafias corneales; asi como para la
monitorizacion de los cambios producidos en la €ércon la edad, el uso de lentes de
contacto y la cirugia corned*** Con el microscopio confocal se pueden estudgr lo
efectos a nivel celular de lesiones en el epitgle estroma, cuantificando la apertura
de la herida, la profundidad de crecimiento eitsliel grado de fibrosi¥™.

En cuanto a la cirugia refractiva corneal, el nscapio confocal es una herramienta
excelente para estudiar a nivel microscépico lgpuesta en el tejido corneal
ablacionado. Se han cuantificado los cambios esmsor corneal, epitelial y estromal
tras cirugia refractiva, asi como el grado de tebi corneal producida por los
procedimientos de ablacién de superfitieEs una valiosa técnica para la evaluacion
cuantitativa de la profundidad de ablacion, asi@eitrgrosor del flap y la existencia de

146-198 Ofrece grandes ventajas frente a la microscopia

particulas en la interfas
convencional, permitiendo el estudio de la corfiearivo” y en momentos diferentes.
Por ello, el microscopio confocal es una técniceaipara el estudio de los cambios
celulares corneales tras cirugia refractiva y sydicaciones en la cicatrizacion tisular

incluso afos después de la misma.

2.2.5. ESTUDIO DE LA DENSIDAD QUERATOCITARIA CON
MICROSCOPIA CONFOCAL

Como ya se ha comentado, tras una lesion epitédiaprimera respuesta que
encontramos en el estroma corneal es la apoptesiesdqueratocitos, por lo que la
capacidad de medir su densidad podria ser mupartl analizar el papel que juegan en

la cicatrizacion estromal tras cirugia refractiva.
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La poblacion queratocitaria en corneas normalesidmmedida de forma indirecta por
histologia, estudiando el acido desoxirribonuclejd®N) estromal; siendo éste un
método invasivo que impide el estudia Yivo” **2 Rajan et al, disefiaron un modelo
para mantenerifi vitro” corneas humanas de bancos de ojos en condicioniéas a
las fisiologicas, y estudiaron el efecto en la poldln celular corneal tras ablacion de
superficie**®. Pero actualmente el Gnico instrumento que peraigatificar in vivo”

la densidad queratocitaria es el microscopio caifoc

Para poder valorar los resultados de densidad tpeéeaia de los diferentes estudios
publicados, hay que tener en cuenta que cada digspdgene una profundidad de foco

distinta, lo que podria hacer que las densidadekdasno fueran comparablé

Varios estudios han descrito una reduccion en lasidad de queratocitos en el
gueratocono, en portadores de lentillas y trasg@ruefractiva bajo flap corneal, asi
como una distribucién irregular de los misnd% En cuanto al estudio de la densidad
de los queratocitos en la cirugia por ablacionugeedicie, no existe consenso entre los

diferentes estudios, aportando una gran variedadsidtadog’1491°1-1°2

Aunque se desconoce el limite por debajo del awad, poblacion de queratocitos
reducida supone riesgo para la estabilidad ardaitea corneal, una distribucion
homogénea de los mismos parece ser un factor gemmién de las complicaciones de

la cirugia refractiva y otras patologias corne&i&s*%°

2.3MICROSCOPIA ESPECULAR

La microscopia especular es una técnica no invasfil@ada para visualizar la

morfologia de la capa celular endotelial. Los gpios que hacen de la cornea un tejido
transparente, hacen que sus células sean practiameisibles. No obstante, podemos
observar las células endoteliales mediante reftexigpecular. Para que se dé dicho
fendmeno es necesaria una superficie plana, get @so de la cérnea son las células
planas endoteliales, y el cambio en el indice céfra que existe entre las mismas y el

humor acuos®°®,
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Vogt describi6 en 1919 la apariencia especular etelotelio corneal normal y
patolégico. El primer microscopio especular fueadeslado por Maurice en 1968,
quien introdujo el término actualmente utilizado miroscopia especuldr’. Desde
entonces, se han ido desarrollando diferentes m®die microscopios especulares que
permiten la realizacién de estudids vivo” sobre la morfologia funcional endotelial y

la toma de imagenes fotograficas de gran resolucfdn’

Con el microscopio especular podemos obtener dibgndotelio como la densidad
celular, el area celular media, el porcentaje delas hexagonales y la medida de la
variacion del tamafio celular o coeficiente de \adia %% (Figura 15) . El
coeficiente de variacion (=la desviacion estandarla superficie celular media /
superficie celular media) es el indice mas sendilelda disfuncion endotelial y se
encuentra en torno al 0.25 en la cérnea normahdeémento de este valor implica una
variacion en el tamafio de las células y se denopatinegatismo. Otro parametro
morfométrico del estado del endotelio es la hexalijdad, que es un buen indice de
proceso de reparacion de la herida endotelial.riencdrnea sana alrededor del 70-80%
de células son hexagonales. Sin embargo, un dafuiedial puede dar como resultado
una disminuciéon del valor de hexagonalidad y unentmen la variabilidad del area
celular. La desviacion de la hexagonalidad se damonpleomorfismo y puede

constituir un signo de sobrecarga endotéftal

La microscopia especular ha tenido una gran impcgaen la valoracion del impacto
de la cirugia del segmento anterior sobre el etidpten el disefio de lentes
intraoculares, en la constitucion de fluidos dgatcion intraocular y medicamentos. Su
principal limitacion es la degradacion de la imagerando existe edema corneal,
situacion en la que el estudio de la morfologiaoesithl resultaria de gran utilidad.
Ademas, no se ha hallado una buena correlaciéme émtmorfologia de las células
endoteliales y su actuacion funcional. De hechstahgue el nimero de células llega a
ser muy bajo, existe una pobre correlacion entrdelasidad endotelial y el espesor
corneal. Parece existir una situacion de “todoaahaen la que la reserva funcional de
las células endoteliales es capaz de mantenewunogh de bomba normal hasta que el
namero de células disminuye de un determinado nisilado en torno a 500

celulas/mm %2
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Center %, - & - CCT 53% := e
B | & cD2168|
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cv 3% ‘
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N (42)
MIN 186 um
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AVG 461 um?
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Figura 15. Imagen de las células endoteliales coriaroscopia especular

3. CIRUGIA REFRACTIVA

La cirugia refractiva se define como cualquierrivdacion quirdrgica dirigida a alterar
el poder didptrico del ojo. Ha sido el deseo deofimlmologia de conducir a los
pacientes a la emetropia, lo que ha motivado aftatmologos al desarrollo constante

y progresivo de la cirugia refractiva.

Los principales elementos refractivos del dioptréoilar son la cornea, el cristalino y la
longitud axial del ojo; siendo la superficie anterde la cérnea, concretamente la
interfase aire-pelicula lagrimal, la superficieraetiva mas importante, responsable del
60-70% del poder diéptrico del o}’

3.1RECUERDO HISTORICO Y EVOLUCION DE LAS TECNICAS

Las diferentes técnicas refractivas pueden clasgfec segun el elemento refractivo
sobre el que actuen: la longitud axial del ojazdenea o procedimientos intraoculares.
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3.1.1. PROCEDIMIENTOS SOBRE LA LONGITUD AXIAL DEL OJO

Son las llamadas técnicas de refuerzo escleratticadas desde 1930. Consistian en la

colocacién de unas bandas sobre la esclera pastgaira modificar la longitud axial del
ojo e intentar detener la progresién natural deilepia’®®. Por tanto, al no corregir
defectos refractivos, si no prevenirlos, podriarconsiderarse estrictamente técnicas de
cirugia refractiva. Hoy por hoy son técnicas enudespor su poca predictibilidad y

agresividad.

3.1.2. PROCEDIMIENTOS INTRAOCULARES

3.1.2.1. Extraccion de cristalino transparente

El precursor de este tipo de cirugia fue Hermarrigae/e en el siglo XVIII, que ided la
cirugia de la extraccién del cristalino transpagesin catarata en grandes miop®s
Las técnicas de extraccion han evolucionado enoenten los ultimos siglos, desde
la extraccién intracapsular del cristalino a larasapsular’®®, pasando por la
facoemulsificacion (en la actualidad la mas utdaga hasta cirugia con laser de

femtosegundo, técnica que esta suponiendo unaeyatucion en la actualiddd’.

3.1.2.2. Implante de lentes intraoculares faguicas

La primera lente que se implantd en la camara iantpara corregir la miopia, fue
disefiada por Benedetti Strampelli en 1954. Petéclzica fue abandonada por el disefio
inapropiado y la escasa biocompatibilidad de IlatelerPosteriormente se han
desarrollado multitud de lentes faquicas que s®daten en la camara anterior (con
fijacion al angulo camerular o al iris) o en campoaterior justo delante del cristalino.
Su uso queda relegado a los casos en que no se iadidar cirugia refractiva sobre la

cornea®
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3.1.3. PROCEDIMIENTOS SOBRE LA CORNEA

La cdrnea es el principal objetivo de las técnaagirugia refractiva por dos motivos:
su accesibilidad y su importancia en el poder didptdel ojo. La cirugia refractiva
corneal va dirigida a modificar su poder dioptriem el caso de la miopia, la cérnea
debe ser aplanada para aumentar su radio de aarwatteducir su potencia; y lo
contrario se debe conseguir para corregir la hipgopia. Hasta el desarrollo del laser
excimer la cirugia refractiva corneal dividia fundmtalmente en tres tipos de

procedimientos: incisionales, térmicos y lamelafés

3.1.3.1. La cirugia incisional

Se basa en realizar incisiones en la cOrnea paiktaiesu estructura, de manera que la
presion intraocular y las fuerzas biomecanicas zodn cambios en la curvatura

corneal.

« La queratotomia radial (“Radial Keratotomy” —RK-)consiste en debilitar la
cornea periférica a través de cortes radiales d@5t86% de espesor en la zona
Optica paracentral, para provocar un aplanamienioeal central y asi tratar la
miopia®® 9 Las principales desventajas de este procedimigsmw la baja
predictibilidad, la limitacion del rango didptricoa corregir y la
hipermetropizacion progresiva; han llevado a sundbao en favor de técnicas

mas precisa¥’®

 La queratotomia astigmatica (“Astigmatic Keratotomy” —AK-), es otro
ejemplo de cirugia incisional para tratar el astiismo, en la que se realizan
incisiones perpendiculares al eje mas curvo paienapo'’’. La capacidad de
correccion del astigmatismo depende del niumerprdéundidad y la longitud
de las incisiones, asi como de la distancia aVisjgal y de la edad del paciente
172 Este procedimiento es de utilidad para reduciséigmatismo prequirtirgico
en cirugia de cataratd® sin embargo, en pacientes que no tienen cataata,

laser excimer proporciona mayor predictibilidd
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3.1.3.2. La cirugia térmica

La queratoplastia conductiva'’® y la termoqueratoplastia laser'’® se basan en la
aplicacién de calor en la periferia corneal quedpoe una contraccion del tejido
subyacente, produciendo un aplanamiento en laeperi€orneal con la consiguiente
incurvacion central’’. Debido a la tendencia a la regresion y a la esgeedictibilidad,

estas técnicas no tienen una aplicacion vigefite

3.1.3.3. Procedimientos lamelares

Incluyen una gran variedad de técnicas disefiaddier@r directamente la forma de la

cornea mediante la adicion o sustraccion de tejido.

Se considera a Ignacio Barraquer el padre de Ugiairrefractiva moderna. Investigo y
desarroll6 muchas de las técnicas que han senadoade para la cirugia actual. En
1964, propuso la primera técnica de cirugia rafracton sustraccion de tejido que
denominéqueratomileusis'’®. Consistia en realizar una queratectomia lamelarun

microqueratomo para obtener un lenticulo complé&ib.lenticulo se congelaba y
colocaba en un torno para eliminar tejido cornesitral (para la correccion de la
miopia) o periférico (para la hipermetropia), pa®espués suturarlo a la cérnea.
Encontré abundantes dificultades en la creacioesedenticulo, debido al disefio de los

microqueratomos de esa época: lenticulos finosgutares, incompletos, descentrados

asf como la penetracién en la camara antéfiof*:

La epiqueratofaquia, fue disefiada para eliminar la complejidad dedaation lamelar

y el tallado intraoperatorio de la queratomileuss. basaba en tallar un flap de un
donante cadaver para darle el poder refractivosaemey después suturarlo a la cérnea
desepitelizada de un receptd?> La principal dificultad se encontraba en la
reepitelizacion del injerto, con una alta tasardeccion y necrosis del lenticulo. Asi
mismo, la técnica ofrecia resultados refractivasabies e incluso pérdida de agudeza
visual en un nimero importante de pacientes, pquéfue abandonad&
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La Queratoplastia Lamelar Automatizada o ALK (“Automated Lamellar
Keratoplasty”), esel precursor de la cirugia moderna. Se desarr@ta guperar las
limitaciones de crear y tallar un lenticulo. Conmitroqueratomo se practicaban dos
cortes sobre la cornea. En el primero, se crealmlgajo lamelar no completo unido a
la cérnea por una bisagra y en un segundo “cofffractevo”, el microqueratomo
eliminaba un lenticulo pequefio del lecho estromed gplanaba la cornea central y
corregia la miopia. Por dltimo se reposicionabaresad lecho estromal el colgajo
lamelar inicial*®®. Los resultados eran poco predecibles y estacgdne relegada por

el desarrollo del laser exciniér.

3.1.3.4. El laser excimer

La aparicion del laser excimdra supuesto el avance mas importante de la cirugia
refractiva. El término “excimer” es una combinacide ‘excited y “dimer’, en
referencia a que la luz laser esta producida pogasinoble (Argon) y un halégeno
(flaor). La luz emitida de 193 nm de longitud dedar{dentro del rango de la radiacion
ultravioleta), libera fotones de alta energia quev@can la ruptura de las uniones
moleculares de la superficie ablacionada. Asi pernmodificar los parametros
refractivos de la cornea a través de la interactadoquimica entre la superficie del
tejido corneal y el haz del laser. Stephen Trokel @33 fue el primero en opinar que el
laser excimer podria ser capaz de eliminar el defidrneal para corregir errores
refractivos con precision submicrométrica (inferdouna micra) sin producir un dafio
térmico a los tejidos circundant®8. En 1985 fue operado el primer ojo humano con
laser excimer y desde entonces se ha convertidel enétodo de eleccion para la

correccion refractiva a nivel mundid.

Existen dos métodos de liberacion de energia del Excimer: haz ancho y barrido. El
laser de haz anchofue el primero en desarrollarse, e incide en lanes
simultAneamente en toda el area a tratar y a plesda uniformidad aparente de la
energia del haz, se pueden observar irregularidadlderma de isletas centrales que
provocan un astigmatismo irreguld®. El laser de barrido como bien indica su

nombre, barre la superficie de la cornea modificarstl longitud y orientacion,
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consiguiendo ablaciones mas homogéneas y correa®orrrores refractivos mas
complejos*®°. Una variacién de los laseres de barrido, sonldssres de punto
volante, en los que un haz de pequefio didametro se muewdarapnte sobre la cornea
segun un patron dirigido por computadora gracias@ejos galvanomeétricos. Estos
laseres permiten tallar patrones de ablacion efspectomo las ablaciones guiadas por
aberrometria y las ablaciones asféricas, para gairs@éina mejor calidad visual
postoperatoriad®. Asimismo, con el desarrollo de los sistemas d&ea ocularl"eye
tracking”) que permiten seguir los movimientos oculares gptdzar el impacto

microsegundos, se consigue mantener un perfil Beiah regulaf®.

El desarrollo del laser excimer ha introducidoéshtino de Laser Vision Correction
(LVC)”, en el que se produce un cambio en la curvaturaabgnpor tanto en su poder
diéptrico, debido a la sustraccion del tejido cairspe es realizado con laser excimer.
Los defectos midpicos, se tratan ablacionando jeloteorneal en el centro del eje
visual, los hipermetrépicos en forma de anillo enntedia periferia corneal y el
astigmatismo, eliminando un cilindro de tejido estal en el eje preciso. Segin como
se aplique el laser sobre la cornea, podemos dialiécnicas de cirugia refractiva con

l&ser excimer en:

» Procedimientos de ablacion de superficieen las que aplicamos el laser sobre
el estroma justo bajo el epitelio corneal una \&eharetirado el mismo. Existen
dos técnicas fundamentalmente: Queratectomia Eftactiva o PRK
(“Photorefractive Keratectomy” y Queratectomia Subepitelial Asistida
mediante Laser Excimer o LASEK L@ser Assisted Subepithelial

Keratectomy”).

» Procedimientos bajo flap en los que el laser se aplica sobre el lechoresir
tras la creacion de un flap mediante un microqoerat Queratomileusis In Situ
con Laser Excimer o LASIK (aser Assisted In Situ KeratomileUu¥i® con
laser de femtosegundo (FS).
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3.2QUERACTECTOMIA FOTORREFRACTIVA

Originalmente el laser excimer se utilizé sobreslgerficie corneal, eliminando
previamente el epitelio, denominandose a estada@d?PiRK. La eliminacion del epitelio
se puede realizar mecanicamente con un raspada elqwopio laser excimer (PRK
transepitelial). El laser se aplica directamenteresda capa de Bowman y se ablaciona
el estroma anterior, dejandolo expuesto hasta egeitelice’®>. Para reducir el dolor
postoperatorio se coloca una lente de contactpdatia, se prescriben analgésicos
orales y antiinflamatorios no esteroideos (AINE&)itos'®. Los AINES retrasan la
epitelizacion, e incluso se han visto casos degadamiento yrhelting corneal por lo

que deben usarse con cautéfa’®®

Con la PRK se consiguen resultados refractivosfaatbrios en pacientes con baja y
moderada miopi&®. Estudios con seguimiento a largo pld2d®’mostraron una gran
estabilidad en la refraccion, lo que suponia uren grentaja frente a las técnicas
anteriores, como la queratotomia radial, que miostrana hipermetropizacion
progresiva afios después de la cird§laPero la alta miopia tiene mayor incidencia de

regresion por fenémenos de hiperplasia epiteliaggneracion estrom&t

Ademas de la regresion, otro de los inconvenietiéessta técnica, era la aparicion de
una cicatriz fibrotica hipercelular, formada por ofibroblastos y una matriz
extracelular densa y desorganizada con abundani&gecm, que alteraba la
transparencia cornedf % 8" 2°Este fenémeno que se denomina en inghexé,
aparece los primeros meses tras la PRK, lleganailo maximo a los 3-6meses, para

reducirse rapidamente al afio de la cirugia y leardenhasta los 6 afib¥.

Las limitaciones de esta técnica (el dolor postafoeio, la lenta recuperacion visual, la
aparicion del haze y la limitacion para tratarsalt@opias), hicieron resurgir las técnicas
de queratomileusisy ALK, aplicando la nueva tecnologia desarrolladai se
modificaron para que la correccion se realizaraesebestroma y no sobre el lenticulo
(queratomileusis in sijuy se sustituy6 el corte refractivo del microqtenao por la

ablacién con laser excimer (LASIKY.
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3.3QUERATOMILEUSIS IN SITU CON LASER EXCIMER

Esta técnica es una combinacién de la cirugia Enyeél laser excimer. Se realiza una
gueratectomia mediante un microqueratomo mecambteniendo un disco o flap

corneal que es levantado para aplicar el lasermexcisobre el lecho estromal y
colocado nuevamente sobre la cérnea sin stfttifd?

Las ventajas de esta técnica derivan de mantemgitelio y la membrana de Bowman
intactas: reduccién del dolor postoperatorio, maymidez en la recuperacion de la
agudeza visual, menor incidencia de aparicion dbidez corneal o cicatrices y
reduccién de la medicacién en el postoperatBtioEsto contribuyé a que el LASIK

fuera la técnica mas utilizada en cirugia refractiorneal.

Con la aparicidon de nuevos microqueratomos y laraaje los algoritmos del laser, se
han ampliado las indicaciones del LASIK, pudiengaatr la vasta mayoria de defectos

refractivos con buena predictibilidad, eficacieegsridad™®.

Pero a pesar de los buenos resultados obtenido®IcbASIK, esta técnica no se
encuentra exenta de complicaciones. La ectasid ASH# es su complicacion mas
grave, relacionada con el debilitamiento de lastescia mecanica de la cérnea.
Consiste en un adelgazamiento progresivo y un atandm la curvatura corneal, que
conlleva la aparicion de un astigmatismo irregyldinalmente la pérdida de agudeza
visual?®. Se asoci6 inicialmente a un lecho estromal residucesivamente fin@® a
ablaciones profund#8’ y a la topografia preoperatoria irregui%t Por ello los limites
de seguridad de la cirugia se tuvieron que ampfladejando un lecho estromal mayor,
reduciendo el rango didptrico de ablacion, aterdben los patrones topograficos

sospechosds® lo que redujo el nimero de pacientes candidatb8&IK 2,

Existen otras complicaciones asociadas al uso dequeratomo como la obtencion de
flaps incompletos, colgajos libregquttonhole’ (agujeros centrales en el flap) e incluso
la penetracién en la camara anterfdf. Entre las complicaciones postoperatorias

encontramos las estrias del ffaf) el endocrecimiento epitelial®, la queratitis lamelar
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difusa?'® las queratitis infeccios&s’, la epiteliopatia neurotréficd® y el ojo seco
213219 por todo ello, se ha impulsado el desarrollo deragiceratomos mas seguros

pero siguen existiendo complicaciones en cérneas fiplanas o demasiado cur¢ds

3.4LASER DE FEMTOSEGUNDO

En la investigacion para mejorar la seguridad ecodie del flap, aparecio el laser de
femtosegundé®. El laser de FS tiene la propiedad de adminigésos ultracortos de

10%°seg, lo que permite obtener una gran potencia otsop de baja energia, gracias a
un sistema amplificador de pulsos. La cornea alisdejido transparente no absorbe la
energia del laser de FS, lo que le diferencia @kl excimer. La emision del laser es

tridimensional y el haz se enfoca a la profundicamheal seleccionadd’

El laser de femtosegundo produce un fenémeno depdi$n moleculaf®® en el que el
tejido objetivo es vaporizado generandose unasuiastde cavitacion de un volumen
muy pequefio, con poco dafio térmico colateral. Haidsujas se expanden para crear
un plano de escision de las lamelas corneafe€l laser realiza el flap en dos pasos:
primero crea un plano de reseccion horizontal@adéundidad que marque el cirujano y
en un segundo lugar, realiza una seccion latevallbrdes del flap), dejando una zona
sin tratar que sera la bisagra. La posicion deidagba, el diametro y el espesor del
colgajo se pueden ajustar para cada cirufahé™

Los flaps del femtosegundo tienen una forma plagc@r,un espesor constante en todo
el colgajo, a diferencia del microqueratomo, quenés grueso en la periferia, lo que de
confiere una forma meniscada. Esto hace que seginfnecuente la aparicion de ojales

en el flap®>.

El femtosegundo ha mejorado la precision y prealatad del espesor del flap, con
mucha menor variabilidad que el microqueratdiffoSu uso puede ser especialmente
beneficioso en pacientes con Orbitas hundidas, pggsieiios, corneas extremadamente
planas; ya que existe una menor posibilidad deymiodin ojal en el flap, un corte
incompleto y un corte descentrado. Disminuye pontotalas complicaciones
intraoperatorias de la cirugia LASIK convencioffe*’?*® También se pueden obtener
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flaps mas finos y con angulacién periférica, lo taportaria una mayor estabilidad al
flap ?°>. No obstante, sigue existiendo las complicacigrestoperatorias inherentes al
flap, e incluso aparecen nuevas complicacionesgsajel laser de femtosegundo como
el Sindrome de Sensibilidad Transitoria a la LUEL&S (“Transient Light Sensitivity

230

Syndrom®

Actualmente se estan desarrollando nuevas aplivegidel laser de femtosegundo en
cirugia refractiva, como es la creacion de un ¢ehdi refractivo asistida por laser de
femtosegundo para la correccién de la miopia w&gmatismo midpico, sin necesidad
de utilizar el l4ser excimer: la técnica de exti@tdenticular de pequefia incision sin
flap o Small Incision Lenticule Extraction (SMILB) la extraccién lenticular con
femtosegundo mediante la creacion de un flabemtosecond Lenticule Extraction
(FLEX) 231,232

4. LASEK

Los avances en cirugia refractiva corneal con &blaale superficie, intentan
aprovechar las ventajas de la PRK (exenta de laspletaciones asociadas a la
obtencion del flap) pero reduciendo sus inconveaaegerel haze, el dolor y la lenta
recuperacion visual), mediante la creacion y pastegposicion de un flap epitelial. De
ahi nace el LASEK®® La reposicién de flap epitelial iba inicialmendé&igida a
intentar mantener la viabilidad de las célulasedipies para aumentar la velocidad de
reepitelizacion, disminuir la inflamacion y la reggta cicatricial del estroma,

consiguiendo asi una reduccién del haze y el d8t6r>

El primero en reponer el epitelio al finalizar laugia fue Azar en 1996 y llamo a su
procedimiento: Alcohol-Assisted Flap PRK **® La técnica fue popularizada
posteriormente por Camellin que acufid el término‘ldeser-Assisted Subepithelial
Keratectomy, concebida como un hibrido entre PRK y LASK?®
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4.1 TECNICA QUIRURGICA

La técnica radica en la separacion del epitelidojlsu membrana basal, de la capa de
Bowman, facilitada por el uso de alcohol que rofgseanclajes entre estas caps

En concreto rompe los hemidesmosomas que mantiemelo el complejo epitelio-
membrana basal-capa de Bowman, separando asiifeldensa de la lamina lacida de
la membrana basal epitelf4f.

A través de un marcador cilindrico de 7-9 mm deneido centrado en la pupila, se
pone en contacto etanol diluido al 18-20% con #&kbp corneal durante 20-40 sét.

El borde del flap epitelial demarcado se separa gepliega, dejandolo unido por una
bisagra que puede ser superior o temporal segunpreferencias del cirujano.
Posteriormente, la ablacion con laser excimer akzeesobre la capa de Bowman y el
estroma anterior. Por ultimo, se irriga el lechtvagsal y se recoloca el flap epitelial
con una canula o una espatula, cubriendo todceal thatada con laser y se coloca una

lente de contacto terapéutica hasta que la combaya reepitelizad®?3°242

Una alternativa a esta técnica quirdrgica, eEmtLASIK , en la que el epitelio se
separa del estroma de un modo mecanico, utilizamdeeparador romo similar a un
microqueratomo, cuya ventaja teorica frente al LKSES que el epitelio se puede
separar como una hoja completa sin el uso de dlaopl® podria ser potencialmente

toxico %43

4.2 RESPUESTA CELULAR

Ante la agresion quirdrgica, la cornea respondeianggl mecanismos de cicatrizacion
tisular para reparar el dafio causado. Esta repdegtande de diversos factores: la
lesion conjunta del epitelio y del estroma (en Hsaciones de superficie) o

fundamentalmente del estroma (en el LASIK), el gred lesién estromal (segln sean
ablaciones superficiales o profundas), el uso dedéos que modulen la respuesta
inflamatoria y cicatricial (como los corticoideslabo mitomicina C —-MMC-) y factores

individuales que explican las diferentes respuestapacientes sometidos a la misma

intervenciort?24
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La respuesta ante el LASIK consiste una reacciftanmatoria no fibrotica e hipocelular
en la interfase, que no produce pérdida de traespia corneal. A ese nivel se hallan
un menor numero de queratocitos sin fenotipo mioblastico y una matriz
extracelular formada en su mayor parte por prategbs y escaso colagefib En el
laser de Femtosegundo, se observa una respuestar,saanque parece existir una
mayor muerte celular, proliferacién celular e in&ition inflamatoria que con el
microqueratomd?®, que podrian ser los causantes de la pérdidadsparencia que se

observa en los bordes del flap y del sindrome T3S

Sin embargo, en la ablacién de superficie, la @mesponde con el desarrollo de una
cicatriz fibrética hipercelular en el area ablaeida, en el estroma mas anterior. Las
células epiteliales son las primeras involucradgekeeparacion corneal tras cirugia de
ablacion de superficie, proliferan y migran desldién®o y la membrana basal epitelial
para alcanzar el cierre epitelial. A su vez enstloma, se produce una apoptosis de
gueratocitos, seguida de una migracion y proliférade los queratocitos circundantes
para repoblar la zona y una diferenciacion de éstasia miofibroblastos. Los
miofibroblastos, se caracterizan en el examen cienostopia confocal, por provocar
una mayor dispersion de la luz tanto por el aumdatreflectividad de su nucleo, como
de su cuerpo celular y sus prolongaciones. Adetaasliminacion de tejido estromal
dafiado y su sustitucion por colageno y matriz egttdar nuevos, da lugar a un tejido
mas denso y desorganizado, que contribuye a digmiautransparencia corneal
causante del haz&® **(Figura 16).

n . 1. La fotoablacion del estroma corneal
Laser excimer anterior altera la integridad corneal
1

2. Apoptosis de los queratocitos del
- estroma ablacionado
4 3  Migracién celular

l-l-l-l-l-l-l-l-l.]-l

3. La migracion de las células epiteliales
foram una monocapa sobre una matrix
de fibronectina

4. Activacion de las celulas madre

<l > 2 <& "5y
limbares

-

S.losq itos activad

S Queratocitos nueva matriz extracelular
/\’-7‘—/ B

Figura 16. Primeros pasos de la cicatrizacion @nas ablacion de superfigifomas-Juan.Journal

of Optometry 2015).
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Estas diferencias en la cicatrizacion del LASIKayablacion de superficie, tienen su
origen en la interaccion entre el epitelio y et@sia. La lesion epitelial, en concreto de
su membrana basal, parece inducir la apoptosisosleglieratocitos, su migracion,
activacion y diferenciacion en miofibroblastdd La lesién epitelial en la ablacién de
superficie es mucho mayor que en el LASIK, quprseuce sélo en los bordes del flap
4> Se ha descrito una mayor aparicién de haze d4ses He femtosegundo cuando se
generan flaps extremadamente finos, debido a laipmad de la membrana basal
epitelial y su posible lesién por la fotodisrupcidmeada por el lasef*’. La
desepitelizacion en si misma, ya produce la apisptesqueratocito®?*#2*debido a

la liberacion de citoquinas por el epitelio dafigaincipalmente interleuquina 1 (IL-1)
y factor de necrosis tumoral alfa (T ?’. Se produce a su vez la proliferacion y
migracion de los queratocitos periféricos y detast posterior hacia el area dafiada
2829.149 con |a aparicién de queratocitos activados ylaslinflamatorias®. El epitelio
lesionado también produce T@Fy factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), que modulan la diferenciacion de estos ajoeitos activados a
miofibroblastos®?** Actualmente se conoce que los miofibroblastosbtémderivan

de precursores de la médula ésea que entran a tlevés vasos del limbo, atraidos por
las citoquinas liberadas tras la lesi6n epitefidl Los miofibroblastos producen
colageno, matriz extracelular, metaloproteinasalggenasas y gelatinasas, que estan
implicados en las dos complicaciones mas imporsadee la cirugia por ablacion de
superficie: la regresién y el hazg?*!%¥%2 Cuyando la membrana basal epitelial se
regenera y recupera su estructura y funcion, secesdlos niveles de T@R PDGF; el
balance TGP/ IL-1 se intercambia y se produce la apoptosikdeniofibroblastos. Se
restaura progresivamente la transparencia cormmegle los queratocitos que entonces

pueblan el estroma anterior producen una matriaesiular normaf’?*

La membrana basal epitelial parece ser el factoddmental que regula la respuesta
celular tras la ablacion de superficie, su lesitadpce la cascada inflamatoria para la
diferenciacion en miofibroblastos y su reparaciiiwjerte esta respues@@’. En el
LASEK a pesar de ser una técnica de ablacién derfitip como la PRK, la reposicion
del flap epitelial podria disminuir la interacci@pitelio-estroma, de hecho se ha
encontrado una menor concentracion de f@Fotras citoquinas en la lagrima en el

postoperatorio temprano en LASEK frente a PRK Al principio se pensé que era
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necesario mantener un epitelio viable, pero se ib@ \que la reepitelizacion en el
LASEK se produce bajo el flap epitelial y que ekiamente mas lent&?*> Este
retraso en el inicio de la reepitelizacion y la mreaconcentracion de citoquinas en la
lagrima, podrian responder al efecto barrera piiddugor el flap epitelial, qgue como
consecuencia reduce la remodelacién estroMalParece por tanto, que no es
imprescindible que el epitelio reposicionado sefhe o esté intacto. Esto lo podemos
observar en la técnica de epi-LASIK, donde la Vidad celular epitelial se conserva
mejor, pero el flap epitelial también es sustitumw un epitelio nuevo y dicho flap no
ha mostrado ventajas con respecto al creado cohdlen el LASEK, sino que incluso
se ha relacionado con mayor dolor postoperafd?ié>®

Existen varios estudios con cérneas animales qogaapla hipotesis de que mantener
el flap epitelial retrasa la interaccion entre pltedio y el estroma, y por tanto la
respuesta estromal cicatricial. Esquenazi ef°aly Laube et al?** describieron una
menor apoptosis de queratocitos y su transformaeromiofibroblastos tras LASEK
comparado con PRK, en cérneas de conejo. Javigr?t encontraron menor depésito
de colageno tipo Il en cérneas de polluelo somast@a LASEK que en las sometidas a
PRK.

Encontramos estudios en cérneas humanas in vitnop @l de Rajan et df*° que crean

un modelo para mantener corneas de bancos de wjasraliciones similares a las
fisiol6gicas y comparan el efecto de diferentesnittrs de cirugia refractiva. Al
comparar la reepitelizacion entre PRK y LASEK, dié&sn un mayor periodo de
latencia, una menor migracion epitelial duranteniama con LASEK. En el estroma
encuentran la misma pérdida de queratocitos, panoun retraso en la repoblacion

gueratocitaria con LASEK.

Gracias al desarrollo de la microscopia confo@fseden realizar estudios en cOrneas
humanas ih vivo”. Vinciguerra et al?®® no encontraron diferencias significativas entre
PRK y LASEK, mientras que Rokita-Wala et al. afimgue el LASEK es una técnica

menos invasiva, con menor aparicién de Haze

Los estudios que comparan los efectos clinicosAfeHK y PRK obtienen resultados

565—267

muy variables. La mayori no encuentran diferencias en cuanto al dolor
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postoperatorio, aunque dos estudios describen méolor tras LASEK?**?%® Enp
cuanto la reepitelizacion, la mayor parte de lasiddgs no parten del mismo area
despitelizada, por lo que sus resultados no sompamhles entre si. Los Unicos estudios
en los que el didmetro de desepitelizacion es ammi para ambas técnicas, no
encuentran diferencias estadisticamente signifiasf’*?®” Ningtin estudio encuentra
mayor incidencia de haze tras LASEK, en inclusauadg describen menor haze.
Tampoco encuentran evidentes diferencias en cuantseguridad, eficacia y
predictibilidad®3*2>42°8

4.3INDICACIONES

El LASEK evita las complicaciones asociadas a &acion de un flap estromal y se
indica principalmente en aquellas situaciones smjiee el LASIK esta contraindicado:
corneas finas, riesgo de traumatismos (deportesotiéacto, policias, militares) y
alteraciones de la superficie ocular como 0jo secasiones corneales recidivantes o
enfermedades de la membrana basal epitéfidf® El LASEK es menos traumatico y
mas coémodo en pacientes que presentan Orbitasndaxfuy una hendidura palpebral
pequefia. También es mas seguro en pacientes merwiosn pacientes muy jovenes,
dado que se puede realizar un retratamiento taaiiondependencia de cuanto tiempo
haya pasado desde la primera intervencion. Se pagli=ar para tratar regresiones
midpicas tras cirugia LASIK complicada, como losujagps del flap o flaps
incompletos®*2. Asimismo se han obtenido buenos resultados emaglmiento de

defectos refractivos residuales tras queratoplastietranté’’.

Numerosos estudios muestran buenos resultadostiedstras LASEK?"12"2 Pero el
hecho de que la predictibilidad disminuya a medijgde aumenta la ametropia trataffa

y que existe mayor incidencia de haze con ablasipnefundag’® habia relegado el
LASEK al tratamiento de miopia baja o moderada.oBtes comenzaron a surgir
estudios, donde se planteaba el uso de MMC intratgréa, para tratar la alta miopia
reduciendo la incidencia de haZé?""y en la actualidad se utiliza de manera habitual

para el tratamiento de cualquier defecto refraativdpico.
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4.4 COMPLICACIONES

Tanto la hipo como la hipercorreccion ocurren dexeéna ocasional tras LASEK. La
hipercorreccion puede ser resultado de una excdssfaidratacion estromal previa a la
aplicacion del laser, que provoca inicialmente oreyor ablacién estrom@*>?®® La
hipermetropizacion que se hallaba al comienzo dédaica y que podia durar hasta 6

meseg 278

actualmente apenas aparece debido al desareoiiaal/os laseres excimer
asi como su aplicacion sobre zonas Opticas y dsitian mayores, lo cual reduce

también la incidencia de deslumbramiento y halasutnos™?

La queratitis bacteriana es un riesgo potenciatjqudarmente antes del cierre epitelial.
Su incidencia es baja, pero supone una gran ameasada visiort °. Generalmente es
causada por Gram positivos, y en menor medida Gragativos, incluso se aislado
gérmenes comblycobacterium Chelona®®. Por ello se aconseja suspender el porte de
lentes de contacto entre una y tres semanas aetés idtervencion y se realiza un
tratamiento intensivo de la blefaritis. El riesgo queratitis puede prolongarse durante
los primeros meses tras la intervencién por lagireia de pequefios defectos epiteliales
que se detectan con ldmpara de hendidura. La dgiseegtéril con la aparicion de
depdsitos subepiteliales es otra complicacion quéha asociado al uso topico de

AINES en el postoperatorfs™

El ojo seco ocurre generalmente tras cirugia refi@@n pacientes predispuestos con
alteraciones en la lagrima preexistentes. Los fastode riesgo son mujeres
postmenopausicas, la presencia de una enfermedaitiraune, fundamentalmente el

Sindrome de Sjoégren y determinada medicacién sistéffi. Se conoce que tras

ablacién de superficie existe menor riesgo de dalar ojo seco, asi que si existe
alguna duda sobre la calidad de la lagrima delepéej el tratamiento refractivo de

eleccién debe ser PRK o LASE®.

Una minoria de pacientes desarrolla erosiones ammeecidivantes, generalmente
fuera de la zona tratada. Debido a que el lasdruyeslos nervios del plexo nervioso

sub-basal y del estroma anterior y que los quegeneran puede tener una morfologia
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diferente e hipersensibilidad, algunos pacientesipn tener dolor hasta un afio después

de la cirugig*.

El riesgo de ectasia corneal tras ablacion de fiaigees menor que tras LASIK, de
hecho se han descrito escasos casos y sOlo emigaceon un queratocono frustre
preexistente o con antecedentes familiares de tpeerso, pero no en pacientes con

cérneas sana&>284

Por dltimo, aunque se comentara en detalle masarstdelel haze era un problema
significativo en cualquier cirugia de ablacion deesficie que se ha reducido con la

aplicacion de nuevos protocolos de laser y MG

5. MITOMICINA C

5.1QUE ES

La MMC es un antibiético genotdxico que por su @acalquilante, una vez activado en
las células impide la sintesis de ADN y secundagigmla mitosis celul&®?®’ Es un
potente agente antineoplasico que inhibe a largwopk proliferacion de fibroblastos y
la sintesis de colagerfd’. Fue aislado por primera vez en cultivos de Stregtes
caespitosus en 1956° Ha sido ampliamente utilizada como agente quienégtico
sistémico, dado que ejerce su maximo efecto afifgnativo sobre las células con
mayor actividad mit6ticd®*?%9 Se administra por via intramuscular y es metahdi
por el higado. Su uso sistémico provoca mielosigoawarcada y puede causar dafio

renal y fibrosis pulmon&™.

5.2USOS EN OFTALMOLOGIA

En oftalmologia, la MMC ha sido utilizada por sutivadad antimitética, para el

tratamiento de diversas patologias. Su uso topiddeaentes concentraciones, se ha
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aplicado de forma satisfactoria para reducir lamemcia del pterigiof®*2%2

aunque se
han encontrado complicaciones de su uso repetids tomo edema y perforacion
corneal, uveitis anterior, glaucoma y catarata®®* Se ha empleado de forma

,296 y glaucoma297,298

intraoperatoria en la cirugia de pterigi® para disminuir la
cicatrizacion al reducir la proliferacion fibroblis, secundariamente la recidiva del
pterigion o el fracaso de la ampolla de filtracfi A pesar de encontrar escasas
complicaciones asociadd¥, se han observado casos de adelgazamiento cosolenad
con riesgo de perforacién tras cirugia de pterigi®ny también la formacién de
ampollas avasculares con riesgo de filtracion eckibn, asi como casos de
descompensacién corneal tras su aplicacién enfairfiirante 3°*3% Para evitar el
desarrollo de estas complicaciones, se ha red@tidtempo de aplicacion asi como la
concentracién y se aconseja cubrir la esclera etpumn conjuntivd’. También se
administra de manera topica para el tratamientasiaeoplasias de la superficie ocular
304310 mostrandose muy efectiva y bien tolerada, siemds principales efectos
adversos la alergia y la estenosis del punto ladyisin haberse descrito importantes

complicaciones™,

Por ultimo, su capacidad para reducir la prolifénacelular y la cicatrizacién corneal
condujeron a su aplicacién en cirugia refractivaapdisminuir el haze*>. Se ha

utilizado para prevenir la aparicion de haze etraghmiento primario de ablacion de

superficie 2>%7"313319 nara tratar el haze preexistente asociado a afragjias

§20—323

refractivas previa y para el tratamiento de defectos refractivosdiedes en el

LASIK 32432%y sus complicaciones (flaps incompletos o agujeros! lenticulof?’ 3%

—334 8,335,336

la queratoplastia penetraritt y la queratotomia radi&

5.3HAZE

5.3.1. FISIOPATOLOGIA

El haze se define como una pérdida de la transpiarearneal tras una agresion (como
puede ser la cirugia refractiva corneal) producma la cicatrizacion estromal.

Inicialmente se produce una apoptosis de querassCit seguida de una migracién y
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proliferacion de los queratocitos circundaft®sEn respuesta a citoquinas epiteliales,
fundamentalmente T@#-algunos queratocitos se diferencian en miofilastols. Estas
células son la base del haze, no soélo por el awrdmia reflectividad de su nucleo,
sino también su cuerpo celular y procesos dendsitigrovoca una mayor dispersion de
la luz >>2%8719 Adicionalmente, los miofibroblastos participaniamemodelacion de la
matriz extracelular. El estroma eliminado por lé&aeidn es sustituido por una matriz
densa y desorganizada con abundante colagendliipoe contribuye a la disminucion

de transparencia cornéal

El haze se clasifica segun el grado de opacidateabt":
» Grado 0: cOrnea transparente.
» Grado 0,5: opacidad corneal dificilmente visible con biomggopia.
* Grado 1: opacidad subepitelial reticular que no afecta &isgdn pero se ve
facilmente con lampara de hendidura.
» Grado 2: opacidades corneales que impiden ver los defaliiésnos.
* Grado 3: opacidades confluentes que disminuyen la agudsaaly

* Grado 4: opacidades densas que impiden el examen de |laaamizrior.

La mayoria de los pacientes intervenidos con altade superficie desarrollan haze de
bajo grado (0,5-1) dentro del proceso de cicatifranormal. Escasos casos tienen un
haze més severo con pérdida de agudeza ViSu&ll haze aparece semanas después de
la intervencién, alcanzando su maximo a los tresemg reduciéndose posteriormente
de forma espontanéd®*3*3%° Existen casos de haze tardio mas alla de loss@sieas

la cirugia y se relacionan con la regresion reifradf’ =43

Se desconoce la etiologia del haze, aunque se dwads a la exposicion a luz
ultravioleta®* la queratoconjuntivitis viricX>, los traumatismos , el embaraZ8y el
lupus eritematoso sistémidd. El factor mas claramente asociado, es la protlattie
ablacion?’***® Pero deben existir otros factores individualexa@genos, que expliquen
las diferentes respuestas entre pacientes quevéntdos del mismo modd**>*°
Algunos autores postulan que factores genéticanpcalteraciones hereditarias de la

membrana basal epitelial, podrian tener un papdksarrollo del haze en algunos casos
351
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5.3.2. PROFILAXIS Y TRATAMIENTO

Para modular la respuesta cicatricial y la apamidi®l haze, se han utilizado los
corticoides tépicos con resultados muy variab1és>’ También se ha intentado reducir
la incidencia de haze con membrana amniSfit®® suplementos vitaminicda®3¢%-3¢!

y anticuerpos anti-TGE>3% sin establecer claramente su eficacia.

La mitomicina C se comenz6 a usar en 1991 en amgjfactiva con laser excimer por
Talamo y colaboradore$®. En su estudio, observaron que las cérneas dgocqne
recibian MMC topica durante dos semanas en el pesitorio de la cirugia,
presentaban un menor depdésito subepitelial quedasatadas. Igualmente, Schipper y
colaboradores, observaron una reduccion en losatpo#os y el tejido cicatricial en
conejos tratados con PRK y MMC intraoperatoria,@ durante 5 minutos (mif)*
Majmudar y colaboradores, describieron la primeréesde ojos humanos que recibian
MMC para tratar cicatrices corneales secundariasrugia refractiva (queratotomia
radial y PRK). Publicaron una mayor transparenora&al con una Unica aplicacién de
MMC al 0,02% durante 2 min y postularon que el efemtiproliferativo de la MMC
sobre los queratocitos activados podria prevendteplsito anormal de colageno y la
formacion de hazé®. En su estudio, Carones y colaboraddt@s observaron una
menor tasa de haze en pacientes tratados con LAQEKC intraoperatoria al 0,02%,
comparado con el grupo en el que no se aplicO MDEsde entonces se ha extendido
Su uso y se aplica de manera profilactica paraepievel haze tras ablacion de

superficie con buenos resultadfs

5.4EFECTOS DE LA MMC SOBRE LA CORNEA

La MMC se ha convertido de utilidad en cirugia d#aeidon de superficie por su
capacidad de interferir en el proceso de cicatibra@stromal. Se aplica sobre el
estroma desepitelizado tras realizar la ablaciam léser excimer. Se han estudiado

ampliamente los efectos histopatologicos de la MM6tudios animales demuestran
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gue inmediatamente tras aplicarlo en el estromacairiado se observa una mayor tasa
de apoptosis de queratocitos, seguida a las veatt@ horas por una menor repoblacion
queratocitaria®®. Tras cuatro semanas, existe una menor densidapietatocitos y
miofibroblastos, con una reduccion en el depdsdocdlageno y matriz extracelular
321,367.368 Como resultado disminuye la pérdida de transpéemorneal tras ablacién de

superficie®®9—3"2

Ademas del efecto antiproliferativo que ya hemomeamado, la MMC presenta un
efecto citotoxico que explica la mayor tasa de &gmp de queratocitos hallada en
modelos animales tras su aplicacféh No obstante, la MMC impresiona de ser més
eficaz para prevenir el haze que para tratdff¢’> debido a que su capacidad
antimitética parece ser mayor que su efecto citotdgobre los miofibroblastdé. De
hecho, la concentracion para alcanzar el efectprafiterativo de la MMC es menor,

que la necesaria para provocar citotoxicitfad

Se ha intentado determinar cuales son los mecasign®activa la aplicacion de MMC

a nivel celular. Se ha observado una detencionlesicl® celular, induccién a la
apoptosis y lisis celulaf’’ ! Se desconoce cémo las células reparan los dafios
inducidos por la MMC y la duracion de los mismostugdios realizados sobre cultivos
de fibroblastos asi como la aparicion de haze damligieren que el efecto tras una
Unica exposicion no es permanente y que las cétjuasno se ven afectadas por la

MMC suplen a las afectadds 341382

Con todo, no estan exactamente esclarecidos loanisewos por los que la MMC actia

sobre la cornea.

5.5D0SIS Y TIEMPO DE APLICACION

Inicialmente se aplicaba MMC a una dosis de 0,02% e dos min sobre el estroma
ablacionadd?®®. Posteriormente la tendencia ha sido intentaraietudosis y el tiempo

de aplicacion, y dilucidar si son también efectiyasa prevenir la aparicion de haze
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313317,321,372.376.383-38% 35andose en que el efecto de la MMC es dosiemnypo
dependienté®

Estudios animales sobre los efectos de la MMC @cidm de la dosis y tiempo de
aplicacién, como el de Netto y colaboradores, dmran que dosis menores (0,002%) y
tiempos de aplicacion mas cortos (12 seq), tiehemsmo efecto en la prevencion del
haze3*. También se ha encontrado una relacién directamertporcional entre la
apoptosis de los queratocitos, la concentracion tfempo de administracion de la
MMC, siendo mas fuerte con la concentraci8h En cérneas humanas, Rajan y
colaboradores, confirmaron que a mayor tiempo g®sgion mayor era la reduccién

en el nimero de queratocitté

De entre los estudios clinicos en los que se hdouSBMC a dosis menores de 0,02%,
Camellin obtuvo una menor incidencia de haze aplioauna “pincelada” de MMC al
0,01% tras LASEK comparado con control&s Thornton y colaboradores, encontraron
una reduccion significativa de haze en paciente®dos con MMC al 0,002% tras
LASEK comparado con controles sin MME'". Posteriormente los mismos autores
hicieron una revision retrospectiva de ojos tratkadon MMC al 0,02% y 0,002%,
hallando menor haze en el grupo de 0,02%; sobre émdalta miopia y ablaciones
profundas, e incluso reportan casos de haze meysen el grupo que recibio MMC al
0,002%°%°. Hofmeister no encontré una disminucién de ladentia de haze utilizando

una dosis de MMC al 0,01% en diferentes tiemposapléeacion %’

|388

, Sin embargo
Razmjoo et al”™" recomiendan dosis de 0,01% al no hallar difereneracuanto al haze
comparado con la dosis de 0,02%. Es por ello qdedes de 0,02% de MMC parece la
opcion mas efectiva para la alta miopia o ablag@refundas, pero mas estudios son
necesarios para establecer la eficacia de conceries menores en la miopia
moderada®®°>%* A pesar de estos estudios con menores concenmtescila dosis

habitualmente utilizada es 0,02987277315

En cuanto al tiempo de aplicacion, teniendo confereacia el estudio de Netto y
colaboradoreé?! y debido a la ausencia de evidencia que estableaiasis 6ptima, la
tendencia es a reducir la exposicion para redusiipbsibles efectos secundarios de la
MMC 3% E| farmaco es aplicado habitualmente entre 12yseg minuto segun la

profundidad de ablaciéf’’>**3132 Aunque segln los resultados aportados por los
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trabajos de Song y colaboradores, los cambios sengbo de exposicion tienen menos
impacto en la absorcion de la MMC por la cornedhuenor acuoso, que cambios en su

concentracion®®3%?

El factor de riesgo mas claramente relacionado ebrdesarrollo de haze es la
profundidad de ablaci6fi*3*® No existe consenso en cuanto a la profundidaairir p
de la que debe utilizarse MMC de manera profilagtidado que se desconoce la
ablacién exacta por debajo de la cual no exissgoiele hazg'*31>321:392

En cuanto al tratamiento del haze previo, la MM@skca en igual concentracion pero
durante un tiempo mas prolongado, generalmentemiospara alcanzar asi su efecto

citotéxico sobre los miofibroblastos ya existerit@g?4323

5.6 EFECTOS ADVERSOS DE LA MMC EN LA CORNEA

Las complicaciones de la MMC halladas en cirugigldecoma y pterigigR>*=0302

no han sido descritas asociadas a cirugia refeactivneal. Quiza esto se deba a que los
tejidos sobre los que actia la MMC en el pterigiéel glaucoma estan profusamente
vascularizados. La MMC podria lesionar el endotefascular, producir un efecto
isquémico sobre el tejidd* y subsidiariamente la necrosis del misthib En cambio,

en cirugia refractiva, la MMC se aplica sobre lanea avascular, afectando por
citotoxicidad directa a los principales tipos catek corneales: las células epiteliales,
los queratocitos y las células endoteliales. Deldidque la MMC afecta en mayor
medida a las células con mayor actividad mitéti€ael epitelio y los queratocitos,

serfan tedricamente las estipes celulares masdéepor la exposicion a la MME,

5.6.1. EPITELIO

Los trabajos que estudian el efecto de la MMC sarepitelio corneal publican

resultados variables.
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En cuanto a la reepitelizacién, en modelos anim&@besng y colaboradore¥”,
estudiaron el efecto de distintas concentraciomeMMC (0,01% y 0,02%) aplicada
durante 2 min en cérneas de conejo. Encontraromeapitelizacion retrasada dosis
dependiente en los ojos tratados con MMC comparegiogontroles. No obstante, esta
diferencia no fue hallada en el estudio tambiéncémeas de conejo de Lai y
colaboradored®”. En corneas humanas in vitro, Rajan et’dlencontraron retraso en el
inicio de la reepitelizacion dependiente del tierdpaaplicacion de la MMC comparado
con controles. Una vez que se iniciaba la mismdaasa de migracion celular y la
reepitelizacion completa sélo se veia retrasadal ggrupo al que se le aplic6 MMC
durante dos min, pero no en el que solamente set&benun minuto de exposicion. Asi
mismo, el grosor y la morfologia epitelial al mearesimilares entre el grupo control y
el tratado con un minuto de MMC; no asi, en el grgpn 2 min de aplicacion de

MMC, en el que el epitelio era significativamentéswelgado y peor diferenciado.

Aunque los estudios publicados sobre corneas husrianaivo” , no especificamente
disefiados para estudiar el efecto de la MMC sobepieelio, sugieren una falta de
toxicidad epitelial clinicamente significativa dste farmacd’>277313:323:38ayiste un
caso publicado de queratitis punctata persisteaseel uso intraoperatorio de MMC al
0,02% durante 2 mif°. Considerando que el tiempo de exposicién de laQvidele
ser actualmente mas corto, éste podria ser el sngtor el que no se observan
complicaciones de este tigd’3*331>3%>372 A pesar de la aparente falta de toxicidad
epitelial de la MMC, no encontramos estudios ctimiprospectivos comparativos que
determinen realmente el efecto de la MMC en elreiagudo de la Ulcera quirargica
tras LASEK.

Existe otro aspecto de la posible toxicidad de M®/sobre el epitelio que no ha sido
estudiado en profundidad: el efecto de este farneacel desarrollo de hiperplasia
epitelial postoperatoria. Se conoce que tras lacain estromal, el epitelio reacciona
con un hipertrofia de las células de la capa basal ésta no es suficiente para
conseguir una superficie corneal lisa, el epitaliesarrolla una hiperplasia para
compensar la posible irregularidad del estromaydsieésta la causa mas probable del
engrosamiento corneal observado en el postoperatottt #1437 se cree que la
hiperplasia es mas acusada cuando se tratan zptieas@equefas o en las ablaciones

profundas, debido a que existe un marcado cambgudeatura en los bordes del area
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de ablacion®**%%%%? Como el epitelio parece tener un importante paelpoder
diéptrico corneal total, se cree que la hiperplagigelial es una de las posibles causas
de regresion refractiva tras ablacion de superfitié®® Sin embargo, también se ha

87,397,401

descrito la existencia de un engrosamiento estrpustbperatori relacionado

ﬁ7'401

con la regresio e incluso algunos autores comentan que el efestdbimado del

recrecimiento tanto del epitelio como del estrorsaresponsable del engrosamiento

P97,400—402
1

corneal tota y en algunos casos se correlaciona fuertememtdacegresion

mi6pica’*®.

Gracias al desarrollo de nuevas tecnologias con@Gal de segmento anterior y la
microscopia confocal, podemos monitorizar los casbacontecidos en el grosor
epitelial y estromal tras la cirugia refractiVd*>*° Si el epitelio tuviese un patrén de
respuesta predecible tras cirugia, su conocimieotiria ayudar a la mejoria en la
precisién de sus resultadd% sobre todo para altos grados de midffaDe hecho,
Huang y colaboradores elaboraron un modelo matemdé los cambios en el epitelio
corneal tras la ablacidn refractiva, que explicaparicion de regresion y aberraciones.
Y proponen tenerlo en cuenta para desarrollar pasrole ablacion que compensen los
cambios en el epitelio para conseguir mejores tados visuales™

Para analizar el efecto de la MMC sobre el gropdekal corneal, debemos conocer el
efecto de la propia cirugia de ablacion de superfobre el mismo. En cuanto a los
estudio en cérneas animales publicados a estectesp®hmann y colaboradoré¥’
hallaron un engrosamiento epitelial significativo &rneas de conejo en la zona de
ablacion a las 3 semanas que contribuia a la 1égresidpica, siendo ésta mayor a
mayor grado de ametropia a tratar. Estos resultegiosiden con los publicados por
Beuerman y colaboradores, que encontraron un eagiesto epitelial en corneas de
primates en el area central de ablacién, siendmmay el grupo que mas dioptrias de
miopia fueron corregid€8*. Sin embargo, otro estudio no encontré hiperplegitelial
significativa tras PRK en coOrneas de conejo, sinoeagrosamiento estromal que
justificaria el incremento del grosor corneal erpestoperatoric®. Aunque entre los
estudios en corneas humanas existen inconsistercialds resultados del grosor
epitelial tras PRK (sin MMC), la mayoria encuentnam epitelio inicialmente mas
delgado, que posteriormente aumenta de gf§sdr1®397:40040, an 3lgunos casos se

mantiene significativamente mas grueso afios desfuisintervencion®’ 0040
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Entre los estudios que analizan el posible efeetla dMMC sobre a hiperplasia epitelial
tras ablacion de superficie, existe un trabajazadb por Xu et al. en corneas de conejo
en el que no encuentran diferencias en la evolugastoperatoria del grosor epitelial
evaluado histol6gicamente asociadas al uso de MMX02% durante 5 min tras PRK
371 Rajan y colaboradore¥? en bancos de cérneas humanas mantefiidastro”
encontraron un grosor epitelial disminuido a laerhanas con la aplicacion de MMC a
0,2ug/ml (microgramos / mililitro) durante 2 minp $ncontrarlo en el grupo que se
aplico durante 1 minuto, sugiriendo que la MMC paditerar la capacidad del epitelio
de producir la hiperplasia. Chen y colaboradot®sestudiaron con confocal los
cambios epiteliales tras EpiLASIK, y compraron lesultados entre un grupo que
recibio MMC al 0,02% durante 30-40 seg Yy un grapotrol sin MMC. Observaron un
mayor dafio en los flaps epiteliales asociado aldes®MC, encontrando un menor

namero de células basales y apicales morfol6gictmarmales.

El Unico trabajo que encontramos publicado de @&rmimanasifi vivo” en el que
estudian el grosor epitelial con OCT tras PRK cav®lal 0,02% durante dos min, es
el de Kaluzny y colaboradoré¥®. En él comparan el grosor epitelial entre dositésn
de ablacion de superficie: PRK con despitelizacaom alcohol al 20% y PRK
transepitelial utilizando en ambos grupos MMC (gimgrupo control en el que no se
apligue MMC); sin encontrar diferencias entre amidasscriben un engrosamiento
epitelial moderado en el postoperatorio, siendoiméxal cuarto dia (casi 10 micras
mas grueso) que disminuye progresivamente hastaeqagararse con los valores
preoperatorios a los 3 meses. No hemos encontrexgim otro estudio del grosor
epitelial con OCT tras ablacion de superficie corM® a la dosis y tiempo
habitualmente aplicados y con un seguimiento mdgad3 meses, lo cual podria ayudar
a definir si la MMC interfiere en el patron nornd® hiperplasia epitelial corneal tras

ablacion de superficie, signo de su posible torididpitelial.

1
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5.6.2. ESTROMA

Los queratocitos son la principal diana celulalad®lMC para conseguir su efecto anti-
haze. La aplicacion de este farmaco produce, comosg ha comentado con
anterioridad, una mayor apoptosis de los mismok,casio una inhibicion en su
proliferacién, activacion y diferenciaciéon en mimbblastos3*3¢7="1407 E| efecto
antimitotico de la MMC, ha hecho que se tema deptissbles efectos a largo plazo que
podria tener la deplecion de la poblacién querttoai y si ésta podria suponer un

problema para la estabilidad corneal futiir&2%%31:4%8

Sin embargo, antes de valorar el efecto de la Mbl2esla poblacién estromal, hay que
tener en cuenta el efecto a largo plazo de la @raplaciéon laser en dicha poblacion
que es también tema de controversia. Rajan et*alestudiando cérneas humanas
mantenidasin vitro” , describen una deplecion de queratocitos en lagepas semanas
tras cirugia de superficie, con una repoblaciorrajoeitaria progresiva, de manera que
a las 4 semanas se ha recuperado practicamentdoelpreoperatorio y en algunos
casos llega a superarlo. Sin embargo, los estagiognicroscopia confocal en cérneas
humanas‘in vivo” encuentran resultados contradictorios en la dedsipleratocitaria
del estroma anterior. Mientras que algunos estudiescriben una deplecién de
queratocitos, incluso a los 5 afios tras ablaciésugerficie sin MMC11**1> otros no
encuentran ese descenSé e incluso algunos reportan un aumento en la dadsid
queratocitaria®®®’**® Los resultados hallados en el estroma postesioson mas

congruentes, sin encontrar modificaciones en ssgidad en ninguna de las revisiones
87,151,153

Los escasos estudios que analizan el efecto detl@iddMC intraoperatoria sobre los
queratocitos, también muestran datos muy heterogéubre la densidad queratocitaria
en el estroma anterior a largo plazo. Los estuelips6rneas animales, muestran por lo
general, una deplecidn queratocitaria dosis y tedgpendiente, incluso 6 meses tras la
intervencién con MMC como coadyuvante=%?3"! E| estudio de Rajan et &’ en
corneas humanasn vitro” compard el efecto sobre la poblacion queratoeitde
aplicar MMC al 0,02% durante 1 y 2 min frente a gnupo control. Hall6 una

disminucidn inicial de queratocitos en el estromteor similar en los 3 grupos, pero
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la repoblacion queratocitaria se encontraba rateasa los grupos en los que se utilizd
MMC, siendo mayor a mayor tiempo de exposicion,ucezhdo la densidad
queratocitaria a las 4 semanas en los grupos corC Mignte al control. Existe un
trabajo de cérneas humarfasvivo” con microscopia confocal que estudia la densidad
gueratocitaria a largo plazo tras la aplicaciomdéC al 0,02% durante 2 min realizado
por Gambato et af’>. En él describen una deplecion inicial de queratsclel estroma
anterior seguida de una progresiva repoblacién, wonncremento de la poblacion
queratocitaria y la aparicion de queratocitos aclps. A los 6-12 meses tras PRK con
MMC sugieren que existe una tendencia a la norectn de la densidad
queratocitaria pero no aportan datos numéricos terssrito. Los queratocitos del
estroma profundo permanecen quiescentes sin camabies densidad, al igual que en
el trabajo de Rajan et &2 lo cual parece indicar que ni la MMC, ni la p@pblacién

(como se ha comentado anteriormente) afectancapss estromales profundas.

5.6.3. ENDOTELIO

El endotelio, aunque se conoce que mantiene ategacidad proliferativa®™, es la

estirpe celular corneal con menor actividad migigor tanto menos susceptible de la
posible toxicidad de la MME&****1% Sin embargo, es importante estudiar la potencial
citotoxicidad de la MMC sobre el endotelio, porgeigss consecuencias podrian ser

devastadoras para la visiofl.

Torres y Song detectaron la presencia de MMC ednaara anterior tras su aplicacion
topica sobre la cérnea en modelos animai&d’*! Lo cual sugiere que el farmaco
entra en contacto con el estroma profundo y el tetidpplanteando la cuestion de una
posible toxicidad endotelial de la MMC. Se ha detna@® que la exposicion directa a la
MMC a las concentraciones utilizadas sobre la digperocular, llevaria a una rapida
lesi6bn endotelial**?*** Afortunadamente, salvo la entrada inadvertidaMMC a
camara anterior en casos de cirugia filtrante deagima, la MMC a esa concentracion
no llega aponerse en contacto con el endotelio. doentraciones detectadas en
camara anterior tras la aplicacion de MMC sobredanea desepitelizada son mucho

menores?6-391411
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Los estudios que analizan el efecto de la MMC stebdensidad endotelial son escasos
y con resultados variables. Gambato y colaboradaresencontraron alteraciones
morfolégicas en el endotelio en el grupo tratado C al 0,02%"°. Chan estudi6 el
efecto de la MMC al 0,01% y 0,02% durante dos miirc@&neas de conejo. Descubrio
un edema corneal transitorio dosis dependiente § matuccion de la densidad
endotelial®**® Hay que tener en cuenta que el endotelio en méjooes diferente al

19 siendo por tanto mas

humano, puesto que mantiene una continua capacidatica
susceptible al efecto de la MMC. McDermott analaefectos de la aplicacion directa
de solucion salina balanceada (BSS) y diferentasariraciones de MMC en corneas
humanas de donantéd’ Mientras que el BSS y 20 pg/ml de MMC tenian una
respuesta similar, 200 pg/ml de MMC producian irtgpdes cambios endoteliales. Se
ha observado que la aplicacién puntual de MMC dd€deig/ml a 100 pug/ml sobre
células fibroblasticas y endoteliales cultivadaspnoducia ninguna toxicidad, pero si
aparecia cuando se mantenia la exposicién de marérarolongad&'®. Por tanto el
efecto en el endotelio humano de la MMC tambiédasss y tiempo-dependiente. Las
concentraciones de MMC detectadas en humor actasasu aplicacion en ablacién de
superficie son mucho menor&8**%1 |0 que sugiere que no alcanzan niveles toxicos
para el endotelio corneal. Aunque se han detedatios persistentes en el ADN de las
células endoteliales de corneas de cabra sometidagas concentraciones de MMC,
gue hacen temer sobre las consecuencias a largo g& uso de la MMC sobre el

endotelio cornedl*®4’

Los efectos a largo plazo de estos cambios en a®rmemanasifi vivo” son todavia
tema de controversia. Existen 2 trabajos que ewidenun descenso endotelial
asociado al uso de MM&E®*° pero otros no reportan ningtin campig®!3:33°420-424
No se han descrito casos de edema corneal tragptsieion a la dosis habitual de
MMC intraoperatoria en ablacién de superfitiz®®® Aunque si hay un caso de edema
corneal tras la aplicacion de MMC en cirugia rdfv@cocurrié en un paciente tras su

aplicacion tépica y repetida postoperatdfa

1
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La posible toxicidad de la MMC en los procedimientte cirugia refractiva corneal

sobre sus principales estirpes celulares es dergi@rancia.

Como hemos podido comprobar, no encontramos estymtmspectivos comparativos
que determinen realmente el efecto de la MMC eme&pitelizacion corneal tras
LASEK. Tampoco hemos encontrado estudios de lasafea largo plazo de la MMC
sobre el patron de grosor epitelial a la dosis thabthente aplicada. Ambas cosas
podrian ayudar a definir si la MMC interfiere en ghtron normal de cierre y
crecimiento epitelial corneal tras ablacion de siigie, signos de su posible toxicidad

epitelial.

No encontramos en la literatura trabajos que estudl efecto de la MMC sobre el
engrosamiento corneal total tras ablacion de siggerconsiderando este una medida
indirecta de la hiperplasia epitelial o el recréemio estromal descritos tras cirugia de

superficie.

En cuanto a los queratocitos del estroma, no hemnosntrado estudios que aporten
evidencia sobre el efecto a largo plazo de la MM{icada intraoperatoriamente sobre
la poblacién queratocitaria, ni el limite por debdgl cual una reduccién en el numero
de los queratocitos supone realmente un riesgo laarastabilidad arquitectdnica
corneal. La pregunta si el efecto de la MMC solrpdblacion estromal podria facilitar
el desarrollo de ectasia o0 melting corneal trasacfh de superficie, no se ha

respondido adn.

Asi mismo, apoyandonos en la literatura existentepodemos determinar si existe
realmente un efecto toxico de la MMC sobre el esldotorneal cuando se utilizada a
las dosis y tiempo de aplicacion habitualmente eagms en cirugia refractiva de

ablacion de superficie.

Por todo lo referido anteriormente, y ante la adiserde evidencia cientifica,
consideramos de gran interés estudiar los efeeda MMC sobre la biologia celular
corneal (epitelio, estroma y endotelio), dadadadendencia que los resultados podrian
tener en la préactica clinica habitual de la cirugfeactiva por ablacién de superficie.
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El uso de mitomicina C como coadyuvante de la caugfractiva tipo

Queratectomia Subepitelial Asistida mediante L&ermer es seguro

para la biologia celular corneal
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Los objetivos de la presente tesis son:

1. Estudiar el efecto del uso de MMC intraoperatoniacegugia LASEK

para corregir miopia sobre la reepitelizacion cakne

2. Estudiar el efecto del uso de MMC intraoperatonaceugia LASEK
para corregir miopia sobre el patrén de grosorekglitcorneal a 6

meses de la cirugia.

3. Estudiar el efecto del uso de MMC intraoperatonacgugia LASEK
para corregir miopia sobre el grosor corneal tateé8 meses de la

cirugia.

4. Estudiar el efecto a medio, corto y largo plazo deb de MMC
intraoperatoria en cirugia LASEK para corregir nigopsobre la

densidad queratocitaria corneal.

5. Estudiar el efecto del uso de MMC intraoperatonacgugia LASEK

para corregir miopia sobre el endotelio corneah@8es de la cirugia
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1. POBLACION MUESTRAL

1.1AMBITO

Los pacientes incluidos en los diferentes estudessta tesis doctoral corresponden a

pacientes intervenidos en la clinica Vissum Madrid.

1.2 CRITERIOS DE EXCLUSION GENERALES

En todos los estudios se excluyeron todos aquplogentes con refraccion inestable,
sospecha de queratocono, cirugia ocular previaudiaer tipo, enfermedad ocular o
enfermedad sistémica que pudiera interferir enretgso de cicatrizacion como la

diabetes o trastornos del tejido conectivo.

Todos los pacientes incluidos fueron informados lalenaturaleza del estudio y

participaron voluntariamente en ellos tras firmarcconsentimiento informado.

El estudio obtuvo la aprobacién del Comité Eticdrdestigacion Clinica de referencia

(Hospital Universitario de la Princesa. Madrid, &Sa).

1.3CONTROLES SANOS

El grupo control lo han formado pacientes jévenasos, hombres y mujeres no
intervenidos de ninguna cirugia ocular, que acodiea realizarse revisiones
oftalmolégicas en la clinica Vissum Madrid y no rue diagnosticados de ninguna

patologia.
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2. EXAMEN PREOPERATORIO

Todos los pacientes fueron sometidos a un exantaelmalégico completo antes de ser
admitidos para cirugia. La exploracion incluia egistro de la agudeza visual sin
correccion (AVsc) y la agudeza visual con correcdi@Vcc) (utilizando los optotipos
de Snellen, Nidek autochart projector CP 670, Nidgéamagori, Japon) tanto con la
refraccibon manifiesta como con la ciclopléjica. Sealiz6 una exploracion
biomicroscopica en lampara de hendidura, toma derésion intraocular (CT-80,
Topcon, Tokio, Japon), medicion del grosor corraaitral (GCC) con paquimetria
ultrasénica (DGH 5100 contact pachymeter, DGH Teldgy Inc, Exton, PA;
OcuScan RXP, Alcon Laboratories, Inc. Fort WortlX), Tqueratometria y topografia
corneal (Dicon CT200, Vismed Inc., San Diego, CaliSO Costruzione Strumenti
Oftalmici, Italia), medicion del diametro pupilam eondiciones mesépicas (pupilometro

Colvard, Oasis, Glendora, Calif) y valoracion fusdapica.

3. TECNICA QUIRURGICA

Todas las cirugias fueron realizadas por el misingacio (MAT).

La cirugia se realiza con anestesia tépica (lid@aPo). Se desinfecta el ojo y la piel
con povidona yodada y se colocan un pafio quirrestéril y un blefarostato rigido. Se
coloca un marcador semi-cortante de 7mm (ASICO, tivast, IL) en la cérnea

centrado en la pupila. Se instila una soluciontdea al 20% diluido en BSS dentro del
marcador y se deja actuar durante 40 segquura 17). Se retira utilizando una
hemosteta que absorba la mayor parte del alcohsé yava posteriormente con

abundante BSS tras quitar el marcador.

Con una hemosteta seca se delimitan los bordedazgmr el marcadafFigura 18)y

con una cuchilla tipo crescent (Alcon Surgical,a@do, FL) se levanta el flap epitelial,
dejandolo unido a las 12horasgura 19). El lecho estromal se seca con una hemosteta
y se centra el marcador de rastreo ocular en ldgplya ablacion se realiza con el laser
excimer Technolas 217C (Bausch & Lomb Surgical r&teont, CA) utilizando el
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nomograma para PRK. En aquéllos pacientes en leseutiliza MMC, se realiza un
ajuste para evitar la hipercorreccion, restandd@¥ al defecto esférico programado.
La zona optica fue de 6 mm en todos los casos, wwn zona de transicion
automaticamente determinada por el laser. Unainalizada la ablacion, en aquellos
estudios en los que se utiliza MMC (indicado enacadbapartado), se aplica ésta
diluida al 0,02% sobre el lecho estromal (durahtgeenpo indicado asimismo en cada
subapartado), siendo muy cuidadoso de que no gotdéep epitelial ni al limbo
(Figura 20).

La dilucion de MMC se preparoé de la siguiente mangse afiaden 10 ml de BSS a 5 mg
(miligramos) de MMC, para obtener una dilucion dé®! al 0,5 mg/ml. De esta
solucion, se cogen 0,8 ml y se les afiade 1,2 nBSI8, para obtener asi 2 ml que
contienen 0,4 mg de MMC, es decir, una concentnad&MMC de 0,2 mg/ml (0,02%).

Tras esto (0 una vez finalizada la ablacion si@@pica MMC) el lecho estromal se
lava con BSSFigura 21) y con la misma canula de irrigacion se recolocdlagl
epitelial de forma que cubra el area ablacioriadaura 22) . Finalmente, se coloca con
cuidado una lente de contacto terapéutica (Acuyabnson & Johnson Vision Care
Inc., Jacksonville, FL)YFigura 23), se aplican gotas de antibiético (ciprofloxacino
3mg/ml) y de antiinflamatorio no esteroideo (ketaco trometamol 5mg/ml) y se

retiran el blefarostato y el pafio quirdrgico.

La medicacion postoperatoria consiste en gotastlei@tico (ciprofloxacino 3mg/ml)

y de corticoide (dexametasona alcohol 1mg/ml) agks cuatro veces al dia hasta que
se completa la reepitelizacion. Una vez finalizédta, se retira la lente de contacto
terapéutica y se suspende el tratamiento antibidépico. Las gotas de corticoide se

continan 3 veces al dia durante 3 semanas.

Material y métodos 81



Estudio del efecto sobre la biologia celular cornetd la cirugia LASEK con MMC

Figura 17. Colocacién de pafio estéril, blefarostatp marcador centrado en la pupila con dilucién
de etanol al 20% en contacto con el epitelio

Figura 18. Delimitacién de los bordes creados pott enarcador con una hemosteta seca

Figura 19. Una cuchilla tipo crescent permite levatar el epitelio desde el borde delimitado y crear
el flap epitelial que queda replegado, unido a laéecnea por una bisagra a las 12 horas
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Figura 22. Con la misma canula de irrigacion se rexdoca el flap epitelial para que cubra el érea
ablacionada
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Figura 23. Finalmente se coloca una lente de contaderapéutica

4. SEGUIMIENTO POSTOPERATORIO

Las revisiones se realizan al dia siguiente, faasa, al mes y a los tres meses de la
cirugia. En estas revisiones, dos optometristaspascarados para la refraccion
preoperatoria y la técnica quirlrgica, registraAWsc. En la revisién de los tres meses,
registran ademas la AVcc y la refraccion manifiegtaiclopléjica. Las revisiones
especificas de cada estudio se indicaran en sapadédos correspondientes. Todos
los pacientes son graduados en la misma habitacidria luz ajustada a condiciones

mesopicas.

5. DATOS GENERALES DE ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizd utilizando elgpama “Statview SE + Graphics"TM

(Abacus Concepts Inc., Berkeley, CA).

La analitica descriptiva incluyd el célculo de ladia, error estandar, desviacion
estandar y rango. Los parametros cuantitativoxgeesan por el valor de la media + la
desviacion estandar, ocasionalmente seguido dgb ramtre paréntesis.
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Para la comparacion entre grupos se emplearoredites tests estadisticos dependiendo

del tipo de variable y del nimero de casos. Secd&@a en cada subapartado.

La AV en notaciéon decimal fue convertida a logMARrag el analisis estadistico

utilizando una tabla de conversion.

La significacion estadistica se establecié en lor\ie P<0,05.

6. DISENO DE LOS ESTUDIOS

6.1EFECTO DEL USO DE MMC INTRAOPERATORIA EN CIRUGIA
LASEK PARA CORREGIR MIOPIA SOBRE LA
REEPITELIZACION CORNEAL

Realizamos un estudio prospectivo de pacientesecatigos que iban a ser operados
con la técnica LASEK para corregir su error refractmidpico. Se separaron dos
grupos de pacientes consecutivos empatados por Etadl grupo 1 se incluyeron
aguellos ojos en los que la profundidad de ablaedaedia las 50 um, que recibieron
MMC 0,02% durante 30 seg. sobre el area ablaciortadeel grupo 2 se incluyeron
aguellos ojos en los que la profundidad de ablaei@n50 pum o menor, que no fueron
tratados con MMC. Ningun estudio ha demostradolaprofundidad de ablacion por
debajo de la cual no existe riesgo de desarrollohaee, por ello se establecio
empiricamente el limite a partir del cual aplicarMMC profilactica en 50 um de
profundidad de ablacion. Cuando ambos ojos de aiema cumplian los requisitos de

inclusion, solo el ojo derecho era incluido pararélisis.

Las revisiones se realizaron al dia siguiente derlegia, a los 5 dias y al mes y 3
meses. La decision de examinar a los pacientes @ dtias de la cirugia (en lugar de a
los 3 0 4 dias) se basé en la experiencia de gegilalizacion habitualmente no es

254.265426y de que la retirada de la lente de

completa al tercer dia de la cirudf
contacto puede conllevar un incremento en el desapitelizada en aquéllos ojos que

no hayan completado an la epitelizact®h A los cinco dias de la cirugia, la mayoria

Material y métodos 85



Estudio del efecto sobre la biologia celular cornef la cirugia LASEK con MMC

de los ojos han completado la reepitelizacion y; famto, si hubiera un retraso
significativo en la misma ocasionado por la MMCdséectaria con mayor probabilidad
a partir de ese dia. En nuestro protocolo, la i@via los 5 dias de la cirugia permitia a
un observador enmascarado evaluar la reepitelizacibavés de la lente de contacto y
sin fluoresceina. El flap epitelial que se recolwaa la cirugia tiene un aspecto grisaceo
y edematoso, sin embargo el nuevo epitelio sano adherido tiene una superficie
regular y es transparente. A los 5 dias, si todsufgerficie corneal presentaba este
epitelio sano, se retiraba la lente de contactopsse mantenia la lente y el epitelio era
examinado de nuevo al dia siguiente, actuando daisma manera hasta que se
completaba la reepitelizacion. Registramos el nomae dias tras el quinto dia
postoperatorio necesarios hasta completar la edepition y los comparamos entre

ambos grupos.

Las comparaciones estadisticas se realizaron ctastel de Student de dos colas para

datos no pareados.

6.2EFECTO DEL USO DE MMC INTRAOPERATORIA EN CIRUGIA
LASEK PARA CORREGIR MIOPIA SOBRE EL PATRON DE
GROSOR EPITELIAL CORNEAL

Realizamos un estudio prospectivo, intervencionistaaleatorizado, con observador
enmascarado de pacientes que iban a ser intergededbASEK con MMC al 0,02%
intraoperatoria durante 30 seg. para corregir gpiai Un grupo de pacientes normales,
con coOrneas sanas no operadas sirvio de grupootomtmbos grupos estaban

empatados por edad.

Se midié grosor epitelial con el dispositivo Visa®t que es un TD-OCT de uso
exclusivo en el segmento anterior, fabricado porl Caiss Meditec(Figura 24).

Utilizamos el protocoldHigh Resolution Cornea”para la toma de la tomografia. Las
medidas del epitelio corneal se realizaron manuaten@or el mismo examinador
enmascarado y experimentado, haciendo ustfldel tool” , que también proporciona

de manera automatica el valor paquimétrico. Se tomimedidas en el centro corneal, a
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1,50 mm y a 3 mm del centro corneal hacia nasamporal en el meridiano horizontal,
tanto en el grupo LASEK como en los contralesjura 25). En el grupo LASEK se

practicaron estas mediciones a la semana, 1%63fmgs postoperatorios.

Enhanced High Res. Comeal

Tool Palette [ A |

180°

Figura 25. Imagen de la medida del epitelio con OGBA Visante®

Tanto en el grupo control como en todas las viditas la cirugia, un observador
enmascarado midio el GCC de cada 0jo con un pat¢uinérasénico de contacto
(OcuScan RXP, Alcon Laboratories, Inc. Fort WoiftX). Se tomaron tres medidas de
cada ojo y se promediaron.

Las comparaciones estadisticas se realizaron ctastel de Student de dos colas para

datos pareados para la comparacion intragrupo § patos no pareados para la
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comparacion entre grupos. Utilizamos ademas elissmgbor regresion lineal para
estudiar si existia relacion entre el recrecimiegpitelial y el corneal total (valores
obtenidos a los 6 meses menos los valores obteaidoes) con el defecto refractivo

preoperatorio, la edad, el género y la paquimptdaperatoria.

6.3EFECTO DEL USO DE MMC INTRAOPERATORIA EN CIRUGIA
LASEK PARA CORREGIR MIOPIA SOBRE EL GROSOR
CORNEAL TOTAL

Realizamos un estudio de cohortes prospectivorviebeionista, no aleatorizado, con
observador enmascarado, de pacientes consecutiosbgn a recibir LASEK para
corregir su miopia. Los pacientes consecutivos ofueseparados en dos grupos
empatados por edad. En el grupo 1 se incluyerorellaguojos en los que la
profundidad de ablaciéon era 50 um o menor, queuroh tratados con MMC. En el
grupo 2 se incluyeron aquéllos en los que la pdifiad de ablacién excedia las 50 pm,
gue recibieron MMC 0,02% durante 30 seg sobreed ablacionada. Ningun estudio
ha demostrado aun la profundidad de ablacién poajdede la cual no existe riesgo de
desarrollo de haze, por ello se establecio empiecde el limite a partir del cual aplicar
la MMC profilactica en 50 um de profundidad de alila.

En las revisiones del primer mes y tercer mes teasirugia, un observador
enmascarado registrdo el GCC de cada ojo con unimpatio ultrasonico de contacto
(OcuScan RXP, Alcon Laboratories, Inc. Fort WoiiX) (Figura 26), tomando tres
medidas y promediandolas. Comparamos entonces é&ldas entre las distintas

revisiones postoperatorias.

Las comparaciones estadisticas se realizaron ctastel de Student de dos colas para
datos pareados para la comparacion intragrupo § patos no pareados para la
comparacion entre grupos. Utilizamos ademas elissmgbor regresion lineal para
estudiar si existia relacion entre el aumento d&€€ @@ el postoperatorio y el defecto

refractivo preoperatorio.
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Figura 26. Paguimetro ultrasénico de contacto (Ocu&n RXP, Alcon Laboratories)

6.4EFECTO A MEDIO, CORTO Y LARGO PLAZO DEL USO DE
MMC INTRAOPERATORIA EN CIRUGIA LASEK PARA
CORREGIR MIOPIA SOBRE LA DENSIDAD QUERATOCITARIA
CORNEAL

Realizamos un estudio prospectivo, intervencionista aleatorizado de pacientes
consecutivos que iban a ser intervenidos de LASE#& porregir su defecto refractivo
miodpico (con o sin astigmatismo) y que iban a re®tMC al 0,02% durante 30 seg de
manera profilactica por tener una ablacion mayob@eim. Cuando ambos ojos del
paciente cumplian criterios de inclusion, solo (eloderecho) se incluia en el analisis.
Se realizaron examenes con microscopia confoctdreér mes, a los 15 meses y 3
afos. Un grupo de pacientes normales con cérneas s@ operadas fueron también

analizados y sirvieron de controles.

6.4.1. MICROSCOPIO CONFOCALIN VIVO”

La microscopia confocalirf vivo” fue realizada usando el Heidelberg Retina
Tomograph Il (HRTII) con el médulo de cérneastockMCR). Este microscopio tiene
un objetivo de inmersion de 60X con una apertunaérica de 0,9 (Olympus Tokio,

Japan) y una longitud de onda roja de 670 nm. liaerkiones de las imagenes
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obtenidas con esta lente son de 400x400 um. Htéatte indica que la resolucion y el
espesor de la seccion oOptica son denly 4 um respectivamente. EL MCR usa un
sistema digital de captura de imagenes y puedenescautomaticamente g de la
cérnea a cualquier profundidad, capturando 30 imég@or seg, pero para obtener un
escaneado de toda la cornea tenemos que moverr@ fmanual el enfoque del

microscopio a través de todo el espesor corneatchCR.

6.4.2. MONTAJE DEL MICROSCOPIO

En primer lugar debemos poner en el objetivo dedrida refraccion en +12 dioptrias.
Después debemos acoplar el MCR en el objetivo &8l H (Figura 27).

Figura 27. Imagen del microscopio confocaHeidelber Retina Tomograph ljunto con el médulo de

corneaRostock

Una vez acoplado al HRT Il el MCR, debemos aplicaa gota de gel Viscotears
(Carbomero 980, 0,2%, Novartis, North Ryde, Ausjan la superficie de la lente del
microscopio evitando las burbujas al colocar eluchpn de la lente Ens cap’)
(Figura 28). Tenemos que tener en cuenta que uso de ultrasoyigeles de viscosidad
baja pueden dafar la lente del microscopio, pgues necesario usar este tipo de gel.
Debemos ser muy cuidadosos debido al riesgo decidie de no tocar el frontal del

capuchén mientras lo montamos, si lo hacemos debdesecharlo y usar uno nuevo.
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Figura 28. Gel “Viscotears”aplicado en la superficie de la lente del mdduloedcérneaRostock

(izquierda). Lente del médulo de cérnedrostockcon el gel aplicado y el capuchén (derecha)

Una vez esté el MCR acoplado procedemos a ajustaf@jue para hacer coincidir el

plano focal con la superficie externa del capuctéma lente. Esto lo hacemos girando
el objetivo del MCR hasta que un reflejo de lasdtaite se vea en la ventana de la
izquierda del programa. En este momento ponemesfeljue a 0 (pulsando la tecla
“RESET"de la pantalla).

6.4.3. PROCEDIMIENTO DE TOMA DE IMAGENES EN LOS
PACIENTES

Para realizar el examen con el microscopio conforsllamos una gota de anestésico
en cada ojo del paciente con clorhidrato de tefmacal 1% (Alcon Cusi Lab., Spain).
Como agente de acople entre el capuchon de la ierée cornea, usamos el gel
Viscotears (Carbomero 980, 0,2%, Novartis, NortlddyAustralia). EI microscopio se
va acercando al ojo del paciente mientras éste mitm punto fijo, hasta que el
capuchodn de la lente entra en contacto con la apsiempre sin ejercer presion sobre
ella. En el momento en el que aparezca la primeragén del epitelio (células
superficiales) movemos el objetivo del MCR manualteéhasta obtener la imagen de

toda la cornea.

Registramos 3 imagenes de la cornea completa de ajad De estas 3 imagenes, se
selecciona la imagen de la cérnea completa que snariefactos presente debido al
movimiento del paciente para realizar el analists ld densidad de queratocitos
estromales. Todas las imagenes fueron tomadasl| poisemo examinador entrenado.
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Cuando ambos ojos del mismo paciente cumplianritesios de inclusionsélo el ojo

derecho se incluy6 en el andlisis.
6.4.4. MEDIDA DE LA DENSIDAD DE QUERATOCITOS

En cada imagen digital de 400 x 400 um de la core&@a un observador, siempre el
mismo, selecciond los nudcleos celulares correspobtes a los nucleos de los
gueratocitos. Los nucleos que tocan el borde mfgriel borde izquierdo de la imagen
digital se cuentan, mientras que los nucleos quantel borde superior y el borde
derecho, no se cuentan. El programa del microscopidocal, expresa entonces la

densidad de queratocitos en células por (eels/mnd) (Figura 29).

BT Cell Count

O Mumber of cells 40
ROI area (] 0.1599
Densiy + std* [cellz/mad] 250 £ 9
Focus Pasition [um] 118

“The standard dewiation & an eslimation based on &
statistical model. It depends on the number of cells in the
region of intecest (ROI] We recommend to choose a ROI
that contains at least 50 cells.

Figura 29. Método de seleccion manual de célulasiaobtener la densidad de queratocitos a una

profundidad determinada

Para obtener la densidad de los queratocitos emasl usamos la siguiente férmula:
D=N/A0

Donde N es el numero de células identificadas edred A, yo es el espesor de la
seccion optica. La seccion Optica o profundidacca®pod, la calculamos, segun el
método descrito por McLaren y colaboraddféscomo la distancia a la que se mueve
el enfoque (escaner) desde la aparicion graduahdecélula a la desaparicion gradual
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de esa célula. El nimero de imagenes en las cuaiesélula se cuenta se multiplica
por la distancia media entre imagenes. Con esteefimsa el escaneado automatico que
posee el HRT Il con el MCR y se obtienen 3 escasgeadn un espesor de 77 um, una
media de captura de imagenes de 39 imagenes pames&io y una distancia media
entre imagenes de 1,93 um. En cada uno de es@si3easlos automaticos se chequean
15 queratocitos (45 queratocitos en total). En tnaewicroscopio confocal, con este
método obtuvimos una profundidad de campd Blé3 + 1,82um, que fue la utilizada

para nuestros analisis.

6.4.5. PROFUNDIDADES A LAS QUE MEDIMOS LA DENSIDAD DE
QUERATOCITOS

A cada profundidad determinada del estudio se zaraln 3 imagenes: la que mas se
correspondia a la profundidad a estudio y 2 im&genés: una justo anterior y otra
justo posterior, con una diferencia entre ellas onete 20 um. Se contabilizaron las

células de las tres imagenes y se obtuvo la media.

Las imagenes obtenidas con el microscopio confbmalvivo” se analizan a las
siguientes profundidades:

« Estroma anterior/lecho estromal en los 0jos operagwimera imagen de
queratocitos bajo el epitelio.
e Estroma medio: 200 um por encima del endotelio.

» Estroma profundo: 50 pum por encima del endotelio.

En el trabajo de hasta 3 afios; entre los 36 y &&séecidimos medir los cambios mas
profundos en el estroma anterior, para tener nfasmiacion respecto a la poblacion
queratocitaria del estroma anterior tras la cirug@solo limitarnos al lecho estromal.
Por tanto, medidos la densidad queratocitaria a5y 75 um bajo el epitelio y lo
comparamos con las mismas profundidades en costrGlen esas medidas, estroma
anterior (considerando la media de las densidattes 25 um y 75 um), estroma medio
y estroma profundo, la media de la densidad totalqderatocitos fue calculada y

comparada con controles.
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La normalidad de la distribucién de los datos foeprobada con el test de Bonferroni.
Las comparaciones estadisticas fueron realizadasldest ANOVA y el test de la t de
Student cuando fuera apropiado, utilizando la coiém de Bonferroni para
comparaciones multiples. U0,05 se considera estadisticamente significaties. L

datos se expresan en media + desviacion estandar.

6.5EFECTO DEL USO DE MMC INTRAOPERATORIA EN CIRUGIA
LASEK PARA CORREGIR MIOPIA SOBRE EL ENDOTELIO
CORNEAL

Realizamos un estudio prospectivo, intervencionistaaleatorizado, con observador
enmascarado, de pacientes consecutivos que ibanikar (LASEK para corregir su
miopia. Los pacientes consecutivos fueron separadaios grupos. En el grupo 1 se
incluyeron aquellos ojos en los que la profundidadiblacion era 50 pm o menor, que
no fueron tratados con MMC. En el grupo 2 se inetag aquéllos en los que la
profundidad de ablacién excedia las 50 um, quéiszon MMC 0,02% durante 30 seg
sobre el area ablacionada. Ningun estudio ha deadostaln la profundidad de
ablacion por debajo de la cual no existe riesgodégarrollo de haze, por ello se
establecio empiricamente el limite a partir dell @micar la MMC profilactica en 50

pum de profundidad de ablacion.

Para realizar el recuento endotelial se tomarargfafias con el microscopio especular
(Topcon SP-2000P, Topcon Corpb)gura 30), que proporciona una foto de la capa

endotelial y un calculo automatico de la densidatbeelial.

Antes de la intervencion se tomaron tres fotosadedkrnea central de cada ojo. En la
revision 3 meses tras la cirugia, se tomaron demtres fotos de la cérnea central de
cada ojo con el mismo microscopio especular. Aipdd dichas imagenes y de las
obtenidas preoperatoriamente, un observador ennagecgara el defecto refractivo

preoperatorio y el uso de MMC, conté la densidadbelial manualmente partiendo de

contar las células incluidas en un recuadro detexdu en la imagen, que correspondia
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a 0,03 mrhde la cornea real. Es decir, en una cérnea d® 2&Q0las/mmfy se contaron

75 células. Las mediciones obtenidas de las trégemes fueron promediadas.

oo l -

Figura 30. Microscopio especular (Topcon SP-2000Pppcon Corp.)

Tanto en el grupo 1 como en el 2, antes y a las reses de la intervencion, un
observador enmascarado midio el GCC de cada ojaicqmaquimetro ultrasonico de
contacto (OcuScan RXP, Alcon Laboratories, Inc.t Morth, TX). Se tomaron tres
medidas de cada ojo y se promediaron.

Las comparaciones estadisticas intragrupo entrdetsidad endotelial antes de la
cirugia y 3 meses después se realizaron con dldesBtudent para datos pareados. Las
comparaciones entre los grupos 1 y 2 antes y 8 logses de la cirugia se realizaron
con el test t de Student para datos no pareadalis&fio del estudio permitia un poder
estadistico del 90% para detectar un cambio eerlaidad endotelial del 10% o mayor,

con el nivel de significacion estadistica estalble&n 0,05.
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1. EFECTO DEL USO DE MMC INTRAOPERATORIA EN
CIRUGIA LASEK PARA CORREGIR MIOPIA SOBRE
LA REEPITELIZACION CORNEAL

Se incluyeron 120 ojos en el estudio, 60 en el @ruptratado con MMC y 60 en el
grupo 2, no tratado con MMC. La edad media era 3Hi6s en el grupo 1 y 31,817
afos en el grupo 2 (ambos grupos estaban empasgjadedad)R=0,9). La refraccion
esférica preoperatoria era -5,60+2,00 D (rango:12&D) en el grupo que recibio MMC
y -1,90+1,00 D (rango: 0 a -4,70 D) en el grupo BINIC (P=0,0001). El cilindro
preoperatorio era -1,50+£1,00 D (rango: O to -6 Dekgrupo 1y -0,80+0,80 D (rango:
0 a-3,50 D) en el grupo P£0,0001). La AVcc preoperatoria era 0,98+0,1 egrepo

1 vy 1,0£0,1 en el grupo 2, una diferencia que estadésticamente significativa
(P=0,001).

La AVcc a los 3 meses tras la cirugia mostraba diferencia estadisticamente
significativa £=0,001) entre ambos grupos: 0,9+0,1 en el grupd  0%0,1 en el grupo
2, diferencia similar a la que existia ya preomerainente. La AVsc no mostraba
diferencias significativas al dia siguiente, a fglias y al mes tras la cirugia. La
diferencia en AVsc entre ambos grupos era estadigénte significativa a los 3 meses
de la cirugia: 0,83+0,2 en el grupo 1; 0,98+0,2kgrupo 2 P=0,001). La refraccién
esférica residual 3 meses tras la cirugia era (830 el grupo 1 y 0,2+0,6 en el grupo
2 (P=0,4).

El nimero de dias posteriores al quinto dia trasriagia que fueron necesarios para
completar la reepitelizacién fue de 0,6+1,2 diasekegrupo 1, tratado con MMC, y
0,4+1,0 dias en el grupo 2, no tratado con MNE0Q(09). No se detectd ningun defecto

epitelial que se prolongara mas de 10 dias traisugia en ninguno de los dos grupos.

Durante el primer mes postoperatorio, no observamiaguna alteracion tréfica
epitelial relevante a parte de una leve queratagathctata en algunos casos. No hubo
complicaciones intra ni postoperatorias. No seaiéteaze mayor de grado 1 (leve, que
no altera la vision ni la refraccidn’) en ninguna visita postoperatoria en ninguno de lo
dos grupos.
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2. EFECTO DEL USO DE MMC INTRAOPERATORIA EN
CIRUGIA LASEK PARA CORREGIR MIOPIA SOBRE
EL PATRON DE GROSOR EPITELIAL CORNEAL

Se incluyeron 77 ojos en el estudio, 40 en el grogatrol y 37 en el tratado con
LASEK y MMC. La edad media era 30,2+7,62 afos egrapo control y 33,3+9,56
afios en el grupo LASEK (ambos grupos estaban empasepor edad)P&0,05). La
refraccion esférica preoperatoria era —1,20+1,4&dngo: 0 a -5,75 D) en el grupo
control y -3,09£1,64 D (rango: 0 a -7,75 D) enripp LASEK ©=0,0001). El cilindro
preoperatorio era -0,75+0,50 D (rango: 0 to -1,9@Del grupo control y -1,16+0,66 D
(rango: 0 a -2,75 D) en el grupo LASER=0,18).

La Tabla 1 muestra las mediciones paquimétricas realizadas etopaquimetro
ultrasonico (US) asi como las obtenidas con elntes& OCT en el grupo LASEK con
MMC en todas las revisiones postoperatorias. Lapawation entre la paquimetria
ultrasonica y la del OCT, muestra una diferenctadisticamente significativa, siendo
mayor el grosor corneal medido con Visantd®({,001) en todas las revisiones. En
cuanto a la evolucion de la paquimetria en el pestiorio, encontramos un
adelgazamiento significativo al mes con ambos apsi®=0,02 para el ultrasonido y
P=0,006 para el Visante®). Existe posteriormenteengrosamiento estadisticamente
significativo aunque clinicamente no relevante (fdas 10 um) en las medidas con el
ultrasonido a los 3 y 6 mesd?=0,01 yP=0,001 respectivamente). Sin embargo esas

diferencias no se encuentran en las medidas toncadagisante® P=0,7).

En cuanto a la medida del grosor epitelial con QSante®, los datos se muestran en
la Tabla 2. En los ojos operados, el epitelio central y pedt® se va engrosando
progresivamente siendo significativamente mas gratdercer y sexto mes que a la
semanal<0,05 para todas las comparaciones). Cuando comparal grosor epitelial
central en los ojos operados con el grupo conttodllamos un epitelio
significativamente mas delgado a la semdaa0(0001) y al mesR=0,03), que se
engrosaba significativamente los 3 meg&s0(03) y 6 mesesPE0,05). El epitelio de
las cérneas operadas a los 3 y 6 meses mostro yor mpasor central comparado con
el grosor epitelial en nasal y temporal tanto a dgbho a 3 mm del centro corneal
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(P<0,05). Sin embargo en controles, el epitelio @rds solo significativamente mas

grueso que el epitelio nasal y temporal a 3 rRrRO(05) (Figura 31).

El analisis de regresion lineal no mostré ningwlaaion significativa entre la edad, el
género, la paquimetria, la esfera ni el cilindregperatorios y la hiperplasia epitelial
central (grosor epitelial central a los 6 mesesos@ epitelial al mes = 4,32 £ 6,92 um)
ni tampoco con el recrecimiento corneal total (pagtria ultrasonica a los 6meses —
paquimetria ultrasonica al mes = 8,02 + 13,99 umglegrupo tratado con LASEK y

MMC (P=0,1 para todas
significativa entre la hiperplasia epitelial y etrecimiento corneal totaP€0,1).

las comparaciones). Tampoco obmesrarelacion

No hubo complicaciones intra ni postoperatorias.eNoontramos ningun caso de haze

mayor de grado 1 en ninguna de las visitas positpeas.

Tabla 1. Comparaciones entre la paquimetria (GCC)remicras (um) medida con
Ultrasonido (US) y con Visante OCT en postoperatod de los pacientes intervenidos con
LASEK + MMC. Las medidas se muestran como media tabviacion estandar.

GCC 1sem GCC 1m GCC 3m Gecem | Somparacion
intragrupo
us 43756 +31,7| 432,18+3406 44345+31|56 4453931 P=0,0001
oCT 462,02 +3919 44829+36(5 460,89 +3454 4633495 P>0,05
Comparacion | _j 554, P=0,0001 P=0,0001 P=0,0001
entre grupos

1
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Tabla 2. Medida del grosor epitelial en micras (umgon Visante OCT® en el grupo control
y el grupo LASEK + MMC a la semana, 1 mes, 3 mesg®$ meses. Las medidas se
muestran como media * desviacion estandar.

1 semana 1 mes 3 meses 6 meses
Control LASEK + LASEK + LASEK + LASEK +
MMC MMC MMC MMC
Se:r?;ZIr SRS 4862+438| 4386+565 4605+602 5091+ 4995037 +5,65
Sneser @aiile] 4695+43 | 3986+561 427+447 4751+568 58%5,04
nasal a 1,5 mm
CmeEdr EanElE] 4785+419| 411+500| 4356+487 4645 +45947,72 + 451
temporal a 1,5 mm
Sneser @alile] 463+487| 4167+497| 4375+56 | 4545+439 | 4737 +4,11
nasal a 3 mm
Grosorepitelial | 5 574 46| 41,83+4,03 | 4345+511| 4502+4,18 | 46,18+ 547
temporal a 3 mm
51
. L ] B Epitelio Central
mEpitelio nasal 1,5 mm
B D Epitelio temporal 1,5 mij
| OEpitelio nasal 3 mm
— OEpitelio temporal 3 mm
Control LASEK + MMC 3 meses LASEK + MMC 6 meses

Figura 31. Comparacion de la medida del grosoekgliton OCT Visante® entre el grupo control y en
el grupo tratado con LASEK MMC a los 3 y 6 meses
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3. EFECTO DEL USO DE MMC INTRAOPERATORIA EN
CIRUGIA LASEK PARA CORREGIR MIOPIA SOBRE
EL GROSOR CORNEAL TOTAL

Se incluyeron 64 pacientes consecutivos (64 ojolestudio: 32 ojos en el grupo 1

(no tratado con MMC) y 32 ojos en el grupo 2 (tlataon MMC intraoperatoria).

La edad media era 315+4,6 afos en el grupo 1 w8 Gios en el grupo 2 (ambos
grupos estaban emparejados por ed@d(9). La refraccion esférica preoperatoria era
-2,30+1,00 D (rango: 0,75 a -4,20 D) en el grupe ga recibié MMC y -5,70+2,60 D
(rango: 0 a -11,00 D) en el grupo con MM&=(,0001). El cilindro preoperatorio era -
0,60+0,50 D (rango: 0 to -2,75 D) en el grupo 11y66+1,4 D (rango: 0 a -5,00 D)
(P=0,0003).

La refraccion esférica residual a los 3 meses deugia era 0,1+0,3 D en el grupo 1y
0,05+0,6 D en el grupo 2P€0,4). El cilindro residual era -0,2+0,6 D y -0,73MD,
respectivamentdE0,2).

La Tabla 3 muestra las mediciones paquimétricas antes deugi@ y en todas las

revisiones postoperatorias. La comparacion derdroada grupo entre el GCC al mes y
a los 3 meses de la cirugia mostraba un incremestaisticamente significativo en
ambos grupos. La diferencia entre el incrementoGIeC entre ambos grupos no era

estadisticamente significativR=£0,6).

El andlisis de regresion lineal no mostro relaganificativa entre el error refractivo
tratado y el incremento postoperatorio en el GC@ieguno de los dos grupoB=0,1

para ambas comparaciones).

No hubo complicaciones intra ni postoperatorias.eNoontramos ningun caso de haze

mayor de grado 1 en ninguna de las visitas positqéas.
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Tabla 3. Grosor corneal central (GCC) en los dos gpos tratados con LASEK para
corregir miopia. Los datos se muestran como mediadesviacion estandar.

GCC preop GCC 1m GCC 3m Incremento | Comparacion
(m) (um) (m) GCC intragrupo
LASEK 507,9 =+ 30,7 4440 +41,3  450,3+43|5 1,42% P=0,04
LASEK +
MMC 514,5+ 26,9 399,7+31,2 407,9+32,6 2,02% P=0,006

Comparacion
P=0,3 P=0,0001 P=0,0001 P=0,6

entre grupos

4. EFECTO A MEDIO, CORTO Y LARGO PLAZO DEL
USO DE MMC INTRAOPERATORIA EN CIRUGIA
LASEK PARA CORREGIR MIOPIA SOBRE LA
DENSIDAD QUERATOCITARIA CORNEAL

Se incluyeron 64 ojos en el estudio, 32 en el gtuggado con LASEK con MMC y 32
en el grupo control. La edad media era 28,5+3,% afioel grupo control y 30,7+4,8
afos en el grupo LASEK (ambos grupos estaban epapdasepor edad)P=0,2). La
refraccion esférica preoperatoria era -2,25+2,6(rdhgo: 0 a -8,50 D) en el grupo
control y -4,04£2,90 D (rango: 0 a -9,50 D) en elpp LASEK =0,04). El cilindro
preoperatorio era -0,31+0,50 D (rango: O to -2 B)eégrupo control y -1,21+1,14 D
(rango: 0 a -4,00 D) en el grupo LASER=0,002).

A los 15 meses se realizo el analisis al 100% si@ézientes, mientras que a la revision
de los 3 aflos no acudieron 5 pacientes, por ldeisimos del 84,37% para realizar

el andlisis.

A los tres meses, la densidad queratocitaria egrigdo LASEK y MMC (Tabla 4),
presentd una reorganizacion de los queratocitosl @stroma tras la cirugia, con una

reduccion significativa de su densidad en el estramterior comparado con controles,
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pero compensada con un incremento también sigtnficade la poblacion
gueratocitaria en el estroma medio y profundo. dmmgaracion entre la media de las
densidades (calculada como la media entre lasdbetes del estroma anterior, medio y
profundo en cada grupo) mostré una mayor densidgifisativa en el grupo operado

frente al grupo contraFigura 32).

La exploracion con el microscopio confocal a losméses tras LASEK exhibié una
tendencia a la normalizacion de la distribucioruleel en el estroma, con un ligero
incremento en el estroma lecho estromal (estrortexiar) y un descenso en el estroma
medio y profundo. La densidad queratocitaria medialos 15 meses fue
significativamente menor que a los tres mesespagamdose a los valores de densidad
media obtenidos en el grupo control (diferencia esbadisticamente significativa)
(Figura 32).

La poblacion queratocitaria a los 3 aflos se mansigoificativamente menor en el
estroma anterior comparado con controles, miergtas la densidad en el estroma

medio y posterior permanecio estaiiteyura 32).

En el estroma anterior a los 3 afios, se tomarondaeen otras dos profundidades; 25
y 75 um, considerando la media entre las dos ofte@e mejor estimacion de la
densidad queratocitaria real en el estroma antsrioo solo la del lecho estromal en los
ojos operado¢Tabla 5). Esta medida persistio ligeramente menor en gd@gblASEK
frente al grupo control, pero cuando se utilizéapealcular la densidad queratocitaria
media en toda la cérnea (incluyendo estroma medmosterior), no encontramos
diferencias significativas entre los dos grupos,desir, las cOrneas operadas no
presentaron ningin cambio significativo en su diatbicorneal total a los tres afios

comparadas con las corneas del grupo cofftrolira 33).
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35000
30000
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20000 - ® Lecho estromal
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15000 | BEstroma profundo
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Controles 3meses 15meses 3 afos

Figura 32. Densidad queratocitaria en el grupo comol y en el grupo tratado con LASEK + MMC a
los 3 meses, 15 meses y 3 afos.

Tabla 5. Comparacion de la densidad queratocitarigcélulas/mn?) del estroma anterior
(medido a 25 y 75 um de profundidad) entre controkey el grupo tratado con LASEK +
MMC a los 3 afios. Los datos se muestran como medialesviacion estandar y rango entre

paréntesis.
3 afios post LASEK +
C(I)qnir?(,)lzes MMC P
B n=27
, 21.668,19 + 3.037,24 17.699,06 £ 2.530,57
25 um (células/my (14.333.33 2 27.600,0) | (13.910,66 a25.177,33) | 0001
. 21.155,47 £ 2.144,53 19.179,06 £ 2.530,57
75 Um (células/mm) (17.222.0225.000,0) | (13.910,66a25177,33)| 203
Media entre 25y 75 21.411,83 £1.917,69 18.439,06 £ 2.278,01 0.0001
pm (células/mr) (17.411,0 a 24.688,66) (14.799,66 a 25.666,33) |
Media corneal total 19.451,96 + 1.533,21 18.738,03 £ 2.555,77 02
(células/mr) (16.514,77 a 21.577,77) | (14.351,77 a 28.222,11) ’
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20000
15000 - —
m Controles
10000 - —
O3 afios
5000 - —
0 T T T 1
*Media del Estroma medio Estroma profundo Media corneal
estroma anterior total

Figura 33. Comparacion de la densidad queratocitaa entre el grupo control y a los 3 afos tras
LASEK + MMC. La medida del estroma anterior se calal6é con la media a 25y 75 um de
profundidad. *Diferencia estadisticamente significtiva.

5. EFECTO DEL USO DE MMC INTRAOPERATORIA EN
CIRUGIA LASEK PARA CORREGIR MIOPIA SOBRE
EL ENDOTELIO CORNEAL

Se incluyeron 40 pacientes consecutivos (80 ojol eestudio: 32 ojos en el grupo 1
(no tratado con MMC) y 48 ojos en el grupo 2 (at@on MMC intraoperatoria). La
edad media era 31,5+4,6 afios en el grupo 1 y 3®2aifos en el grupo 2 (ambos
grupos estaban emparejados por ed@dp(3). La refraccion esférica preoperatoria era
-2,30+1,00 D (rango: 0,75 a -4,20 D) en el grupe ga recibié MMC y -5,50+3,00 D
(rango: -2,50 a -11,00 D) en el grupo con MM&Q,0001). El cilindro preoperatorio
era -0,60£0,50 D (rango: 0 to -2,75 D) en el grapp-1,60+£1,20 D (rango: 0 a -5,00
D) (P=0,0001).

La refraccion esférica residual a los 3 meses deugia era 0,1+0,3 D en el grupo 1y
0,1+0,7 D en el grupo 2P€0,7). El cilindro residual era 0,2+0,6 D y -0,14M,
respectivamentdE0,8).
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La Tabla 6 muestra las mediciones paquimétricas antes deulgiz y a los 3 meses en

ambos grupos.

Los valores queratométricos preoperatorios eradt23) D en el grupo 1y 44,3+2,2 D
en el grupo 2 R=0,3). Los valores postoperatorios eran 41,112 ,239%6+2,9
respectivamentd?€0,02).

La Tabla 7 muestra la poblacion endotelial antes y despuéka aérugia en ambos
grupos. La comparacion entre la densidad endotplebperatoria y postoperatoria
dentro de cada grupo mostraba un incremento sgtifb en ambos grupos. Las
diferencias entre la densidad endotelial entre angrapos tanto antes de la cirugia
como después de ella no eran estadisticamenteficagjuas =0,9 y P=0,5

respectivamente).

No hubo complicaciones intra ni postoperatorias. 9dodetectd ningun problema de
reepitelizacion en ningun grupo ni ningun caso aeehmayor de grado 1 en ninguna de

las visitas postoperatorias.

Tabla 6. Grosor corneal central (GCC) en micras (umde ambos grupos. Los datos se
expresan como media * desviacion estandar

GCC preop GCC 3m
LASEK 507,9 + 30,7 434,4 £+ 79,0
LASEK + MMC 514,5 + 25,6 411,0 £ 30,5
P 0,3 0,06
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Tabla 7. Densidad endotelial (células/mfy antes y 3 meses tras la cirugia. Los datos se
expresan como media * desviacion estandar

Densidad endotelial

Densidad endotelial 3

Comparacién

entre grupos

preop (cels/mnf) meses (cels/mnA) intragrupo

LASEK 2.462,5 £ 226,8 2.562,5 + 258,7 P=0,0001

LASEK + MMC 2.466,6 £ 294,1 2.525+312,5 P=0,0008
Comparacion P=09 P=05
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1. EFECTO DEL USO DE MMC INTRAOPERATORIA EN
CIRUGIA LASEK PARA CORREGIR MIOPIA SOBRE
LA REEPITELIZACION CORNEAL

En nuestro trabajo, no encontramos una difererstéal&sticamente significativa entre el
grupo que recibio MMC y el que no la recibio, emmto al nimero de dias necesarios
para una completa reepitelizacion. Esto sugierelguWdMC no altera el proceso de

reepitelizacion de un modo relevante para la pradiinica habitual.

Encontramos una diferencia estadisticamente sigtifa en la AVcc y la AVsc a los 3
meses de la intervencion, ambas mejores en el gtypa el que no se aplico MMC).
No obstante, no consideramos que esta diferencielsa al uso de MMC, ya que la
AVcc preoperatoria era ya significativamente paoekgrupo 1 (aunque clinicamente
no relevante), probablemente debido a que el eefoactivo preoperatorio era mucho

mayor en este grupo.

El uso de MMC se ha asociado a complicacionespaeisiquémico en las cirugias de
pterigium y glaucoma, en las que los tejidos dosdeaplica estd profusamente
vascularizados, produciendo un dafio en el endotestular y secundariamente la
necrosis del tejidd*3*% En cirugia refractiva, la MMC se aplica sobresigerficie
estromal ablacionada, que es un tejido avascujarciendo por tanto un efecto
citotoxico directo sobre las células cornealesdéumentalmente en aquellas con una
actividad mitética importante (las células epileay los queratocitos), siendo
tedricamente mas susceptibles del posible efecticatéde la MMC3% En nuestro
estudio, el epitelio corneal no parece verse afecpor la MMC al no sufrir un retraso
clinicamente relevante en la reepitelizacion indépntemente del uso o no de este

farmaco antimitético.

Existen otros estudios no especificamente disefja@lasestudiar este tema, que apoyan
la ausencia de toxicidad epitelial por la MM{E276:316:319.323,360,362,383,385.423.4887ian et

al. *"? estudiaron in vitro el efecto de la MMC sobre uodelo de cérneas humanas y
analizaron como afectaba a la reepitelizacion eldes MMC al 0,02% durante 1 0 2

min y lo compararon con un grupo de corneas quesoibio MMC. Encontraron un
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retraso en la latencia hasta que se iniciaba fatetigacion asociada a la MMC, que era
dependiente del tiempo de aplicacion, pero no twadlaliferencias en el tiempo de
migracion celular epitelial una vez iniciada la pielizacion entre el grupo que no
habia recibido MMC y en el que se habia aplicadarte 1 min. Nuestros resultados
clinicos parecen coincidir con sus observacionedtio. El trabajo de Blanco-Mezquita
429 en cérneas de gallina, tampoco encuentra difesnsignificativas en el cierre

epitelial entre los grupos que recibieron MMC &K y el grupo control.

En cuanto a los estudios clinicos en corneas husndaamayor parte encuentran
resultados similares a nuestro trabajo, sin evideralteraciones en la cicatrizacion
epitelial. Argento et af’’ realizaron una revisién retrospectiva de la redipécion de
ojos tratados con MMC intraoperatoria al 0,02% dtea’5 segs. tras LASEK y los
compararon con ojos que fueron sometidos a LASBEKWVIC. Al igual que en nuestro
trabajo, no encontraron una diferencia estadistodensignificativa entre ambos grupos
en cuanto al tiempo necesario para completar [ated@acion. Igualmente Leccisotti et
al 2, no encontraron un retraso significativo en laitedizacién tras aplicar MMC al
0,02% durante 45 segs. tras PRK para alta miopfgpamdo con controles en los que
se aplicaba BBS en vez de MMC, ni ningun efectoeegly en los 12 meses de
seguimiento postoperatorio. LE€ publicé un trabajo con un seguimiento de 1.01% ojo
tras PRK con MMC intraoperatoria y detectd un sziran la reepitelizacion en tan solo

2 0jos.

Chang*®® estudié el efecto de la MMC en un modelo animatemejos y observé que
la reepitelizacion era mas rapida en los ojos queran tratados con MMC frente a los
que si la recibieron, mientras los trabajos deyL’Balamo también en cérneas de conejo
no identificaron un retraso en la epitelizaciénl@s ojos que recibieron MME3¢7
Los estudios realizados con corneas animales tiéing@taciones y hay que tener
precaucion al interpretar sus resultados, dado spiediferencian de las corneas
humanas. Las corneas de conejo no tienen una eapavdman real, son muy reactivas
a cualquier intervencién o farmaco, tienen un es&romas fino y un endotelio
mit6ticamente muy activd’>** Sin embargo, las cérneas aviares son un mejoelmod
para el estudio de la cicatrizacion y la modulada@mmacologica, dado que presentan

una autentica capa de Bowman y sus capas corrssaiggoporcionales a las humanas
429
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El Unico estudio en el que se aportan resultadogcas de retraso en la epitelizacion
asociados al uso de MMC en ablacién de superfisieel de Kremer et &° En él se
estudio la cicatrizacion epitelial en un grupo d&20 ojos tratados con PRK y MMC al
0,02% durante 20 segs. y se compard con 500 ojdsseque se habia realizado una
PRK sin MMC afios anteriores. Encontraron un retgagnificativo en la epitelizacién
en el grupo con MMC, con mayor aparicion de alteraes epiteliales como erosiones
corneales recurrentes, epitelio poco adheridotedres, defectos epiteliales persistentes
y placas epiteliales paracentrales que requirietoss tratamientos. Sin embargo, este
estudio utiliza en su postoperatorio diclofenaqudd 2 veces al dia hasta la completa
reepitelizacion, farmaco con potencial toxicidadtedial y como los mismos autores
comentan, podria tener un efecto sinérgico negapivio a la MMC sobre la
reepitelizacion. Ademas de ser un estudio retrasme@l grupo control estaba formado
por pacientes operados afios antes, por lo que mtdgida de datos podria haberse
perdido informacion sobre la incidencia de los diefe epiteliales estudiados. Los
controles a su vez, fueron operados con otro leseimer y se colocd una lente de
contacto terapéutica diferente, lo cual podriecdifar la comparacion entre los grupos
y limitar los resultados de este estudio.

Nuestro estudio no fue disefiado para medir el tiee¥acto necesario para completar
la reepitelizacion en cada paciente, ni para dmtest retraso en el tiempo de latencia
hasta que se inicia la reepitelizacion en el pastiprio inmediato, por lo que no
podemos sacar conclusiones a este respecto. Radaesstos importantes aspectos, el
mejor meétodo seria probablemente examinar a ldsmas cada dia tras la intervencion
y medir el area de defecto epitelial, algo que lewal dificultad con la lente de contacto
puesta. Algunos autores calculan la velocidad dpitalizacion (en mAidia), midiendo

el tamafio defecto epitelial con fotografias y zdifido un software para el analisis de
las imagene&®®, que nosotros no disponiamos. Con el desarrollauéegas técnicas de
imagen del segmento anterior, actualmente se pestddiar el epitelio y medir el area

desepitelizada con la lente de contafd™:

En nuestro caso, hubiera sido necesario
retirar la lente de contacto y tefir el epiteliogpaer exactos, pero esto hubiera supuesto
el riesgo de perder o desplazar el flap epiteidemas de que cualquier manipulacion

es muy molesta para el paciente los primeros déssla cirugia. Por consiguiente,

nosotros no intentamos estudiar la velocidad deitedizacion, sino averiguar si la
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MMC tiene un impacto en la epitelizacion que pusda relevante para la practica
clinica habitual.

Esta ampliamente documentado el efecto antimitotien la MMC sobre los
queratocitos: disminuye su activacion, proliferacidy transformacion en
miofibroblastos y por tanto previene la apariciém “daze” 2°8727>276:323383 Eqiq
diferente susceptibilidad a la MMC entre el epitglilos queratocitos, podria deberse a
que la aplicacion de la MMC sobre el estroma abtauilo se realiza de un modo muy
cuidadoso a través de una esponja de celulosandeital maximo su contacto con el
limbo. La ausencia de retraso en la reepitelizasgagiere que las células madre
limbares no sufren dafio por la MMC, a pesar deagti@s células por su alta actividad
mitotica serian potencialmente mas sensibles a&flxsos de este farmaco. En mayor
abundancia, la ausencia de toxicidad limbar de MQVise ve apoyada por estudios
sobre el tratamiento de neoplasias de la supedaitar, donde a pesar de que la MMC
se aplica como colirio de forma repetida sobre tladauperficie ocular incluido el
limbo, no se han hallado cambios epiteliales relms®"’. De hecho, nosotros no
encontramos una mayor incidencia de queratitis fatencdurante el seguimiento
postoperatorio en el grupo que recibi6 MMC, lo gugiere que tras la aplicacién de
MMC el epitelio no s6lo es capaz de cerrar la leemgirdrgica, sino también de
conseguir un recambio celular normal para manteneepitelio corneal sano. Soélo
existe un caso publicado de queratitis persisteagePRK en la que se aplico6 MMC al
0,02% durante 2 mif°, pero en nuestro estudio se aplica durante 30dsdido a la
evidencia de que la MMC consigue ejercer su acsabre las células estromales con
tiempos de exposicién mas corfd3**38 Otra explicacion podria ser que la actividad
mitdtica de las células epiteliales si se ve affecteegativamente por la MMC, al igual
gue los queratocitos, pero no lo suficiente comaoa palterar su capacidad para
reepitelizar la cornea. De hecho, los queratocpasecen sufrir un incremento
transitorio en su tasa de apoptosis tras la exposia la MMC; seguido de una

proliferacién para repoblar el area tratada tramsaemanas >~

Nuestro estudio sugiere por tanto, que el uso deCVvid altera la reepitelizacion

corneal postoperatoria de un modo clinicamenteaate.
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2. EFECTO DEL USO DE MMC INTRAOPERATORIA EN
CIRUGIA LASEK PARA CORREGIR MIOPIA SOBRE
EL PATRON DE GROSOR EPITELIAL CORNEAL

En nuestro trabajo, encontramos mayores valore$S@€ cuando se realizan las
medidas con el OCT Visante®, que con el paquimgtrasonico en todas las visitas
postoperatorias. Hallamos con ambos aparatos Ugaadeniento corneal significativo

al mes comparado con la exploracion a la semana d#ervencion, que quiza sea
debido a la existencia de edema corneal en el pasttorio inmediato de la ablacion de
superficie. Existe un engrosamiento paquimeétricstqueratorio significativo a partir

de los 3 meses cuando realizamos las medicionebl8dsi bien es aproximadamente
de 10 um y por tanto clinicamente no relevanteyp pestas diferencias no son

significativas cuando la medida se realiza conisaime®.

Aunque muchos estudios han determinado que la @@& tina gran reproducibilidad
y precision como paquimetro de no contatté******** por lo general la mayoria
determinan que el OCT infraestima la medida en ictomes normale§’ 101103435436

lo cual le hace méas conservador a la hora de planea cirugia refractiva®. No
hemos encontrado en la literatura estudios del @& Cablacion de superficie con OCT
Visante®, pero si estudios tras LASIK, que reportara sobreestimacion en las
mediciones al igual que en nuestro trab¥8*’ El Gnico trabajo que estudia las
diferencias entre la paquimetria en pacientes Heenaoperados de PRK, encuentra
valores similares entre ambos grupos, pero fuézesd con el OCT Stratus®. Varios
trabajos coinciden en que las medidas realizadas diferentes aparatos no son
intercambiables, y que para comparar resultadatisti@tos trabajos, se deben realizar
con el mismo método de medif&**> Que nosotros encontremos una sobrestimacion
del GCC postoperatorio cuando realizamos la mechaaVisante® frente a US, quiza
sea debido a que el OCT confunde la medida paguaadtor la distorsion que pudiera

producir la presencia de haze subclinico.

En nuestro trabajo, el grosor epitelial central imeadon OCT de los pacientes tratados
con LASEK y MMC se va engrosando a partir del prinmes postoperatorio

haciéndose estadisticamente significativo a los63nyeses. Comparado con el grupo
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control, el epitelio de los ojos intervenidos egn#icativamente mas delgado a la
semana y al mes, pero se vuelve significativamedi® grueso a los 3 y 6 meses.

La mayor parte de los estudios que evaltan los icamdn el grosor epitelial de la
ablacion de superficie sin utilizar MMC, describe@m engrosamiento epitelial central
postoperatorio, tanto en cérneas animal®s’® como humanad®!1%11%:397.400.401
debido probablemente al alargamiento de las céhaaales epiteliales y al aumento del
nimero de células superficialés®®’ en un intento de restaurar la curvatura corneal
original ***** Sin embargo, algunos estudios no encontraronrgigsa epitelial
significativa tras PRK>?%7442443 prohablemente estas diferencias se deban a las
diferentes técnicas empleadas para medir el greggitelial, la magnitud del defecto
refractivo tratado, la instrumentacion, la zona dblacion y el método de

desepitelizacion empleadd.

Existen pocos trabajos analicen los cambios gromutelial tras la aplicacion
intraoperatoria de MMC en cirugia de ablacion dpesiicie, y presentan resultados
dispares. Xu et af’* estudiaron el grosor epitelial en cérneas de codigjdas en dos
grupos: unas tratadas solamente con PRK vy otratiesditin MMC al 0,02% durante 5
min. Hallaron un engrosamiento epitelial significaten el postoperatorio de ambos
grupos, siendo mas acusado en las primeras semd@aseguimiento, pero
manteniéndose significativamente mas grueso eavigion de los 6 meses, igual que
en nuestro trabajo. No encontraron diferenciaseestnbos grupos asociadas al uso de
MMC.

Chen*® estudié con microscopio confocal los cambios eepitelio y el estroma tras
Epi-LASIK, utilizando MMC al 0,02% durante 20-30gseuando la miopia a tratar era
mayor de -6,00 D. No hall6 cambios en el grosoteipl postoperatorio asociados al
uso de MMC; si bien observd que existia un danalaelnicial en el flap epitelial
(menor numero de células basales y apicales mgréaihente normales) tanto si se

usaba MMC como si no.

En el estudio histolégico de corneas humanas & de Rajan y colaboradoré€, a
las 4 semanas el grosor epitelial era igual enrol@sty en el grupo tratado con MMC a

0,2pg/ml durante 1 min, pero significativamente rfids e indiferenciado cuando la
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MMC se aplico 2 min. Con un mayor seguimiento, guéstas diferencias hubiesen
desaparecido. Ademas en ese grupo (2 min de eiusiencontraron una mayor
tendencia a la hipercorreccién, sugiriendo que MQVipodria alterar la capacidad del
epitelio de producir una hiperplasia compensadasla ablacion estromal, por lo que
recomiendan el tiempo de aplicacion de un minuitbieh el tiempo de exposicién que
utilizamos nosotros fue menor, hallamos al mes piteleo significativamente mas

delgado que los controles, pero estos cambiosaeradhormalizarse a los 6 meses.

Gambato describe con microscopia confocal, un éngrosamiento epitelial a los 5
afos tras PRK, tanto en el grupo sin MMC como equel utiliz6 MMC al 0,02%
durante 2 min, sin existir diferencias significasventre ambos grup8¥’. Kaluzny et
al. son los unicos autores que han estudiado lobioa en el grosor del epitelio corneal
con OCT (como en nuestro trabajo) tras PRK con M®fONo encontraron diferencias
en el grosor epitelial entre dos técnicas de afmadle superficie: PRK con
despitelizacion con alcohol al 20% y PRK transdipiteaplicando en ambos grupos
MMC al 0,02% durante 2 min. Describen un engrosatoiepitelial marcado en el
postoperatorio (maximo al cuarto dia) que disminyyegresivamente hasta casi
equipararse con los valores preoperatorios a loeges. Igualmente, Nassiri et ‘4F
compraron el grosor epitelial entre dos técnicadéspitelizacion: mecanica y con
etanol al 20%; utilizando en ambos grupos MMC @R@, durante 2 min; sin encontrar
diferencias significativas. Aunque ni Kaluzny nidsai cuentan con un grupo control
sin MMC, de ambos estudios se podria deducir qum&ible toxicidad de la MMC
sobre el grosor epitelial no se ve potenciada pas@ de alcohol. Nuestros resultados,
con un tiempo de exposiciébn menor, se asemejansadé Kaluzny*®® aunque
encontramos un adelgazamiento inicial, seguidordencremento del grosor epitelial

mas mantenido en el tiempo, como el estudio de Ganet al*®

Por tanto en funcion de nuestros resultados y aqulmy@s en la literatura publicada al
respecto, la aplicacion de MMC como coadyuvanteablacion de superficie no parece

alterar la evolucion postoperatoria del patron mesgr epitelial corneal central.

No hallamos relacion entre las diversas varialdésdeadas (edad, género, paquimetria,
esfera y cilindro preoperatorios) y la hiperplaspitelial o el recrecimiento corneal

total. Numerosos autores han publicado la relaeidine la hiperplasia epitelial y la
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regresion midpica post-ablacion de superfféigt2400:403:404

F,398,403,404
)

siendo mayores a mayor
grado de ametropia a tratd mayor profundidad de ablacidff** menor
zona 6pticad® % 1°39%83% campjios abruptos en el borde de la ablattéi™y menor

grosor epitelial preoperatorfd®.

En el estudio de Mdller-Pedersen sin embargo, icordgraron hiperplasia epitelial tras
PRK, sino un epitelio inicialmente mas fino, quetaera su grosor preoperatorio sin
hiperplasia compensadora y que no contribuye s$tgwivamente a los cambios
refractivos tras PRK. Segun los autores la prifcipausa de regresion es el
recrecimiento estromdl’. Al igual que en el trabajo anterior, EA& estudi6 los
cambios en el perfil corneal tras PRK con microgsgomnfocal, pero encontré un
engrosamiento epitelial a partir los 3 meses maimeose significativamente mas
grueso a los 36 meses. De sus resultados se déspree la regresion midpica no solo
se relaciona con el grosor estromal como MéllerePeh’’, sino también con el grosor
epitelial y el haze. El mismo grupo publicé susitesios a 7 afios’, encontraron que
existia un incremento en el GCC, debido al engrasaim tanto del epitelio como del
estroma; pero sin relacién con la regresiéon. Desnmi modo Ivarsen et af
estudiaron los cambios en las distintas capas al@smidras PRK. Encontraron un
engrosamiento epitelial, estromal y corneal totaf®, pero solo estos dos ultimos se
correlacionaban con la regresion refractiva. Chel. dnallé un engrosamiento epitelial,
pero sin cambios en el estroma, con SD-OCT tras BRikSepitelial, pero no pudo
relacionarlo con el defecto refractivo postopeiatd?. Debido a que disponemos de
nuevos perfiles de ablacién y a la actualizacionodenomogramas, la regresion es
menos frecuenté&®. Nosotros no hallamos relacién entre la hiperplasitelial y el
recrecimiento corneal total, lo que podria reflgjae existe un recrecimiento estromal
méas acusado que enmascara en parte el cambidamtejue la hiperplasia epitelial
hallada es menor de la esperada debido al uso d€.MM

En nuestro trabajo el patron de grosor epitelialla ojos intervenidos varia con
respecto a los controles en cuanto a las medidaS enm del centro corneal, siendo
significativamente mas delgado que el centro emugdo LASEK. A 3 mm el epitelio es
significativamente mas delgado que el centro enoangbupos. Por tanto, parece que la
cirugia cambia el patrén epitelial corneal en masstpacientes, haciendo que la

diferencia en el grosor epitelial central y peidérsea mas acusada.
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Como hemos comentado el grosor epitelial cornaalRPRK se considera un importante
factor en el resultado refractivo fin&1°*®" dado que determina el contorno de la
superficie corneal. Si el epitelio cubre el arelaebnada suave y uniformemente no
cambiaria de forma apreciable la curvatura de faemy los resultados refractivos
seran correctos? pero incrementos epiteliales postoperatorios mmesados, asi como
mayores diferencias entre el grosor central y entaal se relacionan con una regresion
significativa**> No hemos encontrado trabajos que evallen los ioanem el grosor
epitelial paracentral tras PRK, si bien nuestrosultados difieren de la literatura
publicada, en la que en cérneas normales el epialre un engrosamiento centrifugo
siendo mas fino en el centro e incrementandoseughante hacia la periferia
95.99.107447 Estas diferencias quiza se deban al método edpleara medir el epitelio
corneal, que es diferente en cada estudio (SD-GCTultrasonidos de muy alta
frecuencia®-“Very High Frecuency Digital Ultrasound™y -OCT "%} y a que

algunos aparatos incluyen la medida de la peliagiamal y otros no

La principal limitacién de nuestro trabajo es nateo con un grupo control de pacientes
operados con LASEK sin MMC. Asi hubiésemos podidaliaar la evolucion de las
variables a estudio entre 2 grupos que solo seedifeasen en la aplicacion de MMC.
Pero como conocemos la gran utilidad que tiene NéO\para reducir la aparicion de
haze tras ablacion de superficie, son escasosalieres en los que actualmente no la
utilizamos, asi que no pudimos obtener un grupdrabde estas caracteristicas con un
tamafo muestral suficiente. Ademas el teérico gagrdrol sin MMC no seria del todo
comparable, dado que no aplicamos MMC cuando elctiefrefractivo a tratar es muy
pequefio, asi que los grupos también difeririam@ahtidad de ablacion realizada. Otra
limitacion de nuestro estudio es la subjetividadadmedida manual del grosor epitelial
en la tomografia, que intentamos reducir realizasidmpre las medidas por el mismo

examinador entrenado.

Son necesarios mas estudios para determinar losi@sua largo plazo en el grosor de
las diferentes capas corneales tras de ablaciéupmkaficie, cuél es su relacion con los
resultados refractivos finales y como se ven aflestapor el uso de MMC

intraoperatoria.
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3. EFECTO DEL USO DE MMC INTRAOPERATORIA EN
CIRUGIA LASEK PARA CORREGIR MIOPIA SOBRE
EL GROSOR CORNEAL TOTAL

En este estudio encontramos un incremento estaistnte significativo entre el GCC
entre el mes y los 3 meses tras ablacibn de sojgertn ambos grupos,
independientemente del uso de MMC. No encontranfesedcias significativas en el
porcentaje de incremento de GCC entre el gruporegibio MMC intraoperatoria y el
grupo que no fue tratado con ella, lo que sugiewe tg MMC no altera el
engrosamiento corneal postoperatorio, considerasti como medida indirecta de la

hiperplasia epitelial o del recrecimiento estrodescritos tras cirugia refractiva.

Como se ha comentado con anterioridad, la corneg@acaccionar a los cambios en el
estroma desarrollando una hiperplasia epiteffa**! Estos cambios se han visto
secundarios a enfermedades corneales con pérdidenak**°
tanto ablacion de superficie'11239%3%0mo LASIK *3448449 hidiendo ser causa de

regresion refractiva. Incluso algunos autores lrapyesto realizar ablacion laser sobre
a446

y tras cirugia refractiva;

la superficie de este epitelio para tratar la reigremiopic

Varios trabajos han estudiado con microscopia @ahfilos cambios en el epitelio y el
estroma tras PRK sin el uso de MMC y su posiblaciéh con la regresion
postoperatoria con resultados dispares. Erie etematontraron un engrosamiento
epitelial postoperatorio mantenido al afo, relaatn significativamente con la
regresion miopica. No hallaron cambios significasiven el grosor estromal
postoperatorio, pero el efecto combinado del ergniento estromal y epitelial
(recrecimiento corneal total) se correlacionabatémeente con la regresiéfi®. No
obstante, el mismo grupo public6 més tarde un jmalsan mayor seguimiento,
encontrando un engrosamiento epitelial y estromdbsa7 afos, responsables del
engrosamiento corneal total, pero estos cambiaseremrrelacionaban con la regresion
397 |varsen et al. hallaron un engrosamiento tanitelegd como estromal mantenido
hasta los 3 afios tras PRK, pero solo este Ultimmelaeionaba significativamente con la
regresion'®™. En el estudio de Méller-Pedersen encontraronpitel® inicialmente mas

fino que recuperaba valores preoperatorios a loe8es y permanecia estable hasta el
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afo sin hiperplasia compensadora y sin contribiginificativamente a los cambios
refractivos tras PRK. Si detectaron un recrecimientorneal, mediado
fundamentalmente por un incremento del grosor estkosiendo éste la principal causa
de regresion postoperatorfd Sus resultados coinciden con el trabajo de Gawthile
tampoco hall6 hiperplasia epitelial al afio, nic&la con los cambios en el poder 6ptico
de la corned®™. Chen et al. estudiaron con OCT estos mismos @ambhallaron un
epitelio mas grueso a los 6 meses tras PRK trame$iapgue no se relacionaba con los

cambios refractivos postoperatorios, sin cambios| @stroma™.

Por tanto no parece existir consenso en cuante ealmbios en el grosor del epitelio y
del estroma tras ablacion de superficie; y en gedida estos afectan al grosor corneal

total postoperatorio y por tanto a la regresioraiva.

En cuanto a los efectos de la MMC sobre el grosoneal postoperatorio, Lai et al.
estudiaron en corneas de conejo el efecto de apMdAC tdpica postoperatoria al
0,02% durante 5 dias tras PRK y lo compararon eogrupo control que no recibi6
MMC. Encontraron a las 4 semanas un GCC mas delgadonenor recrecimiento
estromal y menos haze en el grupo con MMC. Segtos esitores la MMC inhibe el
engrosamiento corneal y estromal causante de lasiég miopica descrita previamente
y lo relacionan posiblemente con la prolongaciéhadgpoptosis de los queratocitos que
evidenciaron en su trabaj®’. En nuestro trabajo encontramos resultados cavgrar
los expuestos por Lai, quiza porque la dosis tealiIMC que recibieron las cérneas de
ese trabajo fue muy superior a la que usamos mssdBthang et af®® también en
corneas de conejo, encontraron un aumento dosesdegmte del GCC tras PRK
asociado al uso de MMC intraoperatoria, pero primtupor la alteracion de la funcion

endotelial, que sabemos es mas sensible a la MM©Breeas de conef§***°

Rajan et al*’?analizaron el efecto de la MMC al 0,02% sobre tafoiogia del epitelio
corneal tras su aplicacion en corneas humanastfoi’' VAl mes, el epitelio era similar
en grosor y morfologia en el grupo control y elggrdratado con MMC durante 1 min.,
pero era significativamente mas fino y menos difei@do en el que recibi6 MMC
durante 2 min. Quiz4 un seguimiento mas largo hapermitido que el epitelio se
diferenciase y engrosase, y que dichas diferenigaaparecieran. No obstante, nuestro

estudio utilizamos un tiempo de exposicién de 3@.,sel cual basandose en sus
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resultados, no deberia producir ningn cambio fiagivo en el grosor y la morfologia
del epitelio regenerado ya al mes de la cirugia.

Morales et al**®investigaron la evolucién del GCC y del recuentdaelial en 18 ojos
tras PRK, aplicando en un ojo MMC al 0,02% duraBfeseg. y BSS en el ojo
contralateral. A pesar de encontrar una mayor gareindotelial asociada a la MMC, no
hallaron diferencias significativas en cuanto pdguimetria entre ambos grupos a los 3
meses. Nuestros resultados apoyan los del estudiMarales, si bien el tamafio

muestral de nuestro trabajo fue mayor.

El hecho de que en nuestro estudio encontremosdifaeencia estadisticamente
significativa entre el GCC al mes y a los 3 mesefactirugia, apoya la hipoétesis de la
existencia de un engrosamiento corneal postop&ratpudiendo deberse a una
hiperplasia epitelial, a un recrecimiento estromah una combinacién de ambos
mecanismos. No encontramos diferencias en el emgiesto corneal entre ambos
grupos, lo que sugiere que la MMC a la concentradi 0,02% y aplicado durante 30
seg., no so6lo no produce un retraso clinicamegtefgativo de la reepitelizacién de la
Ulcera quirdrgica >277313323:324.36538%in5 que ademas permitiria tanto la hiperplasia

epitelial como el engrosamiento estromal.

Encontramos en nuestros resultados un incremenyorntie GCC en el grupo que
recibi6 MMC que en el grupo control, aunque la difesia no alcanza significacion
estadistica. Este mayor aumento podria ser debrdayr defecto refractivo tratado en

&"3% Que no hallemos diferencias significativas eatrdos

el grupo que recibi6 MM
grupos en cuanto al recrecimiento corneal puederhas pensar que la MMC en
corneas tratadas de un mayor defecto refractivaiceecel recrecimiento corneal
esperado para esa cantidad de refraccion abla@or&id embargo, el andlisis por
regresion lineal realizado entre ambos grupos, astid correlacion significativa entre
el error refractivo preoperatorio y el incrementostoperatorio de GCC. Quiza un
namero mayor de casos nos habria podido detectacamelacion significativa entre
ambos parametros, lo que explicaria el mayor ineremen el GCC en el grupo tratado

con MMC.
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Hay que considerar que conseguimos una buena pibddled en los resultados
refractivos en el grupo al que aplicamos MMC, aapesle programar una
hipocorreccion del 10% del defecto refractivo astépreoperatorio. Si la regresion
estuviera Unica y directamente determinada pagakcimiento corneal postoperatorio,
el uso de MMC podria estar inhibiendo parcialmetitho engrosamiento, pero, segin
nuestro estudio, sin anular completamente la resgwicatricial corneal tras la cirugia,
y por tanto, sin poner en peligro la capacidad megiva corneal. Nuevos estudios
serian necesarios para medir si la MMC ejerce r@ienuna inhibicion parcial (y en

gué medida) del engrosamiento corneal tras ablat@®@uperficie.

Los resultados de nuestro estudio sugieren queM& Mo parece tener una influencia
notable sobre el engrosamiento corneal tras allat@dsuperficie. Son necesarios mas
estudios, con mayor numero de pacientes, con enhBlgoldgico, OCT y microscopio
confocal ‘in vivo” de cdérneas humanas que ayuden a esclarecer tel ééela MMC en

el proceso de cicatrizacion tras ablacion de sigoerf

4. EFECTO A MEDIO, CORTO Y LARGO PLAZO DEL
USO DE MMC INTRAOPERATORIA EN CIRUGIA
LASEK PARA CORREGIR MIOPIA SOBRE LA
DENSIDAD QUERATOCITARIA CORNEAL

En nuestro estudio encontramos cierta reorganizaaola poblacion celular estromal
tras ablacion de superficie con MMC. Hallamos uscedeso inicial en la densidad
gueratocitaria del estroma anterior, compensadoucoimcremento en los queratocitos
del estroma profundo, y una tendencia a la noraeiin de la misma con el paso del
tiempo. Tres afios tras la cirugia, el lecho esttam@avia muestra una deplecidon
queratocitaria, pero la celularidad corneal total muestra ninguna diferencia

significativa comparada con el grupo control.

Los estudios que evaltan los efectos de la prdpécian de superficie sin MMC sobre

la poblacion queratocitaria del estroma anteritargo plazo, aportan resultados poco
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concluyentes. En el modelo estudiado por Rajan lgbooadores, encontraron una
deplecidén queratocitaria en las primeras semamasRRK y LASEK, pero con una
repoblacion progresiva hasta las cuatro semanaguerpracticamente recuperaba los

valores preoperatorios, e incluso en algunos dasasuperaba®®.

Existen diferentes estudios que utilizan la mioop$a confocal para medir la densidad
queratocitaria ih vivo” tras cirugia de superficie. Herrman y colaborasloestudiaron
17 ojos tras LASEK y describieron una disminuci@nla densidad de los queratocitos
desde el primer mes, y una repoblacién postermgresiva hasta el primer afio, aunque
no alcazaba los valores preoperatorfds Erie y colaboradores encontraron una
poblacién queratocitaria disminuida a los 36 megeS afios tras PRK>*1°540

h450

También Amoozadel*® y Einollahi *** hallaron una reduccién en la densidad

gueratocitaria 6 meses tras PRK.

Contrario a estos resultados, Frueh encontro ureatmen la poblacién de queratocitos
en el estroma anterior en el primer y cuarto mas BRK**® Podriamos explicar las
diferencias de los trabajos de Erie y Frueh palidéinta profundidad en la que realizan
las medidas. Mientras que Erie realiza el contajela cicatriz hiperreflectante
subepitelial, Frueh lo hace en la porcion postederla cicatriz estromal. Moller-
Pedersen describe un aumento en la densidad quitaatoen el estroma anterior en las
revisiones del mes y 6 meses tras PRK, normalizmtizs valores al aff. A los 5
afos, Moilanen tampoco hallé una poblacién redudalgueratocitos sometidos a PRK
152 Incluso el estudio histopatolégico realizado pawson et al. en cérneas humanas
tras cirugia refractiva apoya los estudios citagdsencontrar una cicatriz fibrética

hipercelular con un aumento de queratocitos estema anteriof”.

En lo que si coinciden la mayoria de los estudsosrela respuesta de los queratocitos
del estroma posterior, que no mostraron activacionariacion en su densidad en

ninguna de las revision&g' 193443450

Los escasos estudios que analizan la densidadtocitaaa tras el uso intraoperatorio
de mitomicina C en cirugia de ablacion de superficiuestran resultados paraddjicos
(Tabla 8). Los estudios animales, la mayoria realizadosdemeas de conejo, describen

una deplecién de los queratocitos del estromaiantar mes®’, a los 3 mese¥” e
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incluso a los 6 meséé’ tras PRK y MMC comparado con el grupo control. €amp a
los anteriores estudios, Xu et ¥ no encontraron diferencias significativas en las
revisiones de las 12 y 26 semanas. En el estudicoameas de gallina de Blanco-
Mezquita, se hallé una menor densidad queratagitaicial tras PRK asociada a MMC,;
que se igualaba al grupo control a partir del primes postoperatoris®. EI modeloin
vitro de corneas humanas de Rajan et’Zl.describe una reduccién inicial de los
queratocitos en el estroma anterior independient@andel uso de MMC, pero la
repoblacion se iniciaba mas lentamente en los grgmlos que se habia aplicado
MMC, con un retraso mas evidente a mayor tiempoaplcacién de la misma.
Encontraron a las 4 semanas una densidad sigivfioante menor en los grupos con
MMC y también significativamente menor en el grigmoque se aplicé 2 min frente al
que se aplico durante 1min. No obstante, no podetessartar que con un tiempo de

seguimiento mayor, estas diferencias hubiesen desda.

Existen tres estudios clinicos de la densidad ¢oetaria tras ablacion de superficie
con MMC realizados en cérneas humanas. Gambatb &f @studiaron 36 ojos de
pacientes sometidos a ablacion de superficie corCNiifraoperatoria al 0,02% durante
2 min. Describen inicialmente una deplecién de afioeitos, seguida de una progresiva
repoblacion, y aunque no proporcionan datos nuwgriefieren que tras 6-12 meses,
la densidad y activacion queratocitarias se nomaali No refieren ningin descenso
mantenido de la densidad de queratocitos en eladneaionada. En todo momento, los
queratocitos de las capas estromales mas profupdamsanecen quiescentes, sin
cambios en su densidad. En el estudio de Mideah &, encontraron un descenso en
los queratocitos en el lecho estromal 5 afios &rablacion de superficie comprado con
los datos preoperatorios, pero sin diferenciasifgigtivas asociadas al uso de MMC.
Nassiri et al. reportan un descenso significativéegpoblacién estromal anterior a los 3
meses tras PRK con MMC al 0,02% entre 10 y 50 sggrsla profundidad de ablacion,
comparado con los valores preoperatorios, sin agide cambios en el estroma medio
y posterior**®. Para su andlisis estos dos estudios, divideartzea en diferentes capas:
5 capas (0-10%, 11-33%, 34-66%, 67-90% y 91-100%@lele Midend™'y 3 (10%
anterior, 33-66% medio y 10% posterior) en el dedi&'*> y comparan los datos pre
y postoperatorios. Consideramos que estos métam@®mparan realmente las capas
preoperatorias con las que tras la ablacion seieden en el estroma anterior, y las

diferencias halladas podrian deberse a la elimongoor el laser de la zona del estroma
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anterior mas densamente poblada de queratocitos § una deplecion real de los
queratocitos en el lecho estromal residual caupadael laser excimer, la MMC o
ambos. Por ello, nosotros realizamos el recuentgudeatocitos también a 25 y 75um,
lo cual da una medida mas real de lo que acontecel @stroma anterior tras la
ablacion. Como en nuestro trabajo, tanto el grupditlena®* como el de Nassifi*

no encuentran ninguna diferencia significativa &n dapas mas profundas, aunque las
medidas que obtienen en el estroma medio y postieleoon mayores que las basales
(sin alcanzar significacion estadistica), coinaidie también con los resultados de
nuestro estudio. Sin embargo, estos autores nazaral la media de la densidad de
todas las capas estudiadas, lo que podria haberdsiditilidad para esclarecer si la
densidad corneal total de queratocitos se mant@meambios significativos como

observamos nosotros.

El incremento inicial de los queratocitos en et@at medio y profundo a los 3 meses
tras la cirugia que se normaliza a los 15 mesepabperatorio, ya ha sido descrito
tras LASIK *84°2 pero no tras ablacion de superfitig>22272451453\yestro estudio
respalda la hipotesis de que existe una tendenciargener estable el numero de
gueratocitos a través de toda la cornea tras layieir EI aumento en la poblacién
queratocitaria en las capas profundas podria aeflej respuesta de los queratocitos
profundos a apoptosis de los queratocitos del restr@anterior producida por la
ablacion. Se ha demostrado que los queratocit@n dgertemente interconectados
formando una red a través de toda la c6fA€&° El hecho de que la MMC no parezca
inhibir esta proliferacién de los queratocitos as tapas profundas, sugiere que o la
MMC no afecta a la respuesta mitdtica de estosatEtos o que hay una repoblacion
del estroma por células derivadas de la médula giseanantienen intacta su fisiologia
457462 yn estudio reciente muestra que la gran mayoealod miofibroblastos

detectados en cdrneas de ratones tras ablacidmpéefisie derivan de su médula 6sea
24

Durante los meses posteriores existe una tendankgianormalizacién de la densidad
gueratocitaria en las diferentes capas cornealespngando valores normales de
densidad corneal total a los 15 meses y tambiéws &8 lafios cuando realizamos la
mediciones a 25 um y 75 um de profundidad y no enlel lecho estromal. Aunque el

estroma anterior mantiene una densidad de quexaanenor, que podria estar causada
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por la reorganizacion de la matriz extracelulat gesarrollo de una cicatriz fibrotica.
Sin embargo, esto parece ser compensado por logtocieos de otras capas, dado que
no encontramos una deplecion en la poblacion getldaoda la cornea a largo plazo
tras ablacidon de superficie con MMC. Qazi et ablparon la aparicion de haze denso
17 meses tras cirugia de ablacion de superficieMB®IC profilactica, lo que sugiere
que las células estromales no se ven afectadasrda fmportante y permanente por la

MMC y que los queratocitos mantienen su capacigagctivarse y proliferaf*

Los diferentes disefios Opticos de los microscopm¥ocal disponibles pueden dar
lugar a diferentes mediciones y por tanto no podecomparar con fiabilidad los datos
obtenidos en nuestro estudio, con aquellos estudies utilizan un microscopio
confocal distinto al nuestro. Incluso la profundidie foco o seccion optica de nuestro
microscopio (calculado con el método descrito pocLMen et al.*?") difiere
significativamente del proporcionado por el fabmiea(4 um) y también del publicado
en la literatura para otros HRTII-RCM (7,6 |{f). Es importante, que cada usuario de
cada RCM calcule la profundidad de foco de su ditpo antes de trasladar los
valores de area a volumen, para poder permitir eoagpones entre diferentes
dispositivos de HRTII-RCM.

Existen dos limitaciones de nuestro estudio inheseral hecho de utilizar el
microscopio confocal para obtener la densidad ¢o@taria: la posibilidad de
movimiento antero-posterior del paciente y la stiiagad del contaje manual de los
queratocitos. Intentamos reducir esta primera tudsterror, realizando 3 escaneres en
cada ojo y seleccionando el de menor movimiéfitoLa subjetividad en el recuento
celular fue reducida por el hecho de que todos$usineres fueron analizados por el
mismo examinador entrenado. Un estudio que condpan@sultados en las mediciones
realizadas manual y automaticamente, mostré quesarpde las diferencias en las
densidades finales, las conclusiones en cuantanabio en la celularidad queratocitaria
postoperatoria hubiesen sido las mismas indepetediemte del método de meditfa
Asimismo, el alto contrasté” que ofrecen las imagenes con el HRTI-RCM también
permite reducir la variabilidad en el recuento naftf.

Nuestro estudio sugiere que la ablacion de superfion laser excimer y MMC

intraoperatoria no da lugar a una deplecién queitatta permanente, pero conlleva una

Discusién 129



Estudio del efecto sobre la biologia celular corne la cirugia LASEK con MMC

redistribucién de los queratocitos en las diferem@pas corneales, con una reduccién
temporal en el estroma anterior compensada conncremento en las capas mas
profundas y seguida posteriormente por una noram@bm de la densidad celular

estromal a través de toda la cérnea.

Tabla 8. Estudios del efecto de la MMC sobre los guatocitos del estroma corneal

. . Densidad
N° de . Dosis Tiempo .
: Tipo de S - gueratocitaria
Autores 0jos con estudio MMC aplicacion  Seguimiento al final del
MMC (%) MMC .
estudio
371 Animal . i
Xu et al. 20 . 0,02 5 min 6 meses No deplecion
(conejos)
. 369 Animal . -
Kim et al. 18 . 0,02 2 min 3 meses Deplecién
(conejos)
Animal 0,002 12 seg-2 Deplecion tiempo
Netto et al*** 182 ) ’ ©9 1 mes y dosis
(conejos) 0,02 min .
dependiente
Blanco- Animal
Mezquita et 32 . 0,02 12 seg 2 meses No deplecion
1429 (gallinas)
al.
Comeas 1 min Deplecion tiempo
Rajan et al.*” 16 humanas 0,02 . 1 mes P emp
o 2 min dependiente
in vitro
Corneas .
m l. . 5
Ga b;'i‘ﬁo eta 36 humanas 0,02 2 min 3 afios No deplecion (no
L aportan datos)
in vivo
. Cérneas No deplecion
M'de?ﬁ etal. 56 humanas 0,02 2 min 3afios comparado con
in vivo ojos sin MMC
. Deplecién
Nassiri et al corneas comparado con
245 ' 88 humanas 0,02 10 - 50 seg 3 meses
i Vivo valores

preoperatorios
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5. EFECTO DEL USO DE MMC INTRAOPERATORIA EN
CIRUGIA LASEK PARA CORREGIR MIOPIA SOBRE
EL ENDOTELIO CORNEAL

En este estudio encontramos un incremento estaifstnte significativo en la
densidad endotelial 3 meses tras la cirugia LASEK ambos grupos,
independientemente del uso de MMC intraoperatdda. encontramos diferencias
significativas en la densidad endotelial 3 mesas la cirugia entre el grupo al que se
aplic6 MMC vy el grupo al que no se le aplic6. Laniéa LASEK con y sin MMC
mostro ser segura y eficaz para corregir la migpifagcomplicaciones epiteliales ni haze

clinicamente significativo.

En la revision de la literatura de los efectos aeMIMC sobre el endotelio corneal
encontramos trabajos que arrojan conclusiones pausistentes (tabla 9). Lee et 4f.
estudiaron la celularidad endotelial postoperatenal.011 ojos tratados con MMC al
0,02% durante un tiempo de exposicion entre 30ys2gnin segun la profundidad de
ablacion. No s6lo no encontraron un descenso emikma, sino un aumento
significativo en la densidad endotelial a los 6 @sede la cirugia; aunque este estudio
no cuenta con grupo control. Los autores sugiemgd este incremento podria ser
resultado de la interrupcion en el porte de lagekede contact®®*®® También podria
explicarse por la magnificacion corneal tras laaeidin 14ser*®’. El descenso en los
valores queratométricos tras la ablaciéon midpicarig producir un reduccién en la
magnificacion de la imagen de las células enddslian el microscopio especular. Asi
las células podrian aparentar un menor tamafo quelaeimagen obtenida
preoperatoriamente y ser contadas errOneamente cnA® numerosas. Nuestros
resultados también muestran un aumento en la dehsiodotelial a los 3 meses de la

intervencion.

Gambato et al., en su estudio con microscopia cahfa largo plazo, encontraron
cambios en los queratocitos del estroma anterigragrentes intervenidos con PRK y
MMC al 0,02% durante 2 min comparado con los paeggue no recibieron MME&>.

No encontraron cambios en los queratocitos debmstrprofundo ni en el endotelio

275444 Numerosos trabajod>420-422424428458 5 encontraron cambios en la densidad y
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la morfologia endotelial asociados a la aplicaciénMMC al 0,02% con tiempos de
exposicién entre 5 y 45 seg. Trabajos con tiemmosxposicibn mas prolongados
(entre 1 y 2 min) no observaron diferencias esti@dimente significativas en la
densidad endotelial postoperatoria tras la aplicacie MMC al 0.002%%% y 0.02%
276,319.335445 Tampoco Rajan, en su estudio sobre cérneas hsmanatro, encontrd
efectos perceptibles de la MMC al 0,02% aplicadamke 1 y 2 min, en la poblacion
celular endotelial, ni en los queratocitos delaaa medio y posterior, en relacién con
los controles’? Hofmeister®’ evalué la densidad endotelial tras la aplicaciémC

al 0,01% durante 15, 30 y 60 seg, y la compar6é worgrupo control sin MMC.
Encontr6 una menor densidad endotelial al mes datéavencion que recuperaba
valores normales a los 6 y 12 meses en todos lgmgrsin diferencias significativas

independientemente del uso y el tiempo de exposa@OMMC.

Se podria pensar que el alcohol utilizado pararaepa epitelio en la ablacién de
superficie, podria potenciar la posible toxicidadld MMC. Pero los trabajos que lo
estudiaron, no encontraron diferencias en el epjtils queratocitos, ni el endotelio,
entre el grupo que utilizaba alcohol y en el querealizaba la desepitelizacion

mecénicamente o con el propio laser excitfief’®42944>

McDermott 4

y Garweg et al*'® mostraron que la aplicacién directa de MMC (en
cérneas humanas de donarftt y en cultivos de células endotelialdd), a
concentraciones de 0,01% o menores, no producikacidad endotelial, pero que la
aplicacion de MMC al 0,02% inducia rapidamente emlezon marcados cambios
ultraestructurales. Tanto Torr&s como Song®®** hallaron concentraciones de MMC
en humor acuoso mucho menores de 0,002%, cuaralsesiplicaba al 0,02% durante
2 min, de lo cual se deduce que la dosis topicadstde MMC utilizada en cirugia
refractiva no alcanza una concentracion en el huacooso que sea toxica para el
endotelio. Sélo existe un caso de edema corneahgramte asociado a ablacion de
superficie y MMC, en el que el paciente se ins¥IBIC tépica al 0,02% dos veces al
dia 7 dias tras PTR. La dosis total fue muy superior a la habitualreantilizada en
cirugia refractiva, ademas de que no se trataha dgo completamente sano, dado que
era un ojo que presentaba distrofia de membraral bpgelial, huso de krukemberg y
glaucoma cortisénico. De hecho Garweg ef'dlmostraron que la citotoxicidad de la

MMC aparecia si la exposicion se mantenia croniosengurante 7 dias, incluso a bajas
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concentraciones, lo que podria explicar el caseddena cornedf”, aunque no queda
claro que la MMC fuera la causa de la descompefisacirneaf®® No encontramos en
la literatura ningun caso de descompensacion cortr@aa el uso de MMC
intraoperatoria en cirugia refractiva a la conaaiém (0,02%) y tiempo de exposicion
(12 seg a 2 min) habitualmente utilizados y duramteseguimiento de hasta 5 afios
39539 (Tabla 9).

Chang®®® estudi6 el efecto de MMC al 0,01 y 0,02% aplicddeante 2 min. en cérneas
de conejo y encontré que la MMC producia un edearssitorio dosis-dependiente, un
descenso en la densidad de células endotelialesyrae un aumento en GCC, hallando
mayor apoptosis endotelial, un endotelio inflamapi@omorfico y con importante
polimegatismo. Hernandez-Galileo obtuvo resultagioslares en su estudio in vitro en
corneas de conejd>. Si bien los propios autores comentan que aurggiedrneas de
conejo se asemejan a las humanas tras PRK (m&syfisem Bowman) y por tanto la
MMC puede atravesar la cérnea y tener facil aceksndotelio; tienen un endotelio
mitéticamente mas activo y por tanto son mas stiétep de la toxicidad de la MMC.
Los estudios realizados con modelos animales tidin@taciones y hay que tener

precaucion al interpretar los resultados.

Existen dos estudios clinicos en cérneas humanasciisamente disefiados para
evaluar los efectos endoteliales de la MMC en ¢arute superficie que describen una
pérdida significativa de células endoteliales. Nesaet al.**® reportan una pérdida
endotelial de 14,7% al mes y 18,2% a los 3 messs”RK y MMC 0,02% 30 segs (la
misma dosis que nuestro trabajo). No obstante studie® presenta datos de recuento
endotelial con una alta desviacion estandar, loaqunileva una baja fiabilidad de sus
resultados, dado que la probabilidad de que sendabazar, sobre un tamafio muestral
tan pequefio (9 ojos por grupo), es muy alta. Bxistes formas para aumentar la
fiabilidad del estudio: bien disminuyendo la desida estandar (aumentando la
reproducibilidad de la medicidn) o bien aumentaeldaiimero de casos estudiados. Los
propios autores sugieren que un mayor nimero dergas hubiera ayudado a mejorar
la calidad de su trabajo. Nassiri et’al.describen mayor pérdida endotelial asociada al
uso de MMC y al tiempo de exposicion (entre 10-8§) sle la misma, incluso a los 6
meses tras PRK. Los datos paquimétricos postopemttambién difieren entre los

grupos, siendo significativamente mas delgados! gnupo que recibi6 MMC, porque
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el defecto refractivo a tratar fue mayor (el daple en el grupo control), quedando una
cornea méas delgada que pudiera facilitar el acdesa MMC al endotelid®®**® En
nuestro trabajo no se hallaron diferencias en tmipaetria ni pre ni postoperatoria. El
mismo grupo, en un estudio mas reciente no enareutiferencias endoteliales entre

los datos preoperatorios y a los 3 meses tras PRKIE *°.

La mayoria de los estudios citados presentan kmom&s: pequefio tamafio muestral,
diferentes concentraciones de MMC, diferentes defecefractivos corregidos y un
seguimiento limitado. Estudios con un mayor segeimu (mas de 10 afios segun
Wilson *’% que investiguen la repetibilidad del recuentoceelil tras ablaciéon de
superficie, el efecto del tiempo de exposicion yderentes concentraciones de MMC,
deberian llevarse a cabo para evaluar de formaaprapiada los potenciales efectos de

la MMC en la densidad y funcion endotefi&

En definitiva, la ausencia de evidencia clinicaaecidad endotelial, sugiere que una

Gnica aplicacion de MMC a baja dosis en cirugiaramtiva es probablemente

insuficiente para producir un efecto citotéxiconsiigativo sobre el endotelidf 2¢>3%
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Como resumen del andlisis de los resultados detesis, se sefialan las siguientes

conclusiones como principales:

1. La aplicacion intraoperatoria de MMC no tiene uacéd nocivo clinicamente
relevante sobre la reepitelizacién corneal trasgéér LASEK para la correccion
de miopia.

2. La evolucion postoperatoria del grosor epiteliahtca tras LASEK para
corregir miopia, no parece alterarse cualitativameon el uso de MMC como
coadyuvante; existiendo un adelgazamiento iniciphsteriormente un
engrosamiento significativo a los 3 meses y terttieam normalizarse a los 6
meses de la intervencidon. Sin embargo, se pierdeaiebn epitelial corneal
normal, haciendo que la diferencia entre el gregwtelial central y periférico
sea mas acusada que en pacientes normales, pudiendoa de las causas de

regresion refractiva.

3. La aplicacibn de MMC como coadyuvante a la abladi@nsuperficie para
corregir miopia, no parece alterar cualitativamdatevolucién postoperatoria

del recrecimiento corneal total.

4. La ablacién de superficie con MMC intraoperator@aproduce una deplecion
gueratocitaria permanente, pero parece conllevar rgdistribucion de la
densidad celular en las diferentes capas de lseadran un descenso temporal
en los queratocitos de las capas mas anteriorepessado por un incremento
en las capas profundas, seguido mas a largo pkama normalizacion de la
densidad corneal total, sugiriendo que la capacilados queratocitos para

repoblar la cérnea se mantiene tras la cirugia.

5. La aplicacion intraoperatoria de MMC al 0,02% diear30 segundos no

produce cambios significativos en la densidad eiidbt
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