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1.INTRODUCCION



1.1. El epitelio corneal

A lo largo de este subapartado se realizara una revision histérica de los
trabajos publicados por otros autores, en lo referente a la descripcion del
epitelio corneal y su regeneracion, poniendo especial hincapié en aquellos
aspectos que atafien a su capa mas superficial, también llamada estrato

€SCamoso.

Aunque existe consenso en ciertos aspectos, el epitelio plantea, aun hoy en
dia, algunos interrogantes y discrepancias entre autores, como se vera a lo

largo de este capitulo.

Los primeros estudios realizados sobre la morfologia del epitelio corneal
(Calmettes et al. 1956) indicaron que el epitelio presentaba las mismas
caracteristicas morfolégicas generales en todas las especies estudiadas. Si
bien, mostraba algunas diferencias en lo referente al numero de capas

celulares, o al espesor.

En esta misma linea, Ehlers (1970) indicé que el numero de capas del epitelio
corneal variaba en las diferentes especies, aunque, la diferencia era minima,
maxime si se tiene en cuenta el diferente tamafo del animal (ratén, mandril,

buey, cerdo, gato, foca, marsopa o ballena azul).

En general, el niumero de capas citadas en las diferentes especies mas
utilizadas en investigacion gira en torno a las 6 ¢ 7. Prince et al. (1970)
encontraron entre 6 y 8 capas en la cornea del cerdo, y Ehlers (1970) coincidié
en este resultado. Calmettes et al. (1956) citaron de 6 a 8 capas celulares en
el epitelio corneal del conejo, y de 5 a 6 en la rata y en el cobaya. Por su parte,
Shively y Epling (1970) hablaron de entre 6 y 7 capas en el epitelio corneal del

perro.

Gilbard et al (1984) y Bergmanson y Wilson (1989) indicaron que el epitelio
corneal en el hombre y en el conejo estaba formado por entre 6 y 8 capas de

células. No obstante, Duane y Jaeger (1990) tan sélo citaron entre 5 y 6 capas



en el epitelio corneal humano, y las distribuyeron en tres estratos, como ya se

habia propuesto en estudios clasicos como los de Duke-Elder (1958).

De este modo, el epitelio anterior de la cornea se define como un epitelio
pavimentoso y estratificado cuyas células se diferencian en tres estratos: el
mas profundo formado por una capa de células columnares o basales, un
estrato intermedio con 2 o 3 capas de células intermedias o aladas (llamadas
asi por su forma irregular con proyecciones) y el estrato mas superficial con 2 o
3 capas de células planas, llamadas superficiales o escamosas, que estan en

contacto con la pelicula lagrimal.

Actualmente se sigue admitiendo esta vision estratigrafica del epitelio corneal y,
se asume que es asi, probablemente, porque se ha establecido en humanos y
en animales de experimentacion. Puede, no obstante, ser poco valida es
especies con epitelios extremadamente gruesos, como es el caso de la ballena,

o extremadamente delgados, como en el ratén.

En ocasiones, se han encontrado células dificiles de agrupar dentro de estos
tres estratos. Estas células suelen aparecer con mayor frecuencia en el estrato
basal o entre el basal y el intermedio. Entre otras, se han observado células
oscuras mas basdfilas y con citoplasma poco denso. Estas células ya habian
sido descritas como células errantes por Ranvier (1881) (citado por Ehlers,
1970), como células dendriticas homdlogas de las células de Langerhans por
Egurow (1934), como un tipo de células de Schwann relacionadas con las
fibras nerviosas del epitelio, por Pau y Conrads (1957), como células basales
modificadas por Whitear (1962), o como células secretoras segun Teng (1961).
Segewa (1962) las denomindé melanocitos y Sugiura et al (1962) las llamaron

células amelanociticas.

La realidad es que, en los ultimos afos, ningun autor ha vuelto a hacer
referencia a estas tipologias celulares, lo que lleva a pensar que se tratara de
artefactos generados durante los procesos de preparaciéon de las muestras,

como algunos autores ya habian apuntado (Calmettes 1956).



A continuacion, y una vez definido el epitelio, es necesario profundizar mas
sobre las caracteristicas morfolégicas y morfométricas de su estrato mas
superficial, ya que este es el objetivo de estudio en la presente tesis doctoral.
Para ello se expondran los trabajos y las hipétesis que sobre el estrato
escamoso han emitido diferentes autores las cuales, como ya se ha apuntado

al inicio de este capitulo, son a veces controvertidas.

Es un hecho que, las células superficiales del epitelio corneal han despertado
un gran interés en los ultimos afos, probablemente debido al auge de la cirugia
refractiva, o, a los cada vez mas frecuentes casos de sequedad ocular. En
cualquier caso y, ya desde hace mas de 50 afos, se estan utilizando técnicas
diversas que permiten analizar la capa mas superficial de la cérnea, cuyas
células son las mas diferenciadas de todo el epitelio corneal (como se vera

mas adelante al hablar de la renovacion epitelial).

Bajo microscopia optica, las células superficiales del epitelio aparecen como
células alargadas y aplanadas de 40 um de largas por 4 um de espesor (Rigal
1993). Segun Jongebloed et al. (1986), se disponen en dos o tres capas, en las
que las células mas profundas presentan un nucleo alargado segun el eje
mayor de la célula (25 um). Para estos autores, las mas superficiales, serian
células mas maduras que se van a descamar y que han experimentado
cambios morfolégicos en su membrana para garantizar su papel de barrera.
En estas células, el nucleo, o ha desaparecido o se mantiene en forma de

condensaciones de cromatina.

Con microscopia electronica de transmision (TEM: Transmision electron
microscopy) Hassel et al (1980) y Waring (1984) determinaron la existencia de
tres estructuras caracteristicas del citoplasma de estas células: proteinas
contractiles, granulos de glucégeno y un aparato de Golgi muy bien
desarrollado, asociado a numerosas vesiculas. Los autores indicaron que las
vesiculas aparecian distribuidas por todo el citoplasma celular, pero que las
mas voluminosas se concentraban en el citoplasma de las células mas

superficiales.
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Por su parte, la microscopia electronica de barrido (SEM: scanning electron
microscopy) ha permitido observar con detalle las membranas apicales de las
células mas superficiales. Bajo esta técnica el epitelio corneal aparece
constituido por un mosaico de células aplanadas, poligonales de talla irregular y
luminosidad variable cuya superficie esta cubierta por numerosas
microproyecciones citoplasmaticas en forma de microvilli y/o micropliegues
segun Hoffman (1972), Pfister (1973), Burstein (1980a,b), Fowler (1980),
Lohmann et al (1982), Dormas y Van Logton (1982), Nichols et al (1983),
Renard et al (1983), Rodriguez-Caballero et al (1983), Molon y Duprat (1987),
Haskjold y Nicolaissen 1988, Kerm et al (1988), Doughty (1990a,b,c), Doughty
(1991) y Chaudieu et al (1991) en diferentes mamiferos (entre los que se

incluyen roedores, perros, gatos, conejos, humanos y otros primates)

Analogamente, bajo técnicas de microscopia especular de gran aumento
también puede observarse el epitelio como un mosaico de células poligonales
de diferentes tonos aunque presentan una inversion respecto de las imagenes
al SEM (Dilly 1988) (Rigal 1993) De este modo las células que se observan
mas claras bajo microscopia electronica de barrido se han identificado como

las mas oscuras en microscopia especular.

Una vez expuestas las caracteristicas del epitelio bajo diferentes técnicas, es el
momento de ampliar su descripcion con microscopia electronica de barrido, ya

que esta es la técnica empleada en la presente tesis doctoral.

Clasicamente, las células superficiales del epitelio corneal observadas al SEM
se han clasificado en funcion de su luminosidad, o sea, del reflejo a los
electrones, que presentan a bajos aumentos (200X o 500X). De este modo se
han establecido tres tipos celulares: las células claras que aparecen mas claras
y brillantes que el resto, las células intermedias con diferentes tonos de gris y
las células oscuras cuyo tono esta mas cerca del negro. Los tres tipos
celulares parecen distribuidos al azar en toda la superficie corneal (Jongebloed
et al. 1986, Ringvold 1983) excepto en el limbo donde algunos autores,
(Chuma et al. 1982) (Aitken et al 1988) (Doughty 1990a), han descrito
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numerosas células claras mientras que Paterakis et al (1987) observaron una

mayoria de células oscuras.

Ademas, se acepta que las células claras son las mas pequefas mientras que
las células oscuras poseen la talla mayor. En cuanto a las células intermedias
parece existir mas dispersion ya que algunos autores las consideran de talla
media mientras que otros concluyen que poseen una talla similar a las oscuras
(Rigal 1993).

Lo cierto es que la morfometria del epitelio corneal ha sido poco trabajada,
hasta la fecha y que, M.J. Doughty parece ser el autor mas interesado en el
tema. No obstante, otros autores hicieron, antes que el, pequefias aportaciones
calculando el diametro mayor de las células. En este sentido Levenson (1973)
establecié que el tamafio de las células del epitelio de conejo variaba entre 40
y 50 um, Lohman et al (1982), también en conejo, proponen tamanos de entre
20 y 75 um de diametro mayor. Por su parte, Rodriguez Caballero et al (1983)
citaron tamanos de entre 3 y 35 um en epitelios humanos. Mientras que Lemp
y Gold (1986), con microscopia especular en humanos hablaron de tamanos

de entre 12 y 66 um, in vivo.

Por su parte, Doughty (1990a,b,c) (1991) ha realizado diferentes y elaborados
estudios sobre el area y la forma de las células superficiales del epitelio corneal
de conejo. Para establecer el area celular dicho autor se basa en la longitud
mayor y la menor de cada célula, obtenidas con diferentes calculos

geométricos segun la forma celular.
A su vez, obtiene la forma de una célula a partir del niumero de aristas, las
cuales vienen definidas por las células colindantes. Por ejemplo, si una célula

tiene tres células vecinas se le asignaria una forma triangular.

En cuanto a los resultados de sus trabajos, reflejan la heterogeneidad y

complejidad del mosaico celular, con una distribucion no gaussiana de las
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areas celulares y una baja resolucién de los tres tipos celulares (células claras,

intermedias y oscuras) a traveés del tamario celular.

En concreto, las células claras, que representan un 29,5 + 7% del total de
células corneales, presentan una tendencia a las pequefias dimensiones
(dreas que varian entre 4,2 y 221,3 um?). Las células intermedias, que son el
subgrupo mas frecuente (41,1 £ 5,6%), poseen superficies que oscilan entre
31,5 y 1109 pm? En cuanto a las células oscuras (29,4 + 3,6% del total)

poseen superficies que varian entre 70,8 y 1582 pm?.

Doughty observo, también, que las células mayores eran las que mostraban
mayor numero de bordes celulares, o sea, mas células colindantes. (Definio
contornos poligonales con hasta 16 aristas aunque, en general, en las corneas
estudiadas predominaban las células con 5 6 6 aristas). De este modo, las
células grandes aparecen mas redondeadas mientras que las mas pequenas

poseen unos vértices mas marcados y formas mas alargadas.

Recientemente, Doughty (2004) determiné que en el epitelio de bovinos el
area celular oscilaba entre 58 y 6444 um2. Esta area era mayor y se
redondeaba a medida que aumentaba el numero de caras de la célula, igual
que lo observado en el epitelio de conejo. De acuerdo con Owaribe et al
(1991), Merindano (1994) y con Kato et al (2000) indicé que el estrato
superficial del epitelio corneal de los bovinos presentaba mayor numero de

capas que el del conejo o el hombre.

Doughty es, también, el autor que mas hincapié ha puesto en la
sistematizacién del método de preparacion de la muestra (1990a) ya que los
procesos técnicos necesarios para la observacidon de las coérneas con el
microscopio electronico de barrido SEM pueden alterar las caracteristicas del
epitelio (ver apartado de material y métodos) y, en consecuencia, proporcionar
resultados erroneos, ademas de impedir la necesaria comparacion entre los

trabajos de diferentes autores.
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Retomando la descripcion morfologica del epitelio corneal, en las células
epiteliales de algunos mamiferos (Pfister y Renner en 1977, Francois et al en
1977 y 1980, Dormans y Van Logton en 1982 y Doughty (1990a,b,c) en el
conejo), ( Hazlett et al en1980 en el raton), (Doughty en 2004 en bovinos) y
(Jongebloed et al (1986) y Sellheyer y Spitznas (1988) en el hombre) se han
observado unas estructuras redondeadas a las que se ha Illamado “holes”, o
crateres. Dichas estructuras no perforantes son descritas por Doughty como
pequefos puntos mas oscuros que el resto de la superficie celular, pudiendo

presentar, a veces, una especie de collar blanco alrededor.

No existe consenso a cerca del origen de estos crateres. Para Pfister (1973)
estas estructuras participarian en el fendbmeno de descamacion celular,
hipétesis que no comparten Renard et al (1983) quienes creen que son,
solamente, el resultado de una disposicion particular de las microproyecciones,
sea en circulo cerrado o abierto. Por su parte, Doughty (2003) ha demostrado

que en los conejos los crateres no son artefactos de la capa mucosa.

Mas recientemente, Collins y Collins (2000b) observaron estructuras
semejantes a los “holes” en el epitelio corneal de ciertos peces. Como
hipétesis los autores han propuesto que estas estructuras podrian ser poros
externos de células caliciformes porque se hallan, normalmente en la zona de

union de tres o cuatro células.

Con respecto a las caracteristicas morfoldgicas, morfométricas y funcionales de
las microproyecciones, son muchos los autores que han aportado sus

conocimientos y sus hipotesis y, todavia existen discrepancias al respecto.

Estas estructuras han sido descritas, como ya se ha comentado anteriormente,
en varias especies de mamiferos, también en algunos peces (Harding et al
1974) (Collin y Collin 2000b) y en aves y reptiles (Collin y Collin 2000a).

Aunque la morfologia y la morfometria de las microproyecciones son
caracteristicas de cada especie, en el estudio de la cornea de diferentes

vertebrados llevado a cabo por Collins y Collins (2000a) (2005) se ha
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observado cierta analogia en los aspectos morfolégicos generales de las
especies mas cercanas filogenéticamente. En base a las imagenes obtenidas
con SEM, dichos autores concluyen que los animales marinos poseen

micropliegues y los terrestres microvilli dispuestos al azar.

Esta clara diferenciacidn se pierde al analizar los trabajos que sobre este tema
se han realizado, solo, en mamiferos (Hoffman (1972), Pfister (1973), Burstein
(1980a,b), Fowler (1980), Lohmann et al (1982), Dormas y Van Logton (1982),
Nichols et al (1983), Renard et al (1983), Rodriguez-Caballero et al (1983),
Molon y Duprat (1987), Haskjold y Nicolaissen 1988, Kerm et al (1988),
Doughty (1990b,c), Doughty (1991) y Chaudieu et al (1991)) donde se han
descrito tanto microvilli como micropliegues, incluso dentro de una misma

especie, como es el caso del conejo.

Pfister (1973) mediante la observacion de las células epiteliales de conejo, a
muy altos aumentos y desde diferentes angulos, mostraba imagenes en las
que solo aparecian microvilli y postulaba que los micropliegues podrian ser
microvilli estirados sobre la superficie corneal bajo el peso de la mucina. (El

autor empleo acetilcisteina para eliminar la mucina del epitelio)

Por su parte, Blumcke y Morgenroth (1967) (segun Rigal 1993) trataron de
establecer cuantitativamente las diferencias entre microvilli y micropliegue en
el conejo e indicaron que, los microvilli tenian entre 0.5y 1 [’m de alturay 0,5
"Im de espesor, mientras que los micropliegues tenian 0,5 [’/m de espesor por
una altura de 0,5 [Im y una longitud de entre 1 y 30Jm. Aunque también
encontraron microvilli en disposicion paralela, semejando una arruga (segun
Pfister 1973). Para Doughty (1990a) la complejidad de la disposicion de las
microproyecciones impide medir de forma fiable su anchura o la separacion
entre ellas, incluso a 5000 aumentos, magnificacién en la que se observan
nitidamente al SEM.

En cualquier caso, todavia hoy no esta clara cual es la diferencia entre estas

dos estructuras, y tampoco se ha acabado de establecer el papel exacto que
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desempenan en la cérnea. Si bien, es aceptado por toda la comunidad
cientifica que en los mamiferos aumentan la superficie de las células y
permiten el anclaje de la pelicula lagrimal sobre la cérnea Pfister (1973)
Harding et al (1974). Segun Gipson y Anderson (1977) en estudios con
microscopia electronica de transmision, tanto los microvilli como los
micropliegues se mantienen erectos debido a la presencia de filamentos de
actina facilitando, asi, dicho anclaje.

Beuerman y Pedroza (1996) sostienen que las microproyecciones, ademas de
las acciones anteriormente citadas, facilitan la absorcion de oxigeno y
colaboran en el movimiento de particulas a través de la membrana, afirmacion
que también comparten Lemp et al. (1970) y Collin y Collin (2000a) (2005).

Por su parte, Ojeda et al (2001), estudiaron mediante microdiseccion
mecanica las células mas profundas del estrato escamoso del epitelio corneal
de conejos y humanos observando que mostraban numerosos micropliegues y
que, segun una observacion visual, eran mas amplios y mas elaborados que
los encontrados en las células claras de la superficie. En ese mismo sentido,
Lluch (2003) bajo microscopia electronica de transmision observo células con

microproyecciones en las capas subyacentes del epitelio.

La presencia de micropliegues que no estan en contacto con la pelicula
lagrimal apoya, segun Ojeda et al (2001), la idea de que las estructuras de
membrana poseen una funcién en el incremento de la superficie y el transporte

de moléculas a través del epitelio.

Para Collin y Collin (2000a) (2005) las diferentes microproyecciones
observadas en vertebrados podrian estar relacionadas con el medio ecolégico
(marino, terrestre o aéreo) ocupado por cada una de las especies estudiadas vy,
por lo tanto, ejercerian diferentes funciones, adaptandose a las necesidades de
cada medio. Por ejemplo en las aves, los microvilli observados evitarian de
forma efectiva la importante evaporacion de lagrima producida en las largas
horas de vuelo mientras que los micropliegues de los peces marinos serian

mas eficaces protegiendo el medio ocular de la hiperosmolaridad del agua de
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mar. Como ejemplo extremo, los teledsteos, peces cuyos ojos estan
desprovistos de parpados, poseen inequivocos micropliegues que se disponen

ordenadamente siguiendo un patron constante (Harding et al 1974).

La interpretacion de los diferentes tonos celulares observados en el epitelio
corneal bajo microscopia electrénica de barrido es otro de los puntos

controvertidos en el conocimiento de esta estructura ocular.

En general, se asume que la luminosidad celular, o tono, depende de las
caracteristicas de las microproyecciones, basicamente de su densidad y la
morfologia de toda su longitud (Dormans y van Logton 1982) Lohman et al
(1982) (Doughty 1990a) (Collin y Collin 2000a).

Para Pfister (1973) la superficie de las células oscuras tienen mas del doble de
microvilli por micrémetro cuadrado que las células claras (28 microvilli/.Jm? en
las células oscuras y tan sélo 13 en las claras) pero estos son mas cortos
(0,25um oscuras/ 0,6 pm claras). En general, en todos los mamiferos
estudiados por este autor la densidad de microproyecciones determinaba el

tono claro u oscuro de las células.

Por el contrario, otros autores (Hazlett 1980) (Doughty 1990a) (Doughty 1996)
en estudios posteriores a los realizados por Pfister muestran que las
microproyecciones son mas abundantes en las células claras que sobre las
sombreadas. De hecho, no existe ningun trabajo en el que se haya realizado
un detallado analisis cuantitativo de la organizaciéon de las microproyecciones
(Pfister no indico el método utilizado para obtener las medidas en base a sus

imagenes del epitelio al SEM).

Algunos autores opinan que la mucina lagrimal, mas que la diferente densidad
de microproyecciones, es la que determina el tono celular. (Waggone y Philip
en 1981) (Renard et al en 1983) Hazlett (1984). Proponen que las células
oscuras presentarian microproyecciones menos visibles porque estarian

cubiertas de mucina que oscureceria la superficie celular. Las células claras,

17



por el contrario, no tendrian la misma afinidad por la mucina por lo que sus

microproyecciones serian mas visibles.

Renard et al (1983) después de estudiar el epitelio con SEM realizaron un
contaje de las microproyecciones de las células epiteliales vistas al TEM para,
asi, diferenciar los tipos celulares (claras, intermedias y oscuras). Sin embargo
constataron que no habia deferencias significativas entre unas células y otras.
Los autores concluyen que las células poseen mas o menos la misma densidad
de microvilli o micropliegues y que es la mayor o menor cantidad de mucina

lagrimal la que produce los tonos celulares diferentes.

Sin embargo, Basu et al (1984) si que encontraron una marcada variacion en la
densidad de las microproyecciones de una cérnea a otra en imagenes de SEM

a 5000x pero los tipos celulares no se identificaron.

Actualmente, todavia no se ha resuelto este interrogante ya que a pesar de
que se han utilizado varias sustancias (entre otras: lavados con suero salino o
con acetilcisteina) para eliminar la capa mucinica de la lagrima esta no parece

eliminarse totalmente (Renard et al en 1983) (Doughty 1990a)

Por otro lado, la capa mucinica no se puede observar de forma obvia siguiendo
una fijacion convencional ni con TEM (Leuenberger 1978) (Beuerman y
Pedroza 1996) ni con SEM (Doughty 1990a) (Collin y Collin 2000a) (Doughty
2002). Para que dicha capa sea evidente es necesario tratar las cérneas con

sustancias policatidnicas o utilizar la criofijacion.

Si la sustancia policationica (por ejemplo el rojo de rutenio) se emplea después
de la fijacion la mucina aparece como una capa densa a los electrones que

cubre irregularmente el epitelio (Nichols et al 1983).
Por el contrario, si el polication se ainade conjuntamente con el fijador (Nichols

et al 1985) (Hazlett et al 1986), o la cornea se congela instantdneamente para

criopreservarla (Nichols et al (1985) (Chen et al 1997) la capa mucinica se
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observa mas gruesa de aspecto gelificado y con algunas hebras. Chen et al
(1997) fracturaron la muestra después de la criofijacion (“freeze fracture”) y la
mucina aparecia como una capa reticulada, evidenciando, asi, una fina
microestructura. En conclusion, esta capa de la lagrima, intimamente ligada al
epitelio corneal, posee caracteristicas fisico-quimicas complejas cuyo completo

conocimiento necesita de posteriores investigaciones.

El estudio de los diferentes tonos de las células escamosas se ve, ademas,
dificultado por la influencia de ciertos aspectos técnicos como por ejemplo el
angulo de incidencia de los electrones sobre la muestra (Renard et al 1983)
(Doughty 1990a). Segun dicho angulo la riqueza de tonos celulares puede
aumentar o disminuir hasta observarse un epitelio de color gris uniforme. Otros
factores metodolégicos que influyen sobre el tono de las células epiteliales son
la consistencia del bafno de oro, las condiciones de contraste y profundidad en
las que se observa la muestra y la reciente historia de la pelicula lagrimal
(Dougthy 1990a)

Aunque la descripcion exacta de los diferentes tipos celulares del epitelio
corneal no este completamente resuelta, los diferentes autores también se han

planteado el origen de dicha heterogeneidad y han expuesto varias teorias.

Para Bulow y Ehlers (1968) las diferentes caracteristicas celulares son
consecuencia de un proceso madurativo en el que las tres tipologias, clara
intermedia y oscura, se corresponderian con tres estado diferentes del ciclo
vital, es decir, que habria células jévenes, maduras, e hipermaduras. Poco
tiempo antes, Blumcke y Morgenroth (1967) ya habian sugerido que, las
células pequeias situadas entre las grandes, podrian ser células jévenes en su

proceso de ascension hacia la superficie.
Los estudios de la exfoliacién celular en ratas (Hazlett et al 1980) apoyaban

esta hipdtesis que ha sido adoptada por varios autores. Pero las opiniones son

contradictorias a la hora de asignar la edad a cada tono celular.
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De este modo, hay autores que consideran que las células claras son las mas
joévenes (Pfister (1973), Thoft y Friend (1983), mientras que las oscuras

representan un estado hipermaduro de la vida celular.

En el extremo contrario se hallan Waggoner y Philip (1981) i Renard et al
(1983) quienes consideran que las células claras son las viejas y estan a punto
de descamarse. Estos ultimos autores argumentaban que puesto que las
células oscuras parecian ser menos superficiales que las claras podria
pensarse que eran las mas jovenes ya que la renovacion del epitelio tiene un

sentido ascendente (como se vera mas delante con detalle).

Por su parte Doughty (1996) apuesta por la idea de que los tres tipos celulares
son tres poblaciones celulares diferentes y no diferentes estadios de
maduracion de una unica poblacién. El autor se basa en la heterogenicidad
encontrada en el grupo de células claras para afirmar que las mas redondas y
grandes son el fenotipo terminal de dicho grupo, justo antes de la

descamacion.

Para apoyar esta hipotesis estan los trabajos de Sokol JL et al. (1990) en los
que se demuestra que las capas internas del epitelio corneal, puestas al
descubierto por la accion de un surfactante, presentaban igualmente los tres
tipos celulares. De este modo, las células claras no serian las mas
recientemente expuestas al medio externo ni las oscuras las que lo han

resistido mas tiempo.

Dentro de este contexto, Dougthy (1996) propone que las células claras sufren
un ciclo completo desde su emergencia a la superficie corneal hasta su
eventual descamacion y se presupone que lo mismo ocurriria con las

intermedias y las oscuras.

Que las diferencias entre las células del epitelio sean debidas al estadio dentro
del proceso de maduracién o los tipos celulares sean tres poblaciones distintas
es, todavia hoy, otro de los dilemas del epitelio corneal que quedan por

resolver.
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Una vez descrito el epitelio desde un punto de vista morfolégico y morfométrico
es esencial, teniendo en cuenta los objetivos de esta tesis doctoral, conocer

algunos aspectos de su fisiologia relacionados con la renovacion epitelial.

El epitelio corneal, como la epidermis, es un epitelio estratificado en el que la
capa superficial constituye el elemento protector del tejido. En el caso de la
epidermis, la queratinizacion superficial refuerza el papel de barrera del tejido,
protegiéndolo eficazmente. Pero a nivel de las células del epitelio corneal la

queratinizacién no existe puesto que restaria transparencia.

La transparencia es una caracteristica esencial para la cérnea ya que una
vision normal depende, entre otros aspectos, de la habilidad de la cérnea, al
igual que del cristalino, para permanecer transparente permitiendo, asi, una

adecuada refraccion de la luz en la retina.

La ausencia de queratinizacién del epitelio corneal se compensa con la
presencia de la pelicula lagrimal que tapiza la superficie de la cornea y
constituye el elemento indispensable para que las células recubiertas

aumenten su resistencia (Rigal 1993)

Sean queratinizadas o no, todas las células superficiales son células
hiperdiferenciadas al final del ciclo celular. A nivel del epitelio corneal esta
diferenciacion esta basada en las modificaciones morfolégicas que sufre la
capa epitelial mas externa para poder llevar a cabo con éxito su funcion de

barrera.

A grandes rasgos dichas modificaciones son: la presencia de uniones
estrechas, que confieren una gran cohesion y permiten aislar los espacios
extracelulares del medio exterior, el aplanamiento celular y las
microproyecciones apicales que permiten un correcto anclaje de la pelicula

lagrimal con la capa superficial externa.

Ademas, estas células superficiales poseen unas caracteristicas nucleo-

citoplasmaticas (nucleo ausente o0 muy condensado y muy pocas mitocondrias)
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por las que se consideran células en fase de regresion metabdlica, o lo que es
lo mismo, son células cuya vida sera corta. Este hecho explicaria la necesidad

de un reemplazo permanente de la capa mas superficial del epitelio corneal.

La complejidad de una renovacion constante se basa en la premisa de que la
masa celular epitelial debe ser estable por lo que es indispensable que se
establezca un equilibrio entre la division, la maduracién, la muerte y la
descamacion celular. Este balance altamente integrado entre los diferentes
procesos celulares supone la existencia de multiples mecanismos de
coordinacion, que estan regulados por la accidon critica de una miriada de

citoquinas (Luo et al 2001), como se vera mas adelante.

Por otro lado, para que el epitelio corneal se renueve correctamente son
necesarias ciertas condiciones metabdlicas basadas en los altos
requerimientos que un proceso de renovacion constante requiere.
Principalmente, el tejido realiza una rapida sintesis de acidos nucleicos, de
proteinas estructurales (30% de la sintesis de proteinas de la célula) y de
proteinas de adhesiéon. La fuente de estos constituyentes principales no es
unica. Por ejemplo, segun trabajos de Trinkaus-Randall et al (1988) se sabe
que el epitelio utiliza algunos de los componentes de la membrana basal

(colageno 1V, fibronectina, laminina, etc.)

La sintesis proteica intensa, concomitante a la multiplicacion y diferenciacion
celular, necesita de grandes cantidades de aminoacidos. Los aminoacidos se
obtienen, basicamente, a través del humor acuoso via endotelio y estroma. Por
su parte, la lagrima contiene pocos aminoacidos y la barrera epitelial, con sus

uniones estrechas, es impermeable al paso de dichas sustancias (Rigal 1993)

En cuanto a la energia necesaria para el proceso de sintesis y en general para
la proliferaciéon y migracion del epitelio corneal, se obtiene, principalmente, de
la glucosa del humor acuoso y de los depdsitos de glucégeno epiteliales (Luo et
al 2001) por la via aerdbica clasica a partir del oxigeno atmosférico que,
disuelto en la lagrima, difunde hacia el epitelio (Fatt y Bieber 1968 segun Rigal
1993)
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Segun estudios previos el epitelio utiliza el oxigeno 10 veces mas rapido que el
estroma (Rigal 1993). El hecho es que, aunque el estroma represente el 89%
de la masa corneal, la demanda de oxigeno es muchisimo mas pequefa

debido a su baja densidad celular.

Clasicamente, la renovacion del epitelio corneal se habia enfocado bajo una
perspectiva unitaria, considerandola idéntica a la que sufren todos los epitelios
estratificados. De este modo, se planteé como un proceso vertical en el cual las
células superficiales descamadas son reemplazadas continuamente por las

células basales.

Esta teoria clasica, que es adecuada para casi todos los epitelios estratificados,
como por ejemplo la epidermis, no es del todo aplicable a la renovacion del
epitelio corneal porque no explica la diferente actividad mitética segun la zona

corneal considerada ni el caracter centripeto de los movimientos celulares.

Gracias a los estudios de Shapiro, Friend y Thoft en 1981 y mas tarde Thoft y
Friend en 1983 se establecio una nueva teoria que explicaba la renovacién del
epitelio corneal. Esta teoria, llamada de transdiferenciacion, hipotetizaba que la
renovacion se realiza gracias a la migracion de células epiteliales de la
conjuntiva hacia la cérnea. Dichas células sufririan una diferenciacién
transversal perdiendo sus caracteristicas tipicas conjuntivales y adquirian las
de una célula corneal. La perdida celular por descamacion estaria compensada
por la aparicion de nuevas células que, migrando desde la periferia,
proliferarian en la capa basal corneal. Estos autores resumian la conservacion
permanente del equilibrio por la igualdad X+Y=Z donde X representa la
proliferacion de las células epiteliales basales, Y el movimiento centripeto de

las células y Z la pérdida celular en la superficie corneal.

Esta teoria fue contestada por Kruse et al en 1990 quienes provocaban la
ablacion del epitelio conjuntival y corneal respetando las células basales
limbicas y observaban como el epitelio se regeneraba. Por el contrario, dichos
autores demostraron que si se eliminan de la cornea todas las células

limbicas la reepitelizaciéon de la superficie corneal se realiza a partir de la
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conjuntiva pero se acompafaba de una vascularizacion corneal, erosiones
recurrentes e irregularidades. El nuevo epitelio presenta siempre un
persistente caracter conjuntival. En este sentido también trabajaron otros
autores como Dua y Forrester (1990) que aportaron argumentos

suplementarios en contra de la transdiferenciacion.

Actualmente, la teoria que se acepta como valida es la propuesta por Schermer
Galvin y Sun en 1986. Esta teoria habla de un modelo de maduracion del
epitelio corneal en el cual las células madre situadas en la capa basal del limbo

serian la fuente original del resto de células del epitelio corneal.

Esta hipodtesis esta apoyada por diferentes observaciones clinicas, histolégicas,
estudios radiograficos, histoinmunoldgicos y por cultivos celulares (Rigal 1993)
que demuestran que el potencial proliferativo del epitelio limbico es mayor que
el del epitelio corneal, que existe una migracién centripeta de las células
epiteliales corneales y que las células basales limbares estan en un estado
menos diferenciado respecto de las otras células del epitelio corneal. De este
modo, la renovacion del epitelio corneal se confirma como un proceso que
parte de células madre indiferenciadas, situadas en la capa basal limbica, con

una vida de larga duracion.

Después de algunas divisiones las células madre dan origen a unas células
hijas, descritas por primera vez por Tseng en 1989 (segun Boulton y Albon
2004). Estas células hijas o células amplificadas transitorias son células
epiteliales que empiezan a diferenciarse y migran desde el limbo hacia el
centro de la cornea, horizontalmente. Ellas constituyen el soporte epitelial
basal, en el que la actividad mitética es bastante intensa. Bruschke et al (1943)

establecieron que la mitosis ocurre en grupos celulares de tres a seis células.
Ademas, las células basales sufren una migraciéon vertical que las transforma

en células intermediarias cuya actividad mitdtica se pierde al tiempo que

progresan, verticalmente, hacia la superficie.
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Se ha descubierto, también, (Luo et al 2001) que las células hijas de las
células amplificadoras de transicion comigran ascendentemente por parejas
cuando inician su diferenciacién terminal. Al final del proceso se habran
convertido en células superficiales hiperdiferenciadas, incapaces de dividirse,

que acabaran muriendo y descamandose.

En caso de grandes lesiones existe cierta actividad mit6tica no soélo en el stock
de células limbares proliferativas sino también en las células del epitelio corneal
que estan migrando, probablemente como signo de la excesiva demanda de

nuevas células epiteliales (Ratkay-Traub et al 2001)

La teoria de las células madre limbicas permite comprender mejor el caracter
perpetuo de la renovacion del epitelio corneal pero quedan muchas cuestiones
por resolver. Por ejemplo, no se conoce el mecanismo que origina la migracion
centripeta de las células epiteliales corneales. A este respecto, algunos
trabajos antiguos mostraban como las mitosis eran mas frecuentes en la
periferia que en el centro corneal (Rigal 1993). Una sobrepoblacién del epitelio
corneal periférico, engendrada por una mas elevada proliferacion, forzaria a las
células a migrar hacia el centro de la cornea y generaria la migracion

centripeta.

Pero trabajos mas recientes (Rigal 1993) establecen un indice mitético
equivalente en la cornea periférica y central o un mayor indice en la cérnea

central cualquiera que sea el momento del ritmo circadiano (ver mas adelante).

Lavker et al (1991) propusieron que la mayor descamacion del centro corneal
podria ser el desencadenante de la migracién centripeta de las células
epiteliales corneales. También se ha sugerido que la descamacién podria ser la

fuerza iniciadora del la renovacion celular (Lemp y Mathers 1991)

Otro de los interrogantes sobre la renovacion epitelial es el mecanismo
mediante el cual se realiza la diferenciacién. A este respecto se sabe que la
queratina 3 y la queratina 12 son los principales marcadores epiteliales de la
diferenciacién de tipo corneal. (Rigal 1993) (Liu et al 1994) (Ban et al 2003)
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Ademas de la expresion de Keratin 12 las células epiteliales diferenciadas
también expresan connexinas 45 ¢ 43 vy integrinas as4 que participan en la
formacion de desmosomas y hemidesmosomas via interaccion con filamentos
intermediarios de queratina. Se ha observado que las heridas pueden alterar la
expresion de las conexinas y la comunicacion celular en epitelios corneales en

proceso de curacion. (Lou et al 2001)

También se ha descubierto que la presencia o ausencia de colageno |V parece
determinar, respectivamente, el caracter inmaduro o diferenciado de las células
corneales (Rigal 1993). Este hecho concuerda con la distribucion de dicha
sustancia en la coérnea ya que el colageno IV a pesar de ser el principal
componente de la mayoria de las membranas basales no aparece en su forma
nativa en la membrana basal corneal de los individuos adultos pero si en el

limbo y la conjuntiva de las especies estudiadas (hombre, conejo y cobaya).

Por lo tanto, las células epiteliales limbicas basales que estan en contacto con
el colageno IV son células inmaduras que no expresan la queratina 3 ni la 12.
Por el contrario, a nivel corneal las células epiteliales, que reposan sobre una
membrana basal sin colageno 1V, expresan los dos tipos de queratina y son

células diferenciadas de tipo corneal.

Los estudios en cultivos celulares (Rigal 1993) también coinciden en la idea de
que el colageno IV parece ser un sustrato que favorece la proliferacion epitelial
pero hace perder al epitelio regenerado sus caracteristicas morfolégicas de
diferenciacién, aunque no se conoce el mecanismo por el cual dicha sustancia

regula la proliferacion y la diferenciacion epitelial.

Para completar la descripcion de la renovacion del epitelio corneal es
necesario hablar, ahora de la descamacién. El epitelio corneal, gracias a que
se halla expuesto al exterior, se deshace de las células muertas de forma
completa e instantanea mediante la descamacion, sin necesidad de que las
células nuevas o los macrofagos las fagociten, como sucede en los tejidos

cerrados.

26



Si se comparan diferentes métodos de recoleccion, la velocidad de exfoliacion
espontanea del epitelio corneal in vivo es de 5 a 15 células/minuto/cornea (Ren
y Wilson 1996a) (El parpadeo, que normalmente aumenta la exfoliacién no

estaba presente en los métodos empleados en este estudio comparativo)

La descamacion de las células y su muerte en el epitelio corneal se explico
inicialmente como un proceso necrotico con desprendimiento de restos

celulares (Teng 1961 segun Estil et al 2000 y segun Ren H y Wilson 1996b)

Los estudios mas recientes (Ren y Wilson 1996b) (Estil et al 2000) demuestran
que existe mas de un mecanismo que conduce a la descamacién de las células
de la superficie corneal. Como minimo, se han descrito tres: la apoptosis
clasica, una apoptosis no clasica y la diferenciacion terminal, que algunos
autores consideran como otra variedad de la apoptosis clasica. (Ren y Wilson
1996b) Por el contrario, estas nuevas teorias descartan la posibilidad de que la
necrosis intervenga en la descamacién de un epitelio sano, como se vera mas

adelante.

La apoptosis es una forma controlada de muerte celular que ocurre durante el
desarrollo de los tejidos, en la homeostasis, respuesta a infecciones y en la
cicatrizacion de heridas (Luo et al 2001) En el epitelio corneal se ha descrito
apoptosis, ademas de en la descamacion, en las lesiones mecanicas,
infecciones, exposicién al UV, y tratamiento con esteroides (Estil et al 2000)
(Ren y Wilson 1996b). También se ha propuesto como un factor indicador de la

curacion de las heridas (Wilson et al 1996)

La participacion de la apoptosis en la descamacion fisiologica del epitelio
corneal se demuestra gracias al hallazgo de un pequefio numero de células
apoptéticas en la superficie epitelial y en el hecho de que dicho numero
aumenta entre las células descamadas (Ren y Wilson 1996b) (Chen et al 2002)
(Wilson 1994). No se observan células apoptoticas en la capa de células aladas

0 en la capa basal de los epitelios corneales normales.
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La muerte celular naturalmente inducida (apoptosis) se considera distinta de la
muerte celular patolégicamente inducida (necrosis) (Kerr et al 1972). La
necrosis se caracteriza por el inmediato cese de las funciones celulares
mientras la apoptosis es gradual y funciona ordenadamente como un
mecanismo de control muy critico que regula la poblacién celular y el desarrollo

tisular.

El termino apoptosis se refiere al proceso de muerte celular en el cual un
mecanismo genético programa pasos progresivos por los cuales la célula
puede ser desmantelada (Ren y Wilson 1996b). Por lo tanto, la apoptosis
elimina células individualmente mientras que con la necrosis mueren grandes

grupos de células (Willie et al 1980).

La necrosis epitelial como mecanismo de descamacioén fisioldégica esta, en
consecuencia, absolutamente descartada porque ello significaria la perdida de
parte de la capa epitelial mas externa y comportaria una constante disrupcion
del epitelio (Ren y Wilson 1996b) (Estil et al 2000) Dicho de otro modo, la
eliminacion ordenada de células individuales o pequenos grupos de células es

esencial para el mantenimiento de una superficie epitelial estable.

En términos generales, la apoptosis es reconocida morfolégicamente por la
retraccion celular, la perdida del contacto célula-célula, la presencia de
agregados de cromatina dentro de densas masas unidos a la membrana celular
(visibles en TEM), la formacion de cuerpos apoptoticos (blebs o ampollas) y
finalmente fagocitosis (Willie et al 1980) (Chen et al 2002) Ademas de los
aspectos morfolégicos, se puede identificar mediante diferentes pruebas
inmunohistoquimicas. Estas pruebas demuestran, basicamente, que las células

apoptéticas sufren una caracteristica fragmentacién del DNA.

En el epitelio corneal sano también se han descrito células descamadas
apoptéticas desde el punto de vista inmunohistoquimico pero morfologicamente
normales (Estil et al 2000). Dichas células se han considerado sometidas a

una apoptosis no clasica.
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Por otro lado, los estudios de viabilidad mas recientes describen al epitelio
corneal como una superficie formada, principalmente, por células viables con
membranas intactas. Las células inviables, o terminalmente diferenciadas,
aparecen en numero reducido y se identifican por la disminucién de la actividad
metabdlica y el incremento de la permeabilidad de la membrana (Ren y
Wilson 1996b). Desde un punto de vista morfoldgico, estas células, llamadas
también células fantasmas, han perdido su nucleo, no estan bien conectadas
con sus vecinas pero suelen mantener, por lo demas, un aspecto normal bajo

microscopia electronica de transmision (Ren y Wilson 1996b) (Estil et al 2000)

Se sabe, también, que la densidad de células inviables aumenta desde la
periferia corneal hacia el centro, siendo un 1% el valor promedio de dichas
células en un epitelio corneal sano. (Ren y Wilson 1996b) EIl incremento de
células inviables en la coérnea central es compatible con la teoria de que el
movimiento de los parpados establece un gradiente de fuerzas de exfoliacion
con el resultado de una mayor muda en el centro (como se explicara mas

adelante, con detalle).

En cualquier caso, se podria afirmar que la perdida de viabilidad caracteristica
de la diferenciacion terminal desencadena la descamacién celular, como
sugiere el hecho de que en las células que ya han mudado se aprecia un
numero elevado de células no viables. (La perdida de viabilidad probablemente
induce mas cambios que los utilizados como indicadores pero estan todavia

por dilucidar).

La existencia de una diferenciacion terminal, sin las caracteristicas
morfologicas tipicas de la apoptosis clasica, parece ser comun a los tejidos
que poseen una rapida renovacion celular, como sucede en el epitelio corneal.
(Gavrieti et al 1992) (Tamada et al 1994)

Aunque no se conocen exhaustivamente las conexiones entre los diferentes
mecanismos descamativos (apoptosis clasica, apoptosis no clasica y
diferenciacion terminal) se ha postulado que las células epiteliales no viables

se desprenderian al alcanzar el estadio terminal de su diferenciacion fisiolégica,
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programada de forma natural (como ya se ha comentado). En un epitelio sano
también se desprenderian algunas células viables pero lo harian por medio de
la apoptosis y necesitarian de un factor desencadenante externo para iniciar el
proceso. (Ren y Wilson 1996b) (Estil et al 2000)

Parece que de entre varios factores externos, algunos todavia por resolver, el
estrés que sufre la superficie celular (Nakamura et al 2003) (Ren y Wilson
1996b) es determinante para dirigir la descamacién hacia la via de la
diferenciacién terminal o hacia la apoptosis. De tal modo que cuanto mas
estrés sufre el epitelio mas apoptética sera la descamacion y, viceversa, cuanto

menos estrés mas diferenciacion terminal.

Un aspecto a resaltar dentro de la renovacion del epitelio es la regeneracion de
las uniones estrechas. Estas merecen una especial atencion debido a su

decisiva importancia en la fisiologia corneal.

Las uniones estrechas son uniones que obliteran completamente el espacio
intercelular entre dos células contiguas. Para conseguir este cierre hermético
las células fusionan sus membranas gracias a la confluencia de ciertas fibras

proteicas que las atraviesan. (Ban et al 2003)

Los componentes proteicos necesarios para formar dichas uniones no estan
presentes en el citoplasma de las células basales pero van incrementandose a
medida que la célula sube a la superficie. (Ban et al. 2003) (Remington 1998)
De este modo, la mayoria de uniones estrechas se hallan en las capas mas
superficiales de las células escamosas, aunque también se han hallado en las
capas mas profundas de este estrato epitelial y ocasionalmente entre las
células aladas. (Oyster 1999)

Las uniones celulares estrechas hacen que la membrana sea mas
impermeable y altamente resistiva (12-16 Kohms/cm2) (Klyce 1975). La
barrera asi formada impide el paso de sustancias no liposolubles (Oyster 1999)
y es basica para la correcta homeostasis del epitelio corneal como se vera a

continuacion.
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La vision normal depende entre otras cosas del mantenimiento de una
transparencia corneal que permita una adecuada refraccién de la luz en la
retina. Dicha transparencia corneal depende, principalmente, de dos factores.
El primero es la habilidad de la capa epitelial para mantener una perfecta
cohesion entre las células, con ausencia virtual de espacios intercelulares,
suprimiendo, asi, cualquier variacion del indice de refraccion. El segundo factor
es la necesidad de un correcto flujo de liquido estromal hacia la camara
anterior que mantenga un grosor adecuado del estroma. Este flujo neto
unidireccional se consigue gracias a la correcta formaciéon de una barrera de
uniones estrechas que restrinja el intercambio entre lagrima y fluido
intraocular. (Chen et al 2002) (Kim et al 2002)

Algunos autores (Ban et al 2003) apuntan, que las uniones estrechas también
actuan en contra de la pérdida de células causada por el parpadeo,

conjuntamente con los desmosomas.

Otra de las funciones esenciales de la barrera epitelial es evitar la penetracion
corneal de patogenos. En esta accion de defensa participa también la pelicula
lagrimal, gracias a la presencia de lactoferrina, lisozima e inmunoglobulinas y
del papel mecanico del parpadeo que arrastra microorganismos, cuerpos

extrafios y células descamadas hacia el saco conjuntival. (Rigal 1993)

Si se produce una lesion epitelial la perdida de la integridad en las uniones
estrechas puede desencadenar fallos en las funciones de la barrera con
alteraciones de la permeabilidad y de la selectividad. En consecuencia, la
cérnea se vuelve mas vulnerable a la invasién de microorganismos infectantes
y, ademas, pueden originarse opacidades como resultado directo de la
disminucién en el transporte de fluido estromal hacia la camara anterior (Luo et
al 2001)

Por lo tanto, es de vital importancia que las células diferenciadas sean capaces
de reestablecer las uniones estrechas, a pesar de que el epitelio este
renovandose constantemente. A este respecto, la membrana apical consigue

mantener la continuidad de la barrera epitelial durante la exfoliacion fisiolégica
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porque las células descamadas se desprenden solo después de que las células
reemplazantes, inmediatamente inferiores, hayan reestablecido sus uniones
estrechas con las células vecinas. (Duane y Jaeger 1990) (Clinical anatomy of
the visual system Lee ann Remington). De este modo cuando una célula muda
el epitelio se mantiene intacto y puede continuar realizando sus funciones.
Ademas, con este sistema la constante renovacion del epitelio se convierte en

el artifice de un incesante refuerzo de la barrera con uniones estrechas nuevas.

En definitiva, la renovacion del epitelio corneal exige una homeostasis que
debe conciliar la estabilidad de la masa celular epitelial y la diferenciaciéon
epitelial de tipo corneal. Dicha homeostasis implica una regulacion critica y

compleja con un elevado numero y diversidad de factores implicados.

Hasta la fecha, para estudiar la renovacion del epitelio se han empleado datos
indirectos como los obtenidos en estudios embrioldgicos, estudios sobre
recombinaciones heterotopicas, cultivos celulares, estudios sobre Ia

cicatrizacion epitelial y ciertos trabajos de cirugia refractiva experimental.

Todavia no se ha establecido de forma exhaustiva la regulaciéon de la
renovacion del epitelio corneal pero si se conoce la influencia que sobre el
proceso ejercen diferentes factores como son la edad y los ritmos circadianos.
El fendmeno de envejecimiento, comun a todas las células del organismo,
afecta también a las células del epitelio corneal que ven disminuidas sus
capacidades regenerativas en caso de heridas respecto de epitelios jovenes
(Rigal 1993). También se ha comprobado la relacidon entre ciertos defectos
epiteliales de adhesion y estabilidad con un aumento de grosor de la

membrana basal en pacientes a partir de 60 afios (Alvarado et al 1983)

Cabe resaltar que, el andlisis de la influencia de la edad se ve muy dificultado
por la gran variabilidad en el indice mitotico del epitelio, no solo interindividuos
sino también entre las dos corneas de un mismo sujeto (Fogle et al 1980), por

lo que los efectos de la edad son mas dificiles de apreciar.
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Sobre el efecto de las influencias circadianas en el epitelio corneal existen
numerosos estudios (Rigal 1993). Segun Lavker et al (1991) bajo técnicas
autoradiograficas en epitelio de conejo y ratdbn muestra un pico de la fase S a
las 2-6h de la manana, 4-6h antes del indice mitético maximo que aparece
entre las 6-12h de la manana. Este ritmo confirma la regla general, observada
en otros epitelios estratificados (Potten et al 1977). El sincronismo en los ciclos
diarios de proliferacion de todos los epitelios del organismo sugiere la

existencia de factores sistémicos que intervendrian en dicha regulacion.

Otro factor regulador en el proceso de renovacién del epitelio corneal es la
pelicula lagrimal y los parpados que aseguran, en comun, la proteccién del

tejido permitiendo asi su desarrollo en unas buenas condiciones.

Ademas, la pelicula lagrimal interviene en la renovacion del epitelio corneal a
nivel metabdlico gracias al oxigeno disuelto en ella (como se expuso
anteriormente). Posee, también, una accidén a nivel de la regulacién de la
proliferacion celular (papel de electrolitos como el calcio o de factores de
crecimiento) y ademas favorece los procesos de maduraciéon y de
diferenciacion epitelial porque aporta vitamina A al epitelio bajo la forma de
retinol. (El retinol y su metabolito el acido retinoico condicionan la expresion

queratinica de la superficie celular entre otras acciones (Rigal 1993)

Por su parte, los parpados intervienen en la exfoliacion del epitelio corneal
superficial por medio del parpadeo. Durante dicho mecanismo reflejo, solo el
parpado superior, que se desplaza hacia abajo, ejerce una fuerza de apoyo
sobre la superficie epitelial. Mientras tanto, el parpado inferior ejerce un
movimiento hacia arriba que puede considerarse despreciable. El apoyo
maximo del parpado superior en un parpadeo normal se hace a nivel de la zona
supero-central, cerca del apice corneal. De ello se deduce que el parpadeo
generaria una mayor exfoliacion en el centro corneal que podria ser el
desencadenante de los movimientos centripetos de las células (como ya se ha
comentado anteriormente) progresando de las zonas periféricas hacia las

centrales donde la pérdida celular es mayor.
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No se debe olvidar que la accion del parpadeo sobre la descamacion epitelial
se suaviza gracias a la lubrificacion de la pelicula lagrimal, que favorece el

deslizamiento de los parpados y evita el desprendimiento masivo.

La inervacioén del epitelio forma parte, también, de los factores reguladores de
su renovacion. La cornea es el tejido mas densamente inervado con fibras
nerviosas sensitivas y vegetativas (Luo et al 2001) que emergen hacia las

capas mas superficiales del epitelio corneal (Muller et al 2003)

La relacion entre la inervacion y el mantenimiento de una estructura y funcién
epitelial normal es conocida desde hace mucho tiempo. Ya en 1824 Magendie
(segun Rigal 1993) observd la aparicion de modificaciones degenerativas
corneales después de seccionar del trigémino y concluyd el papel tréfico de
este nervio para la cérnea. Mishima y sus colaboradores en 1957 (segun Rigal
1993) analizaron los efectos de la desnervacién y de la estimulacion del
simpatico y del trigémino en la actividad mitética del epitelio corneal del conejo.
Demostraron que tanto la desnervacion simpatica como la estimulacion
entrafiaban una disminucién del numero de mitosis. Por otro lado, comprobaron
que la desnervacion parasimpatica provocaba una disminucién de las mitosis
después de un cierto periodo de latencia y que la estimulacién era responsable

del efecto contrario.

Ademas, se sabe que los nervios corneales liberan una serie de sustancias
vitales para la buena salud del epitelio aunque dichas sustancias no se
conocen exactamente. (Muller et al 2003) Tampoco se conocen bien los
mecanismos de accion de las terminaciones nerviosas intraepiteliales sobre la
actividad de las células epiteliales. Puede afirmarse, de momento, que los
nucledtidos ciclicos intracelulares, AMPc y GMPc, elementos reguladores de la
divisién celular y de la maduracién, dependen de neurotransmisores como la

acetilcolina y las catecolaminas

Cavanagh y Colley (1989) han propuesto una regulacion del sistema
proliferativo en la cual los agentes adrenérgicos, cuyos receptores se localizan

en la membrana plasmatica, inhibirian la actividad mitética mientras que los
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agentes colinérgicos, cuyos receptores se hallan en la membrana nuclear,
producirian un estimulo mitdtico especifico sobre la actividad de la RNA

polimerasa |l.

El sistema colinérgico, también, parece regular el crecimiento celular y la
curacion de las heridas (Luo et al 2001). A tenor de estos datos la influencia
del sistema vegetativo, en especial del parasimpatico, sobre la cérnea se
vislumbra importante. Ademas, de todos los tejidos es en el epitelio corneal

donde se acumula el mas alto nivel de acetilcolina. (Rigal 1993)

Otros factores reguladores son los factores de crecimiento celular. Estos
peptidos solubles de pesos moleculares variables (de 5 a 30000 daltons),
activos a concentraciones fisioldgicas muy bajas (nanomolares), constituyen
una gran familia de macromoléculas y estan presentes tanto en los organismos
procariotas como en los eucariotas. Controlan el desarrollo normal de los
tejidos, aseguran la regulacién de la proliferacion de las células que los
constituyen y tienen un papel importante en la cicatrizacion y la regeneracién
de los tejidos (Wilson et al. 2001)

Los numerosos efectos de los factores de crecimiento se manifiestan mediante
la mediacion de receptores especificos presentes en las membranas
plasmaticas de las células diana y su accion final se realiza a través de la
modificacion de la expresién de diferentes genes. (Jones and Kazlauskas
2000).

A nivel del epitelio corneal actua un variado grupo de factores de crecimiento
producidos por el propio epitelio, el estroma, el endotelio y, también, la glandula
lagrimal. (Klenkler y Sheardown 2004) De este modo, la lagrima es una fuente
de factores de crecimiento y otros nutrientes que, disueltos en ella, regulan

activamente la renovacion del epitelio corneal (Rolando and Zierhut 2001)

Aunque las respuestas celulares especificas todavia no son bien conocidas, se

sabe que existe una relacion directa entre la proliferacion celular y el nimero
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de receptores ocupados por ciertos factores de crecimiento (Lauffenburguer y
Linderman 1993)

La importancia vital de estos factores en el mantenimiento de las funciones
normales del epitelio corneal se desprende del caracter critico de sus acciones.
De este modo, la respuesta celular que generan estas sustancias depende no
s6lo de su concentracion absoluta sino también de la cantidad de un factor
respecto del resto de factores de crecimiento (Imanishi et al 2000). Segun

como sea esta relacion se puede promover o inhibir un proceso determinado.

La accién de los factores de crecimiento es todavia mas compleja ya que no
s6lo depende de la interaccién entre ellos sino también del medio extracelular y
de los mecanismos reguladores de las células afectadas, en cada situacion.
Por ejemplo, se ha comprobado que la respuesta mitogénica del factor de
crecimiento EGF (Epidermal growth factor) es inversamente proporcional a los
niveles de prostaglandina PGE2 en las células y en el medio (Luo et al 2001),

como sucede en caso de inflamacion.

Los posibles desequilibrios en los factores de crecimiento pueden alterar
profundamente las estructuras oculares desencadenando estados patoldgicos
como la neovascularizacién, el edema o el glaucoma y, también, dificultades

en la curacion de heridas (Klenkler y Sheardown 2004)

Los factores de crecimiento que estan presentes en la lagrima (Epidermal
growth factor (EGF), Hepatocyte growth factor (HGF) vy Keratinocyte growth
factor (KGF)) promueven, esencialmente, la proliferacion y la migraciéon
epitelial. Sus niveles en este medio acuoso podrian considerarse basicos para
el mantenimiento y la renovacion normal del epitelio corneal (Ohashi et al
1989) (Nakamura et al 2001).

En la siguiente tabla aparece un listado de las acciones que estas sustancias

promueven a concentraciones fisiologicas.
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EGF

HGF

KGF

Actividad mitégena y
aumento de la proliferacion
celular

Produccion de moléculas de
la matriz celular

Reagrupacion del

Actividad mitdgena y
aumento de la proliferacion
celular

Se une con facilidad a la
matriz extracelular

Promueve la motilidad celular

Actividad mitdgena y
aumento de la proliferacion
celular

Promueve la motilidad celular
e inhibe la diferenciacién

celular en determinadas

citoesqueleto de actina zonas con baja densidad de

promoviendo la motilidad células
celular
Inhibicién de la diferenciacion

terminal

Tabla 1.1 Principales acciones de los factores de crecimiento presentes en la lagrima
sobre el epitelio corneal. Estas acciones aparecen descritas en estudios in vivo e in
vitro (Datos obtenidos de Klenkler y Sheardown 2004)

Existen todavia otros factores que regula la renovacion del epitelio corneal.
Estos son un conjunto de sustancias presentes en la membrana basal y el
estroma corneal. Gracias a diferentes estudios sobre cultivos celulares se sabe
que la correcta proliferaciéon y morfologia de las células del epitelio corneal
depende, también, de ciertos componentes de la lamina basal y la matriz

extracelular estromal.

En concreto, la laminina favorece el crecimiento, la unién celular al soporte y la
diferenciaciéon de tipo corneal de las células del cultivo (Rigal 1993) mientras
que la fibronectina posee también un papel en la union y la migracion celular,

en la reparacion tisular y en la ordenacién del citoesqueleto (Tervo et al 1986)
Por el contrario se ha constatado que ciertos componentes como el colageno

[ll, V'y VI, y la misma fibronectina solo son abundantes durante la vida fetal y
reaparecen en el adulto en caso de cicatrizacion. De este modo, se podria
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pensar que su acciéon en la renovacion del epitelio corneal, en la vida postnatal,
es discutible. (Rigal 1993)

La influencia del estroma sobre el epitelio corneal parece ejercerse, también, a
partir de los queratocitos, si atendemos al hecho de que sélo en los cultivos con

queratocitos y fibroblastos se obtienen epitelios estratificados.

Se sabe que las células que ya se encuentran en una via de diferenciacién
corneal no son sensibles a las inducciones mesenquimatosas subyacentes
pero las células epiteliales limbicas basales, debido a su caracter inmaduro, si
y seria a este nivel que las interacciones estroma- epitelio tendrian lugar (Rigal
1993).

Como se ha podido comprobar el conjunto de factores que condicionan la
renovacion del epitelio corneal es muy amplio y heterogéneno, con lo que la
regulacion de este proceso, desconocida por ahora en muchos aspectos, se

vislumbra compleja y claramente critica para el buen estado de dicho tejido.

1.2. El sindrome de ojo seco

En este subapartado se describe la patologia del ojo seco, en sus aspectos
clinicos, y se realiza una revisidén actualizada de los mecanismos implicados en
el origen de dicha enfermedad. Ademas, en base a los objetivos de esta tesis,
se exponen los descubrimientos, realizados hasta la fecha, sobre las
alteraciones morfolégicas que dicha patologia provoca en las diferentes
estructuras oculares, especialmente a nivel del epitelio corneal.

El ojo seco se define como una alteraciébn en la pelicula lagrimal que
desencadena dafos en la superficie corneo-conjuntival ocular asociados a la

produccion de molestias y disconfort ocular (Lemp MA. 1995)

Esta patologia, también llamada queratoconjuntivitis seca (QCS), es una
degeneracion epitelial en su sentido mas estricto porqué supone la alteraciéon
del epitelio anteriormente sano sometido a unas condiciones fisicas 0 a un

medio particular. Las degeneraciones del epitelio asi descritas incluyen,
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también: las queratitis de exposicién, de Dellen, queratitis neuroparaliticas y

queratitis avitaminosas. (Rigal 1993)

La lesion histolégica comun a estas degeneraciones es la metaplasia
malpigiana del epitelio corneal que aumenta su espesor y queratiniza las

células superficiales, por lo que el tejido se vuelve opaco.

En cuanto al origen del ojo seco, puede considerarse, sin lugar a dudas,
plurietiolégico. De este modo, las causas pueden ser congénitas, como la
ausencia de glandula lagrimal, o adquiridas entre las que encontramos
desencadenantes tan diversos como, por ejemplo, agentes fisicos, algunas
reacciones autoinmunes o la accion de ciertos farmacos. (Mas adelante se

comenta la etiopatogenia de esta enfermedad con detalle)

En base al origen de la enfermedad se ha establecido una clasificacion en la
que se distinguen dos categorias principales: ojo seco por deficiencia acuosa o

por evaporacion excesiva. (Ver figura 1.1)

0JO SECO - QCS

— o~

Deficiencia de lagrima Evaporacion excesiva
Déficit Alteraciones Uso de lentes | | Cambios en
Sindrome de Sjogren No Sjogren Ilpldlco en el parpadeo | | de contacto la superficie
Alteracion de la Obstruccién
glandula lagrimal lagrimal

Figura 1.1 Clasificacion del sindrome de ojo seco atendiendo a su etiologia.
(Modificada de Lemp 1999).

Desde un punto de vista clinico la degeneracion epitelial se traduce en una

queratitis superficial punteada, como signo mas caracteristico del ojo seco,
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asociada de forma variable a diversos sintomas como son: sensacion de
cuerpo extrafo, picor, escozor ocular, fotofobia, lagrimeo (epifora paraddjica) y
disminucion de la agudeza visual. En casos muy avanzados se observan
queratitis filamentosas, en las que una secrecion blanquecina de mucosa

palpebral se pega a la cornea seca.

Existe, ademas, un importante componente ambiental por lo que es muy
frecuente que las molestias aparezcan, solamente o se agraven, en
determinados ambientes (calefaccion excesiva, aire acondicionado, muchos
humos, etc) o en determinadas épocas del afio dependiendo de la humedad

ambiental.

El examen biomicroscépico con lampara de hendidura revela que la queratitis
punteada superficial esta constituida por pequefas exfoliaciones, de
profundidad variable, que al confluir pueden ocasionar ulceraciones. La
localizacion topografica y anatomica (epitelial o intraepitelial) de dichas
alteraciones permiten una orientacion diagndstica etiolégica ya que la
respuesta del epitelio frente a un proceso patoldgico es limitada y de expresion

poco especifica. (Waring y Rodriguez (1987)

En caso de QCS las lesiones superficiales se localizan, con frecuencia, en la
parte inferior de la cérnea o en el area de exposicion palpebral (Rigal 1993) Su
evolucion, en funcion de la etiologia y, sobre todo, del estado de la pelicula
lagrimal, puede ir acompanada de complicaciones infecciosas y troficas con

alteraciones del estroma subyacente.

El diagnostico se hace en base al examen biomicroscépico con fluoresceina
analizando el estado de la cérnea y, también, el tiempo de ruptura de la
pelicula lagrimal (que determina el grado de estabilidad del film lagrimal). Este
examen se acompana del test de Schirmer que evalua una posible disminucién

en la produccion acuosa de la lagrima.
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En determinados pacientes con o0jo seco incipiente, cuyas alteraciones
corneales no se evidencian con Fluoresceina, es necesario realizar una tincidon

con Rosa de Bengala.

Para diagnosticar esta patologia es imprescindible llevar a cabo, como minimo,
todas estas pruebas ya que son complementarias. Los resultados de alguna de
ellas pueden ser normales, segun el tipo de alteracion lagrimal (alteracion del
volumen, de la capa mucinica, déficit de lipidos, etcétera) o el estadio en que
se encuentra la patologia y el analisis completo es el que proporciona mayor
probabilidad de diagnosticar correctamente. Por ejemplo, si un paciente padece
una alteracion de la capa lipidica el test de Schirmer sera normal porque dicho
test mide el volumen de lagrima, volumen que depende, basicamente, de la

capa acuosa.

No existe un criterio de diagndstico unitario, en parte, debido al amplio espectro
de condiciones que engloba el término ojo seco, la variable severidad de la
patologia y la poca especificidad de sus signos y sintomas asociados (Johnson
y Murphy 2004)

El tratamiento del ojo seco es dificil y muchas veces frustrante ya que, en la
mayoria de las ocasiones, las causas que lo motivan no tienen un remedio
satisfactorio ni especifico (Carreras et al. 1995). La enfermedad se trata, por lo
tanto desde un punto de vista paliativo y, en los casos que sea posible,

etiologico.

La estrategia terapéutica mas frecuentemente empleada es el uso de lagrima
artificial que pretende sustituir a la natural. En el mercado existen muchas
especialidades farmacéuticas diferentes tanto por su mecanismo de accién
(disminucion de la tension superficial, disminucion del rozamiento, aumento del

volumen, etcétera) como por su composicion.

Ademas se han utilizado diversos medicamentos para estimular la produccién
de lagrima. La mas usada ha sido la eledoisina, -adrenérgico que estimula la

secrecion de lagrima y saliva. Ha sido empleada para tratar el ojo seco por via

41



tépica o sublingual, aunque con resultados poco concluyentes. (Carreras et al
(1995)) (Murube 1997)

El uso de parasimpaticomiméticos, como la pilocarpina, tampoco es habitual ya
que si bien producen un aumento de la produccién de lagrima (por estimulo
directo sobre la glandula lagrimal principal) pueden provocar congestion ocular
ademas del riesgo de generar cataratas a largo plazo, con lo que su relacién

riesgo beneficio no es buena.

Otra estrategia terapéutica empleada en la queatoconjuntivits seca es
conservar la lagrima ya existente mediante un taponamiento del conducto
lagrimal ya sea transitorio o definitivo. Con este fin también deben evitarse los
ambientes extremadamente secos o cargados que, como ya se ha comentado

antes, pueden agravar el cuadro en estos pacientes.

Si el ojo seco es secundario a otra patologia se intentara tratar la causa de
origen ya sea local (tumoracién palpebral, ectropion, entropion, etc) o sistémica

(Sidrome de Sjoégrens, artritis reumatoide, etc)

Estas son las terapias clasicamente utilizadas pero se estan investigando
nuevas y variadas estrategias de tratamiento basadas en los Uultimos
descubrimientos sobre los mecanismos implicados en la patogénesis de esta
enfermedad, como el uso de androgenos, ciertos antiinflamatorios o los

farmacos agonistas de los receptores purinérgicos (ver mas adelante).

A pesar de dichos progresos, cabe sefalar que, la evaluaciéon de los nuevos
agentes terapéuticos se ve dificultada por importantes problemas clinicos. Por
ejemplo, la eleccion del tratamiento se suele realizar en ausencia de una clara
diferenciacién del tipo de ojo seco. Ademas existe un pobre conocimiento del
valor de las pruebas diagndsticas especificas y de la interrelacion entre los
factores que causan las alteraciones de la superficie ocular. De tal modo que,
en el disefio de los estudios clinicos es muy dificil establecer indicadores de
eficacia objetivos que permitan evaluar la medicacion siempre con un unico
test. (Lemp 1999) (Jonson y Murphy 2004)
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En resumen, la complejidad de la plurietiologia, los multiples factores que
intervienen en el proceso que desencadena una QCS y la intrincada
interrelacion que entre ellos existe condicionan, enormemente, la valoracion de
la eficacia clinica de los posibles avances terapéuticos y, en consecuencia, su
uso generalizado. A pesar de estos problemas el conocimiento de la
enfermedad es cada dia mas amplio y, cabe esperar que, los avances en
investigacién permitan mejorar pronto aquellos aspectos clinicos aun por

resolver.

Entre dichos avances se hallan los descubrimientos sobre las alteraciones que
el ojo seco produce en la composicion y las funciones de la lagrima. Este tipo
de estudios ha ido teniendo viabilidad gracias al conocimiento paralelo de las

condiciones fisioldgicas que, aun hoy, poseen algunos puntos oscuros.

Clasicamente, la lagrima se considerd constituida por tres capas diferentes. La
primera, directamente en contacto con el aire es una capa lipidica secretada
por diversas glandulas que desembocan a nivel del margen palpebral
(glandulas de Meibomio, de Zeiss, etc.) La capa intermedia, secretada por la
glandula lagrimal principal y las accesorias de Krause y Wolfring, es acuosa y
representa casi todo el volumen lagrimal. La capa mas profunda, segregada
principalmente por las células caliciformes conjuntivales, es rica en mucinas y
esta en contacto con las membranas de las células superficiales del epitelio por

medio del glucocalix.

Sin embargo, los estudios fisicoquimicos sugieren que solo hay dos fases en la
pelicula lagrimal (Mc Culley y Shine 1997). La mas externa lipidica formada por
lipidos apolares (esteres, triglicéridos, etcétera) y fosfolipidos (polares) y la mas
interna, en contacto con el epitelio, formada por un gel acuoso-mucinico
(descrito con detalle mas adelante). Cabe resaltar que los fosfolipidos se
situarian en la interfaz de las dos fases como tensioactivos estabilizando, asi,

la pelicula lagrimal. (Tiffany and Nagyova 2002)
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Aunqgue no se sabe con exactitud cual es la estructura de la pelicula lagrimal,
se conocen algunas de las caracteristicas y acciones de cada uno de sus tres
componentes principales (componente mucinico, acuoso y lipidico), asi como
del glucocélix. Ademas, se ha descubierto, también, la significacion clinica de

ciertos cambios de la lagrima originados en la QCS.

Segun trabajos de Dilly (1985) y Gipson et al (1992) el glucocalix esta formado
por un conjunto de glucoproteinas segregadas por las células epiteliales
corneo-conjuntivales, previa liberacién desde sus vesiculas
intracitoplasmaticas. Gipson et al (1992) proponen que la senal que
desencadena la fusién de las vesiculas con la membrana citoplasmatica se
emite solo cuando las células toman contacto con la pelicula lagrimal y que

esta sefal podria ser la formacion de las uniones estrechas.

Gracias a la coloracion con acido tanico Nichols et al (1983) mostraron que, en
el cobaya, el glucocalix esta constituido por una fina capa filamentosa. Cada
filamento esta insertado en la membrana citoplasmatica y se divide de manera

dicotdmica siendo muy prominentes en el apice de las microproyecciones.

El glucocalix actua como barrera frente a los patdégenos (Corfield et al 1997) y
gracias a su humectabilidad estabiliza la pelicula lagrimal sobre la superficie
corneal (Liotet 1987). Ademas esta clase de glucoproteinas parece estar
implicada en la transmision de ciertas sefales celulares (Zrihan-Licht et al
1994) y podrian formar parte del receptor celular para el factor de crecimiento

epitelial y participar en su regulacién (Carraway et al 1999)

Por su parte, la mucina de la lagrima, que esta compuesta por glucoproteinas
similares a las del glucocdlix, es hidréfila y muy dificil de estudiar por
microscopia electrénica (como ya se ha comentado, ampliamente, en el
subapartado anterior) ya que la estructura de la pelicula lagrimal se altera con
la fijacion quimica convencional. A pesar de las dificultades se sabe que, la
mucina parece estar formada por una entramada red de polimeros que se

superpone al glucocalix. (Nichols et al (1985))
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Esta sustancia es la responsable del comportamiento viscoelastico de la
lagrima que evita el desprendimiento del epitelio durante los, relativamente
rapidos, movimientos de los parpados y del globo ocular (Corfield et al 1997).
En cuanto a su accién como surfactante, disminuyendo la tensién superficial de
la lagrima (Holly y Lemp 1971), ha sido cuestionada por varios autores pero sin
resultados concluyentes ni a favor ni en contra (Johnson y Murphy 2004). Por
otro lado, como ya se ha comentado antes, se sabe que los lipidos polares
(fosfolipidos) y ciertas combinaciones de proteinas de la lagrima son, también,
importantes para obtener una baja tensidén superficial. (Tiffany and Nagyova
2002)

Las mucinas transmembrana (glucocalix) y las mucinas secretadas por las
glandulas caliciformes estan unas en frente de las otras, en el limite entre la
superficie ocular y la pelicula lagrimal, pero no se adhieren entre ellas. (Gipson
y Inatomi (1997)) Este comportamiento es debido a que las diferentes mucinas
presentan varias zonas con una distribucién irregular de cargas. Dichas cargas
generan uniones con el agua de la lagrima impidiendo, asi, las adherencias
entre moléculas mucinicas, ya sea de la lagrima o del glucocalix. De este
modo, se facilita la extensibilidad de la pelicula lagrimal y se previenen los
microtraumas porqué se amortigua la fuerza transmitida durante el parpadeo.
(Corfield et al 1997).

Sin embargo, en la QCS la mucina sin hidratacion tiende a unirse con otras
moléculas mucinicas y, por lo tanto, con el epitelio formando agregados
hidrofébicos y filamentos (Sharma 1993). En consecuencia, la lagrima se
extiende peor y el glucocalix pierde su capacidad humectante y su eficacia

como barrera antipatdogenos (Sharma 1998a)

Por lo que respecta al componente acuoso de la lagrima, no es simplemente
agua que lubrifica la superficie ocular sino que contiene numerosos electrolitos,
proteinas, factores de crecimiento, vitaminas, sustancias antimicrobianas,
citoquinas, inmunoglobulinas y hormonas. Estos constituyentes sirven para

nutrir y proteger la superficie ocular, ademas de actuar como mediadores de los
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mensajes entre las estructuras que estan en contacto con la lagrima. (Johnson
y Murphy 2004)

En los afios sesenta se creia que el principal desencadenante del ojo seco era
el déficit cuantitativo de lagrima, o sea, la falta de volumen en la secrecion de la
capa acuosa de la lagrima por parte de la glandula lagrimal principal y las
accesorias. Pero, al inicio de los setenta los investigadores empezaron a
encontrar cambios cualitativos en la lagrima de algunos pacientes,
particularmente en aquellos que sufrian inflamacién crénica conjuntival como,
por ejemplo, en un déficit de vitamina A, en caso de penfingoide ocular o
sindrome de Stevens-Johnson. Esta composicion alterada podia ir asociada o

no a una poca produccion de lagrima (Lemp 1973)

Uno de los cambios aparece en la composicion de los electrolitos. La relacion
entre cationes divalentes (calcio y magnesio) y cationes monovalentes (sodio y
potasio) es determinante para la elaboracion del patrén de cristalizacion de la
lagrima (Golding et al (1989) y Kogbe et al (1991)) que es imperfecto en el 90%
de las QCS (Kogbe et al (1991) sugiriendo, asi, una composicién diferente a la
normal. Esta alteracion en la composicion de los electrolitos aparece, segun

Gilbard (1994) en aquellos ojos secos con problemas en la glandula lagrimal.

Los electrolitos de la capa acuosa son importantes porqué son los
responsables de la osmolaridad de la lagrima, actuan como tampon
manteniendo el pH a un nivel relativamente constante y juegan un importante

papel en la homeostasis epitelial (Bachman y Wilson 1985).

Gilbard y Rossi (1992) mostraron, en un modelo experimental de QCS en el
conejo, que la densidad de células caliciformes y las reservas epiteliales
corneanas de glucégeno aumentaban después de la administracion de un

colirio hipotdnico que soélo contenia los electrolitos de una lagrima normal.

El perfil proteico de las lagrimas esta también alterado en un ojo seco. Por un
lado, estas alteraciones son el resultado del paso de proteinas plasmaticas

(albumina, céruloplasmina, transferrina, etcétera) a la lagrima. Este trasiego
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irregular se debe a un aumento de la permeabilidad de los vasos sanguineos
conjuntivales que, en la QCS, estan sometidos a una reaccion inflamatoria local
(Seal et al 1986). Por otro lado, también contribuira a alterar dicho perfil la
reduccion de la sintesis de ciertas proteinas lagrimales como la lisozima, la
lactoferrina, la lipocalina o las inmunoglobulinas A secretoras (Liotet 1990),
debido a los problemas de secrecion del aparato lagrimal y a una disminucién
de andrégenos (Johnson y Murphy 2004).

En los pacientes con ojo seco el déficit de algunas proteinas lagrimales con
actividad antibacteriana podria aumentar el riesgo de infecciones oculares
(Rigal 1993). Ademas, la falta de ciertas proteinas especificas de la lagrima
(como la prealbumina) desencadenaria una carencia relativa de vitamina A ya
que estas sustancias se encargan de transportar el retinol desde el plasma a

las células epiteliales conjuntivales (Speek et al 1986)

En cuanto a los factores de crecimiento presentes en la lagrima, ya han sido
comentados anteriormente al hablar de la renovacién celular. Cabe afadir
ahora que, se ha descrito una disminucién en la concentracion de EGF
(epithelial growth factor) en el ojo seco (Ohashi et al 2003) y en otras muchas
enfermedades oculares. Parece, pues, razonable suponer que los otros
factores de crecimiento secretados por la glandula lagrimal también estarian

cuantitativamente alterados. (Johnson y Murphy 2004)

La capa de la lagrima mas externa, en contacto directo con el aire, es (como ya
se ha comentado anteriormente) una capa lipidica que evita una evaporacién
excesiva, previene el desbordamiento de la lagrima e impide que los lipidos
sebaceos penetren en ella. (Rigal 1993) La falta o disminucion relativa de estos
lipidos lagrimales, como sucede en algunos casos de QCS, podria ser el
desencadenante de las alteraciones corneo-conjuntivales observadas en esta
patologia debido, sobre todo, a una tasa de evaporacion demasiado elevada de

la lagrima. (Johnson y Murphy 2004)

Ronaldo et al (1983) demostraron que la evaporacion estaba aumentada en el

0jo seco y esto contribuiria a la hiperosmolaridad de la lagrima responsable, a
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su vez, de alteraciones de la morfologia y del metabolismo de la célula epitelial.
(Gilbard et al 1984)

Cabe resaltar que, los niveles reducidos de los fosfolipidos de la lagrima
(esfingomielina y fosfatidiletanolamina), observados en QCS asociadas con
blefaritis cronica (Shine y Mc Culley 1998), podrian ser la causa de una
desestabilizacion de la pelicula lagrimal ya que se ha sugerido (como ya se ha
comentado anteriormente) que dichas sustancias actuan como surfactantes

entre la capa acuosa y lipidica (Tiffany and Nagyova 2002)

Una vez definidos los componentes de la lagrima, su funcion y las alteraciones
que presentan en caso de 0jo seco, es importante remarcar que la cantidad y
composicion de las secreciones de la pelicula lagrimal estan determinadas por
una compleja interaccion entre el sistema nervioso auténomo y el sistema

endrocrino, ademas de citoquinas localmente activas.

Esto significa que son muchos los posibles factores que condicionan la
produccion fisiolégica de la lagrima, por lo que los posibles desencadenantes

de un déficit cualitativo o cuantitativo son, también multiples.

Por lo que respecta a la sintesis de las diferentes mucinas en las células
caliciformes, se sabe que esta, principalmente, bajo el control del sistema
autonomo  (Johnson 'y  Murphy 2004). Aunque el acido15(S)-
hidroxieicosatetranoico (15(S)-HETE), un producto del metabolismo del acido
araquidonico de la membranas celulares, parece estimular la producciéon de
alguna de estas mucinas (Jumblatt et al 2002). La vitamina A y ciertas
citoquinas influyen, también en su produccion pero el mecanismo es

actualmente desconocido (Johnson y Murphy 2004)

En cuanto a la secrecion, se produce por un reflejo de estimulacion sensorial
de la cérnea y la conjuntiva (Kessler et al 1995). Ademas existen ciertas
sustancias agonistas de los receptores purinérgicos P2Y,; que, también
estimulan la secrecion de mucinas en las células caliciformes. (Jumblatt y
Jumblatt 1998).
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Estos descubrimientos se han aprovechado para intentar mejorar los recursos
terapéuticos de la QCS, aunque todavia estan en fase de experimentacion

(como se comenté anteriormente)

Por otro lado, el control de la secrecion de la fase acuosa (agua, electrolitos y
proteinas) lo realiza, principalmente, el sistema parasimpatico. Los nervios
simpaticos, que se distribuyen alrededor de los vasos sanguineos de la
glandula lagrimal principal, intervienen también en el control de la sintesis pero
de un modo mas secundario. Ademas, la glandula esta inervada por algunos
nervios sensoriales que regulan la produccién de proteinas y su posterior

secrecion. (Johnson y Murphy 2004)

De las glandulas accesorias se conoce muy poco. Parecen estar inervadas por
el parasimpatico y es posible que posean un mecanismo de secrecion parecido

al de la glandula lagrimal principal (Lucarelli et al 2003)

En cuanto al control de la secrecidn lipidica, se ha propuesto que las glandulas
de Meibomio, principales productoras de los lipidos lagrimales, secretarian su
contenido en los reservorios elasticos de los conductos y que cierta presién
critica sobre su parte terminal seria el modo en que se liberaria. (Bron y Tifffany
1998). La presion depende de la cantidad de lipidos almacenados y de las
fuerzas contractiles del parpadeo. Este mecanismo explica la propension al
bloqueo de las glandulas de Meibomio después del suefio nocturno (debido a la
ausencia de parpadeo) que es una alteracion comun en muchos pacientes con

0jo seco.

La inervacion de dichas glandulas no es del todo conocida. Se sabe que estas
y los vasos sanguineos que las riegan estan inervados por el parasimpatico, el
simpatico y algunos nervios sensoriales. Sin embargo el control principal de la
glandula parece ser hormonal, igual que en el caso de las glandulas sebaceas
de la piel (los dos tipos de glandulas estdan emparentados desde un punto de

vista embriolégico). Las glandulas de Meibomio poseen receptores
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androgénicos (Wickham et al 2000) y el déficit de andrégenos esta asociado

con su disfuncion y con el ojo seco. (Krenzer et al 2000).

Una mayor prevalencia del ojo seco en mujeres (Johnson y Murphy 2004),
particularmente después de la menopausia, también sugiere que las hormonas
sexuales estan implicadas en la etiologia y la patogénesis de esta enfermedad.
Actualmente, se acepta que los androgenos y en menor grado los estrogenos,
la progesterona y ciertas hormonas producidas por el eje hipotalamo-hipofisario
juegan un papel clave en el normal funcionamiento de la glandula lagrimal y las
glandulas de Meibomio y, consecuentemente, sobre la superficie ocular.
(Sullivan et al 1998)

En términos generales, el 0jo seco se inicia con una inadecuada lubrificacion
ocular como resultado de una disfuncion lagrimal, un fallo en la transferencia
del fluido lagrimal hacia el saco conjuntival, y/o excesiva evaporacién de
lagrima (Lemp 1995). Sin embargo, la patogénesis de las consecuentes
alteraciones de la superficie corneo-conjuntival no sélo se deben a la
desecacion, sino, también a la hiperosmolaridad de la lagrima, la falta de
factores nutricionales y de renovacion celular y, ademas, al proceso

inflamatorio concomitante.

La pelicula lagrimal, el epitelio corneo-conjuntival, las glandulas lagrimales y los
parpados actuan como una unica unidad funcional (Stern et al 1998, Mathers
2000, Ronaldo y Zierhut 2001) Esta unidad posee un mecanismo de control
feedback que hace reaccionar de forma simultanea y coordinada a todos sus
integrantes frente a un estimulo. Los acontecimientos que alteren la
homeostasis y no sean prontamente neutralizados por este sistema unitario
crearan un circulo vicioso que desencadenara los signos y sintomas de la

enfermedad. (Johnson y Murphy 2004)

La etiologia y la patogénensis de la QCS son complejas y en ellas estan

implicados multiples factores que interaccionan entre si.
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Figura 1.2 Patogénesis del ojo seco. (Modificado de Johnson & Murphy 2004).

Una de las causas de QCS es la disminucion del flujo lagrimal que puede ser
debido a una pérdida de sensibilidad de la superficie epitelial ya que la
estimulacion de los nervios de dicha superficie y de la mucosa nasal
desencadena la secrecion de lagrima refleja. Esta hipoestesia del epitelio
puede ocurrir en caso de inflamacién ocular (Schafer et al 1994), uso de lentes
de contacto (Murphy et al 2001), cirugia corneal (incluyendo cirugia refractiva)
(Kohlhaas 1998), queratitis herpética (Rigal 1993), diabetes (Schwartz 1974), y
en reacciones de idiosincrasia frente a beta-bloqueantes topicos (Van Buskirk
1979), conduciendo al paciente, en todos los casos, hacia un ojo seco.
Ademas, Benitez del Castillo et al (2004) en un estudio con microscopia con
focal demuestran la existencia de alteraciones en las terminaciones nerviosas
corneales. Estos autores sugieren que el ojo seco es un tipo de queratopatia

neurotroéfica.
Por otro lado, los farmacos con actividad anticolinérgica pueden provocar ojo

seco porque bloquean la ruta principal de sintesis de la lagrima (Fraunfelder y
Fraunfelder 2001)
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Ademas, hay pacientes con deficiencias de la glandula lagrimal debido a una
enfermedad autoinmune, llamada sindrome de Sjogren (primario o secundario
a una enfermedad sistémica de los tejidos conectivos, como por ejemplo la
artritis reumatoide), mientras que otros padecen deficiencias en la glandula
pero no se les detectan signos de autoinmunidad. Entre estos ultimos se
incluye los pacientes con wuna falta congénita de glandula y, mas

frecuentemente, los que sufren una deficiencia adquirida.

La deficiencia adquirida es el resultado de una especifica y gradual destruccion
de la glandula de origen desconocido (deficiencia adquirida primaria) (Murray
et al 1981) o como consecuencia de una patologia sistémica (deficiencia
adquirida secundaria) como la sarcoidosis, los linfomas o la infeccion por VIH,

entre otras.

A veces, una patologia que provoque cicatrices en la conjuntiva puede
estrechar los orificios de salida de los conductos secretores de las células
caliciformes, como por ejemplo en el tracoma, el penfingoide ocular, el eritema
multiforme o las quemaduras, desencadenando, asi, una disminucion del flujo

de lagrima (Johnson y Murphy 2004).

Otra causa desencadenante de QCS es una lenta velocidad de renovacion
lagrimal que aumentaria el tiempo de residencia de la lagrima y el de las
sustancias disueltas en ella como, ciertas citoquinas proinflamatorias o algunos
contaminantes ambientales. De este modo, se activaria o se exacerbaria la

inflamacion de la superficie ocular (Pflugfelder et al 2002).

La velocidad de renovacion es funcion de la produccién y de la eliminacion de
lagrima. Se ha comprobado que una disminucion en la produccién conduce a
una reduccion en su renovacién (Tomlinson et al 1998) aunque no se conoce

como funciona este mecanismo de retroalimentacion.

Las causas que alteran la sintesis y secrecion de lagrima ya han sido
comentadas. En cuanto a la eliminacion, el factor que mas influye es el drenaje

nasolagrimal, mas que la evaporacion o la absorcion ocular. Por su parte, el
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drenaje nasolagrimal depende del parpadeo, el cual comprime el canaliculo
lagrimal bombeando la lagrima hacia el saco lagrimal. Ademas de un pobre
parpadeo existen varias situaciones que reducen la eliminacién pero todas ellas
conllevan obstruccion de las vias de drenaje lagrimales. (Johnson y Murphy
2004)

Las alteraciones del parpadeo se consideran, también, causantes de ojo seco.
El parpadeo es un acto reflejo que depende de la sensibilidad corneal y se
inicia posiblemente por la accién refrescante de la lagrima al evaporarse.
(Fujishima et al 1996) (Mori et al 1997). En consecuencia, un parpadeo
infrecuente puede ser el resultado de una disminucion de la sensibilidad
corneal. Desde un punto de vista clinico, el parpadeo inefectivo o infrecuente
de un paciente puede ser debido a causas muy variadas como son: cambios
degenerativos de la edad, trauma, lagoftalmos, proptosis o trabajos que

requieren una concentracion visual constante (Murube y Murube 2002)

Hay que afadir que el parpadeo inefectivo o infrecuente, ademas de disminuir
la velocidad de renovacion de la lagrima, intensifica la perdida de lagrima por
evaporacion, ya sea de forma directa por la prolongacién del periodo
interparpadeo, ya sea indirectamente, por la disminucion de la secrecion de
lipidos que desestabiliza la pelicula lagrimal aumentando, asi, su evaporacion.
(Korb et al 1994)

Por lo tanto, el parpadeo infrecuente esta claramente implicado en el desarrollo
de QCS, aunque en esta enfermedad es frecuente observar pacientes con una
frecuencia de parpadeo mas alta de lo normal, seguramente, como resultado
de la adaptacion fisiologica a una reducida estabilidad de la lagrima. (Tsubota
et al 1996)

La falta de estabilidad es, pues, otra posible causa de QCS. Una lagrima
estable es esencial para minimizar las perdidas por evaporacion y mantener un
recubrimiento lagrimal sobre la superficie ocular entre parpadeos. La ruptura
de la pelicula lagrimal ocurre siempre, ya sea en una persona sana que

momentaneamente no parpadea o en un paciente con ojo seco, debido a la
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formacion de areas no humectadas (Holly y Lemp 1971). EI mecanismo que

conduce a esta no humectabilidad no esta del todo aclarado.

Existe una hipétesis clasica segun la cual la ruptura de la pelicula lagrimal se
debe a una difusion y absorcion de lipidos hidrofébicos en la interfaz muco-
acuosa (Holly y Lemp 1971). Sin embargo, no parece muy plausible que estos
lipidos de baja solubilidad acuosa difundan a través de la pelicula lagrimal en
cantidades suficientes como para desestabilizarla. Ademas, este modelo no
explica por qué se reduce drasticamente el tiempo de ruptura en casos de

anomalias de la capa mucosa y de la superficie ocular.

Un mecanismo alternativo para la ruptura de la pelicula lagrimal sugiere que
esta es instigada por una amplia gama de fuerzas de van der Waals que
generan pequefos agujeros en la capa mucosa; puntos de contacto entre la
lagrima acuosa y el epitelio. (Sharma y Ruckenstein 1985) (Sharma 1998b).
Aunque el epitelio es normalmente humectable gracias al glucocaliz, es
probable que existan areas microscopicas de baja humectabilidad debido a la
descamacion celular o a una menor madurez del glucocaliz (Gipson et al 1992).
Las pequenas areas secas aumentan rapidamente de tamano porque el
epitelio, sin mucina hidratada, se une mas facilmente a los contaminantes
hidrofébicos (Sharma 1998a y b) que a la parte acuosa de la lagrima causando,

asi, la ruptura de la pelicula lagrimal.

Sin embargo, existe una explicacion alternativa para este fendmeno. Fatt
(1991) considera que la rotura se produce cuando las fuerzas que mantienen la
tension son superadas por la presion negativa de los meniscos lagrimales que
estiran la lagrima hacia arriba y hacia abajo. Como las dos hipodtesis son
plausibles y no contrapuestas lo mas probable es que el proceso de ruptura

impligue mas de un mecanismo desencadenante. (Johnson y Murphy 2004)

Un tiempo de ruptura corto ha sido asociado a deficiencias de la lagrima,
irregularidades de la superficie o inflamacién ocular. Esta ultima disminuye la
estabilidad de la pelicula lagrimal porque causa metaplasia escamosa (las

células no queratinizadas, facilmente humectables se convierten en células
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queratinizadas que no se pueden mojar), perdida del glucocalix y disminucién
de la produccién de las células caliciformes; aumentando la irregularidad de la
superficie ocular. Ello genera puntos de acelerado adelgazamiento de la

pelicula lagrimal, ademas de alteracién en su composicion (Rivas et al 1992)

Otro mecanismo desencadenante de ojo seco es el aumento de la osmolaridad
de la lagrima. Se ha comprobado que la hiperosmolaridad es una
caracteristica constante en esta patologia y se la considera un indicador con
excelente sensibilidad y especificidad para diagnosticar la existencia de una
QCS (Lucca et al 1990)

Este aumento de la osmolaridad lagrimal, tipico de los pacientes con ojo seco
(Mishima 1965), se cree que es debido, principalmente, a una velocidad de
evaporacion elevada. (Ronaldo et al 1983) Las causas que originan un
aumento en la evaporacion de la lagrima se han ido comentando a lo largo de
este subapartado (falta de lipidos, parpadeo ineficaz, o poco frecuente, baja

renovacion o inestabilidad de la pelicula lagrimal).

Sin embargo, Tsubota y Yamada (1992) midieron la velocidad de evaporacion
y sus resultados muestran que es mayor en los pacientes sanos mientras que
en los ojos secos es mas variable y de media mas baja. Para estos autores el
problema estriba en la importancia relativa del proceso y proponen que la
evaporacion posee un peso especifico mayor en la dinamica global de una

lagrima escasa que en el caso de una lagrima abundante.

Por otro lado, la osmolaridad del fluido secretado por la glandula lagrimal
principal se incrementa en condiciones de baja velocidad de flujo (Gilbard y
Dartt 1982) debido a una mayor absorcion de agua a nivel de los conductos
lagrimales, lo que vendria a aumentar mas las condiciones de hiperosmolaridad

de la pelicula lagrimal.

Estas condiciones adversas conducen a una alteracion de la superficie ocular
de forma directa (Gilbard et al 1984) (Huang et al 1989) e indirectamente ya

que la hiperosmolaridad desencadena una reaccion inflamatoria (Ciprandi et al
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1994) Una vez iniciada, la inflamacion se convierte en el artifice de las lesiones
de la superficie ocular; siendo la causa y la consecuencia del dafio celular
(Baudouin 2001)

A parte de la hiperosmolaridad, también la desecacion, los microtraumas
producidos en los parpados con el parpadeo, las sustancias proinflamatorias
segregadas por la glandula lagrimal y los parpados, ademas de ciertos factores
liberados por las terminaciones nerviosas pueden desencadenar una respuesta
inflamatoria. Dicha respuesta se perpetua gracias a las citoquinas liberadas por
las células superficiales dafiadas. De este modo, los pacientes con un ojo seco
severo se ven atrapados en un circulo vicioso de inflamacion y lesiones
celulares. (Stern et al 1998) (Mathers 2000) (Ronaldo y Zierhut 2001)

Las citoquinas proinflamatorias se han asociado a queratinizacion epitelial
(Kawasaki et al 2003), hipoestesia (Schafer et al 1994), expresién alterada de
las mucinas (Hibino y Watanabe 2002) y neovascularizacion corneal (Dana et
al 1998). Por otro lado, la accién de las citoquinas se ve apoyada por una
perdida de factores de crecimiento de la lagrima (van Setten et al 1991), una
falta de vitamina A (Sommer 1983) y de sustancias neurotroficas liberadas por

los nervios corneales (Muller et al 2003)

Afortunadamente, las citoquinas y los linfocitos, extravasados gracias al
proceso inflamatorio, no pueden atravesar el epitelio o la membrana de
Bowman, siempre y cuando estos estén en perfectas condiciones, con lo que
las lesiones en esta patologia suelen estar circunscritas a las capas mas
superficiales. Sin embargo, en caso de inflamacion severa o cirugia
(queratectomia refractiva) se lesionan estas capas limitantes con lo que las
citoquinas pueden interaccionar con el estroma ocasionando cicatrices y un

deterioro subepitelial general. (Wilson et al 2001)

Se ha observado, también, que algunas patologias que conllevan un proceso
inflamatorio como la blefaritis o la alergia ocular coexisten, frecuentemente, con
QCS en lo que parece ser una mutua relacién de causa-efecto (Baudouin

2001). La blefaritis agrava el ojo seco porque aporta muchas sustancias
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proinflamatorias y antigenos ademas de desencadenar alteraciones en la
produccion de lipidos lagrimales. (Shine y McCulley 1998) De forma reciproca,
el sufrir ojo seco puede predisponer a la aparicion de blefaritis como resultado
de una alteracion en la flora bacteriana ocular, debido a la falta de proteinas

antibacterianas de la lagrima.

En cuanto a los procesos alérgicos, pueden agravarse o desencadenarse
debido a la baja dilucién de los antigenos en un ojo seco y la inflamacién que

conlleva una alergia puede conducir a una QCS.

A lo largo de todo este subapartado se han descrito los aspectos clinicos mas
relevantes de esta patologia, las carencias del aparato lagrimal y los posibles
factores desencadenantes de un ojo seco. En base a los objetivos de esta
tesis, se inicia, ahora, un analisis detallado de las alteraciones morfolégicas
que la QCS origina en la superficie corneoconjuntival, algunas de las cuales ya

han sido comentadas al hablar de los aspectos clinicos de esta patologia.

La mayoria de las anomalias celulares objetivadas en los pacientes aquejados
de ojo seco se han obtenido a partir de observaciones con el biomicroscopio
(comentadas anteriormente) citologias de impresion o bajo microscopia

especular debido al caracter no invasivo de dichas técnicas.

En las citologias de impresion, el epitelio corneoconjuntival de los pacientes
con ojo seco presenta una disminucién de la densidad de las células
caliciformes, metaplasia escamosa y aparecen células inflamatorias en la
conjuntiva. (Rivas et al 1992) Otra caracteristica morfolégica destacable es la
presencia de cambios en la cromatina celular que posee aspecto serpentiforme
(snakelike cromatine). Sin embargo, estas anomalias no son especificas de la
QCS y se han encontrado, también, en caso de conjuntivitis alérgica (Marner K

1980) o en portadores de lentes de contacto (Kruse et al 1986).

Los signos de metaplasia aparecen ya en los primeros estadios de la
enfermedad, antes de que exista queratinizaciéon (Shalaby et al 1998). Las

células del epitelio conjuntival, que normalmente son pequefias y redondeadas
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con un citoplasma eosindfilo, se tornan mas grandes, mas poligonales, con un
nucleo mas pequefio o inexistente y con un citoplasma basoéfilo ademas de
separarse entre ellas. Nelson (1988) propuso una escala, para valorar el grado
de metaplasia, en la que existen cuatro estadios de gravedad , siendo el grado
cuatro el que posee todas las caracteristicas mencionadas mas arriba ademas
de una densidad de células caliciformes muy baja (<100 células/mm?) Tseng
(1985) establecio cinco estadios en este mismo proceso. El grado de
metaplasia escamosa informa del estado de la superficie ocular e indica la

severidad de la patologia.

Las células del epitelio corneal sufren un proceso analogo (Shalaby et al 1998)
(Murube y Rivas 2002) aunque fisiolégicamente poseen una mayor dispersion

de tamafos y un tamafio medio mayor (Doughty 1997).

Con microscopia especular los epitelios corneales que sufren metaplasia
escamosa muestran unas células de aspecto menos pulido; mas mate y
rugoso. Algunas de ellas pierden su unién a la membrana basal. En general la
textura celular aparece mas heterogénea y los contornos celulares y los
nucleos son mas marcados (Mayer 1984) Las células mas alteradas aparecen
como finas placas sobresaliendo del resto de la superficie. Lemp et al (1984)

las consideran en un estado preexfoliativo.

Estos ultimos cuantificaron el tamafio celular y observaron que existia mayor
dispersion de tamanos en los pacientes con QCS. En concreto, la proporcién
de células de talla mediana disminuia a favor de las tallas pequefna y grande.
Para Lemp et al (1984) igual que para Tsubota et al (1991) el tamafo celular
predominante seria el pequefio mientras que para Maréchal-Courtois y Delcourt
(1986) y Serdarevic y Koester (1985) existiria un predominio de células grandes
poco brillantes y de textura heterogénea. Ademas, para estos ultimos la zona
central, mas apagada, es mas pequena que en las células normales. Se ha
postulado (Rigal 1993) que la irregularidad celular y una mejor visibilidad de los
nucleos, frecuentemente observadas en los epitelios anormales, podrian indicar

un sufrimiento moderado de la superficie ocular.
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No se han llevado a cabo estudios de microscopia electronica de barrido del
epitelio corneo-conjuntival de pacientes aquejados de QCS pues no es una
técnica clinica debido al caracter invasivo del método de obtencion de las
muestras. Sin embargo, existen unos pocos estudios realizados en modelos
experimentales de ojo seco en los que se ha intentado reproducir las
condiciones de esta patologia aunque su complejidad y cronicidad hacen dificil
una analogia total y precisa (Barabino y Dana 2004)

Xie y Zhang (1993) observaron signos de sequedad ocular diez dias después
de lesionar la conjuntiva y extraer la glandula lagrimal, la membrana nictitante y
la glandula de Harder a cuarenta conejos. Estos signos se manifestaron como
multitud de defectos en el epitelio corneal, observado al microscopio
electronico de barrido (SEM). Las microproyecciones de la membrana celular
aparecian engrosadas, con forma abalonada, entremezcladas, rotas y
descamadas. Las células superficiales y dos o tres capas por debajo de estas,
aparecian exfoliadas y las zonas desnudas presentaban forma convexa o
concava. En las capas mas profundas, las separaciones entre células se
mostraban confusas y se observaban ulceras. Asi mismo, estos autores vieron
que la membrana celular de las células superficiales presentaba
discontinuidades y aparecian edemas intra e intercelulares tanto en el estrato

superficial como en las capas intermedias.

Por su parte, Gilbard et al (1984) estudiaron el epitelio en un modelo
experimental de ojo seco en el que bafaban los ojos de los conejos con
diferentes soluciones hiperosmoéticas. En este caso, la microscopia electronica
de barrido muestra, también, la presencia de una mayor descamacién celular.
En general, las células se observan con microproyecciones menos afiladas o
inexistentes y la superficie corneal presenta, ocasionalmente, hebras de

mucina.

Por otro lado, varios autores han estudiado los cambios en la impermeabilidad
del epitelio corneoconjuntival de los ojos secos. (Gobbels y Spitznas 1992)
(Puy et al 1998) Todos ellos concluyen que la eficacia de la barrera disminuye;

con lo que los desmososmas y las uniones estrechas de las ultimas capas
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epiteliales estarian afectados. La funcién de barrera del epitelio es considerada
el parametro mas sensible para valorar la integridad anatomica y fisiologica de
dicho tejido. (Puy et al 1998)

Este aumento de la permeabilidad del epitelio aparece paralelamente a una
bajada del nivel energético celular. El glucogeno de las células epiteliales se
considera un buen indicador de la vitalidad celular (Gilbard et al 1987a) y
parece que la disminucion de este soporte energético esta relacionada con la
hiperosmolaridad y la duracién de la enfermedad, segun los trabajos realizados
por Gilbard et al (1987b) en dos modelos experimentales de ojo seco en el
conejo. Los autores interpretan esta disminucion progresiva del glucégeno
como una consecuencia del estrés celular o un defecto del aporte de

elementos nutritivos a las células epiteliales.

La complejidad de la fisiologia del epitelio corneoconjuntival asociada a una no
menos compleja patogénesis hacen que el equilibrio de fuerzas que mantiene
a este tejido en perfectas condiciones sea fragil y su perdida de consecuencias
devastadoras. El progresar en su conocimiento es una tarea dificil y lenta pero

apasionante.
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