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RESUMEN EN INGLES

Purpose: To study the tolerance and biocompatibility of micronized mineral pigments

for corneal cosmetic pigmentation in an experimental animal model.

Methods: Corneal intralamellar keratopigmentation was performed in 28 New
Zealand white rabbits using micronized mineral pigments. Prophylactic actions using
intraoperative antibiotic prophylaxis and gamma radiation of the pigment mixtures
were performed to avoid infection. Animals were examined regularly by slit lamp to
detect any sign of inflammation, pigment diffusion, colour changes or
neovascularization. Histopathological examination was performed to determine the
level of pigment diffusion, the level of inflammation and the presence of

neovascularization.

Results: No pigment diffusion or changes in color, inflammation or neovascularization
were detected in the eyes treated. Histopathological examination corroborated
clinical results regarding inflammation. Pigmented corneas showed a good cosmetic

appearance without signs of ocular toxicity.

Conclusions: Micronized mineral pigments could be a valid alternative treatment for
cosmetic keratopigmentation. Intralamellar keratopigmentacion technique presented

good cosmetic appearance without adverse effects in the eyes treated.



RESUMEN EN ESPANOL

Objetivo: Estudiar la tolerancia y la biocompatibilidad de los pigmentos minerales
micronizados para la pigmentacion corneal cosmética en un modelo experimental

animal.

Métodos: Se procedié a la queratopigmentacion intraestromal en 28 conejos blancos
New Zealand, utilizando pigmentos minerales micronizados. Se tomaron medidas
profilacticas preoperatorias utilizando radiacion gamma de las mezclas de pigmentos
y antibioticos intraoperatorias para evitar el riesgo de infeccion. Los animales fueron
examinados regularmente en la lampara de hendidura para detectar cualquier signo
de inflamacién, difusion del pigmento, cambios de color y/o neovascularizacion.
Posteriormente se realizdé un examen histopatoldgico para corroborar la presencia o
ausencia de difusion de los pigmentos, valorar el grado de inflamacién y la presencia

0 ausencia de neovascularizacion.

Resultados: No se observaron signos de difusién del pigmento o cambios en el color
en ningun caso. Tampoco hubo evidencia de inflamacién postoperatoria tardia ni
neovascularizacién en los ojos tratados. El examen histopatolégico mostré los
mismos resultados que el examen clinico en lampara de hendidura, en relacién con
la inflamacién y neovascularizacién. Las corneas pigmentadas mostraron un buen

aspecto cosmético sin signos de toxicidad ocular.

Conclusiones: Los pigmentos minerales micronizados podrian ser utilizados como
alternativa valida para la queratopigmentacion con fines cosméticos. La técnica de
gueratopigmentacion intraestromal mostré un excelente resultado cosmeético, sin
efectos adversos derivados de la técnica o de los pigmentos utilizados en los ojos

tratados.



1. INTRODUCCION

1.1. La queratopigmentacion

1.1.1. Historia de la queratopigmentacion

La préctica del tatuaje corneal o queratopigmentacién no es ni mucho menos
una nueva técnica quirargica. De hecho, ya en la antigledad era practicada de
forma muy rudimentaria. Durante siglos se ha utilizado esporadicamente para el
tratamiento de las opacidades corneales.(Holth 1931, Mannis 1999) F| conocido médico y
filosofo romano Galeno de Pérgamo (131-210 a.C.),Mamis 1999 fye el primero en
describir el tatuaje corneal en el afio 150 a.C., y es considerado el primer médico
que pigmentd una cérnea humana utilizando “sulfato de cobre reducido con agalla,

para enmascarar un leucoma corneal de aspecto cosméticamente desagradable”.Va"

der Velden-Samdeerubun 1994)

Figura 1: Galeno

Posteriormente lo hizo Aetius en el afio 450 a.C. para intentar ocultar las
opacidades corneales leucomatosas de los ojos. Ambos médicos, cauterizaban la
superficie de la cérnea con un estilete caliente. Después de la cauterizacion,
procedian a aplicar el tinte sobre el ojo, usando una variedad de colorantes, tales
como agallas en polvo y hierro. También utilizaron la corteza de granada pulverizada

mezclada con sal de cobre.@ede 1922 Otras fuentes han mencionado que Galeno
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podria haber usado el sulfato de cobre.R¥ 198 FEste procedimiento era

probablemente Unicamente utilizado en aquellos pacientes con un leucoma corneal

antiestético (Kobayashi y Sugiyama 2005)

1.1.2. Desarrollo del procedimiento

Después de Galeno, la practica del tatuaje corneal no se menciona en la
literatura hasta 1869, cuando el cirujano oculoplastico Louis Von Wecker introdujo
un nuevo método. Se necesitaron catorce siglos para que Wecker, disefiara, utilizara
y llevara a la practica el método moderno del procedimiento. También fue el primero
en utilizar tinta negra, también llamada tinta china (Indian ink) para tatuar un
leucoma en el ojo. El autor primero aplicaba cocaina para anestesiar la superficie
ocular y posteriormente cubria la cérnea con una solucién espesa de tinta, para
luego insertar el pigmento con una aguja.R% 193 Este método ha influido en todos
los métodos subsiguientes desde entonces.

Este autor consider6 la técnica de la queratopigmentacion cuando un estudiante
suyo le formulé una pregunta sobre el posible tratamiento de un caso clinico.@eder
1922) Los detalles de estas técnicas y procedimientos de dicho estudiante fueron
publicadas por el jefe de la clinica, Pomier de Pau, en 1870.(@eder 1922)
Posteriormente en 1872, Wecker reintrodujo el mismo principio pero con la
aplicacion de la tinta china (Indian ink).#edter 1922)

A lo largo de los afios, la queratopigmentacion gané popularidad, y muchos
autores a finales de 1870 y principios de 1900 sugirieron diferentes indicaciones y el
uso de una variedad de colorantes, de dispositivos y diferentes métodos de
aplicacion.(Mannis 1999)

Los primeros ensayos de los procedimientos estaban limitados al uso de tinta
negra o tinta china, que los autores solian utilizar para rellenar la zona de la pupila,
para delinear el circulo del iris y en algunas ocasiones, para tatuar los detalles

anatémicos del iris. Durante la década siguiente, otros autores como Dunnage,@ede
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1922) Tay|or’(Taonr 1872) WOinOW,(Ziegler 1922) Hasner,(ziegler 1922)y Archer(ziegler 1922) en Europa;
y LeViS,(Ziegler 1922) WiIIiams,(Z‘eg'er 1922) ThOmSOﬂ,(Ziegler 1922) y Mathewson(ziegler 1922) en
Norteamérica, intentaron realizar el tatuaje con pigmentos multicolores para imitar el
estroma natural del iris, obteniendo un importante éxito.

La aportacion de Taylor atrajo mas la atencién en comparacion con otras
aportaciones, principalmente debido a que abogaba por el uso de manojos de
agujas, que Wecker considerd que era mucho mas préctico y eficiente que utilizar su
propia aguja Unica acanalada, por lo que no tardé en adoptar la sugerencia de
Taylor.(Taylor 1872)

Es interesante mencionar que Levis, norteamericano de Filadelfia, fue el primero
que defendié y puso en practica el tatuaje con colores.#€9€"1922) Archer, en Utrecht,
llevé a cabo en 1874 un exhaustivo y valioso estudio sobre la variedad de pigmentos
de colores. Su investigacién la realiz6 en tres direcciones. La primera: La Fijacion de
los colores. La segunda: Las modificaciones que se producen en el tejido corneal. Y
por ultimo, la tercera: La distribucion real de las particulas dispersas del pigmento
que se produce tras la queratopigmentacion.@eder 1922) Este autor descubre también
la goma guta o0 gamboge, que es una resina de color marrén naranja que proviene
de varios arboles del género Garcinia y que se vuelve amarilla cuando se transforma
en polvo. Los artistas y pintores de la época la utilizan como un pigmento amarillo y
en medicina se utilizaba como un catértico. Finalmente resulté ser un pigmento
irritante produciendo inflamacion y exfoliacion poco después de utilizarla, lo que
consecuentemente, tenia un comportamiento similar en la cérnea, siendo expulsaba
del tejido corneal.(#edter 1922)

Sin embargo, las tintas de color azul ultramarino, la tierra de Siena y la tinta
china se toleraron mejor, aunque el color azul indigo o azul de Prusia resultaron mas
irritantes. Durante la década siguiente, no se aporté nada notable sobre este tema,
pero en 1887 Vacher, de Orleans, present6 un articulo de valor practico en el que

enfatiz6 la importancia de utilizar mejor un material colorante que fuese
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guimicamente puro, estable y que estuviese reducido a un polvo muy fino y
pequefio. Utilizd cinco pigmentos diferentes: el carbonato de calcio, el carmin, el
azul de Prusia, el ocre palido y la tinta china.(#edter 1922)

Mas tarde, se realizaron estudios y se publicaron articulos por investigadores
como Nieden (¢eder 1922) de Bochum, Coffer (Cofer 1902 de Trieste, Holth (edler 1922) de
Cristiania y Polack #eder 1922 de Paris, que enriquecieron enormemente el
conocimiento practico sobre este tema.

En 1901, Nieden de Bochum introdujo un método que utiliza una aguja de
tatuaje basado en la idea de una pluma fuente o estilogréfica, que se utilizaria con el
boligrafo eléctrico creado por Edison. El encontré que esta aguja eléctrica tatuaba
con mayor rapidez y regularidad que otros métodos tradicionales de tatuaje.

Por su parte Merck tuvo la idea de extraer un pigmento marrén de la coroides de
un buey, pero se necesitaron 26 ojos para producir 232 miligramos de este pigmento
marrén. Se encontré que este pigmento uveal era muy dificil de obtener, muy caro y
gue no ofrecia ninguna ventaja. También manifestd que no se obtuvo ningln éxito
con el uso de colores como el tierra Siena, el sepia, el tierra de sombra tostada y el
ocre marrén, debido a la irritacion y extrusion que se producian con estos colores.
En algunas personas el color conseguido con el pigmento ocre resulté satisfactorio y
éste se revel6 como un buen pigmento. Igualmente apoy6 discretamente el uso del
azul ultramarino y del azul de Prusia.(#eder 1922)

En el afio 1902, Cofler elabor6 colores japoneses en forma de bastoncillos que
consiguid en Tokio. Estos colores fueron: Azul, Marrén, Rojo y Amarillo. También
descubrioé que el cinabrio y el azul ceruleo o celeste eran insolubles, inocuos y que
no contenian bacterias. Obtuvo un maravilloso éxito al mezclar cinabrio con la tinta
china, con lo que pudo crear todos los matices del marrén, y también obtuvo un éxito
asombroso al mezclar el azul cerlileo o celeste con negro y marrdn, cuyo resultado

se asemejaba mucho al estroma del iris. (#'eder 1922)
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Por su parte, Holth fue también muy persistente e ingenioso con el desarrollo de
esta técnica. En 1898 comenzé a utilizar cilindros de metal y punzones tubulares
como trépanos corneales, para ser mas exactos en el delineado de los margenes de
la pupila y el circulo exterior del iris. Manifestd su prioridad en este aspecto, en
comparacion con Armaignac @eder 1922) quien para tal fin utilizaba una guia larga y
otra pequena en forma de embudo (Figura 2) que se fijaba a la cornea por tres
pequefios puntos salientes. A continuacion, colocaba una porcion de tinta china en
el instrumento y procedia al tatuaje con una aguja. Armaignac afirmé que este
método reproducia un circulo perfectamente redondo.@eder 1922 Por su parte
Czermak (@eder 1922) hapia utilizado previamente en 1896 el trépano de Von Hippel
para delinear la pupila. Realizaba un raspado en el epitelio corneal de la zona
pupilar antes de tatuarla con pigmento, que mezclaba con una suave solucion de

goma arabiga como vehiculo, @eger 1922)

Figura 2: Anillo pupilar de Armaignac (Ziegler 1922)

En 1906 Holth dej6é de utilizar los colores de los bastoncillos japoneses y
comenzoé a utilizar los colores franceses que aclaraba con agua, alcohol y éter para
eliminar las impurezas oleosas y resinosas, de manera que los pigmentos resultasen
ser polvos imperceptibles y estériles sin componentes irritantes. Este autor utilizé los
colores negro humo, cinabrio, sepia, azul ultramarino, azul celeste (estaminato de
cobalto), carbonato de calcio, tierra gris y arcilla blanca. Sin embargo no le gustaban
los pigmentos de color tierra gris, azul ultramarino, azul de Brunswick, azul mineral,
azul de Prusia, azul de montafia y amarillo cadmio. Debido a que el color verde

tierra y el azul ultramarino habian dado buenos resultados en manos de otros
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cirujanos, era posible que los productos disponibles con los que él contaba no se
hubieran elaborado apropiadamente.(#edler 1922)

A través de pruebas y estudios, Chevallereau y Polack observaron que una
paleta de colores mejorada era mas que necesaria. Manifestaron que la mayoria de
los médicos no son artistas, pero olvidan que el estudiante de hoy debe estar muy
familiarizado con los colorantes microscoépicos y por tanto, debe tener un amplio
conocimiento sobre los matices de los colores. Los matices del azul son limitados,
pero con una habil mezcla de los pigmentos en su paleta remediaron facilmente este
defecto. Habian probado muchos otros pigmentos, pero se dieron por vencidos. En
1906 publicaron los distintos pigmentos de colores y establecieron cuales se podian
utilizar sin riesgos. Ziegler et al. probaron personalmente todos estos pigmentos y
muchos mas, afirmando que su paleta de colores se podia adaptar sin riesgo
alg uno. @iegler 1922)

Otros médicos tales como Victor Morax, en realidad no llegaron a tatuar la
cornea, pero si cambiaron la apariencia externa de la misma. Victor Morax dividiria
el espesor corneal en dos capas verticales e introducia la sustancia colorante bajo el
colgajo tallado. A continuacién, aplicaba un vendaje compresivo sobre el ojo.Rey 1938)

Se puede observar segun lo anteriormente planteado, que a lo largo de la
historia se han introducido, ideado y desarrollado diferentes métodos para tatuar la
cornea. Ellos han evolucionado conjuntamente a medida que se ha demostrado que
son eficaces y han dado paso a los métodos convencionales que utilizamos en la

actualidad.

1.2. Los trabajos de Ziegler

1.2.1. Seleccion de colores

Segun Ziegler, cuando se eligen los colores para la queratopigmentacion, se
deberian escoger pigmentos cuyo origen sea mineral, indelebles, faciles de

esterilizar, no irritantes para la cornea, opacos a los rayos luminosos y mezclables
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con el agua, pero no solubles. Los colores minerales son mas permanentes que los
colores vegetales cuando se aplican al tejido humano, pero esta claro que son
pigmentos irritantes. (#iedler 1922)

Hay pigmentos que no se deben utilizar, como por ejemplo el cromo, el cadmio,
el cobalto y la goma guta. También se deben evitar sustancias quimicas como el
oxicianuro o el bicloruro de mercurio, ya que son peligrosas cuando se mezclan con
los pigmentos.@eder 1922) F| color del pigmento debe coincidir con el color del iris o
puede ser un poco mas fuerte, ya que es posible que se aclare un poco tras ser
inyectado en la cérnea.@eder 1922)

Tal y como demostré Hamilton,#edr1922) |3 presencia de una capsula de bacilo
en las tintas chinas acentla la necesidad de esterilizacion. Los pigmentos franceses
en polvo fino pueden resistir mejor la esterilizacion en un esterilizador seco a una
temperatura de hasta 150°C, sin que experimenten un cambio de color o
consistencia.@eder 1922) De igual forma, los pigmentos deben ser lo suficientemente
opacos para oscurecer el leucoma o para interceptar los rayos luminosos en albinos,
en presencia de coloboma o queratocono, y no deberian irritar la cérnea cuando se
ap”queﬂ.(ziegler 1922)

Como se ha mencionado anteriormente, como regla general, el colorante
deberia coincidir con el color del iris 0 ser un poco mas fuerte, ya que es posible que
se produzca una dispersion del pigmento tras introducirlo en el tejido corneal - (a)
mediante extrusion repentina, a través de la inflamacion producida por irritacion a
sustancias quimicas; (b) mediante una lenta migracién, y (c) mediante solucion
parcial_(ziegler 1922)

De acuerdo con Browicz,@eder 1922) Hirschberg,@eder 1922) y Poncet (#edler 1922)  |og
depositos de pigmento forman aglutinaciones fusiformes o irregulares en las células,
vasos Yy espacios interfibrilares y linfaticos, y suelen penetrar en las capas mas
profundas del epitelio y del estroma de la cornea. Alt,@eder 1922) pgrsons,(@edler 1922)

Terrien,@edler 1922) antre otros, confirmaron estas observaciones.
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Para realizar una presentacion gréfica de la paleta de pigmentos (Figura 3), de
su composiciéon quimica y de las combinaciones necesarias para obtener el tono
deseado de color del iris, Ziegler elaboro las siguientes tablas de pigmentos (Tablas

1y Tabla 2).

ol

Figura 3: Paleta de pigmentos (Ziegler 1922)

NOMBRE NOMBRE NOMBRE . .
CASTELLANO INGLES DEL FRANCES DEL COMPOSLCIEORTEﬁggMCA DEL
DEL PIGMENTO PIGMENTO PIGMENTO
Carbonato de plomo calcinado,
Amarillo Napoles Naples yellow ke d::reesde biantimoniato de potasio, cloruro de

Verde tierra

Azul ultramarino

Marrén ocre
Rojo ocre

Tierra de sombra
natural

Tierra de sombra
tostada

Negro marfil

Green herat

Ultramarine blue

Brown ochre
Red ochre

Raw umber

Burnt umber

Ivory black

La Terre Verte

Le Bleu d'Outremer

L'Ocre Brun
L'Ocre Rouge

La Terre d'Ombre
Naturelle

La Terre d'Ombre
Brule'e

Le Noir d'lvoire

amonio, y alumbre seco.

Carbonato de hidrato de cobre, con
sales hidratadas de aluminio, hierro, y
manganeso.

Azufre, sodio y silicato de aluminio.

Arcilla que contiene 6xidos de hierro y
manganeso.

Arcilla que contiene silicio, aluminio,
6xido de hierro y manganeso.

Tierra de sombra tostada calcinada,
segun se describe arriba.

Negro hueso calcinado.

Tabla 1: Paleta de pigmentos con su composicion (Ziegler 1922)
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Ziegler describié que el Amarillo Napoles es un pigmento més util que el blanco

zinc para corregir un defecto, ya que permite cubrir dicho error mediante el

procedimiento de tatuaje con color. También observé que el pigmento verde tierra

no es un pigmento tan estable como deberia ser, aunque puede ser muy util cuando

se mezcla de forma correcta con la mayoria de los colores, ya que cuando dicho

color se afiade al color marrén, parece crear un aspecto mas natural. Por su parte el

rojo ocre se puede mezclar con el negro marfil para crear casi cualquier tono de

marrén.(ziegler 1922)

COLOUR TONE

PIGMENTS REQUIRED

Yellow

Light green or greenish blue
Light blue
Dark blue

Light brown or yellow

Yellow brown

Red brown

Brown

Greenish Brown

Dark brown

Very dark brown

Black (pupil)

Naples yellow

Green herat

Ultramarine blue + Naples yellow
Ultramarine blue

Brown ochre

Brown ochre + Green herat

Red ochre

Raw umber

Raw umber + Green herat

Burnt umber

Burnt umber or Red ochre + Ivory
black

Ivory black or Indian ink

Tabla 2: Tonos de colores para simular colores de iris y pigmentos requeridos para cada tono (Ziegler 1922)
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1.2.2. Indicaciones para el tatuaje

El objetivo principal del tatuaje corneal es uno de los siguientes, el objetivo
cosmético, el objetivo 6ptico o0 ambos. (#edler 1922)

Las indicaciones para el tatuaje con fines cosméticos segun el estudio de
Ziegler son las siguientes:

1. Leucoma no adherente.

2. Leucoma adherente, s6lo en caso de que el iris no esté expuesto.

3. Queratitis cicatricial, para reducir la Ulcera.

4. Leucomas vascularizados, s6lo en casos de que estén controlados con
adrenalina.

5. Ptisis bulbi, tras tenotomizar los musculos rectos para producir exoftalmos
compensador como lo plantea Wecker.Wecker 1870)

6. Para disimular la leucocoria secundaria a catarata, en caso de que no se

pueda operar.

Las indicaciones para el tatuaje con fines Opticos segun el estudio de Ziegler
son las siguientes:

1. Albinismo, pero no en la pupila central.

2. Aniridia.

3. Coloboma.

4. Iridodidlisis.

5. Queratocono.

6. Para la opacidad difusa de la cérnea que produce deslumbramiento o

ceguera corneal.

1.2.3 Contraindicaciones del tatuaje corneal

Entre las contraindicaciones para el tatuaje, ya sea con fines opticos o con fines

cosméticos se encuentran las siguientes, @edler 1922)
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1. Leucoma adherente ya existente (en caso de que el iris esté expuesto).

2. Iridociclitis.

3. Estafiloma.

4. Algunos casos de glaucoma.

5. Algunos casos de irritacion o inflamacion.

6. Depdsito calcéareo.

7. Queratitis cicatricial.

8. Enfermedad lacrimonasal.

9. Conjuntivitis crénica.

Es importante resaltar que a partir de 1872, Wecker enfatiz6 en la necesidad de
realizar un tatuaje con fines épticos en los casos de opacidad corneal, la cual,
debido a su traslucidez, es probable que transmita imagenes borrosas, siendo el
contraste que producen las imagenes borrosas y claras lo que crea confusién visual
debido a la falta de definicion. De tal forma se vié que algunos problemas de vision
borrosa y de difusién de rayos dispersos producian deslumbramiento al paciente.
Para resolver esta interrogante, Wecker realizé un experimento en el que creé una
pupila estenopeica hacia abajo y hacia adentro, y cubrié la cérnea central con
pigmento negro opaco.#eder 1922)

En 1907, Mayeda “@edler 19220 de Nagoya en Japdn, realizé algunos
experimentos fotograficos con un color negro opaco y una lente Zeiss de diafragma
de 15 mm, para lo que primero unté la lente de la camara con una pasta y luego
cubrio la pasta con negro opaco, demostrando graficamente lo siguiente:

1. Objetivo de camara sencillo = imagen clara.

2. Pasta translicida en la mitad inferior de la lente = imagen borrosa.

3. La misma pasta translucida cubierta con negro opaco = imagen clara.

4. Centro de 10 mm de pasta translicida = imagen borrosa.

5. La misma pasta transllcida cubierta con negro opaco = imagen clara.
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6. Centro de 8 mm de negro opaco rodeado de una zona de 1 mm de pasta
translicida = imagen borrosa.
7. Centro de 8 mm de negro opaco con una zona de pasta translicida cubierta
de negro opaco = imagen clara.
De esta forma, Mayeda determin6 que cuando aplicaba el negro opaco, la
definiciébn volvia a ser normal. Mas tarde afirmé que al estudiar unos 30 casos
singulares de opacidad corneal, el tatuaje habia mejorado la visién, siendo ésta

entre 2 y 10 veces mejor que antes de tatuar la opacidad corneal.

1.3. Preparacion para la Queratopigmentacion

Cuando se realiza el procedimiento de tatuaje de la cérnea o del globo ocular,

los pasos a seguir seglin Ziegler son los siguientes. (#egler 1922)

1.3.1. Preparacion preliminar para la Queratopigmentacion

El buen juicio indicaria que cada contraindicacién se tenga en cuenta antes de
intentar realizar el tatuaje.@ed'er 1922)

En caso de conjuntivitis crénica, se deberia instaurar un tratamiento activo. Si el
conducto lagrimal presenta algun fallo, se deberia realizar una dilatacién rapida al
menos dos semanas antes del tatuaje. En caso de leucoma adherente, se deberia
realizar sinequiotomia o iridectomia. Si la cornea es vascular, se deberian obliterar
los vasos antes del procedimiento, coagulandolos con la punta del
galvanocauterizador y esperar hasta que se haya producido la cicatrizacion total. La
aplicacion de un lapiz de nieve de dioxido de carbono durante dos segundos tendra
un efecto similar. Algunas veces, basta con utlizar adrenalina para alcanzar
temporalmente este objetivo, mientras las punciones con la aguja y la introduccién
de pigmentos tienden a obliterar los vasos. Debido a que los depoésitos calcareos
son muy molestos, se deberia recurrir al raspado y a la cauterizacion. Si el

estafloma es susceptible de ser intervenido, se deberia extirpar mediante
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gueratectomia y se deberia dejar que la herida corneal se endurezca durante al
menos seis meses Yy posiblemente un afio.#edler 1922)

Pontius (Von Wecker 1870) g gjere la utililizacion de adrenalina (1:1000) a fin de
fortalecer y regenerar la cérnea debilitada. Esto es particularmente aplicable en los
casos de estafiloma y queratocono agudos. En el caso de una ptisis bulbi que sea
silenciosa, vale la pena considerar la sugerencia de Wecker de provocar una
"exoftalmia compensada" realizando un procedimiento sobre los musculos rectos
poco antes del tatuaje. En los casos en los que la conjuntiva se haya contraido
sobre la cornea, es posible blanquearla con adrenalina para poder asi delinear el
circulo periférico del iris sobre la conjuntiva isquémica e imitar con mas detenimiento

el OjO Sano.(VO” Wecker 1870)

1.4. Protocolo quirdrgico segun Ziegler

1.4.1. Anestesia

La anestesia se consigue con inyecciones hipodérmicas de hioscina y de

morfina o mediante inyecciones de Novocaina.(#edler 1922)

1.4.2. Asepsia

Se deberia mantener la asepsia mediante la irrigacion libre, tal y como se realiza

en otras operaciones del 0jo con solucion estéril de acido bdrico.#edter 1922)

1.4.3. Seleccién de los pigmentos de color

El cirujano desea igualar lo maximo posible el color del ojo enfermo al color del
0jo sano, de manera que se deberia estudiar con detenimiento: el tamafio de la
pupila, el tamafio y el color del circulo del iris, los tipos de radiacién del iris, y el color
exacto del estroma del iris. Estos colores se pueden mezclar secos y mantenerlos
conservados para el otro ojo y asi asegurar que los colores sean iguales. El tamafio

de la pupila también deberia coincidir y producir la misma respuesta a la exposicion
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a la luz del dia que la del ojo sano, y al determinar el tamafio de la pupila nunca
debera exceder los 3 6 4 mm; de lo contrario, pareceria que el ojo con el tatuaje
corneal est4d mirando filamente. El negro marfil acaba siendo un negro plano o
muerto, mientras que la tinta china es ligeramente transparente, lo que podria
proporcionar un brillo mas natural a la superficie. En algunas ocasiones, Ziegler
utilizé la tinta India en ampollas estériles que un quimico parisino (Guillaumin) le

preparaba. (Ziegler 1922)

1.4.4. Esterilizacion de pigmentos o tintas

Ziegler preferia utilizar los pigmentos franceses en polvo y la esterilizacién se
deberia realizar con resina purificante, aclarar con alcohol, éter y agua para eliminar
otras impurezas. El polvo restante se deberia tratar con éter, lo cual produce finos
granos de polvo y hace que los granos gruesos se desprendan de los granos finos.
Estos granos finos se decantan posteriormente y se secan encima de un bafio de
arena, lo que a cambio, deja un polvo impalpable. Después de todo este trabajo, se
esteriliza el polvo y luego se mezcla con agua estéril y posteriormente se esteriliza
en seco en un esterilizador de vapor a una temperatura de 150°C antes de
utilizarlo.#egter 1922)

Para ayudar en el mezclado, se utilizan un plato de porcelana y un pequefio
mortero de vidrio. La espéatula de metal flexible de Wecker se suele sustituir por

dicho mortero de vidrio.

Figura 4: Plato de porcelana y Mortero
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Por ejemplo, en el caso de la tinta china, ésta se utiliza en forma de ladrillo o
bastoncillo, igual que en el método de Wecker (Figura 8). Se deberia "rebanar” con
un cuchillo afilado o "rallar" con un rallador de acero. Posteriormente se puede
esterilizar a la vez que se seca en un esterilizador eléctrico, hasta una temperatura
de 1500°C, y seguidamente se mezcla en una pasta con agua estéril en una placa
de porcelana con una espatula de metal de Wecker, o se puede mezclar primero
para hacer una pasta y esterilizar posteriormente en un esterilizador de vapor.@edter
1922)

A la pasta se le puede afiadir una gota de glicerina y un poco de agua de
acacia. En ocasiones, el cirujano puede preferir suavizar el extremo de su
bastoncillo de color humedeciéndolo en agua estéril. Los pigmentos policromo
generalmente se utilizan en una soluciébn mas delgada que el negro, ya que el
estroma del iris no necesita la opacidad de la pupila. De esta forma, la tinta ya esta

lista para ser utilizada en el tatuaje del globo ocular o de la cérnea.@edger 1922)

1.4.5. Instrumentos antiguos que se utilizaban para el tatuaje

Wecker dejo de utilizar su propia aguja Unica acanalada (Figura 6) y comenzé a
utilizar las agujas de Taylor compuesta por varias agujas (Figura 5) (dos, cinco u
ocho agujas), que desde entonces llevan el nombre de Wecker. Por su parte, Ziegler
preferia utilizar sélo dos agujas. En el otro extremo del mango se coloca la espatula
de metal de Wecker, que es Util tanto para mezclar la pasta de color como para
aplicarla en la cérnea. Sin embargo Agnew preferia utilizar cuatro agujas largas
colocadas en tandem (Figura 7).

Tyson @eder 1922) ha mejorado esta técnica utilizando agujas mas cortas
colocadas en una matriz soélida para evitar perforar la cornea. Sin embargo,
Thomson utilizé para este fin el boligrafo de "Gillott's Crow - Quill Lithographic Pen."
Invirtié la posicion del dispositivo (cabeza abajo) a fin de conservar tinta de reserva

para realizar el tatuaje completo, igual que una pluma, y mezclé su pigmento con
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glicerina. Borsch,@eder1922) quien anteriormente fue el jefe de la clinica de Wecker,
no se equivoco al afirmar que Unicamente se deberia utilizar una Unica aguja para
realizar el trabajo mas delicado, como en los casos de tatuaje dOptico para las
nébulas u opacidades difusas, para delinear el circulo del iris, o para dibujar detalles

del estroma del iris.(&iegler 1922)

R LUER

Figura 7: Aguja de tatuaje de Agnew (Ziegler 1922)

1.4.6. Otros instrumentos histoéricos

Ziegler quiso presentar una aguja eléctrica como dispositivo de tatuaje de su
propio disefio, que habia realizado a partir de un instrumento dental y, por tanto,
tenia la fuerza suficiente para guiar el pigmento a través del epitelio corneal. Ya no
se comercializaba el boligrafo eléctrico o Neostyle de Edison utilizado para perforar
una hoja de papel que se utilizaria como colorante para el mimedgrafo, pero los
pocos dispositivos que tuvo la oportunidad de examinar le permitieron demostrar su
capacidad para el tatuaje eléctrico.

Otro instrumento utilizado es el raspador dentado de Skeel o Ziegler, el cual se
puede utilizar para realizar la técnica de Czermak o Holth. Tanto Czermak como
Holth realizaban la extraccion del epitelio de la superficie corneal de la zona pupilar.

Con la escarificacion oblicua o con el cuchillo reticulado se conseguird un propésito
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similar. Por su parte, Frohlich ™¥s°" cortaba la capa superficial de la cérnea con un
gueratomo o cuchillo utilizado para la cirugia de catarata, pero Holth afirmaba que el
color del tejido cicatricial expuesto modificaba la pupila negra tatuada a un tono
azulado.

Un incoveniente a tener en cuenta es que no se pueden utilizar instrumentos
con pinzas o dientes de fijacion, ya que la sujecion de los dientes se llenaria
inmediatamente de pigmento. Las pinzas de depilar se pueden utilizar para sujetar el
recto superior y mantener el ojo firme. Sin embargo, Ziegler preferia utilizar un anillo
de fijacion de 11 mm disefiado por él (Figura 8), el cual se fija al limbo y se divide en
cuadrantes fijados a un anillo pupilar de 3,5 mm. Sus bordes son lo suficientemente
afilados para evitar que el globo gire y al mismo tiempo sirven para cortar la cérnea
como un trépano, consiguiendo delinear tanto la pupila como el circulo periférico del
iris. Es posible confinar el pigmento a un Unico cuadrante y poder trabajar asi rapida
y eficientemente. En una amplia superficie a tatuar, seria mas sabio limitar nuestra
coloracién a sélo un cuadrante cada vez. Si se prefiere un trépano corneal, se puede
utilizar el trépano mecanico de von Hippel o Mackay, pero el trépano manual de
Elliot o Ziegler suele ser suficiente. Si se desea un trépano para la zona pupilar, éste
se puede introducir a través de un anillo de fijacion. El trépano doble de Barck
también se puede utilizar para delinear la zona de la pupila y el circulo del iris.

Con cualquiera de estos métodos se obtendra una pupila centrada con

exactitud, lo que es imprescindible.(#egler 1922)

Figura 8: Anillo de fijacién de Ziegler y pluma fuente de Nieden
(Ziegler 1922)
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En 1907, Hesse “@eder 19220 mjentras ejercia como jefe de departamento en
Dimmer, comenzé a separar y a levantar el colgajo trepanado con un queratomo y
colocar una capa debajo antes de reemplazarlo. Magitot (™" mejoré esta técnica
autoplastica dejando el colgajo adherido a un borde, igual que en una puerta de
ventilacién, y utilizando cuchillos paralelos de forma similar para extraer los colgajos
periféricos, debajo de los cuales esparcié el pigmento. Ciertamente, ésta es una
técnica sencilla y eficaz cuando la cornea es lo suficientemente gruesa para
permitirlo.(@edler 1922) Cortar la cérnea de esta forma indudablemente adelgaza y
debilita la cornea, pero la regeneracion de la cicatrizacion puede volver a engrosar la

cérnea e incluso aumentar su fuerza.(@edler 1922)

1.5. Etapas de la Técnica quirurgica de Ziegler

1.5.1. Primera etapa

Lo primero a tener en cuenta es que para una correcta técnica quirargica una
brillante y buena iluminacion siempre es necesaria. El espéculo de Ziegler se utiliza
porque mantiene el parpado alejado del globo ocular. Presionando el anillo de

fijacion al limbo (Figura 8) contra la cérnea con la mano izquierda, el trépano se

Figura 9: Tatuando la pupila, método de Wecker. Abajo izquierda: Tinta india (en rebanada o
rallada) con una gota de agua. Abajo derecha: Mezclando la tinta con la espétula (Ziegler 1922)
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aplica suavemente a través del anillo central para delinear la zona de la pupila, tras
lo cual se puede escarificar o raspar la superficie del epitelio. Si se prefiere, el
margen de la pupila se puede delinear s6lo con la aguja de tatuaje como se ilustra

en la Figura 9.(#edler 1922)

1.5.2. Segunda etapa

Para cubrir la zona de la pupila (Figura 9) se utilizan (a) la aguja eléctrica o la
pluma fuente las cuales contienen su propia tinta; o (b) la pasta del pigmento negro,
el cual se extiende encima de la zona de la pupila con la espatula de metal y
posteriormente con la aguja de tatuaje se inyecta rapidamente la pasta en la cérnea
leucomatosa, primero verticalmente y luego oblicuamente. @eder 1922)

Cuando la superficie corneal parece estar completamente cubierta e
impregnada, se debe irrigar para ver si se necesita mas pigmento. Si quedan
algunos espacios sin tatuar, se utilizara la espatula de metal para frotar la pasta del
pigmento, se repiten los pinchazos con la aguja y se irrigara la superficie igual que

se habia realizado antes.(Zegler 1922)

Figura 10: Anillo de fijacion de Ziegler y pluma fuente de Nieden. De izquierda a derecha:
10.1. Se delinea el margen de la pupila en negro. 10.2. Circulo de la pupila en negro, pupila
terminada. 10.3. Detalles anatomicos del iris en negro. 10.4. Estroma del iris en color (Ziegler
1922).
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Si una vez acabado el procedimiento el margen de la pupila parece ser irregular
0 sobresale un poco de pigmento por encima del mismo, se deberia cubrir u
oscurecer la parte que sobresale tifiéndola de amarillo Napoles. En el tatuaje 6ptico,
la aguja Unica siempre se deberia mantener verticalmente, ya que al pinchar
oblicuamente se puede levantar el epitelio. Se deberd colocar una compresa de
algodén humedecida en el angulo interior del ojo para absorber las lagrimas o

eliminar cualquier pigmento que se pudiera haber desplazado.@eder 1922

1.5.3. Tercera etapa

Es necesario que el circulo periférico del iris se trate de forma similar con un
tono marrén, aunque puede ser indicado utilizar un tono mas oscuro del pigmento

del iris, ya que se deberia imitar al maximo el aspecto del ojo contralateral.(#dler 1922)

1.5.4. Cuarta etapa

Los detalles anatomicos del iris (Figura 10.3.) se puntean ligeramente de negro,
tras lo cual se extiende el tono correcto de pigmento del iris encima del cuadrante y
se tatGa (Figura 10.4.). Se deja secar, se abanica o se le aplica el secador de aire
caliente durante uno o dos minutos. Se coloca un vendaje epicorneal transparente
de celuloide, vidrio o seda impermeable sobre la superficie tatuada (Figura 11),

luego se cierra el ojo y se deja el vendaje durante veinticuatro horas. #edler 1922)

Figura 11: Vendaje epicorneal de celuloide (Ziegler 1922)
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Después del tratamiento, se puede instilar Eserina o pilocarpina como describe
Tyson (™ en los casos en que se manifieste 0 se sospeche que existe una
tendencia glaucomatosa. En caso de dolor o inflamacién, se deberan utilizar
inmediatamente unas almohadillas de gel helado (Ice pads). Si fuese necesario
realizar una segunda intervencion para completar el tatuaje, se debera dejar pasar

un intervalo de dos semanas.("vsem

1.6. Mas historia sobre el tatuaje corneal

Como se ha relatado anteriormente, el tatuaje multicolor es a la vez cosmético,
Optico y no induce procesos inflamatorios, por lo que resulta ampliamente
satisfactorio tanto para el paciente como para el cirujano. En las figuras 5, 6 y 7 se
muestran las agujas de tatuaje que se utilizaban en aquel entonces. @eder 1922)

Mas tarde, en 1925, Knapp et al. utilizaron una solucién de cloruro de oro, que
se redujo con epinefrina o acido tanico. No obstante, este método dio lugar a un
color marrén dorado y no a un negro azabache.#¢9"1922) En 1928, Krautbauer et al.
introdujeron un nuevo método que implicaba impregnar el tejido corneal con negro
de platino. Este Ultimo proceso se consiguidé retirando primero el epitelio,
impregnando el tejido corneal con cloruro de platino, y aplicando el hidrato de
hidrazina para reducir el cloruro de platino, lo que daba lugar a una precipitacién in
situ del negro de platino, encima del cual crece el epitelio.Krautbauer 1928)

Los métodos que se indican arriba se consideran los primeros pasos y los
ensayos iniciales de la construccion del arte del tatuaje corneal y son relativamente
antiguos. Hablemos ahora de los métodos relativamente mas nuevos de dichas

técnicas.
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1.7. Queratopigmentacion en la actualidad

1.7.1. Pigmentos, técnicas, indicaciones y resultados en la actualidad

Como ya se ha descrito anteriormente, se han utilizado varios productos
quimicos, incluida la tinta china (™s°", colores metalicos en forma de polvo (#edler 1922),
varias tinciones organicas, pigmentos uveales de ojos de animal (Cofler 1902, Ziegler 1922)
una combinacién de tinta china “eder 1922 y nolvo de oro,@eder 1922 negro humo vy
hollin,#eder 1922) cinabrio y azul Berlin,@eder 1922) yltramarino y sepia,™°" 1872 gxido
cromico, 6xido de plomo,@eder1922) indigo, siena, goma guta, @9 1922) carmin y ocre
(Ziegler 1922) y pigmentos japoneses.(c"”er 1902, Ziegler 1922)

De la misma forma, para conseguir diferentes efectos se han utilizado una
combinacién de productos quimicos,Puke-Elder 1965 como son los productos de oro
(tinte negro-marrdn) @eder1922) y |os productos a base de platino (tinte de color negro
azabache con brillo metalico).#eder1922) En 1928, Holth (Puke-Elder1965) gy girig el uso de
sales de plata solubles en agua e hidrato de hidracina para crear un efecto de color
gue se asemeja a un iris de color marrén, el uso del negro de humo y cobalto para
imitar un iris azul, y finalmente el uso del siena tostado para simular un tono
verdoso. Los pigmentos insolubles y sus mezclas utilizadas para conseguir tales
colores en el tatuaje mecanico de la cornea incluyen diéxido de titanio (blanco),
Oxido de hierro inorganico (marrén), 6xido de hierro (negro), y didxido de titanio
(azul).(clark 1947, Reed y Beran 1988, Reed 1994)

A lo largo de la historia, el objetivo principal del tatuaje corneal ha sido
cosmético. Sin embargo, su uso en ciertos casos hizo posible aumentar el
rendimiento optico del ojo al reducir el deslumbramiento causado por cicatrices
corneales y al eliminar la diplopia monocular en pacientes con iridectomia o
coloboma congénito del iris.(Ziedler 1922, Reed y Beran 1988, Reed 1994) También ha sido
demostrado la restauracion de los problemas funcionales creados por los defectos

del iris, en un caso de atrofia esencial del iris tratado con queratopigmentacion
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asistida por femtosegundo, no solo mejorando los sintomas del paciente sino
también proporcionando un excelente resultado estético.A© 2011a Ali6 2011b) Fn |as
Figuras 12 y 13 se puede observar los resultados estéticos obtenidos con esta
técnica. Tres meses después del procedimiento, la agudeza visual mejor corregida
fue de 20/20 con correccion de la fotofobia, la diplopia y un excelente resultado
cosmético (Figura 13B). Tras 12 meses de seguimiento no se observaron

complicaciones. ¢ 20113)
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Figura 12: Imagen obtenida con una lampara de hendidura de una paciente con atrofia
esencial del iris. A: Primera visita (pupila ovalada y agujeros atréficos del iris). B: La segunda
visita, después de 3 meses (pupila mas grande, irregular y con mas areas de atrofia). C: La
tercera visita, después de 3 meses (tipica policoria y corectopia). D: Postoperatorio tras
queratopigmentacion asistida por femtosegundo (Ali6 2011a)

= Q @

- e

binocular 3 meses después de la cirugia (Ali6 2011a)

Otro caso en el que no solo se consigue un resultado estético si no también
funcional es el presentado por Ali6 #2012 (Figura 14 y Figura 15), tras una
gueratopigmentacion asistida por femtosegundo en un paciente con un sindrome de
Urrets-Zavalia (iridoplejia traumatica) secundario a un traumatismo contuso en el ojo

derecho.
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Figura 15: A: Aspecto cosmético binocular antes de la
cirugia. B: Aspecto cosmético binocular 3 meses después de
la cirugia (Ali6 2012)

L«

Figura 14: A: Sindrome de Urrets-Zavalia
con pupila fija, dilatada y atrofia del iris.
B: imagen postoperatoria con técnica del
doble tanel estromal asistido por
femtosegundo (Ali6 2012)

1.7.2. Técnicas de queratopigmentacion en la actualidad

Se han sugerido diferentes métodos para producir un tatuaje corneal. Esto se
consigue ya sea creando la precipitacion de un pigmento en el tejido corneal
mediante una reaccioén quimica con una solucién de metales, como cloruro de oro
(Ziegler 1922),(Clark 1947)’ nitrato de plata (Gifford 1927, Pischel 1930, Clark 1947)’ o cloruro de platino
(Ziegler 1622, Pischel 1930, Clark 1947) - g glternativamente, utilizando e inyectando directamente
(Panda, Mohan et al. 1984, Burris, Holmes-Higgin et al. 1998) un pigmento insoluble como por ejemplo, la
tinta china (Ziegler 1922), eI éXidO de hierro (Ziegler 1922, Van der Velden-Samdeerubun 1994) 0 e| dIéXIdO
de titanio (Reed 1994) en el estroma corneal (Muller and van der Velden/Samderubun 1988)_ En muchos
casos las técnicas anteriores no resultaron satisfactorias debido a la variable tincion,
decoloracion e inflamacion del segmento anterior, (Viegmann 1929)

Recientemente se han descrito abordajes mas nuevos para la
gueratopigmentacion utilizando la ventaja anatomica de la estructura lamelar de la
cornea, lo que sugiere la posibilidad de que se puede obtener una distribucibn mas

precisa, uniforme y reproducible del pigmentoi(Panda, Mohan et al. 1984, Beekhuis, Drost et al. 1998,

Burris, Holmes-Higgin et al. 1998, Ali6 2011a, Ali6 2011b, Alié 2012)

34



En los trabajos dirigidos por Alié et al. se ha diseflado una técnica de
gueratopigmentacion intraestromal asistida por femtosegundo, en la cual se crean
dos tuneles intraestromales, un tanel profundo y otro superficial, cada uno con un
objetivo diferente. El tunel profundo tiene una finalidad funcional, que radica en
impedir el paso de la luz, mientras que el tdnel superficial tiene una finalidad

cosmética, para dar un color similar al del ojo contralateral (Figura 16).A0 2011a Ali6

2011b, Ali6 2012)

Figura 16: A: Capa profunda mas oscura para absorber la luz. B Capa superficial de color claro,
que coincida con el color del ojo contralateral y por lo tanto con fines cosméticos (Alié 2012)

En 1984, Panda et al. (Panda Mohan et al. 1984) qagcribieron una serie de casos de
gueratopigmentacion en los que se comparaba el procedimiento del bolsillo
intralamelar con la pigmentacion de la superficie. Los procedimientos intralamelares
se asociaron con menor inflamacion y con una necesidad considerablemente menor
de recurrir al procedimiento de "aumento" descrito. Mas recientemente, Beekhuis et
al. (Beekhuis, Drost et al. 1998) dagcribieron la "queratografia estromal lamelar" para el
tratamiento de la fotofobia en aniridia, en la que se colocaron los pigmentos
intraestromales tras la diseccion lamelar para crear el iris artificial.

Burris et al. (Buris, Holmes-Higgin et al. 1998) dagcribieron una técnica de tatuaje
intraestromal lamelar en ojos procedentes del banco de ojos, como una posible
modalidad de tratamiento para corregir los defectos Opticos y cosméticos que

resultan de los defectos simulados del iris.
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Unos afios mas tarde Ali6 et al.A" 2010) reglizan un estudio en el que se
comparan cuarenta ojos tratados con la técnica de tincion corneal superficial o con
la técnica de tincién corneal intraestromal alternativamente, utilizando para ello
pigmentos minerales micronizados, con fines cosméticos, en 0jos severamente
deteriorados, como alternativa a la cirugia reconstructiva cosmética invasiva. En
dicho estudio se concluye que la tincién intraestromal resulta mas beneficiosa que la
tincion superficial, ya que proporciona un aspecto mas homogéneo del area
pigmentada, el procedimiento quirdrgico es mas répido, el paciente muestra una
recuperacion postoperatoria también mas rapida y menos sintomatica, la superficie
de la cérnea permanece inalterada y la tincibn no esta en contacto con la pelicula
lagrimal.© 2010) En |a siguiente Figura 17 se muestra un ejemplo de tincién corneal

intraestromal realizada por dicho autor. 2010

B A e v ot 3 i LR 3 o
Figura 17: (A) Marcado del diametro de la pupila de 4 mm estimado previamente. (B) 3 ¢ 4
incisiones con un cuchillete de diamante de 1 mm previamente calibrado. (C) Diseccion
intraestromal de la cornea con un cuchillete Microcrescent (Sharpoint, Surgical Specialties
Corporation, Readying, PennSylvania). (D) Tincién con el color oscuro (0,1 cm3) con una canula
de calibre 30G. (E) Diseccion de la cornea periférica superior. (F) Diseccion de la cdrnea periférica
inferior. (G) Coloracion de la cornea periférica de forma irregular para recrear mejor las crestas del
iris. (H) Mezcla de los colores negro y amarillo-marrén para dar un color similar al del ojo
contralateral. (I) Resultado final del tatuaje corneal (Ali6 2010).
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Se han utilizado diferentes dispositivos para introducir pigmentos en la cérnea,
incluyendo las agujas de catarata (Von Wecker 1870, Ziegler 1922, Van der Velden, de Jong et al. 1993)
manojos de agujas finas,T™°r 1872 agujas huecas,@eder 1922) y dispositivos de

blefaromicropigmentacion (Figura 18).(Wessels and Wessels 1996)

SN

Figura 18: Dermografo utilizado en la
micropigmentacion

Para un delineado preciso de la cornea circular, se han utilizado diferentes
métodos que abarcan desde retirar el exceso de pigmento hasta levantar un colgajo
circular, frotando la tinta sobre la superficie del estroma y sustituyendo
posteriormente el colgajo; o alternativamente "inyectando tinta en el punto medio de
la zona afectada y permitiendo que la tinta se disperse mediante centrifugado dentro
de las laminas estromales".(Rethschild 1918) Como se ha mencionado anteriormente,
también se ha utilizado el laser Excimer (Figura 19) como una técnica para extraer el

epitelio y crear un margen perfectamente delineado para el tatuaje.(Anastas. McGhee et al.

1995, Alié 20114, Ali6 2011b, Ali6 2012)

Figura 19: Aspecto Preoperatorio (A) y Postoperatorio (B, C, D) (Ali6 2010)
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Para resumir, entre las técnicas quirdrgicas utilizadas actualmente en la
gueratopigmentacion se encuentran:

- Queratopigmentacion superficial.

- Queratopigmentacion intraestromal manual.

- Queratopigmentacion intraestromal asistida por femtosegundo.

A diferencia de estos tres métodos empleados en la actualidad, antiguamente se
conocian dos métodos de tatuaje corneal completamente diferentes. Un método
utilizaba la tincién quimica con cloruro de oro o de platino, una sencilla técnica que
principalmente se utilizaba en Occidente debido al trabajo pionero realizado por
Knapp, Kerautbauer, Bietty y otros.(Puke-Elder 1965 Mientras que el otro método era la
impregnaciéon de carbén. El tatuaje quimico era mas facil y mas rapido que el
método de impregnacion de carbdn, pero se desvanecia mas rapidamente que el
tatuaje no metalico.(O'ander. Kanaietal. 1983) \3s tarde se utilizaron la tinta china, el negro

de humo, y otros colorantes. (©'ander. Kanai et al. 1983)

1.8. Indicaciones recientes para la pigmentacién corneal

Debido al progreso satisfactorio de la queratoplastia penetrante y la posibilidad
de adaptacién de lentes de contacto en los casos de leucomas corneales, la lista de
indicaciones para la pigmentacion corneal se ha visto reducida
significativamente, (Sekundo. Seifert et al. 1999)  Otrg motivo que disminuye el nimero de
indicaciones son los recientes avances realizados en la cirugia reconstructiva de la
superficie ocular y el aumento de la popularidad de las lentes de contacto de color.
Estas lentes de contacto cosméticas, la enucleacion y la evisceracion con protesis
orbitaria asociada a protesis lamelar externa o epitesis, son los métodos que se
utiizan con mayor frecuencia para mejorar el aspecto estético en 0jos
cosméticamente inaceptables y deficientes.(Hallock 1995, Hoeyberghs 1899, Kuzan 1999) | gg
prétesis suelen causar inflamacion, infeccion y dolor,@eder 1922 y por su parte, la

gueratoplastia penetrante tiene riesgo de infeccion y de rechazo del injerto, ademas
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de que en muchos casos suele ser imposible de realizar con fines cosméticos debido
a la escasez mundial de donantes de tejido corneal, lo que hace que la
gueratoplastia por motivos cosméticos, sea éticamente inaceptable en muchas
partes del mundo. No obstante, en los casos seleccionados de pacientes que
presentan cicatriz corneal excéntrica e intolerancia a las lentes de contacto, las
guejas de deficiencia visual secundaria a la dispersion de la luz se pueden tratar con
técnicas de queratopigmentacion. En estos casos se considera una buena y sencilla

alternativa o la Gnica posibilidad de mejorar la agudeza visual.(Sekundo. Seifert etal. 1999)

1.9. Resultados de la queratopigmentacion

Mannis et al.(Mamis 1999 describieron casos en los que se realiz6 la
gueratopigmentacion en dos grupos de pacientes. En el primer grupo, ésta se
realizé debido a que los pacientes se quejaban de padecer un deslumbramiento
incapacitante y diplopia monocular a causa de un coloboma de iris con extension al
margen pupilar o atrofia esencial de iris. En el segundo grupo, se realizé debido a
gue los pacientes estaban descontentos con el aspecto cosmético de sus 0jos y no
aceptaban probar la tolerancia de una lente de contacto con iris pigmentado. Los
resultados fueron satisfactorios. En el primer grupo, todos los pacientes
manifestaron que sus sintomas habian desaparecido completamente; y en cuanto a
las quejas del otro grupo, los pacientes quedaron satisfechos con el aspecto

cosmético.Mannis 1999

1.9.1. Resultados histolégicos

Por otro lado, Sekundo y colaboradores realizaron examenes histolégicos en
dos cérneas humanas tatuadas, y en ambos casos encontraron granulos de
pigmentos no metalicos en los queratocitos, al contrario de lo que ocurrié en los
pacientes con tatuajes con pigmentos metalicos.(Sekundo, Seifert et al. 1999) | |lagaron a la

conclusion de que los queratocitos pueden ingerir activamente y retener particulas
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de colorantes no metalicos en sus membranas celulares durante un periodo de
tiempo muy largo (Figuras 20 y 21).

En la Figura 20 se puede observar que las concentraciones mas altas de
particulas de pigmento se observan en las capas estromales medias (hematoxilina y
eosina, 40 aumentos respecto al original).(Sekundo, Seifert etal. 1999)

En la Figura 21 se puede observar un queratocito subepitelial con
aglomeraciones de particulas de pigmento. La matriz extracelular adyacente no

presenta material extrafio (MET, barra de aumento = 1 um).(Sekundo, Seifert et al. 1999)

3

Figura 20

Fujita y colaboradores demostraron experimentalmente que los fibroblastos de
la cornea de conejo pueden ingerir mediante endocitosis particulas de tinta china

inyectada en un plazo de 3-4 dias y conservarlas durante al menos 6 meses.Fut
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Ueda et al. 1987) Takahashi y colaboradores también examinaron botones corneales
procedentes de 3 pacientes japoneses a quienes se les habia realizado
queratopigmentacion 12, 20 y 34 afios antes.(Takahashi 1990) Seq(in describieron, estos
pacientes presentaban particulas de tinta India tanto intracelular como
extracelularmente.

Considerados en conjunto, estos informes sugirieron que la tinta china que
anteriormente se habia utilizado en Japdén puede contener algunos ingredientes
diferentes a los utilizados en paises de occidente.

Por lo que entendemos que en un estudio ultraestructural realizado para
comparar el tatuaje metdlico (©lander Kanaietal. 1983) con g| tatuaje no metalico (Sekundo. Seifert
etal. 1999) ge encontraron granulos dentro de los queratocitos en el tatuaje no metalico,
mientras que se encontraron granulos intracelulares y extracelulares tras el tatuaje
con cloruro de platino.

La ausencia de particulas extracelulares en el tatuaje no metalico sugiere que la
endocitosis de sustancias organicas por parte de fibroblastos de cérnea humana es
mas permanente y estable que la endocitosis de material metalico en el que se

detecta facilmente ubicacion extracelular (Figura 23). Por tanto, existen algunas

6

Figura 23
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diferencias entre las especies humanas y otras especies en lo que respecta a la
ubicacion intracelular o extracelular de las particulas tatuadas en relacion con su
naturaleza quimica, ya sea metdlica o no metalica. En la Figura 23 se observa un
gueratocito del estroma medio con granulos de tatuaje de diferente densidad
electronica. Las aglomeraciones individuales estdn rodeadas de una membrana
unitaria (flecha) (MET, barra de aumento = 1 pym),(Sekundo, Seifert et al. 1999)

Asimismo, Fujita et al.(Fuita Ueda etal. 1987) g gieren que la fagocitosis por parte de
los fibroblastos de la cérnea es la reaccion que protege la cérnea de las lesiones y
dafos debidos a materiales extrafios no toxicos. Suponiendo que las sales metalicas
a nivel celular son mas toxicas que las sustancias organicas, seria de esperar que
se encontrara una cantidad mas alta de restos celulares en la matriz extracelular de
la cérnea. Esto puede inducir una inflamacién de bajo grado en el estroma corneal

con ablandamiento y melting posterior de la misma.(-62and Pawlowski 1987)

1.9.2. Complicaciones de la queratopigmentacion

Figura 24: Tras siete dias del tatuaje con cloruro de Figura‘25: Ablandamiento del estroma corneal después
platino. de seis semanas del tatuaje corneal

Como ejemplo de complicaciones conocidas de la queratopigmentacion,
recientemente se presentdé un caso de ablandamiento del estroma corneal tras la
aplicacion de cloruro de platino en un tatuaje corneal. Hasta donde sabemos, fue el
primer informe de dicha complicacién en esta modalidad de tratamiento; al paciente

se le realiz6 un tatuaje corneal utilizando la reduccion quimica de cloruro de platino.
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La técnica consistia en retirar el epitelio corneal por encima de la zona
opacificada y aplicar un trozo de papel secante del mismo tamarfio, humedecido en
una solucién recién preparada de cloruro de platino al 2% durante 2 minutos para
impregnar los tejidos subyacentes. Tras retirar el papel secante, se aplicaron unas
gotas de solucion recién preparada de hidrato de hidrazina al 2% durante 25-30
segundos para reducir el cloruro de platino. Esto provoco la precipitacién del negro
de platino in situ, lo que hizo que la zona adquiriera un aspecto de color negro. Se
irrig6 el ojo con suero salino y se colocé una lente de contacto. Tras la operacion, al
paciente se le traté con Colirio de Dexametasona 1mg/ml, Neomicina 3500 Ul/mly
Polimixina B 6000UIl/ml (Maxitrol®, Alcon) cuatro veces al dia durante una semana;
y ciclopentolato 1% (Ciclopléjico®, Alcon) dos veces al dia durante una semana. En
7 dias se produjo un crecimiento del epitelio por encima del depdsito negro del
negro de platino (Figura 24). Seis semanas mas tarde, el paciente acudié para el
seguimiento de rutina y no presentaba ninguna complicacién ocular importante. En
el examen biomicroscopico del ojo tatuado se observé que la conjuntiva estaba
levemente hiperémica, que presentaba un ablandamiento del estroma corneal de
aproximadamente un 70% del grosor del estroma corneal, con un defecto del epitelio
corneal y sin visualizacion de la camara anterior (Figura 24 y Figura 25). Se hizo un
seguimiento del paciente y se le traté hasta que se cur6 el defecto epitelial, lo cual
se produjo lentamente durante un largo periodo de tiempo.(-eaand Pawlowski 1987)

La posible explicacion para la reepitelializacion inicial y la posterior erosion se
puede deber a dos motivos. Primero: la escasa adherencia del epitelio a las zonas
en las que se aplica el material de tatuaje. Segundo: la interferencia con la migracién
de nutrientes acuosos al epitelio corneal debido a una funcién de barrera con muerte
celular y descamacion. La pérdida de epitelio se puede asociar con un aumento de
los niveles de metaloproteinasas de la matriz debido a la activacion de la produccion
de colagenasa por parte de los queratocitos, asi como la liberaciébn por células

inflamatorias recientemente reclutadas (Macartney and Tschesche 1983, Fini, Cui et al. 1991, Fini, Girard et al.
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1992) con ablandamiento estromal posterior. No obstante, se pueden considerar otras
causas posibles como, por ejemplo, la reactivacibn de una queratitis estromal
herpética de grado bajo o la aparicion de infeccion flngica.(-eaand Pawlowski 1987) A nartir
de este caso o de las complicaciones descritas no quedan claros los resultados
finales de estas complicaciones, aunque se podria considerar una desventaja de la
vieja técnica de queratopigmentacion en la que se retira el epitelio y se impregna el

estroma de pigmento.

1.10. Queratopigmentacion, su anticipacién en ojos funcionales

Para ello describimos un caso, en el cual el tatuaje de la zona con cicatrices
pudo reducir el deslumbramiento y aumentar la agudeza visual debido a que una
cicatriz semitraslicida se convierte en una placa total que causa un escotoma
absoluto.(Sekundo, Seifertetal. 1999) Da esta forma, las dobles pupilas se convierten asi en
una unica apertura pupilar que causa que una unica luz difusa entre en el ojo y
proporcione un buen contraste sin ningun efecto de deslumbramiento (Figura 26 y

Figura 27).

GLARE RAYS

GLARE SOURCE

TARGET

Figura 26

No obstante, el resto de los problemas del tatuaje corneal contindan siendo su

inestabilidad a largo plazo y una configuracion geométrica imperfecta.(Sekundo, Seifertetal.

1999)
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Una nueva modificacién del procedimiento de tatuaje, que puede eliminar el
problema de la tincién irregular, fue recientemente publicada por Anastas et al.
(Anastas, McGhee et al. 1995) y Alid et al, (Ali6 2011a, Alié 2011b, Ali6 2012) quienes utilizando un laser
excimer consiguen preparar un lecho corneal ideal circular y liso para el tatuaje
reduciendo las irregularidades del tatuaje. Con la nueva generacién de laseres
excimer, por ejemplo la tecnologia de puntos flotantes (flying spot technology) y las
mascaras de ablacion, se pueden conseguir ablaciones de diferentes perfiles (Sekundo
199) Por consiguiente, la combinacién de una nueva tecnologia y de la antigua
técnica puede aumentar la popularidad del procedimiento de tatuaje en el futuro. No
obstante, la resistencia a la decoloracion a largo plazo continGa siendo otro

problema importante sin resolver.

Figura 27: Iridodialisis: La iridotomia periférica
permite crear un efecto de reduccién del contraste
mediante luz difusa sobre la superficie retininana
para oscurecer la imagen macular 'E' (Islam)

i

1.11. Tatuaje metalico y no metélico, estudio ultraestructural

Aunque se ha descrito que el tatuaje quimico metalico no es tan estable como el
método de impregnacion no metélico, tiene algunas ventajas muy importantes: la
técnica es rapida, sencilla, y proporciona un mejor color negro azabache,(Puke-Elder 1965,
Olander, Kanai et al. 1983) Fste es el motivo por el cual el método quimico continta siendo el
método que actualmente se utiliza con mayor frecuencia en los paises
occidentales.(Anastas, McGhee et al. 199%) por tanto, el principal hallazgo del estudio

publicado por Sekundo et al. es el hecho de que en todos los casos se observaron
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todos los granulos en los queratocitos, al contrario de lo que sucede en el tatuaje
metdlico. En un estudio ultraestructural del tatuaje metélico de la cérnea, Olander et
al. demostraron la existencia de granulos intracelulares y extracelulares 10 afios
después del tatuaje con cloruro de platino.(©'ander. Kanai et al. 1983)

En varios estudios ultraestructurales de tatuajes de piel se ha observado que no
sélo los macréfagos, sino también los fibroblastos, son capaces de endocitosis. Los
tatuajes de piel tradicionalmente se basan en colorantes no metalicos.(Christensen and
Schmidt 1972, Lea and Pawlowski 1987, Fujita, Nishii et al. 1988) De heChO, el patrén y el COIOr de IOS
tatuajes de piel permanecen macroscopicamente inalterados durante toda la vida del
portador.(-ea and Pawlowski 1987) | @q y Pawlowski atribuyeron estas caracteristicas a la
prominente red de elementos de tejido conectivo que rodea a los fibroblastos que
contienen particulas de tinta.(-eaand Pawlowski1987) Fn cambio, incluso en condiciones de
fijacion adecuadas, se ha descrito que la cOrnea tatuada con platino no tenia
membrana unitaria alrededor de las acumulaciones de las particulas del
tatuaje_(olander, Kanai et al. 1983)

Aparte de la ubicacién, otra clara diferencia entre los granulos del tatuaje
metdlicos y no metalicos fue su aspecto ultraestructural. Sekundo et al. describieron
gue en todos los casos se detectaron granulos oscuros (negros) y claros (grises)
con bordes afilados angulados.(Sekundo. Seifert et al. 1999) Fn cambio, Olander et al.
observaron granulos negros redondos con bordes parcialmente indiferentes.©'ander.
Kanai et al. 1983) | 3 gusencia de particulas de tatuajes extracelulares en los casos de
Sekundo et al. sugiere que la endocitosis de sustancias organicas por los
fibroblastos de cornea humana es mas permanente y estable que la endocitosis de
materiales metalicos,@ede" 1922 en |a que la ubicacion extracelular se detectaba
facilmente.(©Olander, Kanai et al. 1983) Fgty estabilidad fue particularmente evidente en los
casos en los que granulos del tatuaje que contienen queratocitos se observaron en
el espacio entre la capa de Bowman y el epitelio, en forma de invasion fibrocelular

subepitelial.(#egler 1922)
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Aunque en el articulo de Sekundo et al. no estd claro si estas células han
migrado desde el estroma como resultado de una queratopatia bullosa de larga
evolucién o desde el limbo como consecuencia de una enfermedad corneal previa,
el hecho interesante es que los queratocitos pueden retener particulas incorporadas
por endocitosis mientras migran dentro del tejido.

Experimentalmente, este problema fue tratado por Fujita et al., quiénes
demostraron que los fibroblastos corneales en los conejos pueden incorporar
mediante endocitosis particulas inyectadas de tinta India en un plazo de 3-4 dias y
mantenerlas durante al menos 6 meses. Fuita Uedaetal. 1987) Fny g| estudio de Sekundo et
al., estos resultados se confirman en cérneas humanas tatuadas durante un periodo
de tiempo significativamente mas largo (hasta 61 afios). Para explicar este
fendbmeno, Fujita et al., sugirieron que la fagocitosis de fibroblastos corneales es una
reaccion que protege la cérnea de lesiones y dafios de materiales extrafios no
téXiCOS.(Fujita’ Ueda et al. 1987)

Suponiendo que las sales metdlicas a nivel celular son mas téxicas que las
sustancias organicas utilizadas, seria de esperar que se produjese una mayor
degradacioén celular y posteriormente mas residuos celulares en la matriz
extracelular de la cérnea. Por consiguiente, no resulta sorprendente que la
probabilidad de granulos extracelulares observados mediante MET es mas alta en
tatuajes metalicos que en tatuajes no metalicos. (Sekundo, Seifert et al. 1999)

En resumen, a nivel ultraestructural, el tatuaje no metalico de la cérnea difiere
del colorante metalico en mas de un aspecto variable de las particulas del tatuaje y
por una ubicacion exclusivamente intracelular, incluso después de muchas décadas.
Los queratocitos pueden limpiar y controlar la matriz extracelular mediante la

ingestion y retencion de material organico durante un largo periodo de tiempo.(Sekundo.

Seifert et al. 1999)
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1.12. El color de los ojos

El color de los ojos parece jugar un papel importante en el aspecto
fisico de muchos hombres y mujeres, tener los 0jos negros, olivas o hasta amarillos
puede ser algo que llame la atencion y ser el centro de atraccién, por lo que muchas
personas han pensado mas de una vez cambiar el color de sus ojos. El color de ojos
€S un rasgo genético que esta determinado por la cantidad y la distribucion de
melanina en el iris.EPe9 2008 Eg un proceso complejo en el que intervienen varios
genes que influyen en el resultado final. De igual forma son tres los elementos del
iris que contribuyen a darle su color: la melanina del epitelio pigmentario del iris, la
melanina de la parte anterior del iris y la densidad del estroma del iris.(Seuthworth)
Ademas de la melanina otro pigmento que interviene en el proceso es el
lipocromo.®ckied Asimismo, los dos tipos de melanina que participan en el proceso
son la eumelanina, de aspecto marrén oscuro, y la feomelanina, de aspecto pardo
amarillento-rojizo.™emo) En todos los colores de ojos, a excepcion de condiciones
anomalas, el pigmento del epitelio del iris es siempre la eumelanina,ro®@ Hu etal. 199)
presentandose en gran cantidad.Seut™eth) De esta forma, la variacion del color de
ojos se produce en principio por el pigmento de la parte anterior del iris y de cuanta

luz absorbe el estroma de acuerdo a su densidad.(Seuthworth)

1.12.1. Determinantes antropoldgicas

En el mundo existe una relativa uniformidad en el color de ojos, siendo comun el
castario.(Eiberg and Mohr 1896) S embargo la excepcion es Europa, donde se gener6 una
diversidad de colores: avellana, verde, azul y gris. En un principio se pensé que tal
particularidad era un efecto secundario de la seleccién natural, asociado a la piel
mas clara, para asegurar la suficiente vitamina D en las latitudes considerablemente
alejadas del ecuador terrestre. Sin embargo, la pigmentacion de la piel es afectada
solo ligeramente por los genes para el color de ojos, no habiendo relacion en

muchos casos.f°) También se sefald6 como causa una hibridacion con los
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neandertales. No obstante, el genoma mitocondrial recuperado de estos Ultimos
muestra una discontinuidad genética en comparacion a los europeos modernos, de
tal forma que si afirmamos que hubo algun flujo de genes entre ambos, este no fue
proporcionado, considerando el porcentaje de europeos con los ojos claros.fos)
Finalmente, algunos genetistas, como Luigi Cavalli-Sforza, afirman que la respuesta
se encuentra en la seleccién sexual. Cuando un sexo supera en numero al otro, los
individuos del primer grupo deben competir por una pareja, recurriendo a estrategias

para captar la atencion, tales como el uso de colores brillantes o llamativos. st

1.12.2. Determinantes genéticas

El color de ojos (Figura 28) es un caracter hereditario influido por varios genes.

Asi, en los seres humanos, se conocen varios genes asociados a este:

Figura 28: Colores de los 0jos

El gen EYCL1 es responsable de la determinacion de los colores verde y azul —
alelo dominante y recesivo respectivamente—. Esta localizado en el cromosoma 19
(Moris) - E| EYCL2 es el principal responsable del color marrén, y se encuentra
probablemente en el cromosoma 15 M) El EYCL3: se encuentra entre los genes
gue regulan la cantidad de melanina del organismo animal. Es asi como en seres
humanos estos estan estrechamente relacionados con los genes responsables de la

pigmentacion de piel y pelos, y que en conjunto corresponden a los mismos que
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mutados o alterados causan los distintos tipos de albinismos oculacutaneos,
denominados OCA1-4, y que se encuentran ubicados en el cromosoma 15.Montoliu,
Eiberg 2008) De estos, el gen P, ubicado en (15g11-12) y responsable asimismo del
albinismo oculacutdneo de tipo 2 o también denominado OCA2; es uno de los
responsables del color de ojos, principalmente de las tonalidades marrén y azul —
alelo dominante y recesivo respectivamente-.M°"s) Otros genes implicados son el
SLC24A4, ubicado en (14932.12); y el TYR, ubicado en (11q14-g21).

Sin embargo, los verdaderos responsables de la variacion del color de ojos se
hallan en polimorfismos de nucle6tidos simples o0 SNP dentro de estos genes. No se
sabe con exactitud el nUmero de SNP que contribuyen a esta variacion, pero se han
detectado probables candidatos. Asimismo, mediante analisis se han obtenido
resultados acerca de los posibles SNP que poseen mayor implicacion en el efecto.
Un estudio realizado en la Universidad de Copenhague, descubrié que un solo SNP,
localizado en HERC2, que regula la expresién del gen para OCA2; es el responsable
de la tonalidad azul de los 0jos en un 74% (EPbe92008)  Otro estudio, realizado en la
Universidad Erasmo de Réterdam en 2009 descubrié que de un total de 37 SNP
provenientes de 8 genes que tienen relacién con el color de ojos era posible predecir
con solo 6 SNP provenientes de 6 genes el tono marrén en un 93%, el azul en un
91% y para los tonos intermedios en un 73% 27, Sin embargo e incluso asi, colores
como el gris y el ambar aiun no tienen explicacion desde el punto de vista

genético.Moris)

1.13. Técnicas utilizadas para el cambio de coloracién de los ojos

A muchas personas les gustaria cambiar el color de ojos asi como se cambia,
por ejemplo, el color del cabello. Exiten métodos reversibles y no invasivos como el
uso de lentes de contacto, las cuales pueden cambiar el color de los ojos de forma
pasajera. Igualmente otras sustancias y procedimientos invasivos pueden cambiar el

color de los ojos de forma irreversible pero no estan exentas de complicaciones, por
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lo cual su utilizacién en casos cosméticos puede ser controvertido.

1.13.1. Procedimientos cosméticos no invasivos

Las lentes de contacto de colores (Figura

G3 (6ray)

: & . _

e Q swe £ 29) proporcionan cambios de color naturales
g

a los ojos oscuros. Suelen ser desechables y

actualmente estan disponibles en una

variedad de colores como el Azul, el Azul

Zafiro, el Verde, el color Avellana, el Violeta y
Fiaura 29: Lentes de contacto de colores . . L.

el Gris, entre otros. Existen muchisimas
marcas y propuestas en funcién de la demanda y de los problemas relacionados con
la visibn susceptibles de poder ser resueltos como pequefios traumas o

inseguridades. Se trata de lentes blandas, neutras, cosméticas, con aro de

definicion, y con/sin graduacion, que se adaptan facilmente al ojo.

Segun Singh et al. el uso exagerado de lentes de contacto cosméticas ha
aumentado con el paso de los afios. La facil disponibilidad y la venta sin supervision
médica de estas lentes cosméticas es seguida por el aumento de las complicaciones

graves que amenazan la visién en individuos jovenes emétropes. (Singh 2012)

1.13.2. Procedimientos cosméticos invasivos

Recientemente se ha desarrollado una técnica que utiliza un laser fotodisruptivo
disefiado por Homer, que elimina de forma irreversible la capa de pigmento
superficial del iris. Dicho laser utiliza dos frecuencias que son absorbidas
completamente por el pigmento oscuro del iris.(Ansa 201D Sin embargo, este
tratamiento puede producir dispersion del pigmento iridiano intracamerular, pudiendo

ocasionar problemas como glaucoma secundario.
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Otro método utilizado son los Implantes cosméticos de Iris o también llamados
Iris artificiales (Figura 30). Es ampliamente conocido el gran numero de
complicaciones secundarias a dichos implantes iridianos, tales como uveitis,
glaucoma y descompensaciones corneales,(H"g“m' Ritterband et al. 2012, Veldman, Behlau et al. 2012)
asi como también disminucién en la agudeza visual.Hoguet 2012) | a5 indicaciones de
estos implantes son principalmente, la aniridia total o parcial, congénita o adquirida

por traumatismaos, enfermedades oculares o defectos adquiridos.

Figura 30: Iris artificial (Schmidt 2010)

El objetivo de los implantes no es solo dar el color a los ojos y mejorar los
problemas cosméticos, si no también mejorar la agudeza visual al mejorar la

fotofobia, las aberraciones, el glare y la mejoria de la profundidad de foco.(Sehmidt 2010,

Ali6 2011a, Ali6 2011b, Ali6 2012)

1.14. Ultimos estudios en queratopigmentacién con fines cosméticos

En un estudio reciente se consiguié la estabilidad a largo plazo (Srerol 2011) y
resultados cosméticos satisfactorios con las técnicas de queratopigmentacion. La
técnica se puede utilizar para el tratamiento cosmético de pacientes con cicatrices
corneales desfigurantes, asi como terapéuticamente para el tratamiento de aniridia
incapacitante, (Sirerol 2011, Ali6 2011a, Alié 2011b, Ali6 2012) Seq(in los autores, la calidad de vida

de dichos pacientes se puede mejorar considerablemente mediante esta sencilla y
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eficaz técnica (A0 2011a, Ali6 2011b, Alic 2012, Rey 2013) - Algunas de las conclusiones en dichos
estudios son las siguientes: el procedimiento quirdrgico se puede realizar en 0jos
con funcion visual normal, es (til para el tratamiento del deslumbramiento y de la
fotofobia asociada con leucomas y aniridias, en algunos casos se puede conseguir

la rehabilitacion visual y una mejor visidn. (A6 2011a, Ali6 2011b, Ali6 2012, Rey 2013)

En este mismo estudio se concluyd que la queratopigmentacion con pigmentos
micronizados minerales utilizando la técnica de tincibn corneal intralamelar se
consiguié una estabilidad a mas largo plazo de los pigmentos y resultados
satisfactorios, en comparacion con la técnica de tincion corneal superficial. (A 2010. Rey
2013) Segun el autor, las ventajas de utilizar la técnica de tincién corneal intralamelar
se enumeran a continuacion: el procedimiento es mas rapido, proporciona una
pigmentacion mas homogénea, postoperatoriamente proporciona un mayor confort
para el ojo tratado, el liquido lagrimal no tiene ningun efecto en el colorante utilizado,
lo que da lugar a una mayor estabilidad del pigmento a largo plazo. (6 2010, Rey2013) Ag;j
mismo, los pigmentos micronizados minerales se pueden utilizar sin riesgo, sin que
se produzcan reacciones toxicas adversas en las cérneas tratadas, ya que tienden a
permanecer en la capa estromal en la que se aplican, sin propagarse a los tejidos

circundantes. Este hallazgo se confirm6 mediante el examen histoldgico.®1¢ 2010. Rey

2013, Sirerol 2011)

1.14.1. Pigmentos minerales micronizados

Los pigmentos minerales micronizados presentan una ventaja adicional sobre
otros pigmentos naturales, porque el tamafio de su particula se reduce mediante
procedimientos de micronizacion. Las particulas tan pequefias disminuyen las
probabilidades de desarrollar una reaccion a cuerpo extrafio contra el pigmento

introducido en el estroma corneal (Sirerol 2011, Ali6 2011a, Ali6 2011b, Ali6 2012)

Otra ventaja importante de los pigmentos micronizados minerales es la amplia
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gama de colores disponibles. Esto es muy conveniente en queratopigmentacion
porque el objetivo principal es imitar con precision el color del ojo del paciente para
obtener el mejor resultado estético posible. La mezcla de diferentes pigmentos para
conseguir el color deseado puede hacer de la queratopigmentacion un
procedimiento muy laborioso y que requiere mucho tiempo. Sin embargo, los
pigmentos minerales micronizadas pueden ser previamente mezclados y preparados

en viales, esterilizados adecuadamente para ser usados en la cirugia.(Sierol 2011, Ali6

2011a, Ali6 2011b, Ali6 2012)

1.14.2. Tolerancia y biocompatibilidad de los pigmentos minerales micronizados

Sirerol Srerl 2011 presenta los resultados del primer estudio experimental in vivo
gue determina la tolerancia y la toxicidad del pigmento negro mineral micronizado
obtenido del éxido de hierro para el tatuaje corneal, utilizando gallinas marrones
Leghorn como modelo experimental. En este experimento no se encontraron signos
de toxicidad en las cOrneas tratadas, lo que sugiere que este tipo de pigmentos son

una alternativa valida para su uso en queratopigmentacion cosmética. En la Figura

Figura 31. Resultados histopatoldgicos. A: Control, B: Pigmentacion de
la central sin signos de inflamacion o neovascularizacion tras 1 mes, C:
Uno de los casos con minima inflamacion, D: Ausencia de células
inflamatorias 0 neovasos 3 meses después de la cirugia (Sirerol 2011).
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31 se ilustran los resultados histopatoldgicos de este estudio.

1.14.3. Uso cosmético de los pigmentos minerales micronizados

El tatuaje corneal tatuaje es una técnica antigua que todavia se utiliza como una
alternativa a la enucleacion y a la evisceracion de los pacientes con 0jos ciegos

guienes muestran intolerancia a las lentes de contacto de color.

En un estudio publicado por Alié et al. 162010 se estudia la queratopigmentacion
con pigmentos micronizados minerales, como procedimiento alternativo a la cirugia
reconstructiva invasiva, para la correccion estética de ojos con discapacidad. Dicho
estudio con fines cosméticos se llevd a cabo en cuarenta ojos humanos. Un afio
después de la cirugia, todos menos dos pacientes (95%) se mostraron satisfechos.
Los ojos pigmentados mejoraron notablemente la apariencia estética del paciente.
Sin embargo, ocho casos necesitaron una segunda queratopigmentacion. Tres 0jos
con aniridia traumatica obtuvieron no solo un excelente resultado estético, sino

también una significativa reduccion del deslumbramiento 0 2010),

2B:

Resultado al afio. 3A: Aspecto preoperatorio antes de la reconstruccion del segmento anterior que
incluye una lente intraocular suturada a sulcus, 3B: Pigmentacién solo con pigmento azul, 3C:
Segunda pigmentacion de ajuste. 4A: Aspecto preoperatorio de un paciente con atrofia parcial del
iris secundaria a trauma ocular, 4B: 1 afio después de una simulacidn del iris sectorial. 5A: Aspecto
preoperatorio de paciente con leucoma corneal y estrabismo, 5B: Resultados 1 afio después de la
cirugia del estrabismo, reconstruccion parcial del iris y la simulacion del color con
queratopigmentacion (Ali6 2010).
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Por lo anteriormente expuesto y lo recientemente publicado en la materia, desde
un punto de vista cosmético, la queratopigmentacion consigue buenos resultados y
una alta tasa de satisfaccion por parte de los pacientes, ya que les evita las

extensas, complicadas y mutilantes cirugia reconstructivas.
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2. JUSTIFICACION

El color de los ojos juega un papel importante en el aspecto fisico de hombres y
mujeres. El tener los ojos de un determinado color se considera un rasgo importante
en el fenotipo de un individuo. La sociedad moderna cada vez mas demanda
técnicas quirdrgicas que modifiguen algin rasgo estético de su cuerpo y la
oculopléastica en la actualidad debe intentar seguir lineas de investigacion que en un
futuro satisfagan las necesidades de una poblacion cada dia mas demandante en lo

gue al aspecto cosmético se refiere.

Las técnicas de gueratopigmentacion son técnicas de uso antiguo y para su
realizacién se han empleado pigmentos de distinta indole. Hoy dia estas técnicas de
pigmentacion debidamente manejadas, pueden ofrecer una alternativa real no solo a
ojos con defectos cosméticos importantes (en los cuales la Unica alternativa seria la
cirugia reconstructiva del globo ocular, la enucleacién o la evisceracion) sino
también pueden ofrecer buenos resultados cuando la finalidad cosmética es la
primordial. Para ello es imprescindible demostrar la seguridad y tolerancia corneal

de estas técnicas y pigmentos a través de modelos experimentales.

Recientemente se ha concluido que los pigmentos micronizados minerales se
pueden utilizar en la pigmentacién de cdrneas, ya que se ha demostrado que no
ocasionan reacciones toxicas adversas en los ojos tratados y que tienden a
permanecer en el espacio intraestromal en el que se inyectan, sin difundir a los

tejidos circundantes.

La presente tesis doctoral, pretende determinar la utilidad de una serie de
pigmentos micronizados minerales para su empleo en las técnicas de

gueratopigmentacion con fines cosméticos.
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También se pretende comprobar la eficacia, la permanencia y la estabilidad de
dichos pigmentos, asi como la asociacion de reacciones inflamatorias para evaluar

la viabilidad de la queratopigmentacion tanto en 0jos sanos como enfermos.

Para ello se creard un modelo experimental que permita obtener un abanico de
colores para imitar de forma real el color natural del iris, y de esta forma estos
colores puedan ser empleados en la queratopigmentacién tanto con fines

cosméticos como terapéuticos.
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3. HIPOTESIS

La presente tesis doctoral se ha elaborado en base a la confirmacion de las

siguientes hipotesis de trabajo:

1. Los pigmentos micronizados minerales son ideales para conseguir buenos
resultados tanto en la queratopigmentacién con motivos cosméticos en 0jos sanos
como en la reconstruccion cosmética del globo ocular severamente deformado por
traumatismos graves y enfermedades oculares cronicas, evitando con ello la cirugia

reconstructiva mutilante del globo ocular.

2. Dichos pigmentos permanecen estables en el tiempo y no se asocian a

reaccion inflamatoria clinica ni histopatoldgica.

3. Comprobacién de los pigmentos en un modelo experimental animal: Todos
los colores de pigmentos son tolerados por la cornea experimental sin inducir

reacciones inflamatorias o cicatriciales asociadas a su uso.

4. La técnica de queratopigmentacion intraestromal resulta una forma eficaz y
segura que permite inyectar el pigmento en un tunel intraestromal, evitando su
contacto con la superficie ocular, disminuyendo el riesgo de cambios en el color y

dispersién del pigmento inyectado.
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4. OBJETIVOS DE TRABAJO

1. Evaluar la eficacia clinica que tiene la queratopigmentacion como técnica
cosmeética, basada en el uso de pigmentos micronizados minerales. Establecer las
técnicas quirurgicas para su uso, asi como la combinacion de colores para obtener
los mejores resultados cosméticos posibles.

2. Comprobar la tolerancia a estos pigmentos desde la perspectiva clinica,
histopatoldgica e inmunoldgica.

3. Estudiar en un modelo experimental adecuado, el abanico de colores de
pigmentos minerales micronizados disponibles actualmente para su empleo en la
gueratopigmentacion con fines tanto cosméticos como terapéuticos.

4. Comprobar en un modelo experimental adecuado, la tolerancia y
comportamiento anatomopatoldgico del pigmento mineral micronizado. Analizar los
posibles cambios histopatolégicos como reaccién inflamatoria, angiogénesis,
cicatrices o cualquier otro que se desarrolle en la cérnea, especialmente en el
estroma, secundario al uso de los pigmentos minerales micronizados.

5. Desarrollo de un método de simulacibn por ordenador para la
gueratopigmentacion con finalidad cosmética, que permita predecir el resultado final
tras la pigmentacién con un color determinado, dependiendo del color del iris del

paciente.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Estudio experimental en un modelo animal

5.1.1. Materiales

Como modelo experimental se utilizaron 28 ojos de 14 conejos albinos New
Zealand (Figura 32) crecidos en la Granja San Bernardo en Espafia, con un peso
medio de 3 Kg en perfecto estado de salud, bajo la supervisibn médica e higiénico-
sanitaria del personal del animalario de la Universidad Miguel Herndndez y también
supervisado por el equipo de Investigacion y Desarrollo de Vissum Corporacion
Oftalmolégica. A todos los conejos albinos se les realiz6 la queratopigmentacion
intraestromal en quir6éfano, en condiciones de asepsia y antisepsia, bajo anestesia

general y tépica.

Figura 32: Conejo de raza albina (Oryctolagus cuniculus)

La queratopigmentacion se realizd utilizando como herramienta de tincion los

pigmentos micronizados minerales Los pigmentos utilizados para realizar las
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mezclas de colores fueron diluidos como se indica a continuacion. Se utilizaron los
siguientes colores base:

- Azul

- Marron claro

- Verde

- Marrén oscuro

- Blanco

A continuacién se explica la preparacion de los pigmentos para su utilizacién
posterior.

Como los colores son espesos y no se pueden pipetear adecuadamente con
micropipeta de 10-100 pl, se vacia el contenido del vial en Eppendorf estériles y se
les agrega 2 6 3 gotas de BSS por Eppendorf.

Los pigmentos eran siempre agitados con vortex para que la mezcla fuera lo
mas homogénea posible.

Es todas las tinciones se utilizaba una mezcla inicial llamada Color de Base que
se inyectaba intraestromalmente, siendo este color de base parcialmente lavado con
BSS intraestromal, para obtener un resultado menos homogéneo del color, por tanto
un aspecto mas reticulado e irregular, dando como resultado un color mas natural.
Seguidamente se lavaba con otra mezcla de color llamada Color de Lavado para
conseguir una superposicion de dos colores, dando un aspecto mas real y parecido
a un iris normal.

Modo de preparacion de los Colores de Base:

- Azul claro: 30 pl Azul 255 + Blanco 700 diluido (1ml BSS + 50l Blanco 700).

- Verde: Verde 240 diluido (1ml BSS + 50ul Verde 240).

- Pardo: Marron claro 150 diluido (1ml BSS + 50ul Marrén claro 150).

- Azul oscuro: 1ml BSS + 25ul Azul 255 + 50ul blanco 700 + 25ul Marrén claro

150.

Modo de preparacion de los Colores de Lavado:
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- Marrén claro de lavado: Marrén claro 150 diluido (Iml BSS + 50ul Marrén
claro 150).

- Marrén oscuro de lavado: Marrén oscuro 180 diluido (1ml BSS + 50ul Marrén
oscuro 180).

- Azul de lavado: Azul 255 muy diluido (20ul Azul 255 + 1ml BSS).

- Verde de lavado: Verde 240 diluido (1ml BSS + 50ul Verde 240).

Mezclas finales (Color de Base + Color de Lavado):

- Azul claro: Azul claro + Marron claro de lavado.

- Verde: Verde + Marrén oscuro de lavado.

- Pardo azulado: Pardo + Azul de lavado.

- Pardo verdoso: Pardo + Verde de lavado.

- Azul oscuro: Azul oscuro. En este caso no se realiza lavado posterior con

otro color.

5.1.2. Métodos

En los 28 ojos de los 14 conejos se realizé la técnica de queratopigmentacion
intraestromal (Figura 33) intentando reproducir la forma y el color del iris utilizando
diversos colores en dilucion. Se utilizaron tres ojos como controles, dos de ellos se
les practicéd Unicamente el procedimiento quirdrgico (tinel intraestromal) pero sin la
introduccion del pigmento, a los cuales se les llamé “pocket”, y al tercero de los
controles no se le practic6 experimento alguno.

El experimento se realizé en dos etapas, la primera etapa consistio en la cirugia
de 10 conejos (20 ojos) y en la segunda etapa se realizé la cirugia de los 4 conejos
restantes (8 0jos).

Tras la queratopigmentacion se revisaron los ojos tratados bajo lampara de
hendidura y se fotografiaron los resultados, a la semana, al mes, a los dos meses y

a los tres meses, para evaluar las siguientes variables:
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- Presencia y grado de inflamacion (Hiperemia conjuntival y turbidez corneal).
- Angiogénesis (Grado de neovascularizacion).

- Defecto epitelial medido en milimetros.

5.1.3. Procedimiento quirdrgico

Las cirugias fueron realizadas por la autora de la presente tesis doctoral en los
guiréfanos del animalario de la Universidad Miguel Hernandez de Elche (Alicante)
bajo microscopio quirtrgico Leica, con el cual se realizaron las fotografias de todos

los animales tratados.

canula

CE olololo [ Olo] 0ol of@ [olo]2]e [o0]c) enitelio
memhrana Bowman

estroma

haolsillo corneal

membrana Descemet
@loPlololole] a2 9]0 [Oo | O[]0 2] of ) endotelio

Figura 33: Técnica de queratopigmentacion intralamelar

El procedimiento constaba de las siguientes etapas:

Etapa 1: Anestesia
o Sistémica intramuscular: Ketamina 40 mg/Kg + Xilacina 10 mg/Kg.
o Tépica: Oxibuprocaina/Tetracaina (Anestésico doble Cusi, Alcon).

Etapa 2: Técnica quirargica
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Bajo anestesia general y topica, asepsia y antisepsia se realiza en todos los
casos una queratopigmentacion periférica, dicha pigmentacion no debe cubrir el
area pupilar para no causar ceguera en el animal.

Paso 1: Marcado pupilar

Para ello se marca el centro de la cornea y la circunferencia pupilar con la ayuda
de un compas y un marcador de zona o¢ptica RK de 5 mm (katena, New York,
EEUUV).

Paso 2: Incision

Se realiza una incision radial Freehand (Manos Libres) en la cérnea con un
cuchillete estandar de 45° (Sharpoint, Surgical Specialties Corporation, Reading, PA,
EEUU) alcanzando el estroma medio, radialmente, desde el limite de la pupila
previamente dibujado hasta llegar a 1 mm del limbo.

Paso 3: Tunel intraestromal

A partir de esta incision radial, se diseca la cornea intraestromalmente y
concéntricamente desde la periferia hasta el area pupilar marcada (sin sobrepasar
este limite pupilar previamente marcado), aproximadamente al 50% de la
paquimetria, con un cuchillete mini crescent (Sharpoint, Surgical Specialties
Corporation, Reading, PA; EEUU). Con la ayuda de un disector helicoidal (CPK
corneal spiral dissector, Epsilon, Irvine CA, USA) se contintia disecando en el mismo
plano intraestromal circunferencialmente siguiendo el recorrido del iris (es decir
cubriendo el iris pero no la pupila) dejando intacto el area pupilar, 180° en sentido
horario y 180° en sentido antihorario.

Paso 4: Colocacion de los pigmentos

Se aplica el Color de Base seguido del Color de Lavado con una canula de
irrigacion de 23G. El procedimiento finalizaba cuando se conseguia el color
adecuado.

Paso 5: Profilaxis antibiotica
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Se aplicaron los siguientes colirios por via tépica: Ciprofloxacino hidrocloruro
(antibiotico) 3 mg/ml (Oftacilox, Alcon), Ciclopentolato hidrocloruro (analgésico
midriatico) 10 mg/ml tépico (Colircusi Cicloplejico, Alcon) y Cloranfenicol pomada
(Oftalmolosa Cusi, Alcon).

Es importante recalcar que la queratopigmentacion se realizé en todos los casos
sin suturas. Tras cada procedimiento se realizaban fotografias con microscopio
quirdrgico.

Resumen de la Técnica quirdrgica

1. Marcado del area pupilar de 5 mm con rotulador quirtrgico.

2. Incisién radial con cuchillete hasta aproximadamente 200 micras de
profundidad desde borde pupilar marcado hasta 2 mm del limbo.

3. Diseccion intralamelar aproximadamente al 50% de la paquimetria, haciendo
un tanel intraestromal con disector de cérnea (CPK corneal spiral dissector,
Epsilon, Irvine CA, USA) 180° en sentido horario y 180° en sentido anti-
horario, respetando el area pupilar de 5 mm marcada previamente.

4. Inyeccién del Color de Base + Color de lavado seleccionado utilizando una

jeringa de 1 ml y una canula de 23G.

5.1.4. Protocolo postoperatorio

Tratamiento postquirdrgico

Durante las primera semana se instilaron gotas de Ciprofloxacino hidrocloruro
(antibiético) 3 mg/ml (Oftacilox, Alcon) dos veces al dia y se colocé Cloranfenicol
pomada (Oftalmolosa Cusi, Alcon) dos veces al dia. Durante los primeros tres dias
se trataron de la misma forma con Ciclopentolato hidrocloruro (analgésico
midriatico) 10 mg/ml tépico (Colircusi Cicloplejico, Alcon) dos veces al dia. El

tratamiento analgésico consisti6 en Buprenorfina 0,05 mg/kg una inyeccién via
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subcutanea dos veces al dia durante dos dias y Paracetamol 100 mg/100ml en el
agua de bebida durante siete dias.

Seguimiento postquirdrgico

Los animales fueron examinados bajo anestesia general, usando el mismo
protocolo farmacoldgico-anestésico que durante las cirugias, con el microscopio
quirargico Leica y la lampara de hendidura, para evaluar las variables a estudiar y
determinar cualquier complicacion asociada. Todo ello se realiz6 a la primera
semana, primer mes, segundo mes y tercer mes tras la cirugia, momento en el que

se procedio al sacrificio de los animales.

5.1.5. Variables principales a estudiar en el experimento

Las variables que se cuantificaron y analizaron en cada revision fueron las
siguientes:

- Hiperemia conjuntival

- Turbidez corneal

- Neovascularizacion corneal

- Defecto epitelial medido en milimetros

Durante el seguimiento se analizaron los siguientes datos a través del siguiente
protocolo de supervisién. Cabe descatar que la supervision fue realizada por un

mismo observador durante todo el experimento.

PROTOCOLO DE SUPERVISION

0 = Ausente
1=Leve

2 = Moderada
3 = Severa

Hiperemia conjuntival
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0 = Cérnea clara

1 = Edema leve

2 = Edema corneal en mas de 2 cuadrantes de la c6rnea
3 = Enturbiamiento total de la cérnea

Turbidez corneal

0 = No vascularizacién

Neovascularizacion 1 = Minima neovascularizacién en cérnea superior

corneal 2 = Neovascularizacién que no alcanza el centro de la cérnea.
3 = Neovascularizacion que se extiende al centro de la cérnea.

Medido en mm, después de la aplicacién de una gota de

Defecto epitelial fluoresceina y observado con ldmpara de hendidura.

En cada visita se evalu6 la mejoria en el aspecto cosmético, la homogeneidad y
permanencia del pigmento intraestromal, asi como el estado general de los

animales.

5.1.6. Instrumental quirdrgico utilizado

En la Figura 34 se observan la mayoria de los instrumentos utilizados durante la
cirugia para lograr la queratopigmentacion intraestromal. En esta figura podemaos
observar: Marcadores pupilares de titanio de diferentes diametros (& 3,0 mm, @ 3,5
mm, @ 4,0 mm), para la creacion del tunel intraestromal se utilizaron los disectores
helicoidales de titanio derecho e izquierdo, también llamados disectores en “cola de
cerdo” por su forma peculiar que permite disecar la cornea en ambos sentidos. Otros
disectores de titanio utilizados eran rectos, o para la derecha e izquierda, o uno
plano de 90°. También se puede observar en esta figura, el blefaroestato utilizado de
titanio (Speculum) y otros tres marcadores pupilares de acero y un cuchillete de

zafiro de 400p para la primera incision corneal radial.
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Figura 34: Instrumental necesario para la queratopigmentacion

5.2. Estudio histopatolégico en modelo animal

5.2.1. Métodos

El estudio histolégico de cada ojo fue completo y siguiendo una metodologia
impecable, con descripcion del estado de cada estructura corneal.

En el siguiente apartado se mencionaran los cambios anatomopatolégicos que
presentaron los ojos tratados, los ojos controles y los pocket, analizando la
tolerancia de los pigmentos minerales micronizados inyectados en el estroma
corneal, siguiendo los siguientes criterios de evaluacion: presencia y distribucion de
células inflamatorias, presencia o ausencia de neovascularizacion, localizacion del
pigmento en el grosor del estroma corneal, y por Ultimo presencia o ausencia de
difusion del pigmento.

Las muestras se procesaron en formol tamponado al 10%. Previo al

procesamiento de las muestras, se realizé un corte del globo ocular con cuchilla de
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microtomo, dividiéndolo el mismo en dos mitades y alojando dichas mitades en
casetes para su procesamiento.

El procesamiento se realiz6 siguiendo las siguientes etapas:

- 60 minutos  Etanol absoluto

- 60 minutos  Etanol absoluto

- 60 minutos  Etanol absoluto

- 60 minutos  Etanol absoluto

- 90 minutos  XILOL

- 90 minutos  XILOL

- 90 minutos XILOL

- 2 horas parafina (P.F. 56-58 °C) a 62°C
- 2horas parafina (P.F. 56-58 °C) a 62°C
- 2 horas parafina (P.F. 56-58 °C) a 62°C

Las muestras fueron cortadas con un microtomo de rotacion, obteniendo cortes
histolégicos de un grosor de 5 um, recogiendo cada corte con un intervalo de 100
pum y alojando al menos 3 cortes en cada portaobjetos tratado con poli-lisina. Todos
los cortes fueron secados en estufa a 37°C durante 48 horas.

Los cortes histolégicos fueron tefiidos mediante la técnica de hematoxilina-
eosina (HE) siguiendo un protocolo estandar para dicha tincién, para su posterior

andlisis por microscopia con un microscopio Nikon Eclipse E 400.

5.3. Estudio microscopico confocal en modelo animal

5.3.1. Materiales y métodos

Para el examen de microscopia confocal se utilizd6 como instrumento el

Confoscan P4 (NIDEK), con una lente de aumento de 40X. Para ello se instil6 en la
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superficie corneal el gel liquido Viscotear (Novartis Farmacéutica S.A. Barcelona,
Espafia).

Se evaluaron los ojos operados con tatuaje corneal y también los casos
controles y los pockets (es decir aquéllos en los que se realizd el procedimiento
quirargico, solo incisiones y diseccion intraestromal, pero a los que no se les inyect6

el pigmento).

5.4. Estudio inmunolégico del pigmento utilizado

5.4.1. Materiales y métodos

El pigmento utilizado en el presente trabajo fue sometido a una evaluacion in
vitro por medio del test de inflamacion en células mononucleares humanas de
sangre periférica (PMBCs), con el objetivo de observar la respuesta inflamatoria de
dichas células a los diferentes pigmentos por medio de cultivo.

La estrategia consistia en aislar PMBCs humanas procedentes de Buffy coats
(capa leucocitaria), exponerlas toda la noche durante 16 horas a los pigmentos
negro (utiizado como control) y a una mezcla de los pigmentos coloreados
(problema). Posteriormente se procedia a recoger el sobrenadante y analizar las
citoquinas producidas por dichas células.

Para ello se sigui6 el siguiente protocolo:

e Aislamiento de PMBCs a partir de buffy Coat por gradientes de Ficoll.

¢ Dilucion de los pigmentos por saturacion en medio BSS (solucion stock).

o Mezcla control: Iml BSS + 175ul Stock negro (control)
o Mezcla problema: 1ml BSS + 50ul Blanco + 50ul Marron + 25ul Azul +
50ul Verde (problema)

¢ Incubacion de 40ul de las mezclas control y problema en 1ml de RPMI con

3x1076 PMBCs durante 16 horas.
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e Andlisis de las citoquinas del sobrenadante por BD™ Cytometric Bead Array
(CBA).
Los resultados de este estudio inmunolégico seran discutidos en el siguiente

apartado.
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6. RESULTADOS

6.1. Resultados experimentales

6.1.1. Primer experimento

En esta primera etapa como se ha explicado anteriormente se realizo la cirugia

en 20 ojos (10 conejos), los cuales fueron revisados a la semana, al mes, a los 2

meses y a los 3 meses.

Los resultados de la primera semana se muestran en la tabla 3 a continuacion.

Conejo
Ne
1

10

Tabla 2: Resultados primera semana tras la cirugia.

OD: Azul
Ol: Pocket
OD: Verde
Ol: Pardo V
OD: Azul
Ol: Pardo A
OD: Verde
Ol: Pardo V
OD: Azul
Ol: Pardo A
OD: Verde
Ol: Pardo V
OD: Azul
Ol: Pardo A
OD: Verde
Ol: Pocket
OD: Pardo A
Ol: Pardo V
OD: Azul
Ol: Control
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1ra SEMANA Hiperemia | Defecto NV Turbidez
epitelial corneal
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Se observé una buena evolucién en todos los casos que se detallara a

continuacion. 9 ojos presentaban cierto grado de hiperemia como cabria esperar en

cualquier postoperatorio inmediato, 4 de ellos de grado leve, 3 grado moderado y

solo 2 de ellos hiperemia severa. 3 o0jos presentaban un defecto epitelial

coincidiendo con el area de la incision principal. 6 ojos presentaban turbidez corneal

moderada. Sin embargo en ninguno de los casos se observaron signos de

neovascularizacion.

Conejo
Ne
1

10

Tabla 3: Resultados primer mes tras la cirugia.

OD: Azul
Ol: Pocket
OD: Verde
Ol: Pardo V
OD: Azul
Ol: Pardo A
OD: Verde
Ol: Pardo V
OD: Azul
Ol: Pardo A
OD: Verde
Ol: Pardo V
OD: Azul
Ol: Pardo A
OD: Verde
Ol: Pocket
OD: Pardo A
Ol: Pardo V
OD: Azul
Ol: Control

Sacrificado

O O O O O O O B O O O O 0O O 0O o 0O o O k.

O O O O O O O 0O OO0 0O oo o o o o o o o o

O O O O O O O O O 0O O 0o o o o o o o o o

O O O O O O 0O O O O O O o o o o o o o K

ler MES Hiperemia | Defecto NV Turbidez
epitelial corneal

Los resultados del primer mes se muestran en la tabla 4. La evolucion de los 20

ojos fue satisfactoria. Sin embargo, hubo que sacrificar al conejo nimero 5 por un
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problema renal ajeno a este experimento. En este momento solo 2 ojos (10%)
presentaban un minimo grado de hiperemia (grado leve en ambos casos). Otro ojo

(5%) un minimo grado de turbidez corneal (grado 1: edema leve).

Conejo | 2do y 3er MES Hiperemia | Defecto NV Turbidez
Ne epitelial corneal
1

OD: Azul 0 0 0 0
Ol: Pocket 0 0 0 0
2 OD: Verde 0 0 0 0
Ol: Pardo V 0 0 0 0
3 OD: Azul 0 0 0 0
Ol: Pardo A 0 0 0 0
4 OD: Verde 0 0 0 0
Ol: Pardo V 0 0 0 0
5 OD: Azul Sacrificado 0 0 0 0
Ol: Pardo A 0 0 0 0
6 OD: Verde 0 0 0 0
Ol: Pardo V 0 0 0 0
7 OD: Azul 0 0 0 0
Ol: Pardo A 0 0 0 0
8 OD: Verde 0 0 0 0
Ol: Pocket 0 0 0 0
9 OD: Pardo A 0 0 0 0
Ol: Pardo V 0 0 0 0
10 OD: Azul 0 0 0 0
Ol: Control 0 0 0 0

Tabla 4: Resultados segundo y tercer mes tras la cirugia.

La evolucion favorable y los resultados del segundo mes se muestran en la tabla
5, que se mantuvieron inalterados en la revision del tercer mes. En la revision del
segundo mes, los casos de hiperemia conjuntival y de turbidez corneal se habian
resuelto por completo. Ninguin ojo presentaba signos de neovascularizacion y en

este momento cualquier defecto epitelial en el area de la incision se habia resuelto.
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En la figura 34 se observan algunos de los resultados del examen clinico al
segundo mes tras la cirugia y la figura 35 al tercer mes tras la cirugia. En dichas
fotografias se pueden observar los cuatro colores que se obtuvieron al mezclar los
pigmentos, como se explica en apartados anteriores: Azul, Verde, Pardo azulado y

Pardo verdoso.

Figura 34: Fotografias 2 meses tras la cirugia. A: Azul, B: Verde, C: Pardo azulado, D: Pardo verdoso.

Al momento de la eutanasia segun la fecha programada para cada experimento
(a los tres meses) todas las cérneas eran transparentes. En el lugar en el que se
habia inyectado el pigmento no se observaron signos de edema corneal, el pigmento
mostraba buen aspecto cosmético, sin dispersion del mismo, compacto y bien
delimitado. Tampoco se observaron signos de neovascularizacion, como se ha

explicado previamente.
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En todos los casos, incluso en aquellos en los que no se aplicé pigmento en el
bolsillo corneal intraestromal (ojos control o “pocket”), los resultados fueron los

mismos, Yy los leves signos inflamatorios (hiperemia conjuntival y edema corneal)

-

Figura 36: Fotografias 3 meses tras la cirugia. A: Azul, B: Verde, C: Pardo azulado, D: Pardo verdoso.

Figura 36: A: Ojo pocket (cirugia sin pigmento), B: Ojo control.
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desaparecieron completamente con la ayuda del tratamiento postoperatorio
adecuado.

En la figura 36 se muestra un ejemplo de un ojo control (Figura 36B) en el cual
no se realizé la cirugia; y otro ojo en el cual se realizd la cirugia sin la posterior
inyeccion del pigmento (Figura 36A: “pocket”), no observandose diferencias entre

dichas imagenes.
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6.1.2 Segundo experimento

En esta etapa se realizd la misma cirugia en 8 ojos (4 conejos), los cuales
fueron igualmente revisados bajo lampara de hendidura, a la semana, al mes, a los
2 meses y a los 3 meses.

Los resultados de la primera semana se muestran en la tabla 6 a continuacion.
No hubo complicaciones postoperatorias inmediatas, ni signos de infeccién en
ninguno de los ojos. Se tomaron medidas profilacticas adicionales para evitar el
riesgo de infeccion relacionada al acto quirargico, que serdn mencionadas en el
apartado de la discusion. De los 8 ojos tratados, solo 2 ojos (25%) presentaban un
minimo grado de hiperemia (grado 1 y 2) como cabria esperar en cualquier
postoperatorio inmediato, solo 1 ojo (12,5%) presentaba un defecto epitelial
coincidiendo con la incisién principal, el cual también presentaba un grado 2 de

turbidez corneal. No hubo signos de neovascularizacién en ninguno de los casos

tratados.
E RN
N2 epitelial corneal
11 OD: Azul 0 0 0 0
Ol: Pardo A 0 0 0 0
12 OD: Verde 0 0 0 0
Ol: Pardo V 1 0 0 0
13 OD: Azul 0 0 0 0
Ol: Pardo A 0 0 0 0
14 OD: Azul 2 1 0 2
Ol: Pardo A 0 0 0 0

Tabla 5: Resultados primera semana tras la cirugia.

Los resultados del primer mes se muestran en la tabla 7, mostrando una
evolucion satisfactoria en todos los casos. Los resultados se mantuvieron

inalterados durante las siguientes revisiones a los 2 meses y a los 3 meses.
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Conejo Hiperemia | Defecto NV Turbidez
Ne epitelial corneal
11

OD: Azul 0 0 0 0
Ol: Pardo A 0 0 0 0
12 OD: Verde 0 0 0 0
Ol: Pardo V 0 0 0 0
13 OD: Azul 0 0 0 0
Ol: Pardo A 0 0 0 0
14 OD: Azul 0 0 0 0
Ol: Pardo A 0 0 0 0

Tabla 6: Resultados primer mes tras la cirugia.

A continuacion se exponen fotografias de los conejos pigmentados con los 4
colores obtenidos tras mezclar los pigmentos, como se comentd en apartados

anteriores, a los dos meses tras la cirugia y a los tres meses tras la cirugia.

+
o a0
Figura 37: Fotografias 2 meses tras la cirugia.
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Figura 38: Fotografias 3 meses tras la cirugia.
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6.2. Resultados histopatolégicos

El estudio histoldgico de cada ojo fue completo y siguiendo una metodologia
impecable, con descripcion del estado de cada estructura corneal.

En este apartado se mencionaran los cambios anatomopatolégicos que
presentaron los ojos tratados, los ojos controles y los pocket, analizando la
tolerancia a los pigmentos minerales micronizados inyectados en el estroma corneal,
siguiendo los siguientes criterios de evaluacion: presencia y distribucion de células
inflamatorias, presencia de neovascularizacion, localizacién del pigmento en el
grosor del estroma corneal, y por ultimo difusién del pigmento.

Las muestras fueron recibidas en formol tamponado al 10%. Previo al inicio del
procesamiento de las muestras, se realizé un corte del globo ocular con cuchilla de
microtomo, dividiéndolo en dos mitades y alojando dichas mitades en casetes para
Su procesamiento.

El procesamiento se realiz6 cumplimentando las siguientes etapas:

- 60 minutos  Etanol absoluto

- 60 minutos  Etanol absoluto

- 60 minutos  Etanol absoluto

- 60 minutos  Etanol absoluto

- 90 minutos  XILOL

- 90 minutos  XILOL

- 90 minutos XILOL

- 2horas parafina (P.F. 56-58 °C) a 62°C
- 2horas parafina (P.F. 56-58 °C) a 62°C
- 2horas parafina (P.F. 56-58 °C) a 62°C

Las muestras fueron cortadas con un microtomo de rotacion, obteniendo cortes

histologicos de un grosor de 5 ym, recogiendo cada corte con un intervalo de 100
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Mm y alojando al menos 3 cortes en cada portaobjetos tratado con poli-lisina. Todos
los cortes fueron secados en estufa a 37°C durante 48 horas.

Los cortes histolégicos fueron tefiidos mediante la técnica de hematoxilina-
eosina (HE) siguiendo un protocolo estandar para dicha tincién, para su posterior
andlisis por microscopia con un microscopio Nikon Eclipse E 400.

Los resultados de los 12 ojos que completaron el experimento, cuyo sacrificio se
realizé a los 3 meses se decriben a continuacion:

- El epitelio corneal estaba integro, sin Ulceras, ni erosiones, ni edema celular
remarcable. No encontramos hiperplasia, ni atrofia, es decir se mantenia el espesor
normal, entre 3-5 células.

- La membrana de Bowman no fue examinada ya que los conejos no cuentan
con esta estructura a pesar de la gran semejanza con el ojo humano.

- Los queratocitos alrededor del pigmento estaban activados, es decir eran de
mayor tamafio, y muchos adoptaron aspecto estrellado. El citoplasma era eosindfilo
y amplio. El nucleo era discretamente mas grande, pero con aumento de la
cromasia, sin nucléolo visible o muy pequefio. En el citoplasma de muchos de los
gueratocitos corneales cercanos a donde se habia inyectado el pigmento se
comprobd la existencia de pequefios granulos finos pigmentados.

- El estroma corneal tanto en los ojos queratopigmentados como en los casos
controles no presentaba fibrosis cicatricial, las fibras de colageno mantenian su
forma ondulada, y no se encontraron adherencias exageradas entre las fibras que se
tradujeran en cumulos densos visibles con la hematoxilina-eosina. El colageno
predominante fue el tipo | demostrado por tincion inmunohistoquimica y en menor
cuantia el tipo IlI.

- La matrix extracelular del estroma se mantuvo intacta, y en la porcion media
del estroma corneal se evidencié en todos los ojos tatuados la presencia lineal de
pigmento. La cohesividad del pigmento fue demostrada, aunque en algunas areas,

el pigmento formaba cumulos més densos, pero sin repercutir en al aspecto
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cosmeético final. Los bordes de la zona pigmentada eran bien definidos, es decir sin
dispersion.

- Los nervios corneales periféricos estaban en perfecto estado lo que permite
mantener la sensibilidad corneal y conseguir una recuperacibn mas rapida. Los
bolsillos también conservan las propiedades biomecanicas de la cornea periférica lo
gue proporciona mayor estabilidad.

- La capa endotelial en todos los animales, tatuados y controles no presentd
alteraciones histologicas. La membrana de Decement no present6 alteraciones en
ninguno de los ojos examinados.

En las siguientes imagenes (Figura 39) se pueden observar lo siguiente: A.
Conejo 1, ojo izquierdo: estroma corneal sin alteraciones histolégicas, en pocket sin
pigmento. B. Conejo 6, ojo derecho (verde): profundidad del pigmento a 0,17 mm. C.
Conejo 7, ojo izquierdo (pardo azulado): profundidad del pigmento 0,30 mm. D.
Conejo 9, ojo izquierdo (pardo verdoso): profundidad del pigmento 0,210 mm. En

todas las iméagenes se evidencia la ausencia de inflamacion y neovascularizacion.

Figura 39: A: Conejo 1, B: Conejo 6, C: Conejo 7, D: Conejo 9.
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Conejo Color Profundidad Dispersion/ Vasos Inflamacidn

Ne del pigmento | dehiscencia | (NV 0 a 3) (0a3)
(mm) (0a3)
1 OD: Azul 0,15 0 0 0
Ol: Pocket Pocket (control) 0 0 0
2 OD: Verde 0,15 0 0 0
Ol: Pardo V 0,14 0 0 0
3 OD: Azul 0,16 0 0 0
Ol: Pardo A 0,16 0 0 0
4 OD: Verde 0,15 0 0 0
Ol: Pardo V 0,17 0 0 0
5 OD: Azul 0,13 0 0 0
Ol: Pardo A 0,10 1 0 0
6 OD: Verde 0,17 0 0 0
Ol: Pardo V 0,17 1 0 0
7 OD: Azul 0,30 0 0 0
Ol: Pardo A 0,30 0 0 0
8 OD: Verde 0,17 0 0 0
Ol: Pocket Pocket (control) 0 0 0
9 OD: Pardo A 0,20 0 0 0
Ol: Pardo V 0,20 1 0 0
10 OD: Azul 0,17 0 0 0
Ol: Control Control 0 0 0
Total Promedio Total 3 Total 0 Total 0
20 0,175 mm 15% 0% 0%

Tabla 8: Resultados hitologicos del primer experimento al tercer mes tras la cirugia.

En la Tabla 8 se pueden observar los datos recogidos durante el andlisis
histologico, que se realiz6 en todos los casos en el momento del sacrificio de los
animales, al tercer mes tras la cirugia.

La profundidad media del pigmento en milimetros fue de 0,175 mm, en ningun
caso se observaron signos de neovascularizacion ni tampoco signos inflamatorios
(infiltrado celular inflamatorio). Solo en 3 casos (15%) se observo dispersion del
pigmento, ya que el mismo no se encontraba compactado en una solo capa, si no en

varias capas.

85



La histopatologia del conejo 5, sacrificado precozmente por problemas renales

ajenos al experimento oftalmol6égico, como era de esperar, no mostré dispersion del

pigmento ni signos inflamatorios ni de neovascularizacion.

Profundidad | Dispersion/ L ETHET (]
del pigmento | dehiscencia (0a3)
11 OD: Azul 0,15 0 0 0
Ol: Pardo A 0,17 0 0 0
12 OD: Verde 0,13 0 0 0
Ol: Pardo V 0,10 1 0 0
13 OD: Azul 0,15 0 0 0
Ol: Pardo A 0,17 0 0 0
14 OD: Azul 0,15 0 0 0
Ol: Pardo A 0,16 0 0 0
Total Promedio Total 1 Total 0 Total 0
8 0,1475 mm 12,5% 0% 0%

Tabla 9: Resultados hitoldgicos del segundo experimento al tercer mes tras la cirugia.

Los resultados histopatologicos del segundo experimento (8 ojos restantes) se
muestran en la Tabla 9. La profundidad media del pigmento en milimetros fue de
0,1475 mm, en ningun caso se observaron signos de neovascularizacion ni tampoco
signos inflamatorios (infiltrado celular inflamatorio). Solo en 2 casos (12,5%) se
observé un minimo grado de dispersion del pigmento, ya que el mismo no se
encontraba compactado en una solo capa, si no en varias capas.

A continuacion se muestran imagenes histolégicas de los ojos controles y los
tratados con pigmentos que muestran las diferentes estructuras corneales

estudiadas.
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Figura 40: Ojo control. No se observan células inflamatorias, neovascularizacion ni

tampoco cambios en el estroma.

Figura 41: No se observa inflamacion. El epitelio y el endotelio estan indemnes.
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Figura 42: Permanencia del pigmento en perfectas condiciones a los 3 meses de
haber realizado la queratopigmentacion intraestromal. No hay inflamacion ni

neovascularizacion asociada.

Figure 43: Presencia de leve infiltrado linfocitico en el estroma (flecha larga). Se

observan queratocitos activados con nucleos de mayor tamafio (flecha corta).
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Figura 44: El pigmento permanece 3 meses tras la cirugia y en algunos sitios

predominan los cumulos densos y en otros son mas finos y menos abundantes. Sin

embargo no hay dispersion del pigmento.

Figura 45: Con tincién tricromico de Masson. El pigmento permanece en el estroma,
sin dispersion pero con disposicién en cumulos de variable tamafio. Alrededor del

pigmento se reconocen queratocitos activados (flecha) y algunas células neuronales.
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Figura 46: Tincién de Azul Alcian. No existen cambios en la matriz estromal.

Figura 47: Tincion de Tricromico de Masson. No se observa alteraciones en el

colageno estromal ni focos de fibrosis.
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Figura 48: Tricromico de Masson. Note la disposiciébn ondulada de las fibras

colagenas. Queratocitos activados y pigmento.

Figura 49: Tincion inmunohistoquimica con anticolageno |, el predominante en el

estroma corneal.
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6.3. Resultados histologicos. Analisis de cada color.

Se estudiaron la totalidad de las muestras procedentes de los globos oculares
derecho e izquierdo de 14 conejos. En cada ojo se habia realizado una
micropigmentacién intraestromal de la cérnea periférica, la cual era ya evidente
macroscopicamente, respetando en todos los casos el area pupilar.

Los pigmentos utilizados fueron los siguientes:

* Verde: muestras n® 1, 5, 7 y 13 (C2-OD, C4-0OD, C8-OD y C11-2-OD).

* Pardo verdoso: muestras n° 2, 6 y 14 (C2-0Ol, C4-Ol y C11-2-01).

« Azul: muestras n° 4, 11, 15 y 17 (C3-Ol, C10-1-OD, C12-3-OD y C13-4-OD).

* Variante azul: muestra n° 9 (C10-OD).

* Pardo azulado: muestras n°3, 12, 16 y 18 (C3-OD, C10-1-0Ol, C12-3-Ol y C13-4-0I).

El ojo C8-0l (n° 8) se habia sometido a la cirugia pero no se le habia inyectado
pigmento alguno, es decir se considera un “pocket”. El ojo C10-OIl (n° 10) estaba
intacto (virgen) y era considerada como control. Por tanto estas muestras se
utilizaron como controles del tratamiento.

Las figuras 50 a 67 muestran las imagenes de algunos de los ojos tratados, en
las cuales la figura “A” corresponde a la imagen macroscépica del globo ocular
completo, la figura “B” es una imagen microscopica panoramica de una seccion
teflida con Hematoxilina-Eosina (obtenida por fusién de varias fotografias), mientras
que las figuras “C” y “D” son imagenes microscopicas a mayores aumentos de
secciones tefiidas con Hematoxilina-Eosina y/o con Tricromico de Masson.

Las figuras 55, 57, 59, 63 y 67 muestran detalles de distintas muestras, segun

se detalla a continuacion.
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6.3.1 Grupo control

En este grupo se incluyen los ojos a los que no se les inyectd ningun pigmento
(ejemplo muestra n° 10). Estos ojos que no recibieron ningun tratamiento, muestran
normalidad tanto en el aspecto macroscépico (Fig. 50A) como en el microscopico
(Figs. 50 B-C-D). No presentan ninguna alteracion morfolégica, mostrando
normalidad estructural tanto en el epitelio anterior, como en el estroma y en el

endotelio. Al observar esta muestra con luz polarizada se puede apreciar la

disposicién de las lamelas de colageno, paralelas a la superficie corneal.

Figura 50. Muestra n°® 10 (C10-Ol), Ojo control sin cirugia ni pigmento. A: imagen
macroscopica. B y C: Secciones tefiidas con Hematoxilina-Eosina. D: Tefiido con
Tricromico de Masson.

6.3.2 Grupo control “pocket”

Esta muestra n°® 8 presenta un aspecto macroscopico normal, similar a la

muestra control sin tratamiento (Fig. 51A). El estudio al microscopio revela que su
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estructura coincide mayoritariamente con la muestra control (Fig. 51C). Sin embargo
se han observado alteraciones puntuales en la disposicién lamelar del colageno en
el estroma corneal, formandose unos pequenos “remolinos” de colageno, es decir,
zonas en las que las fibras de colageno han perdido su disposicion tipica en capas
paralelas (Figs. 51D). Esta misma disposicién del colageno en “remolinos” se ha
observado también en algunas muestras de cOrneas micropigmentadas (véase mas

adelante), que en algunos casos llegaban a ser de gran tamafio, lo que sugiere que

es un resultado de la propia cirugia.

Figura 51. Muestra n° 8 (C8-0l), Ojo “pocket”. A: imagen macroscopica. Secciones
tefiidas con Hematoxilina-Eosina (B, C y D).

6.3.3 Grupos experimentales

En todas las muestras del grupo experimental se puede observar ya
macroscopicamente que el pigmento introducido en el estroma corneal ocupa un

anillo periférico, respetando el area pupilar en todos los casos.
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El estudio microscopico revela que la pigmentacion se observa como bandas
discontinuas negruzcas, paralelas a la superficie corneal, de longitud y grosor
variables, el cual parece estar localizado mayoritariamente entre las lamelas del
colageno estromal, y en ocasiones también parece observarse dicho pigmento en el
interior de alguna célula propia del estroma, que puede localizarse a cierta distancia
de la banda pigmentada, o como un pequefio punteado negro. Debido a la fuerte
coloracién negruzca del propio pigmento que se observa al microscopio, no resulta
posible asegurar su localizacion intra o extracelular, aunque a nuestro criterio se
localiza mayoritariamente extracelularmente, entre las fibras de colageno, y
puntualmente en el interior de alguna célula con aspecto de fibroblasto/queratocito
propio del estroma, que en ocasiones presentan un tamafio aumentado.

Todos los pigmentos utilizados aparecen del mismo color negruzco al
microscopio, independientemente del color utilizado para la micropigmentacion
intraestromal, y solamente en las muestras pigmentadas de azul o de pardo azulado
se pueden observar pequefios precipitados azulados junto con los negruzcos (ver
mas adelante).

No se han observado células inflamatorias asociadas a la micropigmentacion

estromal, ni signos de neovascularizacion (ver mas adelante).

6.3.4 Pigmento verde (muestrasn®1, 5, 7y 13)

El estudio macroscépico de los ojos que recibieron la micropigmentacion
intraestromal de color verde revela que la pigmentacién se distribuye de una manera
regular. En las muestras n°® 1 y 7 el pigmento adquiere un color verde parduzco
(Figs. 52A y 54A), siendo muy intenso en la n® 1 y muy débil en la n® 7 (Figs. 55A-B);
la muestra n® 5 presenta dos anillos coloreados parcialmente superpuestos, de color
verde y pardo, de los cuales aparentemente la coloracién parda se superpone a la

verde (Fig. 53A); por ultimo, la muestra n° 13 presenta una coloracion verde intensa,
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formando un anillo completo junto con una franja semicircular del mismo color

superpuesta en un lateral (Fig. 55C).

Figura 52. Muestra n° 1 (C2-OD), pigmento verde. A: imagen macroscopica.
Secciones tefidas con Hematoxilina-Eosina (B y C) o con Tricromico de Masson (D).

_-‘ = 5 Sres s N 3 —z\_‘"“‘\ -%

Figura 53. Muestra n° 5 (C4-OD), pigmento verde. A: imagen macroscoépica.
Secciones tefiidas con Hematoxilina-Eosina (B, C y D).
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Figura 54. Muestra n°® 7 (C8-OD), pigmento verde. A: imagen macroscoépica.
Secciones tefiidas con Hematoxilina-Eosina (B y C).

El estudio microscépico revela que la localizacion del pigmento en el estroma
corneal se dispone en una banda en las muestras n® 1 y 7 (Figs. 52C y 54C),
mientras que en las n°® 5 y 13 se observan dos bandas pigmentadas en algunas
zonas de la cornea (Figs. 53C). La profundidad de dichas bandas es entre 25 y 50%
del grosor corneal en todos los casos, excepto la banda profunda de la muestra n° 5
gue es la banda mas profunda observada entre todas las muestras estudiadas,
localizandose en el 65% del grosor corneal (Figs. 53C). En todos los casos se
observa alguna célula pigmentada localizada a cierta distancia de la banda principal
(Figs. 53D y 55D).

Respecto a la ordenacién del colageno, se observan alteraciones puntuales en
su disposicion lamelar, apareciendo varios “remolinos” en las muestras n°® 1y 7 (uno

de los cuales en la muestra n° 7 era de gran tamafio), los cuales pueden presentar
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lineas irregulares y puntos de pigmentacién en su interior (Figs. 54D).

Figura 55. Cdrneas micropigmentadas de color verde. Imagen macroscopica de las
muestras n° 1 (A), 7 (B) y 13 (C). Imagenes microscépicas, D: células pigmentadas
localizadas a cierta distancia de la banda de pigmento (muestra n® 5). Secciones
teflidas con Hematoxilina-Eosina (D) o con Tricrémico de Masson (E).

6.3.4 Pigmento pardo verdoso (muestras n° 2, 6 y 14)

Macroscépicamente, los o0jos micropigmentados de color pardo verdoso
presentan una pigmentacion distribuida de manera regular (Figs. 56A y 57A). En la
muestra n° 6 la pigmentacion se distribuye por todo el anillo corneal, aunque en un
lateral parecia tener una banda periférica afiadida (Fig. 57B). Por ultimo, la muestra
n° 14 presenta una coloracion verde intenso y escasamente pardo, a diferencia de
las otras muestras de este grupo, distribuyéndose el pigmento regularmente por todo
el anillo corneal (Figs. 58A y 57C).

MicroscOpicamente se puede observar que el pigmento se localiza en una

banda discontinua de grosor variable en las muestras n° 2 y 6 (localizada en el 20%
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y entre el 25 y 50% del grosor corneal, Fig. 56C), mientras que en la muestra n°14
se observa una banda pigmentada localizada hacia el 20% del grosor corneal, y en
determinadas areas una segunda banda mas profunda localizada entre en 25 y 50%
del grosor corneal (Figs. 58C-D y 57D). Puntualmente se pueden observar pequenas
areas pigmentadas aisladas, alejadas de la banda principal, que en algunas
ocasiones esta localizada a corta distancia del epitelio superficial (Fig. 57E), asi

como pequefos desdoblamientos de la banda pigmentada (Fig. 56D).

Figura 56. Muestra n° 2 (C2-Ol), pigmento pardo verdoso. A: imagen macroscopica.
Secciones tefidas con Hematoxilina-Eosina (B y C) o con Tricromico de Masson (D).
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Figura 57. Cérneas micropigmentadas de color pardo verdoso. Imagen
macroscopica de las muestras n° 2 (A), 6 (B) y 14 (C). Imagenes microscopicas: D,
doble banda pigmentada (muestra n® 14). E, pequefias areas pigmentadas aisladas
localizada cercanas al epitelio anterior (muestra n°® 2). F, alteracion del patron
lamelar del colageno (muestra n° 6). G, capilar (flecha) y precipitado amarillento en
el seno de una banda de pigmento en la muestra n° 14. Secciones tefiidas con
Hematoxilina-Eosina (D) o con Tricromico de Masson (E, Fy G).

En estas muestras también se observan alteraciones puntuales en la disposicién
lamelar del colageno, con la aparicién de “remolinos” en las muestras n° 6 y 14
(Figs. 58D y 57F).

Finalmente, en la muestra n° 14 se observa la presencia de material amorfo
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eosinodfilo de pequefio tamafio, en el seno de una banda de pigmento, que se tifie de

color amarillento con Tricrémico de Masson (Fig. 57G).

Figura 58. Muestra n° 14 (C11-2-Ol), pigmento pardo verdoso. A: imagen
macroscopica. Secciones teflidas con Hematoxilina-Eosina (B, C y D).

6.3.4 Pigmento azul (muestras n® 4, 9, 11, 15y 17)

No se observan diferencias significativas en la morfologia de la muestra n°® 9
(pigmentada con el color variante azul) con respecto al resto del grupo (color azul),
por lo que se consideraron todas estas muestras en un mismo grupo.

Todas las muestras de este grupo muestran macroscopicamente una
pigmentacion azul brillante que ocupa un anillo completo, respetando el area pupilar.
Dicho pigmento se distribuye de manera irregular, de manera que en ocasiones se
observan areas pequefias mientras que en otras son extensiones mas amplias,
dejando incluso &reas escasamente pigmentadas (Figs. 59A-B-C). En todas estas

muestras aparece un punteado pequefio de color azul intenso, incluida la muestra
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n°9 pigmentada con el color variante azul.

Figura 59. Cdérneas micropigmentadas de color azul. Imagen macroscoépica de las
muestras n° 4 (A), 17 (B) y 9 (C); obsérvese el punteado azul intenso que aparece
en todas las muestras, junto con el pigmento azul brillante. Imagenes microscépicas:
D y E, dobles bandas pigmentadas (muestras n°® 9 y 15, respectivamente). F,
precipitado azul intenso en el seno de una banda pigmentada (muestra n° 11). G,
(muestra n°® 15). Secciones tefiidas con Hematoxilina-Eosina (D, E y F) o con
Tricrémico de Masson (G).

El estudio microscépico revela que el pigmento se localiza en una banda
discontinua y de grosor variable en las muestras n° 4, 11y 17 (localizada entre el 25

y el 50% del grosor corneal, Figs. 60C, 61C y 62C), mientras que en las muestra n°
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9 y 15 se observa que, ademas de la banda de localizacién similar a la descrita
anteriormente, en algunas zonas se observa una segunda banda pigmentada,
localizada igualmente entre el 25 y el 50% en la muestra n° 9 (Fig. 59D), y entre el

50y 75% en la n°® 15 (Fig. 59E).

A B

Figura 60. Muestra n°® 4 (C3-0l), pigmento azul. A: imagen macroscépica. Secciones
teflidas con Hematoxilina-Eosina (B) o con Tricromico de Masson (C y D).

Figura 61. Muestra n° 11 (C10-1-OD), pigmento azul. A: imagen macroscopica.
Secciones teflidas con Hematoxilina-Eosina (B y D) o con Tricromico de Masson (C).
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En todas estas muestras se observa un precipitado azul intenso de tamafio
variable, localizado en el seno de las bandas pigmentadas (Figs. 60D, 61D, 62D y
59F). Como ocurria en algunos casos anteriores, en las muestras n°® 9 y 15 se
observa la aparicion de pequefos “remolinos” de colageno en el seno del estroma

corneal que alteran su patrén lamelar.

Figura 62. Muestra n° 17 (C13-4-OD), pigmento azul. A: imagen macroscopica.
Secciones tefidas con Hematoxilina-Eosina (B, C y D).

6.3.4 Pigmento pardo azulado (muestras n® 3, 12, 16 y 18)

La observacion macroscépica de estas muestras revela que las caracteristicas
tintoriales no son homogéneas en este grupo, ya que en la muestra n® 3 se pueden
observar dos coloraciones diferentes entremezcladas (azul y pardo, Fig. 63A),
mientras que en el resto del grupo la coloracion era de un azul intenso mas grisaceo
(Figs. 63B-C). En todos los casos el pigmento se distribuye regularmente, con areas

grandes y pequefias pigmentadas en la vecindad de otras escasamente

104



pigmentadas (Fig. 63B).

Figura 63. Codrneas micropigmentadas de color pardo azulado. Imagen
macroscopica de las muestras n® 3 (A), 18 (B) y 16 (C). Imagenes microscopicas: D,
banda pigmentada cercana al epitelio (flecha, muestra n°® 16). E, ligera dispersion del
pigmento (flechas, muestras n°® 18). F, precipitado azul intenso (flecha) en el seno de
una banda pigmentada (muestra n° 12). G, (muestra n® 12). Secciones tefiidas con
Hematoxilina-Eosina (F) o con Tricromico de Masson (D, Ey G).

En el estudio microscépico de estas corneas comprobamos que el pigmento se
observa en una banda discontinua paralela a la superficie corneal, de grosor
variable, localizada entre el 25 y 50% del grosor corneal (Figs. 64C, 65C y 66C); sin

embargo, en algunas zonas de la muestra n° 16 la banda pigmentada esta
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localizada muy cercana al epitelio anterior, a una profundidad de sélo el 11% del
grosor corneal (Fig. 63D), siendo esta banda la mas cercana al epitelio de entre
todas las muestras estudiadas. Como ocurria en otros grupos, se puede observar la
presencia de grandes células de aspecto fibroblastico en el espesor de una banda
de pigmento (Fig. 65D). De manera similar a lo que ocurre en las muestras
pigmentadas con color azul, en todas las muestras de este grupo también se
observa un precipitado azul intenso localizado en el seno de las bandas

pigmentadas (Fig. 63F).

A B

Figura 64. Muestra n°® 12 (C10-1-Ol), pigmento pardo azulado. A: imagen
macroscopica. Secciones teflidas con Hematoxilina-Eosina (B) o con Tricromico de
Masson (C y D).

En el estroma de las muestras de este grupo también podemos observar la
aparicion de “remolinos” de colageno, es decir, zonas que han perdido la disposicion
lamelar tipica del colageno estromal (Figs. 64D y 66D).

De manera similar a lo observado en la muestra n® 14 (Fig. 67G), la muestra n°

3 también presenta un precipitado tefiido de amarillo.
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Figura 65. Muestra n°® 16 (C12-3-Ol), pigmento pardo azulado. A: imagen
macroscoépica. Secciones teflidas con Hematoxilina-Eosina (B) o con Tricromico de
Masson (C y D).

Figura 66. Muestra n°® 18 (C13-4-Ol), pigmento pardo azulado. A: imagen
macroscopica. Secciones tefiidas con Hematoxilina-Eosina (B y C) o con Tricromico
de Masson (D).
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Figura 67. Cdrneas micropigmentadas de color pardo verdoso. Imagen
macroscopica de las muestras n° 2 (A), 6 (B) y 14 (C). Imagenes microscopicas: D,
doble banda pigmentada (muestra n® 14). E, pequefias areas pigmentadas aisladas
localizada cercanas al epitelio anterior (muestra n°® 2). F, alteracion del patron
lamelar del colageno (muestra n°® 6). G, precipitado amarillento en el seno de una
banda de pigmento en la muestra n® 14. Secciones tefiidas con Hematoxilina-Eosina
(D) o con Tricrémico de Masson (E, Fy G).
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6.4. Microscopia confocal

En el caso de los ojos control, el examen revel6 una cornea completamente
transparente con reflectividad, epitelio y estroma (nervios incluidos) normales y
endotelio corneal normal. Los queratocitos eran inactivos y normales en cuanto a su

tamano, densidad y distribucién (Figuras 69 y 71).

Figura 68: Estroma profundo con pigmento Figura 69: Estroma profundo en ojo control

El examen microscépico confocal de los ojos tatuados (Figura 68 y 70) puso de
manifiesto una alta reflectividad al lado de los pigmentos en las capas del estroma
medio; el epitelio superficial y el estroma eran normales y mostraban células
epiteliales y laminas estromales normales.

Aunqgue el estroma profundo subyacente justo por debajo del pigmento, no fue
visible debido a la alta reflectividad del pigmento (Figura 72 y 75), cuando se realiz6
la microscopia confocal por segunda vez en el borde de la zona pigmentada, a fin de
visualizar las capas corneales completas, los resultados fueron los siguientes:
aspecto normal de todas las capas corneales, incluido el estroma profundo y, de un

modo interesante, el endotelio (Figura 73).
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En dicha ecografia también se observd con nitidez que los pigmentos estaban
perfectamente localizados y que se limitaban a la zona del tatuaje, lo que puso de
manifiesto que la fijaciébn de los pigmentos era excelente, sin signos evidentes de
dispersién o migracion no deseada, ya sea a nivel superficial o en profundidad,
incluso en el plano horizontal de la ubicacion de los pigmentos. (Figuras 68, 70, 72).

Las ecografias también mostraron una cérnea superficial y profunda sin
aumento de la actividad de los queratocitos. En los conejos con cérnea sana
(controles) la poblacién de queratocitos fue de 143,6 células/mm? +17,32. En los
conejos con cérneas tatuadas, estos valores aumentaron hasta 162,4 células/mm?
+11,35. Este valor no fue estadisticamente significativo (p=0,11, Prueba T de
Student).

Los nervios corneales fueron perfectamente visibles y no se vio aterada su
morfologia. En las cérneas tatuadas no observamos células inflamatorias, ni

cicatrices, ni reorganizacion de la matriz extracelular.

Figura 70: Estroma Superficial con pigmento Figura 71: Estroma Superficial en OjO control
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Figura 72: Estroma corneal medio con pigmento (visto mediante
una alta reflectividad de la luz)

Figura 73: Endotelio corneal (alta reflectividad del pigmento en el estroma medio), Figura 74: Epitelio
corneal en ojo tatuado.

Figura 75: Estroma anterior en ojo tatuado

111



6.5. Resultados inmunoldgicos

Como ha sido explicado anteriormente en el apartado de materailes y métodos,
el pigmento utilizado en el presente trabajo fue sometido a una evaluacion in vitro
por medio del test de inflamacion en células mononucleares humanas de sangre
periférica (PMBCSs), con el objetivo de observar la respuesta inflamatoria de dichas
células a los diferentes pigmentos por medio de cultivo.

La estrategia consistia en aislar PMBCs humanas procedentes de Buffy coats
(capa leucocitaria), exponerlas toda la noche durante 16 horas a los pigmentos
negro (utilizado como control) y a una mezcla de los pigmentos coloreados
(problema). Posteriormente se procedia a recoger el sobrenadante y analizar las
citoquinas producidas por dichas células.

El protocolo utilizado fue explicado en el apartado anterior:

o Aislamiento de PMBCs a partir de buffy Coat por gradientes de Ficoll.

e Dilucion de los pigmentos por saturacion en medio BSS (solucién stock).

o Mezcla control: Iml BSS + 175ul Stock negro (control)
o Mezcla problema: 1ml BSS + 50ul Blanco + 50ul Marron + 25ul Azul +
50ul Verde (problema)

e Incubacion de 40ul de las mezclas control y problema en 1ml de RPMI con

3x10"6 PMBCs durante 16 horas.

¢ Analisis de las citoquinas del sobrenadante por BD™ Cytometric Bead Array

(CBA).

Los resultados obtenidos se explican en los siguientes gréaficos (Grafico 1). En
ellos se puede deducir que el pigmento control (negro) genera mas produccion de
citoquinas inflamatorias que el pigmento problema (colores). Como el pigmento
control no originé reaccioén inflamatoria in vivo, es de esperar que la mezcla de los

colores problema no lo origine tampoco in vivo.

112



Por lo tanto la reaccién inflamatoria observada en algunos de los conejos ha de

deberse en consecuencia a la técnica quirdrgica.
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Grafico 1: Perfil de citoquinas inflamatorias en pigmentos control y problema. N=3.

6.5.1 Inmunomarcaje del Antigeno Leucocitario Comun

Las muestras histologicas fueron sometidas a otro analisis inmunoldgico,
valorando el anticuerpo monoclonal anti-Antigeno Leucocitario Comun, ya que éste
pone en evidencia la presencia de leucocitos y por tanto podria indicar presencia de
células inflamatorias en las corneas tratadas.

Esta prueba resultdé ser negativa en todas las muestras, por lo que podemos
concluir que las mezclas de pigmentos minerales micronizados utilizados no
despertaron ninguna reaccion inflamatoria en las corneas receptoras (Figura 76A).

También se utilizé para dicha prueba un control positivo, que en este caso se
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trataba de la médula 6sea de los conejos, en las cuales si se detectaron células

inmunorreactivas como cabria esperar (Figura 76B).
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Figura 76. Inmunomarcaje del Antigeno Leucocitario Comudn. A: muestra histolégica
de cornea tratada con pigmentos en la que no se observa inmunotincion especifica;
B: médula 6sea de conejo mostrando células inmunorreactivas.

Estos dos estudios inmunolégicos apoyan la teoria de que los pigmentos

utilizados no generan inflamacion y/o neovascularizacion en los ojos tratados.
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6.6. Resultados morfométricos

Para el andlisis morfométrico se midieron los grosores de todas las cérneas
tratadas y se determind el valor medio de cada grupo. Aunque habia ligeras
diferencias en el grosor entre una muestra y otra, no se apreciaron diferencias
significativas.

Los grosores medios corneales en los diferentes grupos fueron los que se
muestran a continuacion:

Grupo control, grosor corneal medio de 360 um

Grupo “pocket”, grosor corneal medio de 357 um

Grupo color verde, grosor corneal medio de 352 um

Grupo color pardo verdoso, grosor corneal medio de 347 ym

Grupo color azul, grosor corneal medio de 364 um

Grupo color pardo azulado, grosor corneal medio de 342 um
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Figura 77. Andlisis morfométrico

Ademas, de la paquimetria media de cada grupo tratado, el andlisis
morfométrico se realiz6 para determinar la ubicacion del pigmento tanto en relacion

al grosor de toda la cornea como en relaciéon al grosor del estroma, expresado en
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porcentaje. Para ello se utilizd el programa de andlisis de imagen Image ProPlus 7.0
de Media Cybernetics. Se siguio el siguiente procedimiento:
- Se realizaron fotografias con aumento 40x a dos campos de todas las
muestras, con el microscopio DMD108 de la casa Leica.
- Posteriormente se procedi6 a la calibracion de las imagenes.
- Y se realizaron 10 medidas seriadas del grosor de:
» Cornea
* Epitelio anterior
* Estroma
* Profundidad del pigmento con respecto al epitelio anterior de la cornea
* Profundida del pigmento con respecto al estroma anterior
- Se obtuvo la media de todas las medidas en los dos campos.
- Se apuntaron los datos en porcentajes.
Se adjunta una imagen representativa en la Figura 77, de las medidas de la

profundidad del pigmento en una de las muestras estudiadas.
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6.7. Método de simulacion y catalogo de colores

Para poder predecir el resultado cosmético de los pacientes que puedan ser
sometidos a esta técnica de queratopigmentacién en un futuro, se ha creado un
modelo de simulacién utilizando los resultados clinicos (fotografias) de las mezclas
de colores empleados en la experimentacion animal. De esta forma se ha creado un
catadlogo de colores con las diferentes mezclas conseguidas, superponiendo los

colores obtenidos a la imagen de una modelo de ojos oscuros.

Figura 78: Modelo de simulacién con programa Adobe Photoshop.
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Para la superposicion de imagenes se utilizd el programa informético Adobe
Photoshop CS6. El método utilizado fue el siguiente:

Se aclara el color del iris original de la modelo (de pardo oscuro a pardo claro),
luego se crea una capa de color sdélido para simular el area pupilar, aplicando
posteriormente un efecto de transparencia de color llamado “color’; con esto se
consigue que la pupila original adopte el color de la nueva capa. Luego se utiliza el
color obtenido en las fotogrfias de los conejos pigmentados para rellenar el area que
corresponde al iris. De esta forma se puede simular el color final deseado, partiendo
como base de una foto de la persona que se quiera someter a esta técnica.

Todo este procedimiento se realizd6 con la ayuda de un disefiador gréafico
especialista en el manejo del Photoshop. Este método permite predecir el resultado
final de cualquier iris tras la queratopigmentacién con un color determinado.

Se adjuntas fotografias (figura 78) para demostrar la simulacion realizada,
partiendo de modelo con iris color marrén y superponiendo las mezclas de colores

utilizados: azul claro, azul, pardo azulado, verde y pardo verdoso.
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7. DISCUSION

El tatuaje corneal o queratopigmentacion es un procedimiento Util en grupos
seleccionados de pacientes, tanto para indicaciones cosméticas como
terapéuticas.F? 2092 No se trata de una técnica reciente o nueva para tratar una
cornea cosméticamente alterada, ya que en realidad fue desarrollada hace muchos
siglos. Sin embargo tras varias décadas, el procedimiento dejé de ser popular y no
obtuvo el reconocimiento de muchos cirujanos oftalmélogos. Actualmente, la técnica
de queratopigmentacion ha comenzado nuevamente a popularizarse y ha llamado la
atencion de muchos cirujanos como una buena alternativa para proporcionar un
resultado satisfactorio para los trastornos corneales cosméticamente vy
psicolégicamente incapacitantes para un cierto grupo de pacientes. Creemos que en
un futuro préximo dicha técnica ocupara un lugar importante en la practica
guirdrgica, ya que la sociedad cada dia demanda resultados tanto visuales como
cosméticos que se aproximen cada vez mas a la perfeccion.

Actualmente, la queratopigmentacion se ha vuelto a poner en practica con una
amplia variedad de indicaciones, no s6lo con motivos terapéuticos sino también
como modalidad cosmética, que tiene sus propias indicaciones en pacientes con
buen potencial visual.

Uno de los aspectos fundamentales que amplia el abanico de indicaciones de la
gueratopigmentacion es que hoy dia disponemos de equipos mucho mas avanzados
gue aseguran un resultado cosmético excelente con minimos riesgos
intraoperatorios y postoperatorios. Entre dichos equipos tenemos por ejemplo, la
tecnologia laser de femtosegundo, que permitiria la realizacion de tuneles
intraestromales con menor riesgo de complicaciones, o el instrumental quirtrgico
avanzado, como los cuchilletes de diamantes, que hacen posible mejorar los

métodos de queratopigmentacién e idear nuevas técnicas de tatuaje quirdrgico. Este
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aspecto puede otorgar al procedimiento la capacidad y las motivaciones para que
recupere su popularidad.

La gueratopigmentacion ya ha demostrado ser efectiva en el tratamiento de
cicatrices corneales cosméticamente desfigurantes, de leucomas o leucocoria
siendo una alternativa terapéutica valiosa y razonable. itz 2002) (Ali6 2010) Byrris et al,Bums
1998) describieron una técnica de tatuaje como una posible modalidad de tratamiento
para 0jos con vision en los que habria que corregir efectos Opticos, reducir
deslumbramientos incapacitantes y eliminar diplopias monoculares y fotofobia("tz 2002
(Ali6 20113, 2011b, 2012) an pacientes con iridectomias importantes o pérdida traumatica del
iris.(Pitz 2002) (Ali6 2011b) En tal caso, el tatuaje de la zona con cicatrices, pero no de la
pupila central, puede reducir el deslumbramiento y aumentar la agudeza visual,
debido a que una cicatriz semitraslicida se convierte en una placa total que causa
un escotoma abSOIUtO.(PitZ 2002) (Ali6 2010, 2011a, 2011b)

También hay que puntualizar la gran dificultad que supone para algunos
pacientes la utilizacibn de lentes de contacto cosméticas impresas o tefiidas,
blandas o rigidas, lo que en ocasiones causa intolerancia y hace que el paciente
busque soluciones alternativas y esté dispuesto a someterse a una intervencion
guirdrgica. Y mas alla de la actitud renuente del paciente a someterse a cirugias
como la evisceracién y la enucleacion, con sus efectos psicolégicos y sociales,
también estan las complicaciones bien conocidas de las queratoplastias, entre las
cuales encontramos el rechazo,Sekundo 1999 g fallo del injerto,Holick 2006) glto riesgo de
infecciones, la necesidad de tratamiento topico esteroideo prolongado, entre otros.
De manera que el procedimiento de queratopigmentacion sigue siendo una técnica
segura con pocas complicaciones, que se puede realizar con minimos riesgos. En
los casos de traumatismo mecanico grave (aniridias trauméticas), incluidas lesiones
térmicas y quimicas resulta igualmente muy beneficioso, ofreciendo resultados

seguros y satisfactorios con efectos a corto y a largo plazo.
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Un aspecto importante a considerar es la integridad de la membrana basal, ya
que ésta es esencial para mantener un revestimiento epitelial fuerte y sano de la
cérnea. El dafio a esta membrana, ya sea mecanico, quimico o traumatico, se cita
como causa de erosiones corneales recurrentes, una enfermedad dificil de tratar y
dolorosa.(Panda1%84) Gj splo se retira el epitelio y se deja intacta la membrana basal, el
epitelio se regenera en un plazo de 48 horas, alcanzandose una fuerte adhesion al
estroma subyacente en siete dias, ya que la membrana basal original se utiliza a tal
fin. Sin embargo, en el caso de que también se retire la membrana basal, la
adhesion requiere hasta ocho semanas para formarse completamente e incluso
entonces es desigual y puede no tener la fuerza original.(°a 19%4) | 5 membrana
basal corneal actia como un andamio para reemplazar ordenadamente la célula
epitelial, y cualquier anormalidad traumatica de la membrana basal podria dar lugar
a trastornos erosivos recurrente.

En un articulo recientemente publicado sobre una complicacion de la
gueratopigmentacion, los autores describieron un caso de ablandamiento corneal
tras la aplicacion de cloruro de platino. Dicho ablandamiento era aproximadamente
el 70% del grosor del estroma corneal, con un defecto subyacente del epitelio
corneal. Las posibles explicaciones son las siguientes: primero — una escasa
adherencia del epitelio a las zonas en las que se aplica el material del tatuaje,
segundo — una interferencia con migracion de los nutrientes acuosos al epitelio
corneal, debido a la funcion de barrera con muerte celular y esfacelacion. La pérdida
del epitelio se puede asociar con niveles elevados de metaloproteinasas de la matriz
debido a la activacion de la produccion de colagenasa por parte de los queratocitos,
y la liberacién por parte de células inflamatorias recientemente reclutadas,n 1991, Fini
1992, Macartney 1983) con el posterior ablandamiento del estroma. Dichas complicaciones
constituirian una desventaja de la antigua técnica de queratopigmentacion, en la que
se eliminaba el epitelio y se impregnaba el estroma con pigmento, maniobra que, en

si misma, puede resultar traumatica.
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En todos nuestros ojos tratados, no observamos este tipo de complicaciones.
Por lo tanto se puede interpretar que dicha complicacién de ablandamiento del
estroma, esta relacionada con la antigua técnica de impregnacion del pigmento con
afectacién del epitelio corneal. Y es por este motivo que la técnica de tunel
intraestromal sin afectacion del epitelio resulta ventajosa, ofreciendo una mayor
satisfaccién a los pacientes y una incidencia mucho menor de complicaciones y por
consiguiente, de mejores resultados tanto en su utilizacion terapéutica como
cosmética.

Un aspecto importante a tener un cuenta son las posibles complicaciones de la
gueratopigmentacion, que incluyen infrapigmentacién, sobrepigmentacion,
decoloracién del pigmento, migracibn no deseada del pigmento, infeccion
microbiana, perforacion accidental de la coérnea, problemas de cicatrizacion y
uveitis.Mamis 1999) En nuestro experimento, el riesgo de infeccién fue controlado y
evitado utilizando antibioticos intra y postoperatorios, asi como tratando las mezclas

de pigmentos con radiacion gamma.

B

Figura 79: Radiacion gamma
Debido a las altas energias que poseen, los rayos gamma constituyen un tipo
de radiacion ionizante capaz de penetrar en la materia mas profundamente que la
radiacion alfa y la beta (figura 79). Pueden causar grave dafio al nucleo de las

células, por lo cual se usan para esterilizar equipos médicos y alimentos. En nuestro
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caso fue utilizada para esterilizar las mezclas de pigmentos antes de ser inyectadas
en el tinel estromal.

Esta forma de esterilizacion con rayos gamma no se habia utilizado en los
trabajos anteriormente publicados. A 2010, 2011a, Ali6 2011b, 2012) F| hecho de mezclar los
pigmentos para conseguir colores cosméticamente mas parecidos a un iris normal,
pudiera aumentar el riesgo de contaminacién de la mezcla final y por ello es
recomendable esterilizar las mezclas antes de inyectarlas en el tunel intraestromal.

Los pigmentos colorantes utilizados en este trabajo fueron los pigmentos
micronizados minerales. Debido a que la mayoria de sus componentes ya se han
utilizado e investigado en medicina, se puede excluir la posibilidad de que se
produzca absorcion y toxicidad sistémica.

La mayoria de estas sustancias se utilizan en cosméticos, farmacos, y
alimentos.Z 2002 | o0 mismo sucede con la goma laca y el 1,6-hexanediol, que se
afladen para hidratar: la goma laca se utliza para recubrir pildoras y
comprimidos, Pz 2002 mjientras que se sabe que los polialcoholes como el 1,6-
hexanediol son ingredientes de fruta madura.?2%°2 En resumen, consideramos que
los componentes de esta tinta no tienen potencial toxico. En nuestros casos, como
se puede ver a partir de los resultados, la queratopigmentacion no dio lugar a ningun
signo grave local de toxicidad.

Entre las indicaciones actuales de la queratopigmentaciéon podemos dividir a
los pacientes en grupos:

1. Pacientes con ceguera corneal (ojos sanos, con dafio corneal):

cicatrices o leucomas
a. Cicatrices que causan deslumbramiento, en cuyo caso se
recomienda una queratopigmentacion periférica y no en la zona

pupilar, es decir con finalidad terapéutica.
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b. Cicatrices que causan ceguera, en los que se realiza la
gueratopigmentacion por motivos estéticos cuando existe un alto
riesgo de rechazo de trasplante corneal.

2. Pacientes con ceguera ocular sin esperanza de recuperacion de las
funciones visuales, que no tengan riesgo de ptisis bulbi, en los que el
motivo es estético.

3. Pacientes con buena agudeza visual por motivos cosméticos.

Uno de los aspectos a discutir en el presente trabajo y en trabajos futuros, se
trata de la seguridad de la técnica para ser utilizada con motivos cosméticos. En
base a nuestros resultados, tanto la técnica de queratopigmentacion intraestromal,
como los pigmentos minerales utilizados, resultan seguros y no generan toxicidad en
el modelo animal. Tanto la tolerancia a los pigmentos como la seguridad de la
técnica, han quedado demostradas desde un punto de vista histolégico, con la
ausencia de inflamacion y de neovascularizacion, desde el punto de vista del estudio
confocal y desde el punto de vista inmunolégico.

Con las técnicas de queratopigmentacion se consiguen resultados estables y
satisfactorios, pudiendo evitar la cirugia reconstructiva cosmética mas extensa con
fines estéticos y mejorando la calidad de vida del paciente.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio clinico, la
gueratopigmentacion es un procedimiento quirdrgico seguro y no precisa el uso de
materiales costosos. A fin de comprender mejor los efectos bioldgicos en la cérnea
gueratopigmentada con pigmentos micronizados minerales, es preciso realizar

estudios adicionales sobre la estabilidad de los pigmentos descritos a largo plazo.
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8. CONCLUSIONES

Las principales conclusiones de esta Tesis Doctoral son las siguientes:

1. Es posible restaurar y/o mejorar el aspecto cosmético del globo ocular
mediante técnicas de queratopigmentacion ocular utilizando pigmentos micronizados
minerales, para simular el color de iris deseado.

2. Los pigmentos micronizados minerales presentan una adecuada tolerancia y
estabilidad durante el periodo de seguimiento de 3 meses en el modelo
experimental animal utilizado, pudiendo resultar aptos para su empleo por motivos
cosmeéticos y/o terapéuticos.

3. La técnica de queratopigmentacion instraestromal ha resultado ser adecuada
para el uso de pigmentos micronizados minerales con motivos cosméticos, con bajo
indice de complicaciones, siendo la tincion perdurable en el tiempo, al no estar el
pigmento en contacto directo con la pelicula lagrimal.

4. Los pigmentos pueden mezclarse para conseguir una tonalidad cromatica
mas adecuada, no observandose reacciones adversas debidas a su mezcla.

5. La tolerancia clinica, histolégica e inmunoldgica de la queratopigmentacion
con los pigmentos micronizados minerales utilizados ha sido excelente.

6. Las técnicas de pigmentacién corneal con pigmentos micronizados minerales
presentan, de acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio, una
alternativa posible a las lentes de contacto cosméticas para simular diferentes
colores de iris.

Resultan necesarios estudios de tolerancia a largo plazo y con otro tipo de
pigmentos de diferente coloracion para poder realizar un amplio catélogo de colores
gue ofrezca a la poblaciobn un abanico de posibilidades en cuanto a colores se

refiere.
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