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RESUMEN

La membrana amniética se ha utilizado con éxito en el tratamiento y la
reconstruccién de diversas alteraciones de la superficie ocular. De Rotth en 1940
fue el primer autor en utilizarla para reconstruccién de la superficie ocular. De
algunos afios a la fecha se ha procesado la membrana amnidtica con técnica de
Radioesterilizacion para diferentes usos clinicos incluyendo el uso oftalmoldgico.
La Membrana Amnidtica aplicada como injerto promueve la curaciéon de Ulceras
corneales persistentes de distinta etiologia. Aporta un estroma y una membrana
basal sobre la que se favorece la epitelizacion. Puede usarse para recubrimiento,
de manera temporal o prolongada, reduce la inflamacién, facilita la epitelizacion y
previene la formacion de cicatrices en lesiones estromales y epiteliales de la

cornea.

Sin embargo, a pesar de los resultados clinicos favorables, la relacion
histopatolégica entre la cornea del huésped vy la membrana amnidtica
transplantada aln no se conoce completamente y son pocos los articulos
publicados al respecto. Hasta el 2007 no existen aun estudios histopatol6gicos en

corneas con Membrana Amnidtica Radioesterilizada (MAR).

Objetivo: conocer desde el punto de vista histolégico, el grado de epitelizacién
corneal tras el injerto de MAR en cérneas de conejo desepitelizadas; ademas si la
MAR se integra 0 no a la cOrnea, y de ser asi, de que manera lo hace desde el

punto de vista histologico.

Disefio: es un estudio prospectivo, experimental, comparativo y longitudinal.

Metodologia: el estudio se realizé en el Hospital General de México en las
instalaciones del Servicio Cirugia Experimental con el apoyo del Servicio de
Patologia en combinacion con el Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares
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(ININ) en donde se llevd a cabo el procesamiento y radioesterilizacion de la

Membrana Amnidtica.

Se utilizaron conejos de raza Nueva Zelanda, se estudiaron 18 cérneas.
Se realizo la desepitelizacion a la cornea, asi como el recubrimiento quirdrgico
con Membrana Amniodtica Radioesterilizada a una cOrnea de cada conejo. Se
realizd el estudio histopatologico a los 7 dias, 2 y 4 semanas, por un patdlogo
quien no conocera el grupo ni a que periodo de tiempo pertenece la cérnea.

Se realizaron técnicas de microscopia de luz (campo claro),
inmunoperoxidasa indirecta y microscopia electréonica. Para lo que cada cornea
se fragmentdé en dos partes, de los cuales uno se fij6 en formalina/buffer de
fosfatos al 10% para ser incluidos en parafina y el segundo se fij6 en
glutaraldehido para microscopia electronica. Del tejido incluido en parafina se
realizaron cortes histolégicos de 2 micras para ser tefiidos con: hematoxilina y
eosina, acido peryddico de Schiff (PAS), tricromico de Mallory, tricrémico de
Masson y metenamina de plata.

Se excluyeron conejos con patologia corneal o sistémica, se eliminaron
corneas con datos clinicos de infeccién y cérneas que no cumplieron con el tiempo

predeterminado para su estudio.
El estudio se realiz6 de acuerdo al protocolo de Helsinski 1999.
Resultados: Los resultados obtenidos servirdn para identificar y publicar los

hallazgos histologicos tras el injerto de membrana amnidtica en la coérnea

desepitelizada y los posibles mecanismos de reabsorcion.



Conclusiones:

El patrén de integracién mas frecuentemente encontrado fue la integracion

intraestromal.

Los inhibidores tisulares de las metaloproteinasas 2,4 y 9 se encontraron en
la membrana amniética radioesterilizada, los cuales son factores antiangiogénicos

y antiinflamatorios.

La inflamacién cronica que se presentd en las coOrneas, quiza fue
ocasionada por la ruptura parcial de la membrana no pudiéndose limitar el proceso

inflamatorio.

Palabras Clave: Membrana Amniotica Radioesterilizada, Cornea, Desepitelizada,

Conejo, histologia.



ANTECEDENTES:

La membrana amnidtica se ha utilizado con éxito en el tratamiento y la

reconstruccion de diversas alteraciones de la superficie ocular.

En la literatura De Rotth en 1940 (1) fue el primer autor que utilizé las
membranas fetales para reconstruccion de la superficie ocular. En 1941, Brown (2)
propone el uso del peritoneo como recubrimiento temporal para promover el
proceso de la cicatrizacion de superficies oculares con quemaduras agudas. En
1946 y 1947, Sorsby y colaboradores (3,4) emplearon la membrana amnidtica
“seca” preservada denominada “amnioplastia”, como recubrimiento temporal en
el tratamiento de las quemaduras oculares agudas. También demostraron que
existia una relacion directa entre la aplicacion de la membrana amniotica y el
tiempo de recuperacion. Por razones que aun no son claras, el uso de la
membrana amniética desaparecio de la literatura oftalmolégica durante un extenso

periodo de tiempo.

En 1995 Kim y Tseng (5) reintroducen el uso de la membrana amnidtica en
oftalmologia, demuestran en un modelo experimental animal (conejo) que el 40%
de corneas con insuficiencia limbica severa podian ser reconstruidas al
reemplazar la superficie conjuntivalizada por membrana amniética humana
preservada. A partir de los trabajos de estos autores, aparecen numerosos
trabajos por diferentes investigadore cada vez mas alentadores sobre su eficacia
en distintas patologias de la superficie ocular, debido tal vez a la mejoria en los
métodos de procesamiento y preservacion.

De algunos afios a la fecha, en el Banco de Tejidos Radioesterilizados del
Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares se ha procesado la membrana
amnidtica y se esteriliza con radiacibn gamma de cobalto-60 para diferentes usos

clinicos (6,7,8) incluyendo el uso oftalmolégico.



En el Servicio de Oftalmologia del Hospital General de México se han
tenido buenos resultados utilizando la membrana amniética radioesterilizada para
recubrimiento de la cornea. En el Hospital General de México se realizd el afio
pasado un estudio en 17 ojos de 15 pacientes con diferente patologia ocular a los
que se les realizd recubrimiento con Membrana Amnidtica Radioesterilizada,
obteniendo buenos resultados, con transparencia de la membrana amniética
aproximadamente a la tercera o0 cuarta semana posterior al recubrimiento

corneal(9).

El amnios, la capa mas interna de la cavidad amnidtica, esta formado por
una monocapa de células epiteliales que se asientan sobre una membrana basal,

a su vez; adherida a una fina capa de tejido conectivo subyacente (10).

Mediante técnicas de inmunofluorescencia se ha observado que las células
epiteliales amnidticas humanas no expresan en su superficie los antigenos HLA-A,
B, Cy DR (11). Esto puede explicar por qué en distintos trabajos se ha observado
que el implante de membrana amnidtica no produce respuestas inmunoldgicas
significativas locales en el lugar del implante, ni se han detectado anticuerpos HLA

en el suero de los receptores (12).

El papel del epitelio de la Membrana Amniética ain no se conoce
completamente; se ha observado que cuando la Membrana Amnidtica tiene el
epitelio intacto hay una mayor cantidad de factores de crecimiento que cuando se
encuentra denudada del mismo (13); ademas se sugiere que podria proporcionar
citoquinas que jueguen un papel importante en el mantenimiento del

microambiente de las células germinales del epitelio corneal (14).



La membrana basal de la Membrana Amniética contiene colageno tipo 1V,
laminina 1, laminina 5, fibronectina, y colageno VII, es muy similar a la de la
conjuntiva (15) y las lamininas son efectivas en mejorar la adhesion de las células
epiteliales de la cérnea (16), facilita la migracion de las células epiteliales, refuerza
las adhesiones de las células epiteliales basales, promueve la diferenciacion
epitelial y previene la apoptosis. También, es un sustrato ideal para el crecimiento
de las células epiteliales germinales; por ésto el trasplante de Membrana
Amniética puede ser usado para estimular las células germinales residuales del
limbo y las células amplificadoras transitorias de la cérnea periférica en el
tratamiento de las insuficiencias parciales del limbo (17) y para facilitar la
epitelizacion en los defectos epiteliales corneales persistentes con tlcera estromal
(18,19). Se ha observado que en cultivos de tejido es buen sustrato para el
crecimiento de células epiteliales (13,20), ademas mantiene la diferenciacion y

morfologia epitelial normal (21).

El estroma de la Membrana Amnidtica tiene un componente que suprime la
sefalizacion mediante el TGF-B, asi como la proliferacion y diferenciacion de los
miofibroblastos de la cornea humana normal y de los fibroblastos del limbo (22);
esto puede explicar porqué reduce la formacién de cicatrices cuando se utiliza en

la reconstruccion de la superficie ocular (23,24).

La matriz estromal de la membrana amniotica puede atrapar las células
inflamatorias (25) llevandolas a la apoptosis de manera mas rapida (26). Ademas
contiene proteinas antiinflamatorias, antiangiogénicas (27) . Por ello se reduce la
inflamacion del estroma corneal (18,23) y la neovascularizacién corneal (6)

después del trasplante de Membrana Amniotica.

Es bien conocido que las metaloproteinasas degradan las proteinas de la
matriz extracelular como laminina, fibronectina y colageno, estas participan tanto

en procesos fisiolégicos como patoldgicos. Las metaloproteinasas se expresan en



distintos tejidos, y en diferentes patologias, se conocen cuatro tipos de
metaloproteinasas las cuales se pueden clasificar por la especificidad del sustrato:
colagenasas, gelatinasas, estromelisinas y matrilisinas. En el epitelio
corneal se expresan principalmente el tipo de las gelatinasas como son las
metaloproteinasas 2 y 9, responsables de la degradacion de la colagena tipo IV y
V, ademas regulan la migracion celular de la cérnea y epitelio cristalineano. Estas
metaloproteinasas se pueden elevar en procesos patolégicos como Ulceras
corneales, por lo que es primordial la inhibiciébn de las mismas para disminuir
inflamacion y asi mismo evitar la angiogénesis (28 y 29), en estudios anteriores
realizados por Rowe y Fortunato en 1997 descubrieron que la membrana
amniotica presentaba inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMP) 1y 2 en
las células epiteliales y mesenquimales, pero también se han encontrado otros
TIMP como 3,4y 9.

Distintos factores de crecimiento han sido identificados en la membrana

amniotica (30) que también contribuyen a facilitar la epitelizacion de los tejidos.
La membrana amniotica tiene las siguientes propiedades:

« Prolonga la supervivencia y la capacidad de clonacién de las células

progenitoras epiteliales.

R/

% Promueva la diferenciacion de las células epiteliales no caliciformes.
% Promueve la diferenciacion de las células epiteliales caliciformes en
presencia de fibroblastos conjuntivales.

K/

« Excluye células inflamatorias con propiedades anti-proteasa.

R/

% Suprime el sistema de sefializacion mediante TGF-B y la diferenciacion
miofibroblastica de los fibroblastos normales (31).
De los efectos clinicos oculares se puede resumir que:

1) Facilita la epitelizacion de los tejidos (cérnea y/o conjuntiva),

manteniendo siempre el fenotipo epitelial presente en la zona.



2) Reduce la inflamacion en los tejidos (bajo el implante y en la vecindad),
la neovascularizacién en el estroma corneal, las cicatrices residuales tras la

regeneracion tisular de la cornea.

Por lo ya mencionado la membrana amniética aplicada como injerto es Util
en el tratamiento de patologias de la superficie corneal, promoviendo la curacién
de Ulceras corneales persistentes de distinta etiologia (18,19,32). En estos casos
la técnica con injerto de membrana amniotica aporta un estroma y una membrana

basal sobre la que se favorece la epitelizacion, consiguiendo el cierre de la Ulcera.

También puede usarse para recubrimiento, de manera temporal o
prolongada, reduciendo la inflamacion, facilitando la epitelizacion y previniendo la
formacion de cicatrices causadas por quemaduras quimicas agudas, tanto en

animales (33) como en humanos (34).

Sin embargo y a pesar de los resultados clinicos favorables, la relacién
histopatoldgica entre la cornea del huésped vy la membrana amnidtica
transplantada aln no se conoce completamente y son pocos los articulos

publicados al respecto en corneas de humano (35) y en corneas de conejo (36).

Hasta el 2007 no existe aun en la literatura reportes histopatolégicos en

corneas con Membrana Amnidtica Radioesterilizada (MAR).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 'Y JUSTIFICACION

La Membrana Amnidtica puede utilizarse en un gran ndamero de
indicaciones oftalmolégicas , ya sea como injerto, como recubrimiento corneal, o
como una combinacién de ambos debido a que facilita la epitelizacion de los
tejidos (cornea y/o conjuntiva) a partir del epitelio sano circundante, manteniendo
siempre el fenotipo epitelial presente en la zona, reduce la inflamacién en los
tejidos, bajo el implante y en la vecindad, reduce la neovascularizacién en el
estroma corneal, reduce las cicatrices residuales tras la regeneracion tisular, tanto

en la conjuntiva como en la cérnea.

Sin embargo aun cuando se han reportado los resultados clinicos
favorables, la relacién histopatoldgica entre la cérnea del huésped vy la
membrana amnioética transplantada aun no se conoce totalmente; y son pocos los
articulos publicados al respecto, alin no existen estudios histopatolégicos en
coérneas con Membrana Amniética Radioesterilizada (MAR); es por ello que se
decide realizar el presente estudio, con la intencién de identificar la manera en
gue la membrana amniotica se integra al estroma corneal y/o se reabsorbe para

permitir el crecimiento de las células epiteliales de la cornea

HIPOTESIS

La membrana amnidtica radioesterilizada se integra a la cérnea y tiene

propiedades antiinflamatorias y antiangiogénicas.

OBJETIVO

Establecer si la Membrana Amnidtica Radioesterilizada se integra a la
cornea desepitelizada de conejo.
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Identificar a nivel histolégico el grado de epitelizacion corneal en cérneas
desepitelizadas de conejo cubiertas con Membrana Amnidtica Radioesterilizada

en diferentes tiempos.

DISENO Y DURACION
Estudio prospectivo, longitudinal, experimental y comparativo

Duraciéon 1 aio

MATERIAL Y METODO

El estudio se realizé en el Hospital General de México en las instalaciones
del Servicio Cirugia Experimental, con el apoyo del Servicio de Patologia en
combinacion con el Banco de Tejidos Radioesterilizados (BTR) del Instituto
Nacional de Investigaciones Nucleares (ININ) en donde se realiza el
procesamiento y radioesterilizacion de la membrana amnibética, bajo un control de
calidad riguroso en todas las etapas (7). Es importante sefialar que el Sistema de
Gestion de la Calidad del BTR cuenta con la certificacion ISO 9001:2000 desde el
1 de agosto de 2003 (37).

Se operaron 43 corneas de 43 conejos sanos a los cuales se les opero solo
una cérnea, 19 cérneas se dieron de baja por ruptura y desprendimiento total de la
membrana. Seis conejos fallecieron en el postoperatorio elimindndose las
respectivas corneas, quedando un total de 18 corneas para su estudio, mismas

que se dividieron en tres grupos:

Grupo A: 6 conejos con un tiempo postoperatorio de recubrimiento corneal
con Membrana Amnidtica Radioesterilizada de 7 dias; que es lo que tarda en

producirse la epitelizacion corneal completa.

Grupo B: 6 conejos con un tiempo postoperatorio de recubrimiento corneal

con Membrana Amnidtica Radioesterilizada de 2 semanas; para tener el
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seguimiento del grado de epitelizacion corneal y ademas identificar si los
componentes de la Membrana Amnidtica Radioesterilizada se han integrado a

la cornea en este tiempo.

Grupo C: 6 conejos con un tiempo postoperatorio de recubrimiento corneal
con Membrana Amnidtica Radioesterilizada de 4 semanas; para saber el grado de
epitelizacion y ademas identificar si los componentes de la la Membrana
Amnidtica Radioesterilizada se han integrado a la cornea en este periodo de
tiempo asi como saber el patron de integracion y si han existido cambios en las

demas estructuras de la cornea y comparar con los otros grupos de conejos.

El procedimiento se realiz6 bajo anestesia con Ketamina intravenosa 10
mg/kg a dosis efecto y Clorhidrato de Xilazina intravenoso a 0.5 mg/kg dosis
efecto, se canalizé la vena marginal de la oreja. Una vez sedado el conejo se
procedi6 a realizar el aseo quirdrgico de la region periorbiataria con iodopovidona
al 10%, se colocaron campos estériles y se infiltrd6 1 ml de xilocaina con epinefrina
2%  subconjuntival. Se utiliz6 un  microscopio quirdrgico Zeis para el
procedimiento. La cirugia consistié en corte y diseccion de la conjuntiva alrededor
del limbo corneal en 360 grados (peritomia perilimbica), utilizando pinzas de
diseccion vy tijeras de Wescott; se coloco sobre la cornea la Membrana Amniética
Radioesterilizada, previa hidratacion en solucién salina balanceada, durante 10
minutos. Se suturd a la conjuntiva con Nylon 10-0 con surgete continuo en 360
grados, siempre quedando el borde de la Membrana Amniética Radioesterilizada
debajo del borde de la conjuntiva en los 360 grados, al término del procedimiento
se aplicd una gota de tobramicina con dexametasona, posteriormente pas6 al area

de recuperacion y después a la jaula respectiva.

A los conejos del grupo A se dio un seguimiento de 7 dias, se revisaron los
conejos diariamente y se les aplic6 una gota de solucién de tobramicina con
dexametasona cada 8 h por 7dias; al grupo B un seguimiento de 2 semanas y se

les aplicé una gota de tobramicina con dexametasona cada 8 horas por 10 dias; al
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grupo C un seguimiento de 4 semanas, se les aplicé una gota de tobramicina con

dexametasona cada 8hrs por 15 dias.

A los conejos del grupo A, B y C se realiz6 al los 7 dias , 2 y 4 semanas
posquirdrgico correspondiente a cada grupo, la extraccion de la cornea operada
bajo anestesia con Ketamina intravenosa 10 mg/kg a dosis efecto y Clorhidrato
de Xilazina Intravenoso a 0.5 mg/kg dosis efecto, se canaliz6 la vena marginal de
la oreja, una vez sedado el conejo se procedié a realizar con un corte a 360
grados a nivel de limbo esclerocorneal del ojo operado, posteriormente fueron
sacrificados con una sobredosis de pentobarbital intravenoso (80 mg/kg de

peso).

Las corneas fueron estudiadas microscépicamente a través de las técnicas
de microscopia de luz (campo claro) y microscopia electronica. Para lo cual cada
cornea se fragmentd en dos partes, una se fij6 en formalina/buffer de fosfatos al
10% para ser incluidos en parafina, que se utilizé para el estudio de microscopia
de campo claro y para la técnica de inmunoperoxidasa indirecta. El segundo se fijé

en glutaraldehido para microscopia electronica.

Del tejido incluido en parafina se realizaron cortes histologicos a 2 um para
ser teflidos con: hematoxilina y eosina, acido peryédico de Schiff (PAS), tricromico
de Mallory, tricromico de Masson, hierro coloidal y metenamina de plata.

TECNICA DE INMUNOPEROXIDASAS INDIRECTA

De este mismo tejido incluido en parafina, se obtuvieron cortes a 2 um para
realizar inmunohistoquimica por la técnica de inmunoperoxidasa indirecta
convencional utilizando el complejo streptavidina-biotina-peroxidasa (ABC) con los

siguientes anticuerpos primarios: TIMP-2, TIMP-4, TIMP-9, (Bioselec, Santa Cruz
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Biotechnology, Inc). La interpretacion de los resultados de la técnica de
inmunoperoxidasa indirecta realizada con todos los anticuerpos se llevd a cabo
con un analizador de imagenes para obtener un resultado cuantitativo, para lo que
se digitaliz6 toda la muestra examinada a 400 aumentos, utlizando un
microscopio de campo claro (Olimpus BX51, objetivo 40X y oculares 10X) y cada
campo se capturé con una camara de video digital (CoolSnap-Plus). Cada imagen
fué procesada en una computadora usando Image-Pro-Plus versién 5.0, un
software procesador de imagen (Image-Pro INC, Media Cibernetics), utilizando la
capacidad de reconocimiento de color en este software se tom6é como positivo el
color café de la técnica de inmunoperoxidasa indirecta. Las mediciones del tejido

se cuantificaron con unidades pixel.

Finalmente el tejido fijado en glutaraldehido se procesé para estudio de
microscopia electronica, para evaluar los cambios ultraestructurales de las

corneas.

VARIABLES HISTOLOGICAS

DESCRIPCION OPERATIVA DE LAS VARIABLES HISTOLOGICAS

Las corneas operadas de los diferentes tiempos de evolucion (1, 2 y 4
semanas) fueron evaluadas por un patélogo, quien no conocera a que grupo hi a

que tiempo pertenecen.

Las variables que se estudiaron fueron las siguientes:

1. PATRONES DE INTEGRACION DE LA MEMBRANA AMNIOTICA A LA
CORNEA:

Se identificaron cuatro patrones de integracién, las cuales fueron

intraepitelial, subepitelial, intraestromal y superficial. Se clasificO de esta manera
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de acuerdo a un estudio realizado por Resch y colaboradores en el 2006 en el cual
se determina por primera vez cuatro patrones de integracién de la membrana

amniotica a la cornea, los cuales fueron descritos de la siguiente manera (38):

INTRAEPITELIAL:
Fue clasificado asi, si ambas superficies de la membrana amnidtica, la basal y

superficial fueron cubiertas por epitelio corneal.

SUBEPITELIAL:
En este tipo de integracion el epitelio corneal cubria solo la parte superficial de la

membrana amnidtica.

INTRAESTROMAL :
El término integracion estromal fue usado en los casos en que el estroma de la
membrana amnidtica fue rodeado por estroma corneal sin ningln contacto con el

epitelio corneal.

SUPERFICIAL:
La localizacion superficial significa la ausencia de una integracién real, es decir, la
membrana amnidtica estaba pegada a la superficie corneal, pero no fue cubierta

por ningun tejido corneal.

2. INFILTRADO INFLAMATORIO

Se evalud la presencia o ausencia de infiltrado inflamatorio crénico y agudo

en el estroma, este dato también fué evaluado cuantitativamente.

3. INHBIDOR TISULAR DE METALOPROTEINASAS
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Fueron evaluados a traves de la técnica de inmunoperoxidasa utilizando los

siguientes anticuerpos primarios: TIMP-2, TIMP-4, TIMP-9.

En cada muestra se digitalizo todo el tejido uniendo campos tomados a 400
aumentos (40 X) a través de una platina automatica. Se digitaliz6 con un
analizador de imagenes que consta de un microscopio de campo claro (Olimpus
BX51) con una camara de video digital (CoolSnap-Plus) y que utiliza un software
Image-Pro-Plus version 5.0. Aprovechando la capacidad de reconocimiento de
color de este software, se cuantifico en unidades pixel la cantidad de positividad
para cada anticuerpo primario. El resultado de esta evaluacion sera informado en

valores numéricos absolutos.

POBLACION:

Conejos de Raza Nueva Zelanda

TAMANO DE LA MUESTRA:

18 Conejos divididos en 3 grupos de acuerdo al tiempo, el tamafo de la
muestra fue elegido por conveniencia de acuerdo a la accesibilidad de la poblaciéon
en la Unidad de Cirugia Experimental, sin embargo; consideramos que 6 conejos
en cada grupo es un numero adecuado para tener una buena estadistica, ademas
que en los antecedentes el nimero de animales utilizados es de 4-6 conejos.
CRITERIOS DE INCLUSION

Conejos de:

Raza Nueva Zelanda
Sanos

Con coOrneas sanas

De 2.5 a3 kg

De 3 a5 meses de edad

Machos

17



No haber sido sometidos a ninguna manipulacion quirdrgica previa

Se ha elegido este modelo por facilidad de manejo, accesibilidad de manejo y
disponibilidad y la experiencia que otros autores han tenido en publicaciones
internacionales (5,26).

CRITERIOS DE EXCLUSION

Conejos:

Con patologia corneal o sistémica
Obesos

Bajos de peso

Menores a 3 meses 0 mayores a 5 meses
Hembras

Que hayan sido sometidos a alguna otra cirugia previamente

CRITERIOS DE ELIMINACION

Conejos con corneas que presenten datos clinicos de infeccién
Conejos con corneas que no cumplan con el tiempo predeterminado para su
estudio por ruptura total y desprendimiento de la membrana.

Conejos que durante el estudio presenten enfermedad sistémica.

ANALISIS ESTADISTICO

Para variables no paramétricas se utilizé la prueba ANOVA.

ASPECTOS ETICOS Y DE BIOSEGURIDAD

El estudio se realizé de acuerdo al protocolo de Helsinski 1999

RELEVANCIA'Y EXPECTATIVAS
Los resultados obtenidos servirdn para establecer si la Membrana
Amnidtica Radioesterilizada se integra a la cdrnea desepitelizada de conejo, el
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grado de epitelizacion y el patrén de integracion de la membrana, tras este

procedimiento quirdrgico.

RECURSOS DISPONIBLES E INSTALACIONES

Instalaciones del Servicio de Cirugia experimental del Hospital General de México
Instalaciones del Banco de Tejidos Radioesterilizados (BTR) del Instituto Nacional
de Investigaciones Nucleares (ININ).

Instalaciones del Servicio de Patologia del HGM
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RESULTADOS

Se estudiaron un total de 18 cérneas las cuales cumplieron con los criterios
de inclusion, se operaron 7 ojos izquierdos y 11 ojos derechos, se dividieron para
su estudio en 3 grupos, el grupo A de 7 dias, grupo B de 2 semanas y el grupo C
de 4 semanas. Una vez cumplido el tiempo requerido de cada grupo, se
sacrificaron a los conejos y se les extrajo la cérnea para enviarlo a estudio

histolégico.

Grupo A: en este grupo de estudio se estudiaron las cérneas 1,3,5,5a,6y 8.

Grupo B: en este grupo se estudiaron las corneas 4, 4a, 10, 12, 16 y 19.

Grupo C: en este grupo se estudiaron las corneas 13a, 15a, 11206, 13204,
13206, 14403

CARACTERISTICAS CLINICAS:

En las caracteristicas clinicas se estudiaron el grado de hiperemia conjuntival,
secrecion, el estado de la membrana amnidtica y si se desarrollo leucoma y/o

vascularizacion corneal.

Grupo A
En los conejos 1, 5a y 8 la membrana se mantuvo integra con secrecion escasa,
mientras que los conejos 3, 5y 6 presentaron ruptura parcial de la membrana, en

el sector nasal. Ninguno desarrollo leucoma ni vascularizacion.

Grupo B
En los conejos 4, 10, 12, 16, 19 la membrana se mantuvo integra, se desarrollo

leucoma poco denso y vascularizacion superficial en las corneas de los conejos 10
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y 12, la cérnea 16 solo desarrollé vascularizacién superficial, cabe mencionar que
esta vascularizacion se present6 en el limbo donde se encontraban las suturas. La
cérnea 4a, presentd ruptura parcial a los 12 dias posterior al injerto de la

membrana. La secrecion fue de escasa a moderada.

Grupo C

En este grupo se presenté ruptura parcial de la membrana amniotica en todas las
corneas; en la cérneas 15a y 11706, se presentd ruptura de la membrana de
manera parcial al inicio de la 3era semana, hacia la cuarta semana era poco
distinguible macroscopicamente. La cornea 15a, desarrollo vascularizacion y
leucoma y en la cérnea 11706 solo se desarrollo vascularizacion corneal
superficial limbal (cercano a las suturas). Las cOrneas 13a, 13204 y 13206
desarrollaron leucoma y vascularizacion corneal superficial (limbal), hacia la 4ta
semana la membrana casi no se distinguia. La cérnea 14403 present6 ruptura
parcial en la 2da semana, y posteriormente desarrollo leucoma poco denso y

vascularizacion. Superficial. Todas con secrecion de moderada a abundante.

PATRONES DE INTEGRACION

Las 18 coOrneas se enviaron para su estudio histolégico, encontrandose los
siguientes patrones de integracion en la tincion de PAS: intraepitelial, subepitelial,

intraestromal y superficial. Se encontrd la siguiente distribucion por cada grupo de

corneas.
Grupo de Intraepitelial Subepitelial Intraestromal  Superficial
corneas No. Casos No. Casos No. Casos No. Casos
A 1 1 3 1
B 1 1 3 1
C 0 2 4 0
Total 2 4 10 2
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El patrén intraepitelial representd el 11.1%, el subepitelial el 22.2% , el
intraestromal el 55.5% vy el superficial el 11.1%.

En la microscopia electronica se corrobora la integracion de la membrana a la
cornea, lo que se observa son desorganizacion de las fibras de colagena en la

cornea y mechones de colagena.

INFILTRADO INFLAMATORIO

Se analizo el infiltrado inflamatorio agudo compuesto por neutrofilos y el
infiltrado inflamatorio cronico compuesto por macrofagos, linfocitos y células

plasmaticas.

Grupo A:

Infiltrado agudo: se encontré un valor promedio de 134.83 células con un rango de
3 a 387 células

Infiltrado cronico: se encontré un valor promedio de 2554.66 células con un rango
de 14 a 12734 células.

Grupo B:

Infiltrado agudo: se encontré un valor promedio de 182.83 células con un rango de
12 a 612 células.

Infiltrado crénico: se encontré un valor promedio de 1258.66 células con un rango
de 75 a 3994 células.

Grupo C:

Infiltrado agudo: se encontré un valor promedio de 2482.33 células con un rango
de 9 a 11982 células.

Infiltrado cronico: se encontré un valor promedio de 3226.50 células con un rango
de 13 a 13421 células.
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Se realizé un analisis del infiltrado crénico y agudo y su comportamiento de
manera independiente con respecto a cada grupo, para esto se utilizé la prueba
ANOVA, encontrandose un p=0.26, lo cual no fue estadisticamente significativo,
por lo tanto el infiltrado crénico y agudo se comporto de igual manera en los 3
grupos. En las gréficas 2 y 3 se muestran los valores promedio del infiltrado
cronico y agudo con respecto a cada grupo y aunque en la muestra se observa
que en el grupo C hay una tendencia al incremento con respecto al grupo Ay B,

estadisticamente no es significativo.

INHIBIDOR TISULAR DE METALOPROTEINASAS (TIMP)

Por cada grupo de coOrneas se determiné el inhibidor tisular de
metaloproteinasas (TIMP), encontrandose en todos los grupos elevadas mayor en
el grupo A de 1 semana y posteriormente fue disminuyendo, se encontraron los

siguientes valores promedio, misma que se reportaron en unidades pixel.

Grupo de TIMP 2 TIMP 4 TIMP 9
coérneas
8173.83 9397.83 8861.16
B 6132.50 6658.50 8381.83
4464.33 4649.66 4705

Se realizé un analisis de cada inhibidor tisular de metaloproteinasas (TIMP)
por cada grupo de cornea, para determinar el comportamiento de cada TIMP con
respecto al tiempo, para esto se realiz6 un analisis estadistico mediante 3

métodos estadisticos: ANOVA, chi cuadrado de Barlett y Kruskal-Wallis.
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TIMP 2
Por el método ANOVA se encontré una p= 0.51, chi cuadrado de Barlett's
se encontré un valor de p= 0.95 con y por ultimo Kruskal-Wallis con un valor de

p=0.52, ninguno tuvo un valor estadisticamente significativo.

TIMP 4
Por el método ANOVA se encontré una p= 0.24, chi cuadrado de Barlett's
se encontré un valor de p= 0.69 con y por ultimo Kruskal-Wallis con un valor de

p=0.23, ninguno tuvo un valor estadisticamente significativo.

TIMP 9
Por el método ANOVA se encontré una p= 0.27, chi cuadrado de Barlett's
se encontré un valor de p= 0.77 con y por ultimo Kruskal-Wallis con un valor de

p=0.18, ninguno tuvo un valor estadisticamente significativo.

En las graficas 4,5 y 6 se observa el comportamiento de cada TIMP con

respecto al tiempo.

A continuacién, se muestra una tabla con los resultados del infiltrado
inflamatorio agudo y croénico, asi como la cuantificacién de las TIMP 2,4y 9, y los
patrones de integracion de la membrana amniédtica de cada cOrnea, asi como una

grafica que muestra la distribucion de la integracion de la membrana.
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# Cronico Agudo MPI  MPI4 MPI Intraepitelial Subepitelial Intraestromal Superficial
cornea 2 9
11706 92 91 719 1191 1309 0 1 0 0
13206 13 9 723 602 101 0 0 1 0
13204 462 650 1403 1798 3662 0 0 1 0
14403 827 922 1091 827 2354 0 0 1 0
152 4544 1240 11929 12138 10922 0 1 0 0
10 75 12 312 109 563 1 0 0 0
1 14 3 812 3487 1692 0 1 0 0
132 13421 11982 10921 11342 9882 0 0 1 0
19 126 113 10119 9110 11122 0 1 0 0
3 688 107 11816 11736 11627 0 0 1 0
5 12734 387 14982 9810 11561 1 0 0 0
6 487 145 11609 11892 11112 0 0 1 0
8 853 144 1342 6521 2289 0 0 1 0
4 145 39 09828 8841 8718 0 0 1 0
12 2521 309 1145 2871 9477 0 0 1 0
16 691 612 3298 6009 9488 0 0 1 0
42 3994 12 12093 13011 10923 0 0 0 1
52 552 23 8482 129411 14886 0 0 0 1
2 4 10 2
Fig. 1 Tabla de resultados general
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DISCUSION

La membrana amniética, fue utilizada en un inicio para el manejo de
guemaduras quimicas oculares y a través de los afios se ha ido popularizado cada
vez mas en el uso de afecciones de la superficie ocular con muy buenos

resultados.

En la actualidad hay varios tipos de membrana, en nuestro estudio se utilizd
la membrana amniética radioesterilizada, como se ha reportado en la literatura, el
éxito del injerto de membrana amnibtica, se debe a las propiedades
antinflamatorias y antiangiogénicas. En nuestro estudio el objetivo principal fue
determinar la integracion de la membrana amnidtica radioesterilizada, asi como
determinar si conservaba sus propiedades antiinflamatorias y antiangiogénicas
con la determinacion del inhibidor tisular de metaloproeinasas 2, 4 y 9. En nuestro
estudio se encontraron elevadas en los 3 grupos aunque con un patron
decreciente, sin embargo no hubo diferencia estadisticamente significativa por lo
que podemos decir que se comportaron de igual manera en los 3 grupos de

estudio, manteniéndose elevadas tal vez por el proceso inflamatorio.

En el 2006 Resch y colaboradores (38) realizaron por primera vez una
clasificacion de los patrones de integracion de la membrana amniotica a la cornea,
ellos encontraron que la integracion subepitelial fue la mas frecuente a diferencia
de nuestro estudio, en el cual elg)f)atrén mayor observado en los 3 grupos de
corneas fue el intraestromal, con un 55.5% de frecuencia independientemente del

tiempo posquirdrgico.

Se encontré en la mayoria de las muestras un gran infiltrado inflamatorio
cronico, mismo que se encontrd6 mas elevado en el grupo C. Clinicamente este
grupo presentd mayor secrecion por lisis de la membrana, ya que no se
observaba datos de infeccidon ocular, también se observd que algunas cérneas

presentaron leucoma corneal, quizas por esta misma reaccion inflamatoria.
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Después de un injerto de membrana amniética en humanos, a la cuarta
semana ya no se observan remanentes, en conejos aun los podemos observar,
muy dificiles de distinguir por el leucoma corneal, aunque no esperadbamos un
infiltrado inflamatorio tan importante, es posible que por la ruptura parcial de la
membrana que se presento en varias cérneas haya favorecido la inflamacion y la
vascularizacion corneal. Otra posibilidad es que se hubiera desarrollado alguna
reaccion en el conejo a la membrana amnidtica por tratarse de diferente especie,
ya que se encontrd infiltrado mononuclear, aunque es solo una posibilidad ya que
la membrana amnidtica no presenta antigenos de superficie, aunque en un estudio
publicado por Adinolfi en 1982, se reportd que en estudios radiobiolégicos de
células amnidticas cultivadas in vitro han sintetizado pequefas cantidades de HLA
A, B, C o antigenos DR (37) por lo que seria importante realizar mas estudios con

este tipo de membrana.
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CONCLUSIONES

En nuestro estudio se encontré que la membrana amnidtica se integra a la
cornea y el patron de integracion mas frecuente fue el intraestromal con un 55.5%
de frecuencia a diferencia de lo reportado por Resch y colaboradores quienes

encontraron como patrén mas frecuente el subepitelial.

Los inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMP) 2 , 4 y 9, los cuales
son los reguladores de las metaloproteinasas, se expresan en la membrana
amnidtica y son una cualidad buscada en la membrana por sus efectos

antiinflamatorios y antiangiogénicos.

En este estudio los TIMP se encontraron en los 3 grupos, por lo que
podemos concluir que en nuestra membrana se siguen expresando los TIMP, pero
es posible que por la ruptura parcial de la membrana amniética que se presento,

no se pudo limitar el proceso inflamatorio.

Este estudio seria importante realizarlo en humanos con coérneas

patolégicas, para esclarecer mejor los cambios histolégicos.
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ANEXOS



Presentacion de Membrana Amniotica Radioesterilizada

Membrana Amniotica Radioesterilizada
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Injerto de membrana amniética
radioesterilizada

Posquirargico de injerto de
membrana
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Tincién con hematoxilina eosina de membrana
amniodtica radioesterilizada.
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PATRONES DE
INTEGRACION

N\
N

INTRAESTROMAL
Las flechas sefialan la membrana integrandose dentro del estroma.

INTRAEPITELIAL
La flecha sefiala como la membrana se integra al epitelio
corneal
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EPI

\ EST

SUBEPITELIAL
Se observa la membrana por debajo del epitelio corneal y por
encima del estroma.
EPI= epitelio, EST=estroma M= membrana aminotica

SUPERFICIAL.
La flecha sefiala como la membrana se adosa al epitelio
corneal sin integrarse a él.
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MICROSCOPIA ELECTRONICA

T O

Se observa desorganizacion de fibras de colagena y un nicleo de
fibroblasto (F).
Integracion intraestromal

Se observa desorganizacion de fibras de colagena.
Integracién intraepitelial
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