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

En la actualidad existen varios métodos para la preservacién de cérneas, se tienen medios de
cultivo asociados con tiempos prolongados de preservacién, algunas técnicas de
criopreservacién e incontables soluciones asociadas con mayores o menores cantidades de
condroitin sulfato, lo que las hace sumamente caras e inaccesibles a nuestro medio y
-técnicamente dfficiles en su preparacién y manejo. Sabemos que el éxito del trasplante
corneal depende de una adecuada técnica quirGrgica, 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 destruccién de las células andoteliales.

El objetivo de este trabajo fue demostrar que la solucién C modificada es una buena alternativa
como solucién preservadora de cdrneas, siendo esta tan funcional, costea- ble, de
fécil preparacién y manejo, que las disponibles hasta el momento. Se analizé el
comportamiento microestructural de la cérnea de conejo con tiempos prolongados de
preservacion e hipotermia.

En este estudio se utiizaron 12 conejos (24 cérneas) adultos de 3-5 kg de peso, no
importando sl sexo, vacunados, desparasitados, bajo dieta balanceada y sin ningun signo de
patologla ocular. Los cuales se sacrificaron con pentobarbital sédico. Con técnica aseptica
se obtuvo el boton corneal y se sumergié en la solucién preservadora en campana de flujo
laminar. Se realizaron 05 grupos de estudio y el grupo control, que constaron de 4 cérneas
cada uno, variando el tismpo que se encontraban sumergidas en la solucién modificada e
hipotermia a 40. centigrados. (24 hrs, 48 hrs, 05 dfas, 07 dias y 08 dias), posteriormente se
fijaron en gluteraldehido para su estudio de microscopia de luz, semifinos y electrénica.

Sa describen las alteraciones encontradas en las capas de la cérnea, haciendo especial enfésis
en el comportamiento normal de las células endoteliales y el nimero de las mismas por campo.
para’ poder tener pardmetros de comparacién con el resto de los grupos estudiados y
comprobar la eficacia de la solucién utilizada.
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By PROSPECTIVO, LONGITUDINAL, COMPARATIVO Y EXPERIMENTAL.




INTRODUCCION

El uso de algunas soluciones de preservacién, ademds del al i en frio, se han utilizado con

éxito en algunos érganos como rifion , higado e intesting, lo quo ha permitido realizar trasplantes de
érganos con resuitados satisfactorios, {**°),
Dichas soluciones se propusieron con base en el estudio de los mecanismos de daflo celular al que son

sometidos los érganos en isquemia y posteriormente son trasplantados.

En la actualidad existen varios métodos para preservar cérneas , se tienen medios de cultivo asociados
con tiempo prolongado de preservacién, algunas técnicas de criopreservacién, a incontables soluciones
asociadas 2 mayores o menores cantidades de condroitin sulfato ('), 1o que fas hace sumamente

caras e inaccesibles a nuestro medio y técnicamente.dificiles de preparacién y manejo.

Sabemos que el éxito del trasp! corneal depende de una ad ja técnica quirargica, pero sobre
todo de una cantidad adecuada de endotelio viable en 1a cérnea donadora que se fogra. si 'elv'\_v'
almacenamiento de dicha estructura es adecuada y permita la menor destruccién de células - . |

endoteliales. {1}

Elr ismo de dafio diado y explicado en otros 6rganos no es del todo apllcabla al obssrvado g

an la cérnea ni en otras estructuras oculares, a la fecha aﬁn no ha quedado esclarecldo y creamos qua

asto es motivo para futuras InVSStIgaClOnQS.

ser tomada y colocada en los diferentes medios de preser

icnicos que desestabilizan la bomba endotelial ('222), pdre!lb es importante 'ijue se tome en cuen(‘a' las
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" osmolaridad vy el pH de las solucicnes empleadas, por otra parte los requerimientos celulares en

_hipotermia {4°C) se encuentran disminuidos, por la que si se mantienen los minimos necesarios»cpn

las soluciones propuestas, tendremos mejor control en la preparacién de la misma y en su utilizacion.

El presente escrito tiene como finalidad dar a conocer el comportamiento microestructural de las

cérneas de conejo adulto, en un modelo experimental de preservacién de cérneas con tiempps

prol dos de al i e hipotermia.

Prc )s que la 1 "C" modificada, es Util para preservar cérneas, lograndose obtener a
menor costo, técnicamente facil de preparar, siendo accesible a nuestro medio contando con las
mismas propiedades protectoras del endotelio corneal que otras soluciones mas costosas utilizadas

hasta el momento.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 12 consjos adultos Nueva Zelanda Albinds entré 3 3 6 Kg'de peso, no importando el -

sexo, vacunados y despar bajo dieta bal . observacién _pfevia de una semana y sin

ningtin signo de infeccién ocular {foto 1).

Bajo anestesia general endovenosa con pentobarbital sédico (25mg/kg peso) se realiz6 toma del botdn °
corneal bajo técnica aseptica estricta, luego de la cual se procedié al sacrificio del animal con

sobreddsis de pentobarbital {foto 2},



Obtencién del Botén corneal:
Técnica Quirdrgica

Anti ia de regi orl

(cloranfenicel y gentamicina) ~

-Calocacién de astériles, delimitando regi orbitarias

-Colocacién de blefarastato inicialmente en ojo derecho

-Lavado ocular con solucién Hartmann

-Peritomfa perilimbica en los 360°

-Incisién escleral 2mm atras del fimbo esclerocorneal en el M de " las )‘(II' v(Par‘acentesi‘s)

-Se amplia el corte para toma de botdn corneal con rodete de  esclera de 1-2 mm :

-Colocacién del botén corneoescleral en la sofucién C modificada

-Se repite la técnica para toma de! botdn contralateral

Elaboracion de la Solucién *C* modificada para uso clinico-expérimental; .




-Da :gual forma dlsolver la glusosa aforando 2 100ml dlsolver al - Mg_S_O;7H,9, aforando a‘ 100mi; e

’ Vcada uno de estos por separado

-E#(e_rilizar en autoclave a 151b/in?; 15 minutas a 121°C.

-Mezclar en condiciones estériles las prap

endrgicamente

6n de cuatro

en mlcroscop{a electrénica.
Las primeras 04 cémeas extraldas fueron inmediatam

Los siguientes grupos fueron obsarvad 0 por ss acio; de 24 horas (01 dia), 48 horas (02 'dra;),,os dias,

07 dlas y 08 d!as preservadas en 20 cc de solucaén "cr ot




del

. La calocacion

S6 realizarén. cultivos de’las corneas preservadas dirante el ‘tismpo_de-almacenaje para control

“microbiolégico.

/ La temperatura a la que se sometieron de acuerdo al tiempo de observacion se registré con termémetro

' para Verificar que siempre se encontrara a 4°C.

" La toma del bot6n corneal siempre se realizé por el mismo investigador, asf como la preparacién de la

solucién se efectus 24 horas antes del procedimiento por el mismo investigador con asesorfa de! Q.B.P.

Para el andlisis microestructural de las cérneas se utilizé técnica estandarizada, fijadas en gluteraldehido
al 3 % en buffer 0:15 molar, despuds de 24 horas de fijacién se posfijaron con tetréxido de osmio,
para el estudio de microscopfa electrénica de transmisién se colocaron las cérneas en un bastidor para
evitar plegamientos y alteracionas morfolégicas no dependientes de |a preservacién corneal. En el
estudio de microscopla de Luz se fijaron en 10% de formol, deshidratacién en alcoholes, golocados

en bloque de parafina para su corte, y tefiidos con azul de toluidina, hematoxilina y eosisna.
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Foto No.01 ANIMAL DE EXPERIMENTACION

Conejos Nueva Zelanda {3 a 5 Kg de peso)



Foto No.02 QUIROFANO DE INVESTIGACION

Departamento de Cirugla. Facultad de Médicina

Universidad Nacional Autdi de Méxi




Foto No.03 CAMPANA DE FLUJO LAMINAR

Pr ion de Ia solucion "C" modificad:

vy Envasado de cérneas. Laboratorio de Quimica
Departamento de Cirugla. Facultad de Medicina
Universidad Nacional Auté de Mé




Foto No.O4 BLEFAROSTATO PARA CONEJOS

Diseriado en la Unidad de Ingenieria Biomédica
Departamento de Cirugla. Facultad de Medicina

Universidad Nacional Auténoma de México
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_ RESULTADOS B

Se presenta el andlisis descriptivo de 30 cortes histalégicos , con micr fa de luz, en il

microscopfa electrénica de transmisién, para cada grupo.

£n ia grdfica No.1 se tiene la cusnta de células endoteliales observadas por campo en microscopfa de
luz (40x), donde se muestra un descenso en la cuenta endotelial conforme progresa el tiempo de

preservacién con respecto al grupo contral.

En la misma, partimos de una cusnta endotelial en nimero de 26 por campo que reprasentardn nuestro .. : B

100%.

para las 48 horas continuamos observando una

118 céldlas'pqri

campo con un porcentaje de las mismas de 69.23‘%

pért_:e’htaje ‘

en almacenaje es ’

cambios en el

ras hasta el quinto dfa

para estabilizarse entre éste y el séptimo dia. Pero al ociévu tenemos un pérdida 'asi 50% y cuenta

de células endoteliales por campo de 13,

Ninguna cérnea cultivada mostré crecimi bacteriano.’




SHIVI'THLOUNYA SVINTHO "ON




GRUPO | . CONTROL (04 Cérneas)

Numero da células por campo: 26
Porcentaje representado:  100%
{foto.05), donde obssrvamos el

-Se muestra un corte histolégico de la cérnea
paralelismo de las fibras en el estroma y la capa monocular endotslial conservada.

Foto No.05 Microscopla de Luz, Hematoxilina y Eosina.
Grupo control/Plan 40 1943-90

FALLA pE ORIGEN



Con azul de toluidina en cortes semifinos {foto 06), un acercamiento a las células

endoteliales que se encusntran adheridas a la membrana de Descemst.

Foto No.06 Microscopia de Luz, Azul de Toluidina.
Grupo controlfinmersién 1943-90



En la microscopfa electrénica de transmisién {foto 07) se hace evidente la unién

intercelular laterolateral respstada, no existe desprendimiento de la membrana de

Descemet, ni lesiones celularas.

Foto No.07 Microscopia Electrénica de Transmisién.

Grupo control/Unién intercelular



GRUPO Il .- OBSERVACION DE LAS CORNEAS 24 HORAS DESPUES DEL
ALMACENAMIENTO A 4° C EN LA SOLUCION "C" MODIFICADA (04 Cdmeas)
Numero de células por campo: 19

Porcentaje representado:  73.07%

{foto 08) Se musstran zonas de desprendimiento de las uniones intercelulares
endoteliales {laterolateral), con discreto edema pero buena adhesién a la membrana de

Descemet.

Foto No.08 Microscopla de Luz, Hematoxilina y Eosina.

Grupo de 24 horas/Plan 20 1976



» GﬁUPO HI . 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 de! estroma , al endotelio conserva sus

caracteristicas morfol6gicas.

Foto No.09 Microscopla de Luz, Hematoxilina y Eosina.

Grupo de 48 horas/Plan 10 1978



(foto 10 y 11} Las células endoteliales presentan espacios entre sf por descamacién
endotelial, sin embargo, las existentes se encuentran adheridas a la membrana de
Descemet, esta adhesién no es firme ya que se observa la presencia incipients de

material amorfo entre las mismas vy las células endoteliales.

Foto No.10 Microscopla de Luz, Azul de Toluidina.

Grupo de 48 horas/inmersién



Foto No.11 Microscopia de Luz, Azul de Toluidina.
Grupo de 48 horas/inmersién



GRUPO- IV . OBSERVACION DE LAS CORNEAS A LOS 05 DIAS Désputs ‘DEL
ALMACENAMIENTO A 4° C EN LA SOLUCION "C" MODIFICADA {04 Cérneas)’
'Numero de células por campo: 16

porcentaje representado: 61.53%

Al quinto dia se presenta un desprendimiento de la monocapa endotelial mas extenso
(foto 12), reflejado en fa cuenta célular.
Existe aumento de los espacios entre las fibras del estroma bor edema, pero los

queratocitos {foto 13) no presentdn alteracidn morfolégica.

Foto No.12 Microscopia de Luz, Hematoxilina y Eosina.

* Grupo de 05 dfas/ Plan 30



Foto No. 13 Microscopfa de Luz,

Hematoxilina y Eosina,
Grupo de 05 dias/ Plan 30



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

déposito de material amorfo entre éstas.

Foto No. 74 Microscopia de Luz, Azul de toluidina.

Grupo de 05 dfas/ Inmersién



. GRUPO V . OBSERVACION DE LAS CORNEAS A LOS 07 DIAS DESPUES DEL
ALMACENAMIENTO A 4° C EN LA SOLUCION "C" MODIFICADA {04 Cérneas)
Ntmero de células por campo: 16
Porcentaje representado:  61.53%

Al séptimo dfa existia mayor edema célular en el endotelio (foto 15), con pérdida de la

morfologfa y presencia de una banda sosinofflica que traduce degeneracién celular.

Foto No. 15 Microscopla de Luz, Hematoxilina y Eosina.

Grupo de 07 dlas/ Plan 40

Banda eosinofilica




{foto 16} Encontramos evidencia de la conversién de células endoteliales a células
fantasma, ademés se observa con mayor detalle el material amorfo entre la céiula y la

membrana de Descemet.

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

Grupo de 07 dfas/inmersién



En fa microscopla electrénica de transmlsxén (foto 1 7) obssrvamos gran edema célular, ;

con vesfculas pericelulares y separacion entre dos células endotellales por la presencia
de material amorfo.

Foto No.17 Microscopfa Electrénica de Transmisién.

Grupo de 07 dias/Unién celular interrumpida



GRUPO VI . OBSERVACION DE LAS CORNEAS A LOS 08 DIAS DESPUES DEL
ALMACENAMIENTO A 4° C EN LA SOLUCION "C" MODIFICADA (04 Cérneas}
Nimero de células por campo: 13 :

Porcentaje representado:  50%

A los 08 dfas {fotos 18 y 19) podemos observar el plegamiento serpentiginoso de toda
la monocapa endotelial o de las ahor‘a llamadas células fantasma vy picnosis, ademas de

alteraciones estromales con escasas fibras.

Foto No. 18 Microscopla de Luz, Azul de toluidina. LB.

Grupo de 08 dlas/inmersion



Foto No. 19 Microscopla de Luz, Azul de toluidina.

Grupo de 08 dias/Inmersién



Finalhehfa en la.micfoscopia electrénica de transmisién”en IasA(.fot_ds'rzdby 21) se
demuestra la AUTOLISIS de las estructuras observadas.

Foto No.20 Microscopfa Electrénica de Transmision,

Grupo de 08 dlas



Foto No.

21 Microscopla Electronica de Transmisién.

Grupo de 08 dias



DISCUSION Y CONCLUSIONES

Ei contar con métodos efectivos para el almacenamiento y preservacién de cdrneas permitird una

N N ¢ 3 3

de la per s .

cirugfa eficiente, de urgencia o electiva paralar

.

Hasta ahora ningGn método propuesto de preservacion, criopreservacién o medio de cultivo ha sido

- satisfactorio para uso clfnico y con los que ente s0n st

En {a preservacién corneal existen muchas variables, en las que se 1, del método de

praservacion, la edad del donador, patologia de base del donador o receptor v habilidad quirtrgica del
especialista; sin embargo todas estas variables en conjunte no estan bien estudiadas ni son bien
conacidas, porque tener el control de ellas en humanos es muy dificil, por ello se han desarrollado
modelos experimentales para iratar de obtener las mayores ventajas y ofrecer a la pobfacién

da de 1t 6 i una mejor opcién de tratamiento,

El trasplante de cérnea en la actualidad es considerado una verdadera urgencia, ya que tan solo en
nuestro Hospital existen 350 pacientes en lista de espera para obtener una posibilidad de rehabilitacién
visual y las donaciones de érganos se ven envueltas por misticas de Ja poblacién, asf tenemos que la
danaci&n de cérnéas es muy gscasa y que el promedio de las mismas varia desde una cdrnea donada

en 05 meses hasta la obtencién de 4 cérneas por semana.

De tal suerte que al obtener una cdrnea para trasplante en nuestra realidad, el procedimiento se
efectuard a mas tardar durante las primeras 48 horas y por consiguiente el tiempo de preservacion de

las mismas se reduce, por lo que necesitamos de métodos. de, preservacién. que nos aseguren

conservar la funcidn endotelial por un minima de 03-05 dias, va que al realizarse la'quaratoplastra ’

penetrante el éxito dependerd de la técnica quirdrgica i

da con todas sus implicaciones y de la

repuesta del receptor,




. ,~Nl;§§tr;>s Hérr{os preéantado un modelo experimental en cérneas de conejo adultos {> 1 afio de ed;d)
b;ra e&ifar la divisidn celular que se reparta en conejos jovenes durante los procesos de reparacién ante
u:v;_a‘l.esio‘n, creemos que este modelo es adecuado a nuestras necesidades y tecnologfa, demostrando
que .lé solucién propuesta puede ser tan efectiva como las ya existentes en el mercado, no hay

antecedente registrado de ésta solucién en otros modelos de preservacién para cérneas.

Por el momento estamos satisfechos con los resultados revelados en esta estudio, ya que la solucién

de células doteliales durante los primeros 07 dias que nos

conserva un porcentaje ad
permitirfa realizar un trasplante cérneal con margen de seguridad e inclusive, las cérneas preservadas
al 08 dfa se pueden trasplantar tomando sole en cuenta éste pardmetro 'ya que la célula endotelial es

{a mayor responsable del metabolismo de la cérnea.

Cuando realizamos el andlisis histolégico nos dimos cuenta que la microestructura se encuentra en
buenas condiciones hasta el quinto dfa, al séptimo seinsinuan cambios degenerativos muy importantes
a irreversibles que se confirman sin lugar a dudas al octavo de almacenamiento en la solucién "C" y

en criopreservacin.

. Con’este_ soporte mor decidii realizar traspl; de cérneas preservadas en la solucién

‘propuesta a 1as 24 horas; .48 horas y 05 dfas de almacenamiento, en congjos también mayores de un

~afio qa edaﬁ; c‘dnt(olando la reaccidn inflamatoria del conejo sometido a queratoplastia penentrante con

5 000 U.l.de heparina.

31



. . : . 3
- Asf nas encontramos con gratas sorpresas, lenemos una forma segura de preparar la solucién y evitar

contaminacién de ta misma, la respuesta de! trasplante es magnifica, se realizé contso endotelial al ojo

" wrasplantado para compararlo con e! sano {contralateral} sin existir cambios draméticos en la cuenta .

'. . también se midio6 claridad del injerto slendo practicamente la misma para el control que para el ojo del" -

trasplante, esto nos alienta a continuar mejorando la solucién propuesta y abrir el campo para’la

elaboracién de una solucién Mexicana que preserve corneas con la calidad y propiedades 'da .las‘ya'

existentes en el mercado, siendo accesible a nuestro medio.

_Por lo anterior nosotros CONCLUIMOS :

en comparacién con los empleados'actualmsnte. :

-Es de facil preparaci

gicas presentad’as_ entre el seuuhdo y séptimo dfa, seran motivo de prdximbs‘

drneas; llevadas-al

fin corrobarar la fhnclpnahdad de la

ratoplastia panstrante).
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