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MODELO DE PRESERVACION PARA CORNEAS DE CONEJO UTILIZANDO SOLUCION C
MODIFICADA CON TIEMPOS PROLONGADOS E HIPOTERMIA.

Enla lidad exi varios métodos para la preservacién de cérneas, se tienen medios de
cultnvo asociados con tiempos prolonnados de preservacién, algunas técnicas de
criop ién e incol asociadas con may o cantidades de
condroitin sulfato, lo que las hace caras @ i ibles a nuestro medio y

técnicamante dificiles en su preparacidn y manejo. Sabsmas que el éxito del trasplante
cornaal depende de una adecuada técnica quinirgica, pero sobre todo de una cantidad
adecuada de endotelio viable en la cérnea donadora, que se logra si el almacenamiento de -
dicha estructura es adecuada y permite la menor destruccidn de las células andoteliales.

El objetivo de este trabajo fue demostrar que |a solucién C modificada es una busna alternativa
como solucfdn praservadora de cdrneas, siendo esta tan funcional, costea- ble, de
fécil prep VY jo, qua las di ibles hasta ol momento. Se analizdé el

comportamiento microestructural de la cémea de conejo con tiempos prolongados de
praservacién e hipotermia.

En este aestudio se uullzaron 12 cone}os {24 codrneas) adultos de 3-5 kg de peso, no
importando el sexo, dos, bajo dieta bal; da y sin ningun signo de
patologia ocular. Los cuales se ncnﬁcaron con pentobarbital sédico. Con técnica aseptica
se obtuvo e! boton corneal y se sumergi6 en la solucién preservadora en campana de fidjo
laminar. Se reulnzaron 05 grupos de estudio y el grupo control, que constaron de 4 cérneas
cada uno, ) ol tiempo que se aban sumergidas en la solucién modificada e
hipotermia a 40. centigrados. (24 hrs, 48 hrs, 05 dlas, 07 dias y 08 dias), posteriormente se
fijaron en gluteraldehfdo para su estudio de microscopia de luz, semifinos y electrénica.

Se describen las alteraciones encontradas an las capas de la cérnea, haciendo especial enfésis
en el comportamiento normal dalas células endotallales y el nimero de las mismas por campo.
para poder tener p. de con el resto de los grupos estudiados y
comprobar la eficacia de la solucién utilizada.




PROSPECTIVO, LONGITUDINAL, COMPARATIVO Y EXPERIMENTAL.
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L1. ANTECEDENTES

£{ usode algunas de pressrvacién, ademé4s del almacenamiento en frio, se han

utilizado con éxito en algunos érganos como rifion, higado e intestino, lo gque he
permitido realizar trasplantes de érganos con resultados satisfacterios, ("'}

Dichas solucionss se propusieron con base en el estudio de los mecanismos de dafo
calular al que son somstidos los érganos en isquemim y posteriormente son

trasplantados.

En la actualidad existen varios métodos para preservar cérness, se tienen medios de
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cuitivo iados con tiempo prolongado de preser , algunas técnicas de

criopreservacion, e incontables soluciones asociadas a mayores o menores cantidades
de condroitn sulfato ('°%), lo que las hace sumamente caras e inaccesibles a nuastro

medio y técnicamente dificiles de preparacién y manejo.

Sabemos que a! éxito del trasplante corneal depende de una adecuada técnica quirirgica,
pero sobre todo de una cantidad adecuada de endotelio viable en la cérnea donadora que
se logra sf el alrnacenamiento de dicha estructura es udebuada Yy permita la menor

destruccién de células endoteliales. ('%*°)

Ei mecanismo de dafio estudiado y explicado en otros érganos no es del todo aplicable
al observado en 1a cérnea ni en otras estructuras oculares, a la fecha atin no ha quedado

asclarecido y creamos tue esto es motivo para futuras investigaciones.,



1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA E HIPOTESIS

La solucién “C" modificada, es Gtil para preservar cérnaas, se logra obtensr con un

menor costo, es accesible a nuestro medio y tiene las mi propiedades pri

del endotelio corneal que otras soluciones mas costosas utilizadas hasta el momento.

El objetivo del trabajo es demostrar que la solucion "C" modificada

se puede obtener con menor costo, es técnicamente fécil de preparar y se analizar4 el

comportamiento microestructural de la cérnea de conejos con tiempos largos de

praservacién e hipotermia en esta solucién.

Il. METODOS Y DISENO EXPERIMENTAL

i, METODOLOGIA Y PROCEDIMIENTOS

ILLLIMPLICACIONES

s 404

Se irdn todos los cu

vy tratamlar_\tos de los animales experimetales segtn lo
estipula la Sociedad Protectora de Animales en México, evitando SIEMPRE el sufrimisnto
de ellos, pasédndcles visita diaria, realizando aseo dos veces al dia y alimentandolos con
dieta bainceada y agua a libre demanda, asf como administracién de antibiéticos en los

€as0s necesarios para avitar infeccién.



11.1.2. PROCEDIMIENTOS PELIGROSOS

No existe ningliin peligro para los i gad ni para el p p

édico que los

maneje.
11.1.3. EN CASO DE INVESTIGACION CLINICA ANEXAR HOJA DE
CONSENTIMIENTO INFORMADA

No sa realizard Invastigacién Clinica en esta etapa del proyecto.

11.2. DISERO EXPERIMENTAL Y ANALISIS DE RESULTADOQ

En este estudio se utilizaran 12 conejos adultos de 3 a § Kg de peso no importando el

Sexo, dos y desf d

semana y sin ninglin signo de infeccidn ocular (foto.01).

s, bajo dieta balanceada, observacién previa de una

Bejo anestesia general endovenosa con psntobarbital sédico (25mg/kg de paso), se

realizard toma de botén cérneal bajo técnica aséptica estricta, luego de la cual sa

proceder4 al sacrificio det animal con sobredésis de pentabarbital {foto.02).

TECNICA QUIRURGICA

- Antisepsia de regiones orbitarias con cloruro de benzalconio al  12%

- Colocacién de campos estérilas, delimitando regionas orbitarias



- Colocacién de blefarostato inicialmente en ojo derecho

- Lavado ocutar con solucién Hartman

- Peritom(a perilimbica en los 360 grados

- Incisién ascleral 2 mm atrds del limbo esclerocorneal an el M de las XN
- Penetracién del globo ocular

- Corte de esclera en [a incisién previa, complctando en los 360 °

- Toma del botén corneoesclaral

- Col i6én del botén ¢ teral an la solucién C modificada

- Se repite la técnica para toma del botdn corneal contralateral.

ELABORACION DE LA SOLUCION "C" MODIFICADA PARA USO
CLINICO/EXPERIMENTAL

KH2P04, H2HPO4, KCL, NaHCO3, GLUCOSA, MgS04-7H20, H20 c.b.p.
1000m! . pH 7.0 osmolaridad 370 mOsm/l.

- Disolver las sales de KH2PO4, KCL y NaHCO3 en agua destilada y aforar a 800 ml con
esta misma.

- De igual forma disolver la glucosa, aforando a 100ml, disolver el MgS04-7H20,
aftorando a 100mi; cada uno de estos por separado.

- Esterilizar en autoclave a 15 Ib/in2, 15 minutos a 121° C.

- Mezclar en condiciones estériles las preparaciones anteriores agregando la solucién de
glucosa y agitar enérgicamente.

- Ajustar el pH a 7.0 en condiciones estérilas con HCL concentrado (previa esterilizacién

de éste}



nota: *para ia prep i6n de 1a solucién se disp de campana de flujo laminar (foto
03).

*todas!as soluciones al agregarse son filtradas con orqania previamente esterilizada.

Se raalizardn 06 grupos de estudio, que constardn de 04 cérneas cada uno, variando a!

% .2

tiempo en el que se st (o] enla

1at

*C* modificada e hipotermia
a 4 grados centigrados, posteriorments se fijaran en gluteraldshido para su estudio de

microscopia de luz, en cortes semifinos y microscopfa electrénica.

Las primeras 04 ctrneas extraldas serdn inmediatamente fijadas para formar el grupo
control.

Los siguientes grupos serdn observados por espacio de 24 horas (01 dfa), 48 horas (02
dfas), 05 dfas, 07 dias y 08 dias preservadas en 20 cc de solucién "C" modificada a 4
grados centigrados. ’

La colocacién del botén corneal en la solucién propuesta se realizard en condiciones de

méxima asepsia.

La temperatura a la que se someterén de acuerdo al tiempo de observacién, se registraré

con termdmetro para verificar que siempre se encuentre a 4 grados centfgrados.

La toma del botén corneal, siempre ser4 realizada por el mismo investigador, asf como
la preparacién de la soucién se efactuaréd 24 horas antes del procedimiento por el mismo

investigador con asesorfa del quimico farmacobilogo.
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En el estudio de microscopla electrénica se describirdn las aiteraciones encontradas en

cada capa de |a c6rnea, haciendo especial énfasis en el portamiento normal de las
células endoteliales y el numero de las mismas por campo, para poder tener pardmetros

de comparacién entre los grupos estudiados.

Para ol anélisis microestructural de las cérnaas se utilizard técnica estandarizada para las
prepraciones.

Se realizara anélisis de 30 cortes por cémea.

1ll. FACILIDADES DISPONIBLES

.1 INSTALACIONES

Quirdéfanos del drea de Investigacién del Departamento de Cirugfa de la Facultad de

Medicina U.N.A.M. i

Laboratorio de Microcirugla del Departamento de Cirugla de la Faculted de Medicina
U.N.AM,

Laboratorio de Bioquimica del Departamento de Cirugla de la Facultad de Medicina
U.N.AM,

Central de Equipos y Esterilizacién del Departamento de Cirugla de !a Facultad de
Madicina U.N.A.M.
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Unidad de Microscopfa Electrénica del Departamento de Histologia de la Facuitad de

Medicina U.N.A.M.

Bioterio del Departamento de Cirugla de la Facultad de Medicina U.N.A.M.

V. APOYO SOLICITADO

V.2 GRUPO 400

-Guantes estériles

-Paquetes de gasas estdriles
-Soluciones antisépticas

-Jaringas desechables

-Mariposas No. 23 para canalizacién
-Solucidn Hartman

-Recipientes de vidrio astériles

-Tela adhesiva

-Campos estériles

-Pentobarbital sédico

-Solucién C modificada

INSTRUMENTAL DE ESPECIALIDAD

-Blef . igi
-Bisturl con hojas No.15
-Tijera de Tenotomia

-Tijeras de Cérnea (derecha e izquierda)



V. METAS
-PRESENTACION EN CONGRESQOS NACIONALES E INTERNACIONALES

-PUBLICACION EN REVISTAS NACIONALES £ INTERNACIONALES

VI. DURACION DEL ESTUDIO EXPERIMENTAL
-Fecha da inicio: mayo 1991

-Fecha de terminacidn: noviembra de 1992

Vil. OBSERVACIONES
Para la toma del Botén corneal se disefié un BLEFAROSTATO, adaptado al ojo del conejo,
en la Unidad de Ingeniarfa Biomédica del Departamento de Cirugfa de la Universidad

Nacional Auténoma de México (foto. 04).

Disefio dal Blefarostato: INGENIERO JORGE GARCIA LOYA.



ILUSTRACIONES -



Foto No.01 ANIMAL DE EXPERIMENTACION

Conejos Nueva Zelanda (3 a § Kg de pesol
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Foto No.02 QUIROFANO DE INVESTIGACION
Departamento de Cirugla. Facultad de Médicina

Universidad ional Autd de México
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Foto No.03 CAMPANA DE FLUJO LAMINAR
Preparacion de la solucién "C* modificads

y En de cé Lab fo de Quimi

Departamento de Cirugla, Facultad de Medicina

Universidad Nacional Autd de Méxit
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Foio No.04 BLEFAROSTATO PARA CONEJOS

Disefiado en la Unidad de Ingenieria Biomédica

Departamento de Cirugla. Facultad de Medicina
Universidad Nacional Auténoma de México
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Vili. REGULTADOS

Sa prasanta ol andlisis descriptivo de 30 cortes histolbgicos, con microscopla de fuz, en

Inmersidn y microscopfa electrénica de transmisién, pars cada grupo.

€nis grdfica No.1 se tiene 18 cuenta de cdlulas endoteliales observadas por cempo y en
microscopla de luz, donde se muestra un descensoc an ia cuenta endotelial conforms

progresa ¢ tiempo de praservacién con respecto al grupo control.

En la misma, partimos de una cuenta sndotelial en nimero de 28 por campo que

reprosentardn nuastro 100%.

En las primaras 24 horas se& ha presentado una pdrdida da 26.93% obtenisndo 19
células por campo, para las 48 horas continuamos observando una minima pérdids ya
que se sncontraron 18 células por campo con un porcantajs de las mismas de €9.23%

La cuenta a los OF dias pareca ser esteble ya qua se tiensn 16 células por campao con
un porcentaje de 61.53% y por ende una pérdida de 38.47%, que pera el tiempo
transcurrido en almacanaje es aceptable , persistiendo este conteo endotelial al 07 dfa,
entre 05 y 07 dfa no hay cambios en &l nimero de células, es decir se observa un
dsscanso desde las primeras 24 horas hasta el quinto dfa para sstabilizarse entre éste
y @l séptimo dia. Pero al octave tenamos una pdrdida del 50% y cuenta de células

endoteliales por campo de 13.



No. CELULAS ENDOTELIALES




GRUPO | . CONTROL (04 Cérneas)
Numero de células por campo: 26
Porcentaje representade:  100%
S8 muestra un corte histolégico de la cdérnea ifoto.05), donde observamos el

paralelismo de las fibras en el estroma y fa capa monocular endotelial conservada,

Fota No.05 Microscopla de Luz, Hematoxilina y Eosina.
Grupo control/Plan 40 1943-90
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Con azul de toluidina en cortes semifinos (foto 06), un acercamiento a las células

endoteliales que se encuentran adheridas a la membrana de Descemet.

Foto No.O6 Microscopla de Luz, Azul de Toluidina.

Grupa control/inmersién 1943-80
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En la microscopfa elactrénica de transmisién (foto 07) se hace evidente la unién

intercelular laterolateral respetada, no existe dasprendimiento de la membrana de

Descemet, ni lesiones celulares.

Foto No.07 Microscopla Electrénica de Transmisién.

Grupo control/Unién intercelular
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GRUPO It . OBSERVACION DE LAS CORNEAS 24 HORAS DESPUES DEL
ALMACENAMIENTO A 4° C EN LA SOLUCION "C™ MODIFICADA (04 Cérneas)
Numero de células por campo: 19

Porcentaje representado:  73.07%

(foto 08) Se muestran zonas de desprendimiento de las uniones intercelulares
endoteliales (laterolateral), con discreto edema pero buena adhesidn a la membrana de

Dascemet.

Fota No.08 Mit pia de Luz, He ilina y Eosina.
Grupo de 24 horas/Pfan 20 1976
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GRUPO Ii . OBSERVACION DE LAS CORNEAS 48 HORAS DESPUES DEL
ALMACENAMIENTO A 4° C EN LA SOLUCION “C" MODIFICADA {04 Cérneas)
Ndmero de células por campo: 18

Porcentaje representado;  69.23% .

Una observacién de todas las capas de la cérnea {foto 09), muestra la integridad de las
capas del epitelio, paralelfsmo en las fibras del estroma , el endotelio conserva sus

caractaristicas morfolégicas.

Foto No.03 Mic fa de Luz, H toxilina y Eosina.

Grupo de 48 horas/Plan 10 1978
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{foto 10 y 11) Las células endoteliales presentan espacios entre s{ por descamacién
andotelial, sin embargo, las existentes se encuentran adheridas a la membrana de

Descemet, osta adhesién no es firme ya que se observa la presencia incipiente de

material amorfo entre las mismas y las células endoteliales.

Foto No.10 Microscopia de Luz, Azul de Toluidina.
Grupo de 48 horas/Inmersién



Foto No.11 Microscopla de Luz, Azul de Toluidina.

Grupo de 48 horas/inmersidn

22
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GRUPO IV . OBSERVACION DE LAS CORNEAS A LOS 05 DIAS DESPUES DEL
ALMACENAMIENTO A 4° C EN LA SOLUCION "C" MODIFICADA {04 Cdérneas)
Ntmero de célutas por campo: 16
porcentaje representado:  61.563%
Al quinto dia se presenta un desprendimiento de la monccapa andotelial mas extenso
{foto 12), reflejado en la cuenta célular.

Existe aumento de los espacios entre las fibras del astroma por edema, pero los

gueratocitos (foto 13) no presentdn alteracién morfoldgica.

Foto No.12 Microscopla de Luz, Hematoxilina y Eosina.
Grupo de 05 dias/ Plan 30



Foto No.13 Mi pla de Luz, He

ilina y Eosina.

Grupo de 05 dias/ Plan 30

24
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Las células endoteliales {foto 14) presentan los bordes citoplasmaticos irregulares,
nicleos alargados y desprendimiento de su unién con la membrana de Descemet por

déposito de material amorfo entre éstas.

Foto No. 14 Microscopla de Luz, Azul de toluidina.

Grupo de 05 dias/ Inmersién
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GRUPO V . OBSERVACION DE LAS CORNEAS A LOS 07 DIAS DESPUES DEL
ALMACENAMIENTO A 4° C EN LA SOLUCION "C* MODIFICADA (04 Cérneas)
Numero de células por campo: 16
Porcentaje representado:  61.53%
Al séptimo dfa existfa mayor edema célular en el endotelio {foto 15), con pérdida de la

morfologia y presencia de una banda eosinofflica que traduce degeneracién celular.

Foto No. 15 Microscopla de Luz, Hematoxilina y Eosina.
Grupo de 07 dias/ Plan 40

Banda eosinofilica
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{foto 16) Encontramos evidencia de la i6n de células endt a células

fantasma, ademds se observa con mayor detalle el material amorfo entre la célula y la

membrana de Descemet.

Foto No.16 Microscopla de Luz, Azul de toluidina.

Grupo de 07 dias/inmersién
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En la microscopia electrénica de transmisién {foto 17) observamos gran edema célular,

con vesfculas pericelulares y separacién entre dos células endoteliales por la presencia

de material amorfo.

Foto No.17 Microscopla Electrénica de Transmision.

Grupo de 07 dfas/Unién celular interrumpida
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GRUPO VI . OBSERVACION DE LAS CORNEAS A LOS 08 DIAS DESPUES DEL
ALMACENAMIENTO A 4° C EN LA SOLUCION "C" MODIFICADA {04 Cérneas)
Numero de células por campo: 13
Porcentaje representado:  60%
A los 08 dfas {fotos 18 y 19) podemos observar el plegamiento serpentiginoso de toda
la monocapa endotelial o de las ahora lamadas células fantasma y picnosis, ademds de

alteraciones estromales con escasas fibras.

Foto No.18 Microscopla de Luz, Azul de toluidina.
Grupo de 08 dias/inmersién



Foto np,

9 Mlbfoscopla de Luz,
Grupo de o8 dlas/ingm,

Azl oo loluiging,
ersidn

30
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Finalmente en la microscopia electrénica da transmisién en las (fotes 20 y 21) se

demuestra la AUTOLISIS da las estructuras observadas.

Foto No.20 Micr pla Electrénica de Ti isio

Grupo de 08 dlas



Foto No.21 Microscopls Electrdnica de Transmisidn.

Grupo de 08 dlas

32
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DISCUSION ¥ CONCLUSIONES

El contar con métodos efectivos para el elmacenamiento y preservacidn de cérneas
permitird una cirugla eficiente, de urgencia o electiva para la realizacién de la

queratoplastfa penstrante (trasplants).

Hasta ahora ningdn método propuesto de preservacién, criopreservacién o medio de
cuftivo ha sido satisfactorio para usec clfnico y con fos que actualmente contamos son

sumamente Costosos.

En la preservacién corneal existen muchas variables, en {as que se destacan, ademés det
método de preservacion, la edad dsl donador, patologla de base de! donador o receptor
y habilidad quirdrgica del especialista; sin embargo todas estas variables en conjunto no
estan bien estudiadas ni son bien conacidas. porgue tenar el control de ellas en humanos
esmuy dificil, por ello se han desarrollado modslos experimentalss para tratar de obtenar
las mayores ventajas vy ofrecer a la poblacién necesitada de trasplante cérneal una

mejor opcién de tratamiento.

" dort

Ei trasplante de cérnea en la actualidad es cor una \ urgencia, ya que
tan solo 8n nuestro Hospital existen 260 pacientes en (ista de espara para obtener una
posibilidad de rehabilitacién visual y las donacionss de érganos se ven envueltas por
mfsticas de la poblacién, asf tenemos que la donacién de cdrneas es muy escasa y que

ot promedio de las mismas varia desde una cérmea donada en 05 meses hasta la



34
obtencién de 4 c6 por datos registrados en el Banco de Ojos de la Divisién
de Oftaimologla Hospital de Especialidades CMN SXXI.

L4 iy

De tal suerte que al obtener una cérnea para trasplante en nuestra realided, el

procadimiento se efectuard a mas tardar durante las primeras 48 horas y por

"

consiguients el tiampo de praservacién de las mi se por lo que

de métodos de preservacién que nos aseguren conservar la funcién endotelial por un
minimo de 03-05 dias, ya que al realizarse la queratoplastia penetrante el éxito
dependerd de la técnica quirtirgica empleada con todas sus implicaciones y de la repuesta

del raceptor.

Nosotros hemos presentado un modelo experimental en cérneas de consjo adecuado a
nuestras necasidades y tecnologfa, demostrando que la solucién propuesta puede ser tan
efectiva como las ya existentes en el mercado, no hay antecedante registrado de esta
solucién en otros modelos de preservacién para cérneas.

Por el 0

con los itad lados en asta pfimerg fase,
ya que la solucién conserva un porcentaje adecuado de células endoteliales durante los
primaros 07 dias que nos permitiria realizar un trasplants cérneal con margen de
seguridad e inclusive, las cérneas preservadas al 08 dfa se pheden trasplantar tomando
solo en cuenta esta pardmetro ya que la céiula endotelial es [a mayor responsable del

metabolismo de la cérnea.

Cuando realizamos el andlisis histolégico nos dimos cuenta que la microestructura se
ancuentra en buenas condicionas hasta el quinto dfa, sl séptim6 s@ inginuan cambios

degenerativos muy importantes e irreversibles que se confirman sin lugar a dudas al
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I on [a solucién "C* y en cri i6i

octavo de

Por lo anterior nosotros conciuimos ;

- La solucién "C" modificada es una buena altarnativa para preservacién de cérneas con

almacenamiento a 4° C,

- Es de hajo costo, calculado en N$5.00 por litro, en ién con los er

actualmente que es de N$12,800.00

- Es de fécil praparacién y manejo

- Presarva morfoldgicamente a la célula endoteliai hasta el Q5 dfa con adecuado margen

de seguridad.

- Se presenta dafio irreversible al octavo dfa.

- Las alteraciones marfoldgicas presentadas entre el segundo y séptimo dfa, serén
motivo del préximo trabajo, que tandrd como fin corroborar la funcionalidad de estas

1} Inatis

cérneas, llevadas al t q >
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