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Il. ABREVIATURAS

CMNR: Centro Médico Nacional La Raza

UMAE: Unidad Médica de Alta Especialidad.

HECMN: Hospital de especialidades Centro Médico Nacional
EBAA: Asociacion Americana de Banco de Ojos

CMV: Citomegalovirus

VHS-1: Virus Herpes Simple Tipo 1

VHS-2: Virus Herpes Simple Tipo 2

VZV: Virus de la Varicela Zoster

VHD: Virus de Hepatitis D

VHB: Virus de Hepatitis B

VHC: Virus de Hepatitis C

VIH-1: Virus de la Inmunodeficiencia Humana Tipo 1

VIH-2: Virus de la Inmunodeficiencia Humana Tipo 2

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

EIA: Inmunoensayo Enzimatico

RIBA-II: Ensayo de Segunda Generacion de Radio-Inmunoblot
NAT: Pruebas de Acido Nucleico

TG: Trigémino

IHC: Inmunohistoquimica

TC: Trasplante de Cérnea

TORCH: Toxoplasma, Otros, Rubeola, Citomegalovirs, Herpes.
MAT: Construccién de microarreglo de tejidos

HE: Hematoxilina-eosina

PAS: Acido peryodico de schiff

TM: Tricrdbmico de masson
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lll. RESUMEN

Verdiguel-Sotelo K1, Gonzalez-Bojorquez E2, Carrasco-Quiroz A3.

Estudio de inmunohistoquimica e histoquimica en tejido corneal con fines de
trasplante con serologia positiva a TORCH. Experiencia en Centro Médico
Nacional La Raza.

Antecedentes: La transmision de enfermedades de los tejidos de los donantes a
los beneficiarios, es uno de los peligros potenciales asociados con todos los tipos
de trasplante de organos vy tejidos.

Requisitos médicos para la seleccion de los tejidos de la cornea de donantes han
sido desarrollados por la Asociacion Americana de Banco de Ojos (EBAA) y la
FDA de Estados Unidos para asegurar que las corneas de donantes sean de la
mas alta calidad y que el donante esté libre de enfermedades transmisibles.

En México no existe un consenso nacional en materia de la evaluacion del tejido
corneal con fines de trasplante. Existen diversos hospitales que realizan
procuraciones y sus evaluaciones difieren en diversos puntos y uno de ellos es el
estudio seroldgico de los donantes. La literatura reporta dafo endotelial por
diferentes contagios de virus in vivo. Por otro lado se reportan fallas primarias de
injerto en corneas con positividad a serologia diversa aun otorgando al receptor
tratamiento profilactico especifico. Por consenso del comité interno de trasplante
de nuestro hospital se considera panel seroldgico completo al siguiente: VIH, VHC,
VHB, CMV, sifilis, herpes, toxoplasma, y rubeola, descartando trasplantar
cualquier tejido con serologia positiva.

Es importante recalcar la importancia de éste estudio conociendo que la técnica de
microarreglos de tejidos, hoy en dia es una de las herramientas mas modernas y
mas utiles existentes hoy en dia en el estudio de tejidos; que permite disminuir la
variabilidad internesayo y a variabilidad del observador u observadores. Su uso se
confina practicamente para investigacion en la cual se pretende poner de
manifiesto una molécula determinada. Mientras tanto la inmunohistoquimica es
una tincidn basada en una reaccion antigeno-anticuerpo, en la que el anticuerpo
especificamente se une a su antigeno, y dicho anticuerpo marcado con una
sustancia cromoégena es el que va a dar la reaccion de tincidbn en nuestras
muestras de coérneas donadas, 0 ausencia de la misma.

Objetivo: Describir las caracteristicas inmunolégicas e histolégicas con deteccién
de anticuerpos especificos, mediante inmunohistoquimica e histoquimica de los
tejidos corneales procurados con fines de trasplante y reporte serolégico positivo a
TORCH (siendo éste el mas prevalente durante el tiempo de recoleccidon de
nuestras muestras), para comprobar o descartar la latencia de estos
microorganismos en dichos tejidos.

Material y métodos: El presente es un estudio observacional, descriptivo,
transversal, prospectivo.
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Recursos e infraestructura: La investigacion y estudio del tejido corneal donado
con serologias positivas a TORCH, se realizara en el laboratorio Central de
Epidemiologia de CMN “La Raza”, donde se realizara inmunohistoquimica e
histoquimica para el tejido mencionado con infraestructura y equipamientos
propios de la sede.

Resultados: Expresion de citomegalovirus, virus herpes simple, rubeola y
toxoplasma. En el analisis morfométrico de los cortes del MAT de cérneas
rechazadas para transplante, se demuestra una expresion nula y definitiva tanto
en coérnea avascular, como en limbo esclero-corneal de ambos ojos en nucleo y
citoplasma de epitelio, lamina de Bowman, estroma, membrana de Descemet y
endotelio, cuando se compara con los tejidos de control positivo para
citomegalovirus en pulmoén, virus herpes simple en mucosa oral, rubeola vy
toxoplasma en ganglio.

Discusion: En este estudio se examina el patrén de expresion de citomegalovirus,
virus herpes, rubeola y toxoplasma en tejidos de corneas rechazadas para
transplante, organizados en un microarreglo. El origen de éste trabajo se basa en
la integridad clinica y fisica de las corneas que se rechazan para transplante, por
presentar serologia positiva para estos microorganismos. Sin embargo el analisis
morfométrico demuestra fehacientemente la expresién negativa (% cero) con
anticuerpos especificos contra CMV, VHS, rubeola y toxoplasma, tanto en cornea
avascular, como en el limbo esclero-corneal vascular, sobre todo cuando en el
mismo analisis se encuentra tanto expresiéon nuclear positiva para CMV, VHS y
rubeola, como expresion en citoplasma positiva para toxoplasma.

Conclusiones: La expresion nuclear negativa en estos tejidos para CMV, VHS y
rubeola, indican que no hay replicacion viral y de igual forma la expresion en
citoplasma negativa para toxoplasma, indica que no hay infestacion por el
parasito. Por tanto los titulos identificados serolégicamente deben ser
cuidadosamente evaluados, sobre todo cuando clinicamente no hay datos que
sustenten una afeccién de la cérnea candidata a transplante.

Palabras Clave: Inmunohistoquimica, histoquimica, microarreglo de tejidos,
trasplante corneal, serologia positiva, donador, receptor.

IV. SERVICIO

El estudié se llevara a cabo en el departamento de banco de ojos del Hospital

General Dr. Gaudencio Gonzalez Garza CMN La Raza, asi como en el laboratorio
central de epidemiologia CMN “La Raza”.
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V. MARCO TEORICO

Desde tiempos inmemoriales, la ceguera ha sido una de las principales causas de
incapacidad en la humanidad. Una de las principales causas de la misma ha sido
la aparicion de leucomas y opacidad total de la cérnea. La ceguera secundaria a
patologia de origen corneal es la segunda causa mas comun de pérdida visual en
la escala internacional y es la primera causa de ingreso a lista de espera nacional
para la asignacion de un tejido corneal. (1)

El trasplante de cérnea o queratoplastia penetrante (QP) hace referencia a la
sustitucion quirurgica de una porcidon de la cornea del huésped por la de un ojo
donante. Si el donante es otra persona se le llama aloinjerto; el uso del tejido del
mismo ojo o del otro se denomina autoinjerto; este procedimiento brinda
esperanza para la rehabilitacion visual en muchos casos. (2)

Su prondstico es bueno, obteniéndose una visidon con correccion de 20/40 en un
45% a 69% de los casos, con una sobrevida global de la queratoplastia penetrante
de 73% a 5 afos pudiendo llegar en las patologias de mejor pronéstico a un 92%
a los 5 afos de seguimiento y con un rechazo de 12 a 40%, variando segun sea el
tipo de patologia, con alrededor de un 6% de falla consecuente. Pueden requerir
inmunosupresion sistémica casos muy especificos de alto riesgo de rechazo. (3)

Los trasplantes de cdrnea se realizan en casos de queratocono y otras ectasias
corneales, queratopatia bullosa posquirurgica, distrofia endotelial, traumatismos y
quemaduras, queratitis herpética, entre otras entidades patoldgicas comunes. El
término "queratoplastia" se acufid en 1824 por Reisinger, para nombrar a la
operacion quirurgica que reemplazara total o parcialmente a la cérnea que hubiera
perdido su transparencia, por una que fuera translucida. El uso del primer trépano
corneal se atribuye a Erasmo Darwin, en 1797. Con él, se inicié en el siglo XIX, el
tratamiento de las cicatrices corneales por medio del trasplante de cérnea. (4)

En 1975 se crea el primer Banco de Ojos en la Ciudad de México, en el Hospital
General de Xoco. Sdlo en Estados Unidos el afio pasado se realizaron 47,425
trasplantes de coérnea. Desde 1960 a la fecha se han realizado 700,000
trasplantes de coérnea, recuperando la vision mas de 90% de los pacientes. El
trasplante de cérnea es el 6rgano con mejor pronostico en el campo de los
trasplantes. En México una de las instituciones representativas en cirugias de
trasplantes de cérnea es la "Asociacion para Evitar la Ceguera en México",
reportando un promedio de 1,000 procedimientos quirurgicos anuales. En La
Fundacién "Hospital Nuestra Sra. de La Luz", en la jefatura del Departamento de
Cornea, reporta 534 trasplantes de cérnea de 1999 al 2005. En el Hospital
General "Dr. Manuel Gea Gonzalez" de la SSA, la direccion del Banco de Ojos
informa se han realizado 407 procedimientos quirurgicos de julio de 1999 al 2005.
En el Hospital General de México de la SSA se reporta se han llevado a cabo 60
procedimientos quirurgicos a partir de agosto del 2002 al 2005. (5)
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En México en el afio 2008 el IMSS redujo a un maximo de 3 meses el plazo en
lista de espera para los candidatos a trasplante de cérnea. Cada afio se atiende a
casi 1,600 derechohabientes que presentan diversos padecimientos
oftalmolégicos, y la demanda de consulta diaria promedio fluctuaba de 25 a 28
pacientes, de los cuales entre 8 y 10 necesitan dicha cirugia. El Hospital General
de CMN La Raza, es una de las instituciones que mas trasplantes de cérnea
realiza en la Republica Mexicana, por lo que el proceso de donacion - procuracion
- trasplante, cuenta con protocolos de donante de tejido corneal establecidos por
las normas nacionales e internacionales en las cuales el conteo endotelial asi
como la realizacion de controles por serologias en muestras de sangre de los
donantes, son métodos de evaluacién para el control de calidad de los tejidos
obtenidos del donante cadavérico en la poblacién mexicana. (6)

En México las dos patologias mas frecuentes que ameritan trasplante de cornea
son el Queratocono y la Queratopatia Bullosa, ambas generan una opacidad
corneal central, la cual es el motivo que indica dicho procedimiento. (7)

Los autoinjertos constituyen el mejor material disponible para el éxito de una
queratoplastia. Aunque el material para homoinjertos puede obtenerse de
cadaveres de recién nacidos, nifios, jovenes, adultos o ancianos, no existe
acuerdo sobre cual es la edad optima. Hay autores que no dan importancia alguna
a la edad, raza, sexo, tipo de sangre y color de iris, en todo caso es preferible la
coérnea de un donante joven debido al conteo endotelial de la misma. La cérnea
reune condiciones excepcionales para un homotrasplante, ya que es avascular y
tiene escasas propiedades antigénicas. Las cérneas donadas son examinadas
para excluir aquellas que tienen enfermedades transmisibles. Es importante que a
todos los donadores se les realicen examenes de laboratorio para descartar que
sean portadores del virus de VIH, hepatitis, herpes, entre otros. (8)

Tenemos que el trasplante de un 6rgano y/o tejido es: la sustitucion de un 6rgano

y/o tejido enfermo que ha perdido su funcionalidad, por un dérgano sano

procedente de un donador. Los tipos de trasplante segun la nomenclatura

internacional son los siguientes:

* Autogénicos (autotrasplante). Cuando procede del mismo individuo.

* Isogénicos (isotrasplante). Cuando el donante y el receptor son genéticamente
idénticos, como en el caso de gemelos univitelinos (gemelos idénticos).

* Alogénicos (homotrasplante o alotrasplante). Cuando procede de un ser de la
misma especie.

* Xenogénicos (heterotrasplante o xenotrasplante). Cuando procede de un ser
de diferente especie. (9)

La queratoplastia puede ser de grosor parcial denominandose trasplante de
cérnea lamelar, o de espesor total, denominado queratoplastia parcial penetrante;
en donde se retira la parte central de la cérnea dafada y se reemplaza con una
cérnea transparente obtenida de un donante cadavérico. Las indicaciones para la
realizacidén de un trasplante cornea son:
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1. Optico: el propdsito es mejorar la vision. Las indicaciones mas importantes son
el queratocono, queratopatia bullosa, distrofias, degeneraciones y cicatrizacion
corneal con leucoma residual.

2. Tectonico: Se lleva a cabo para la restauracion o conservacion de la integridad
corneal y del globo ocular en aquellas patologias como la perforacion corneal
traumatica, ectasias corneales complicadas con adelgazamiento del estroma y
descematoceles entre otras.

3. Terapéutico: Su finalidad es eliminar el tejido corneal infectado en ojos que no
responden al tratamiento antimicrobiano por ejemplo en queratitis infecciosas.

4. Cosmético: Puede realizarse en raras ocasiones para mejoria del aspecto del
0jo. Se ha vuelto en un procedimiento cada vez menos realizado por la
disponibilidad actual de lentes de contacto cosmético y proétesis oculares. (10)

El trasplante de cérnea es el procedimiento quirurgico en el que la cérnea dafnada
de un paciente es remplazada por otra cérnea de un cadaver humano. Es el tipo
de trasplante de tejido que ha demostrado ser el mas exitoso y el mas comun a
nivel mundial. Desde que en 1905, Edward Zirm realiz6 con éxito el primer
trasplante de cérnea en un ser humano, hasta hoy dia, se han conseguido
importantes avances en esta técnica y se ha constituido en una cirugia que en
general ofrece buenos resultados. (11)

En cuanto al riesgo existente sobre la transmision de enfermedades infecto-
contagiosas secundario al trasplante de cdérnea de donantes cadavéricos con
serologias positivas o donantes de alto riesgo, se cuenta en la literatura con
distintos estudios, tanto inmunolégicos, como morfolégicos o solamente
seroldgicos, en distintos paises, donde se estudia dicha incidencia y se analizan
aspectos en cuanto a la transmisién de infecciones virales siendo estas las mas
comunmente encontradas a nivel seroldgico.

Se han realizado algunos informes sobre la transmision del VHS por trasplante de
cornea. Se cree que estos casos que han surgido, ha sido resultado ya sea por un
virus reactivado que viaja desde el ganglio del trigémino hasta la coérnea, o del
virus latente en la propia cérnea del donante. Estudios de presencia viral a largo
plazo en el tejido de la cérnea han tratado de determinar si existe evidencia de
latencia y como un riesgo potencial para los receptores de trasplante. EI VHS se
cree que es la causa principal de ceguera infecciosa en el mundo desarrollado,
con 400,000 personas infectadas con enfermedad ocular en los EE.UU. Los dos
serotipos de VHS, 1y 2, tienen diferente tropismo. Ambos son capaces de causar
enfermedad ocular, sin embargo, la gran mayoria se ha atribuido al VHS-1. La
mayoria de los seres humanos, probablemente se infectaron con VHS-1 via oral,
con la propagacion viral posterior a los ganglios del trigémino. La replicacion viral
puede producirse en los ganglios del trigémino, hasta que la actividad de las
células T CD8 y una ineficiencia en el mecanismo de reparacion del ADN
conduzcan el virus a la latencia. Un estado latente se caracteriza por la expresion
de genes de restriccion. La reactivacion puede ser desencadenada por varios
factores, incluyendo el estrés, la radiacion UV y la fiebre. La entrada del VHS en el
tejido ocular puede ocurrir con la exposicion exdgena al virus o reactivacion del
virus que ha viajado al sitio de la infeccién. Aunque es raro, el virus también puede
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ser transmitido por trasplante de cérnea, donde se plantea la posibilidad de
latencia corneal especifica. (12)

La EBAA, ahora requiere que todos los bancos de ojos asociados evaluen las
coérneas mediante biomicroscopia y realizar pruebas serologicas para el VIH, VHS
tipos 1 y 2, antigeno de superficie de la hepatitis B, el virus de la hepatitis C y la
sifilis entre otros como estudios basicos. De los donantes también se obtiene
historia clinica y la causa de la muerte. El EBAA revisa todos los eventos adversos
reportados asociados con el trasplante de cornea y evalua regularmente la
necesidad de cambios en las normas bancarias de los 0jos. (13)

Los principales estudios epidemiologicos sugieren que una gran cantidad de
adultos estan infectados de forma latente en las neuronas sensoriales por el VHS-
1, asi como que el virus se elimina intermitentemente a través de las lagrimas
entre los individuos asintomaticos, aumentando la posibilidad de que el mismo
pueda residir en la cérnea.

En diversos estudios, ciertas cérneas que se sabian infectadas con el virus, se
sometieron a condiciones de cultivo. La presencia del virus encontrado en los
medios de cultivo, ha sugerido a éste como una posible causa de la falla
endotelial. La presencia de ADN del VHS por PCR en corneas, se correlacioné
con fracaso y falla endotelial a pesar de no haberse detectado la infeccidén a nivel
ocular. El fallo primario del injerto atribuido a VHS fue reportado por primera vez
en 1994, en el que se detecto el virus en el injerto fracasado el cual habia sufrido
una pérdida endotelial significativa. Una serie publicada en 1997 informd6 que el
VHS estaba presente en dos de cada tres casos de fracaso primario del injerto, se
sugirié que el virus latente en la cornea donante pudo haberse reactivado. En otra
serie se encontré que el VHS estaba presente en un tercio de los fallos primarios
de injerto, de los cuales tres habian desarrollado la enfermedad herpética
necrotizante. El VHS fue encontrado posteriormente en las corneas de donantes
por inmunohistoquimica y PCR.

Como la mayoria de los seres humanos estan infectados latentemente, es de gran
interés si esto se aplica a la cornea, en particular. Esto es importante no soélo para
la comprensién de la fisiopatologia de VHS ocular, sino también debido a la
posibilidad de transmision del virus por trasplante de cornea. (14)

El tejido corneal no se toma generalmente de personas con sintomas o serologia
positiva para la hepatitis viral en el momento de la muerte. Es altamente infecciosa
y la practica se considera de alto riesgo para el receptor de la cérnea. Los dos
agentes de particular interés en el trasplante respecto a hepatitis son el VHB y
VHC, debido a su capacidad de persistir en algunos individuos durante afos
después de la resolucion de los sintomas. La sangre de la mayoria de los
portadores del VHB tiene un titulo elevado de particulas infecciosas. Los
estandares médicos publicados por la EBAA han sido el punto de referencia para
las practicas en demas bancos de ojos. Las contraindicaciones enumeradas para
la donacion de corneas incluyen pruebas para enfermedades infecciosas que se
sabe que se pueden transmitir a los receptores de trasplante de cornea. El VHB es
en la primera categoria y el VHC y VIH-1 se encuentran en la segunda. Las
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sospechas sobre la posible transmision del VHB mediante el trasplante de cérnea
se suscitaron a raiz de la deteccién de antigeno de superficie (HBsAg), un
indicador de infeccion en el tejido corneal de portadores. En un informe, 3
pacientes recibieron coérneas de donantes seropositivos a HBsAg, pero se
mantuvieron libres de enfermedad. Sin embargo, fueron presentados dos casos de
transmision de hepatitis B secundario a trasplante de cornea en la Academia
Americana de Oftalmologia Reunion Anual en 1988 por Hoft. Esto llevo a la
exigencia a la EBAA para agregar HBsAg en la serologia a todos los donantes de
cornea. (15)

Aunque 25% de los pacientes con hepatitis C aguda no tienen secuelas, el resto
puede desarrollar una infecciéon cronica con un aumento del riesgo de cirrosis
hepatica (20-50%). Por lo tanto, el potencial de transmisibilidad y las graves
consecuencias clinicas de la infeccién por el VHC justifican un examen cuidadoso
de los posibles donantes-seropositivos. Se han realizado estudios con el objetivo
de investigar una correlacion entre la seropositividad para VHC y la presencia de
ARN por PCR del VHC en los tejidos de la cérnea, y asi, proporcionar una prueba
mas de la posible transmisibilidad del VHC a través del trasplante corneal. Se
demostré una significativa correlacion entre la seropositividad para VHC vy la
presencia de ARN del VHC en las corneas. Las pruebas seroldgicas de rutina para
el VHC a todos los posibles donantes corneales y el rechazo de los tejidos
corneales con seropositividad ciertamente se justificd. Se ha demostrado que s6lo
el 20-26 % de los donantes de cornea seropositivos, tenian ARN viral en su suero
y, de éstos, ninguno tenia ARN viral en el tejido cornea. Se ha planteado la
hipétesis de que aunque la sangre infectada puede ser transferida dentro del
organo o tejido sdlido vascular, es poco probable que la cornea humana pueda
llevar una carga viral sustancial, incluso si se obtiene de un donante virémico
debido a la naturaleza avascular relativa de la cérnea. La falta de documentacion
de transmision de la enfermedad, junto con la falta de correlacion entre la
seropositividad a VHC y la presencia del mismo en la cérnea, ha llevado a algunos
autores a cuestionar el valor de las pruebas seroldgicas para el VHC y la
justificaciéon del rechazo de injertos sobre la base de donantes con seropositividad
a la misma. (16)

La seguridad de tejidos es un tema frecuente de discusién. Se han examinado
bancos de ojos (acreditados por la EBAA) para detectar la presencia o ausencia
de serologia reactiva en 3,592 donantes durante un periodo de 5 anos, de 2005 a
2010. Se encontraron mas de doscientos donantes con serologias reactivas, los
cuales sirvieron para confirmar la importancia de las pruebas serolégicas. Se
apoya ademas la inclusién de técnicas distintas a la serologia positiva para
garantizar la seguridad de los tejidos y la seleccion de donantes idéneos entre la
poblacion. (17)

Se ha comprobado que la reactivacion del VHS es la causa mas comun de fallo
del injerto en los receptores de trasplante corneal ya que el ADN del VHS se ha
encontrado en coérneas con fracaso primario del injerto. Sdélo los virus que se
replican activamente pueden ser detectados por métodos de cultivo, mientras que
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los ensayos de inmunofluorescencia e inmunohistoquimica pueden detectar
antigenos, incluso en ausencia de particulas infecciosas. EI ADN ha sido
encontrado por PCR y por hibridacién in situ en el tejido de la cérnea de los
pacientes con antecedentes de queratitis herpética. La infeccion por el virus del
herpes simple ocular puede inducir a queratitis tanto epitelial como estromal, asi
como también puede conducir a insuficiencia endotelial postoperatoria en
queratoplastias. Se confirmé una alta posibilidad de infeccién por VHS con
positividad en tejido corneal aparentemente sin relacion con ninguna
manifestacion clinica, sin embargo, el VHS puede permanecer latente y puede por
lo tanto inducir la infeccion de donantes y producir reactivacién en los receptores
de dichas coérneas. Su presencia en las cérneas de donantes puede ser crucial en
el resultado del trasplante de coérnea, ya que el VHS esta potencialmente
implicado en la necrosis endotelial postoperatoria. (18)

El VHS puede volverse latente en sitios neuronales, tales como el TG. Sin
embargo, los sitios no neuronales de latencia, tales como la cérnea, también han
sido reportados. Aun asi, el concepto de latencia del VHS-1 en la cérnea no ha
ganado aceptaciéon universal debido a la dificultad de probar que la cornea es
verdaderamente un depodsito para el virus en lugar de un sitio transitorio para el
mismo. (19)

Se han realizado estudios, como el estudio de Openshaw, el cual sugirié que la
deteccion viral para VHS fue mayor en la periferia de la cérnea que en la cérnea
central con 33 % y 8% respectivamente. Este hallazgo apoya la hipdtesis de
derrame ganglionar mas que la latencia de la cdérnea debido a que las
inervaciones de la cérnea se producen desde la periferia a la cornea, por lo que es
intuitivo que el derramamiento ganglionar se encuentra mas a menudo en la
periferia que en el centro de la misma. (20)

Una razén para sustentar la hipotesis de que el VHS - 1 es latente en corneas
humanas, es que el virus infeccioso se recuperd en algunos estudios de cultivos
de la cérnea. Estudios biolégicos moleculares de la cornea han demostrado la
presencia de VHS- 1 y ADN del mismo. Se sugiere nuevamente que el virus es
latente en corneas humanas. Es importante para estudiar la progresion de la
enfermedad del VHS-1 y la posibilidad de la existencia real de la latencia en la
cérnea para mejorar la comprension de estos procesos. (21)

Hoy en dia se concluye que la presencia del VHS latente en la cérnea del receptor
es un factor de riesgo importante para el posterior rechazo del injerto. Por lo tanto,
incluso sin antecedentes de queratitis por el mismo patodgeno, el paciente receptor
para la queratoplastia, esta en riesgo de fracaso del injerto debido a la latencia del
VHS en la cérnea. (22)

Dos pacientes sin historia previa de infeccién ocular por VHS se sometieron a la
queratoplastia penetrante (PK), uno secundario a queratocono y el otro para
distrofia endotelial de Fuchs. Uno de los pacientes sufrio fallo primario del injerto,
mientras que el otro desarrollé un defecto epitelial persistente, o que se traduce
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en el fracaso del injerto. Se llevo a cabo el cultivo viral de ambas cérneas durante
el periodo postoperatorio temprano. Las coérneas de donantes fallidos se
examinaron histopatolégicamente por inmunohistoquimica y PCR. La histologia de
ambas coérneas de donantes demostré un estroma corneal con necrosis
generalizada de queratocitos y la pérdida de células endoteliales. Se mostro
queratocitos positivos con anticuerpos contra el VHS- 1 a sus antigenos, asi como
particulas virales dentro de queratocitos en degeneracion. El PCR era positivo
para el ADN. Por lo tanto, el VHS en una cérnea donante puede causar la
destruccion endotelial asi como falla primaria del injerto y queratitis ulcerativa
posterior al trasplante. (23)

La queratitis estromal herpética tiene tendencia a la recidiva, por lo cual, un
diagnostico preciso disminuiria el numero de fracasos del injerto debido a
queratitis herpética recurrente. Se estudiaron varios botones corneales y muestras
de humor acuoso de pacientes conocidos con queratitis herpéticas y de otros mas.
También se utilizaron cérneas de bancos de ojos. Tanto el VHS-1 como el 2, se
evaluaron mediante PCR y deteccion de anticuerpos. En las cérneas del banco de
ojos se detecté HSV-1 en 1/23 (4 %). El estudio y la investigacion de los botones
corneales, independientemente de contar con serologias positivas o no, pueden
ser una herramienta de diagnostico util, ademas de ayudarnos a la deteccion de la
produccion intraocular de anticuerpos anti-VHS. (24)

Cabe mencionar que el VIH ha sido aislado en la lagrima, epitelio conjuntival,
cornea y humor acuoso. En la cérnea se halla presente en el 2 al 3% de las
células epiteliales de los pacientes infectados (25), y perdura hasta cuatro dias
activo en el medio de conservacion de McCarey-Kaufman (26). Su presencia en la
cornea va mas alla de la mera contaminacion desde la lagrima: se ven formas
virales inmaduras en el epitelio lo que habla a favor de replicacién in situ (27). Por
todo lo anterior, se considera al VIH como un virus de posible transmision a través
del injerto corneal, por lo que es requisito en el donante corneal realizar un estudio
de VIH con ELISA y rechazar los casos positivos (28). Este método de deteccién
cuenta con un defecto que ha hecho buscar otras alternativas: el periodo ventana
en el desarrollo de anticuerpos antiVIH. Hasta en los 6 primeros meses tras ser
infectado por el VIH las pruebas serolégicas pueden ser falsamente negativas.
Ademas, el test de ELISA no es absolutamente efectivo en el cadaver,
disminuyendo su sensibilidad desde mas del 99% hasta el 95% cuando la
extraccion del suero del donante se realiza postmértem. Por todo ello el riesgo de
trasplantar una cornea de un paciente infectado con ELISA falsamente negativo
para VIH es del 0,01% al 0,03%, incrementandose este riesgo por diez si la
donacion procede de una poblacidon de alto riesgo. Por eso se recomienda
rechazar las donaciones de pacientes de alto riesgo, aun siendo seronegativos
para el VIH. Finalmente debemos saber que aunque su incidencia varia
geograficamente, una media del 0,68% de los donantes registrados en un banco
de drganos o tejidos son portadores del VIH y un 1,33% del virus de la hepatitis B,
pudiendo llegar en el caso del virus del SIDA a estar presente hasta en un 10% de
los donantes de edad comprendida entre los 30 y 40 afios, donde el SIDA es ya la
primera causa de mortalidad. Desde 1991 la EBAA recomienda realizar ademas
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de la prueba ELISA para VIH, screening para deteccion de virus de la hepatitis B,
C vy sifilis (VDRL), este ultimo en busca de falsos negativos para el VIH, en la
suposicién de que pudiera ser un marcador de presencia de enfermedades de
transmision sexual. En la practica, parece tener una leve correlacion con el SIDA,
y no resulta practico (29).

Se han realizado otros muchos intentos para localizar los falsos negativos. Se ha
intentado determinar anticuerpos en humor acuoso de donantes, pero soélo se
detectaban en el 26% de los seropositivos. Los ultimos ensayos que se estan
realizando van enfocados a la deteccion directa del virus en los ojos del donante
mediante las técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa. Hasta ahora los
resultados no han sido eficaces, seguramente por la distribucién parcheada del
VIH en la cornea, mas que por deficiencias de la técnica. Es muy posible que la
avascularidad corneal disminuya de forma determinante el tamano del inoculo
hasta hacerlo incapaz de infectar al receptor. En resumen, no existe evidencia de
transmision del VIH por queratoplastia. (30)

Resulta importante abordar también el tema de cdmo realizar la construccion de
microarreglos de tejidos. Para esto, se utilizan principalmente dos métodos para la
construccion de dichos microarreglos. Los dos métodos consisten principalmente
en el dar forma y construir una plantilla junto con un método de incrustacion de la
misma. El primer método utiliza un molde de goma que contiene 542 mm de
profundidad, con clavijas de goma. Las clavijas estan espaciadas con 1 mm de
separacion. El molde de goma se coloca en un molde de cera desechable y el
casete de la incrustacion se colocado en la parte superior. A continuacion, el
molde de cera se deja solidificar inicialmente en un bloque de hielo y luego en un
congelador. El resultando es la construccion de una plantila de cera con 54
espacios separados. En el segundo método, el molde de goma es tres veces mas
grande con clavijas mas profundas de 10 mm. La cera de parafina se distribuye de
igual forma con un casete de incrustacion de tejidos en una base de molde de
aluminio y el molde de goma se presiona firmemente en el de cera, colocandose
en un plato frio dejandose solidificar. (31)

Para la tincién con inmunohistoquimica se realizan secciones del microarreglo. Se
seca durante la noche a 60°C por lo general. Se realizan lavados de xileno por 3
minutos aproximadamente. Posteriormente se rehidrata por inmersién en alcohol
al 100% durante 2 minutos, alcohol al 70% durante 1 min y luego en agua. Para la
recuperacion del antigeno se utilizan dos soluciones con diferentes valores de pH,
especificas, dependiendo del anticuerpo. Posteriormente se procede a realizar la
inmunotincion por un sistema automatizado. Por lo tanto todas las muestras se
cubren entonces con el anticuerpo especifico y finalmente se recubren con
diaminobencidina, (que contiene 0,5 % de sulfato de cobre en solucion salina con
agente tensioactivo), se realiza contratincion con hematoxilina y se procede a
deshidratar en concentraciones ascendentes de etanol. (32)

A pesar de que con dichas técnicas ha existido un importante progreso durante los
afos recientes en la identificacion de eventos moleculares especificos, el
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mecanismo exacto de dichos eventos sigue siendo a la fecha pobremente
entendido. Al apoyarnos con dicha tecnologia y avances nos ayudara a entender
estos mecanismos teniendo un impacto importante en el mercado en desarrollo y
puede servir para definir riesgos individualizados, ya sea tanto de actividad
tumoral como de actividad infecciosa, latente, etcetera y personalizar
apropiadamente la administracién de estrategias para el mayor beneficio a los
pacientes. (33)

VI. JUSTIFIACION:

En el Centro Nacional de Trasplante, el Trasplante de Cérnea, representa la
primera necesidad de tejido en México.

La UMAE Dr. Gaudencio Gonzalez Garza, CMN La Raza, es una de las
instituciones que mas trasplantes de coérnea realiza en la republica mexicana, por
lo que el proceso de donacidon-procuracion-trasplante, cuenta con protocolos de
donante de tejido corneal establecidos por las normas nacionales e
internacionales en las cuales la serologia es un método de evaluacion para el
control de calidad de los tejidos obtenidos del donante cadavérico.

En el servicio de Oftalmologia de éste hospital, todas las cérneas procuradas que
presentan serologia positiva a algun patégeno, son desechadas, sin ninguna
oportunidad a ser estudiadas como se realiza en otros paises, por lo tanto
necesitamos un sistema que demuestre la ausencia o presencia del virus en el
tejido procurado, demostrando la latencia viral en la cornea, para realizar un
control de calidad de los tejidos con fines de trasplante y asi con ello dar
mayor garantia de éxito en el trasplante y el descarte del uso definitivo de corneas
con positividad. O por otro lado, descartar la positividad en cuanto a la latencia
viral y de ésta forma poder tener un mayor aprovechamiento del mismo material
donado, generando mayor oportunidad de tejido viable para trasplante de cérnea,
disminuyendo las listas del CENATRA, rehabilitando visualmente a mayor numero
de pacientes, asi como también promover el desarrollo de la investigacion en
México.

VIl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El conocer la presencia o no de los virus en las corneas donadas de nuestra
poblacidn mexicana, pese al resultado serolégico que ya se realiza de manera
rutinaria, permitira mejorar los programas nacionales e institucionales de control
de calidad de los tejidos donados permitiendo asi mejores porcentajes de éxito en
materia de trasplante corneal.

El potencial para la transmision de enfermedades infectocontagiosas, se deriva de
muchos informes de los receptores en 6rganos solidos (corazén, higado, rifidn,
hueso) de donantes seropositivos. Sin embargo, se carece de evidencia directa de
la presencia del patdgeno en las corneas. Este estudio tiene la finalidad de
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demostrar la presencia de patogenos infecto-contagiosos en la coérnea del
donante, pese al resultado serologico ya implementado de manera rutinaria y
estricta, para sustentar y reafirmar el hecho de la negacién a trasplantar dichas
cérneas pese a ser un tejido avascular, ya que como se ha mencionado en la
literatura, su presencia puede adjudicar a la transmision de enfermedades, asi
como ser la causa de los fallos primarios de injertos trasplantados. Es posible
también que la presencia viral a largo plazo en la cornea, sea un signo de latencia
no neuronal, y que existe el riesgo de que el virus pueda reactivarse después del
trasplante. Con la inmunohistoquimica e histoquimica buscamos demostrar su
presencia en la misma mediante deteccion de anticuerpos. La deteccion de virus
puede potencialmente eliminar una gran proporcién de tejido verdaderamente no
apto para trasplante. Se buscara reforzar una correlacion entre la seropositividad a
infecciones y la presencia del patdogeno en la cérnea, demostrando que la
inclusion de técnicas distintas a la serologia positiva puede garantizar de manera
potencial la seguridad de los tejidos.

VIIi: PREGUNTA DE INVESTIGACION:

¢, Cual es la latencia o frecuencia de microorganismos con serologia positiva a
TORCH, segun la inmunohistoquimica e histoquimica con microarreglo de tejido,
en las corneas de donantes cadavéricos?

IX: HIPOTESIS:

Hasta la fecha no existen datos registrados en nuestro hospital, centro médico
nacional la raza, que nos permitan investigar sobre la latencia de anticuerpos
especificos contra los microorganismos que componen el sindrome de TORCH en
cérneas de donantes cadavéricos, aptas en lo que respecta a su biomicroscopia
especular y al analisis histologico, o que dichos microorganismos estén ausentes a
pesar de que las determinaciones en sangre periférica sean positivas para los
mismos, tomando en consideracion que es un tejido que conserva su estado
avascular. Aunque la sangre infectada puede ser transferida dentro del érgano o
tejido solido vascular, es poco probable que la cérnea humana pueda llevar una
carga viral sustancial, incluso si se obtiene de un donante virémico debido a la
naturaleza avascular de la cérnea.

X: OBJETIVOS

e General:
Documentar la frecuencia o latencia de los microorganismos de TORCH en
el tejido corneal procurado con fines de trasplante, con donante
seropositivo.
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e Secundarios:
-Determinar el tejido corneal con ausencia de afeccion o latencia por
TORCH, a pesar de contar con serologias positivas.
-Determinar el tejido corneal que cuenta con serologias positivas y ademas
latencia de TORCH en la cornea donada.
-Describir las caracteristicas morfologicas, inmunologicas e
histologicas mediante  inmunohistoquimica e histoquimica de los
tejidos corneales procurados con fines de trasplante y reporte seroldgico
positivo a TORCH.

Xl. MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio:

Por la maniobra del investigador: observacional; por numero de grupos:
descriptivo; por numero de mediciones: transversal; por forma de recoleccion de la
informacion: prospectivo.

Lugar:
Hospital General la Raza servicio oftalmologia departamento de banco de ojos.
Laboratorio Central de Epidemiologia DLVIE, CVE, CMN “La Raza”,

Poblacién de estudio:

Tejido corneal procurado que se recibe en banco de ojos con fines de trasplante
con serologias positivas a TORCH en el Hospital General Dr. Gaudencio Gonzalez
Garza Centro Médico Nacional la Raza.

Periodo de Estudio:

Mayo del 2014 a Mayo del 2015.

Se tomaran las corneas desechadas en ese periodo de tiempo y prospectivamente
se procedera a analizar las mismas.

Tamaino de la muestra: por conveniencia, del total de cérneas procuradas con
fines de trasplante y descartadas a trasplantarse por serologia positiva a TORCH
en el donador de mayo 2014 a mayo 2015.

Criterios de Seleccion:

-Criterios de inclusién
e Total de tejido corneal obtenido de mayo del 2014 a mayo del 2015, por
procuraciéon de donante cadavérico con fines de trasplante, con serologias
positivas a TORCH, resguardadas para su analisis en el laboratorio central
de epidemiologia del hospital CMNR.
e Cualquier sexo.
e Cualquier edad.

Pagina 20



-Criterios de exclusién
e Exclusiones médicas incluyendo patologias sistémicas del donante.
e Material insuficiente para su estudio.

XIll. VARIABLES DEL ESTUDIO

VARIABLE DEFINICION DEFINICION TIPO DE ESCALA | UNIDADES
CONCEPTUAL OPERACIONAL | VARIABLE DE DE

MEDICION | MEDICION

VHS-1 Virion de DNA | Enfermedad Indepen- Cualitativa | Positivo o
bicatenario lineal, | presente en | diente nominal Negativo

rodeado por una | serologia del
capside icosaedrica | paciente o tejido
160 capsomeros y | procurado.

cubierto con una
envoltura lipidica
con glicoproteinas

virales.
VHS-2 Virion de DNA | Enfermedad Indepen- Cualitativa | Positivo o
bicatenario lineal, | presente en | diente nominal Negativo

rodeado por una | serologia del
capside icosaedrica | paciente o tejido
160 capsomeros y | procurado.

cubierto con una
envoltura  lipidica
con glicoproteinas

virales.
CcMmv Forma de hérpes | Enfermedad Indepen- Cualitativa | Positivo o
virus, en humanos | presente en | diente nominal Negativo

como numero 5. | serologia del
Perteneciente a la | paciente o tejido

familia procurado.
Herpesviridae.
TOXOPLASMA | Protozoo parasito, Enfermedad Indepen- Cualitativa | Positivo o
GONDII intracelular presente en | diente nominal Negativo
obligado, del | serologia del
phylum paciente o tejido
apicomplexa. procurado.
Causante de
la toxoplasmosis.
RUBEOLA Enfermedad Enfermedad Indepen- Cualitativa Positivo o
infecciosa causada | presente en | diente nominal Negativo

por el virus de la | serologia del
rubeola. Virus de | paciente o tejido

ARN procurado.

pertenecienteal

genero  Rubivirus

de la familia

Togaviridae.
INMUNOHIS- Procedimiento histo | Informacion Indepen- Cualitativa Positivo o
TOQUIMICA patolégico que se | sobre el | diente Nominal Negativo

basa en la | anticuerpo

utilizacion de | primario que se
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anticuerpos que se
unen
especificamente a

une
especificamente
al sustrato y se

una sustancia que | visualiza la

se quiere identificar | union en el

(anticuerpo tejido organico

primario). procurado.
HISTOQUIMI- Estudio quimico de | Identificacién vy | Indepen- Cualitativa | Positivo o
CA los tejidos | localizacion de | diente Nominal Negativo

independientement | compuestos o

e del método de | radicales

analisis empleado, | quimicos en las

junto con el auxilio | células y tejidos

de los microscopios | corneales.

opticos y

electrénicos.
RESULTADOS | Pruebas Pruebas Indepen- Cualitativa | Positivo o
DE diagnodsticas en | diagnésticas en | diente Negativo
SEROLOGIA sangre del donador | sangre para
POSITIVA para deteccion de | deteccion de

infecciones activas | toxoplasma,

o latentes cuyo | herpes y

resultado positivo | rubeola y

es razoén suficiente | citomegalovirus

para excluir las | tanto para IgG

corneas donadas | como IgM.

para fines de

trasplante.
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Xlll. DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Previa aceptacion del protocolo por el comité local de investigacion, se realizo el
estudio de investigacion de la siguiente manera:

-Construccién del microarreglo de los tejidos.

Para la construccion del microarreglo de tejidos (MAT) de cérneas rechazadas
para trasplante, se seleccionaron casos producto de donacion de corneas que se
encontraban bajo el resguardo del laboratorio central de epidemiologia CMN “La
Raza”, por consenso del subcomité de trasplante de cornea y las cuales tuvieran
positiva la serologia para cualquiera de los microorganismos del sindrome de
TORCH. Las corneas se fijaron en formol al 4% en una proporcion de formol:tejido
10:1 por 24 horas. Ya fijadas se procedi6 a su deshidratacion total con alcohol a
diferentes concentraciones de menos a mas, xilol y acetona. Los tejidos
deshidratados se impregnaron en parafina, se realizaron bloques y se efectuaron
cortes a 4 micras de espesor, las cuales fueron tefidas con hematoxilina-eosina
(HE), acido peryddico de Schiff (PAS) y tricrémico de Masson (TM). Las laminillas
tefidas con HE se revisaron por un oftalmo-patélogo calificado para la seleccion
de las zonas de interés tanto de cornea central como de limbo esclero-corneal.

Las zonas de interés y de control se sefialaron con punteo para cada caso, de la
siguiente manera: tres zonas representativas de la cornea central y una zona de
tejido de control proveniente del limbo esclero-corneal. La laminilla tefida con HE
ya punteada, se coloco en el microarreglador Tissue microarray semiautomatic
machine (ATA-100/ Chemicon), para hacer coincidir con el bloque original (bloque
donador), con la aguja colectora se tomé un cilindro del tejido de interés punteado
para implantarlo en un bloque de parafina en blanco (bloque receptor) previamente
mapeado.

El bloque final se denomind microarreglo de tejido (MAT) y de éste se efectuaron
cortes de 2 a 4 micras de espesor para realizacibn de tinciones de
inmunohistoquimica.

Con la finalidad de disminuir las variaciones inter-ensayo, la tincion para todos y
cada uno de los anticuerpos se realizd en un solo tiempo. Los cortes se
mantuvieron en una estufa bacterioldégica a 62°C por toda la noche, después se
inicié la desparafinacion en un primer bano de xilol durante toda la noche, se
continud con la desparafinacion con el siguiente procedimiento: 2 bafios en xileno,
2 banos en etanol al 100%, un bafo en etanol al 90%, un bafio en etanol al 70% y
un bafio en agua destilada, cada uno de ellos con duracién de 8 minutos.

Ya con el tejido hidratado se procedio a la recuperacion del antigeno sumergiendo
en citrato de sodio (0.01 M pH 6.0) y calentandose a ebullicién en bafio maria por
20 minutos. Se elimind la actividad de la peroxidasa enddégena con metanol y
peréxido de hidrégeno al 3% por 45 minutos. Se bloqued la unién no inmunolégica
de los anticuerpos al tejido, sumergiéndolos durante 60 minutos en una mezcla de
bloqueador universal y suero normal de cerdo al 2%.

Posteriormente, las secciones se incubaron toda la noche a temperatura ambiente
con los anticuerpos anti-DR5 y anti-YY1. Después de lavar las secciones de tejido
se incubaron con el segundo anticuerpo conjugado a biotina y posteriormente con
streptavidina conjugada a peroxidasa de rabano (HPR), por ultimo el color se
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generé mediante la adicion del substrato, diamino benzidina (DAB) durante 1 a 2
minutos; se detuvo la reaccidon con agua de la llave y se contratifno con
hematoxilina.

Finalmente el tejido se deshidratdé bajo el siguiente esquema: agua destilada,
etanol 70%, etanol 90%, etanol 100% y xileno, con bafios de 5 minutos cada uno.
Las preparaciones se cubrieron con resina y se dejaron secar a temperatura
ambiente.

500
Cores

1 Tissue Array

500 Donor
Tissue Blocks

500 Spots, 200 Slides L 0.2 mm Spot Interspace

(100,000 Samples) 0.6 mm Diameter Spots

-Analisis densitométrico y morfométrico:

Las laminillas se analizaron en un microscopio (Olimpus, BX-40). Los anticuerpos
especificos a utilizar fueron: Toxoplasma gondii antibody 500 ul (Catalogo:
GTX15170), Cytomegalovirus antibody [A cocktail of DDG9] 1 ml (Catalogo:
GTX73690), Herpes Virus Type 1-2 (HHV-1-2) gp60/110 antibody 100 ug
(Catalogo: GTX41665), Rubeola antibody 600 ul (Catalogo: GTX41660).

Las células positivas (color café) se cuantificaron en 4 campos para cada laminilla,
utilizando un analizador de imagenes con el programa Imagen-Pro® Plus de
Media cybernetics®, Silver Spring, MD. USA. Con el analisis densitométrico se
establecio la expresion en color café total leve, moderada, intensa y total de cada
anticuerpo especifico para herpesvirus, citomegalovirus, rubeola y toxoplasma.
Con el analisis morfométrico se establecio el porcentaje de nucleos y citoplasmas
con expresion leve, moderada e intensa de cada anticuerpo especifico y
dependiendo de la expresion del microorganismo particular en el compartimento
celular correspondiente.
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XIV. ANALISIS ESTADISTICO

DESCRIPTIVO
Para las variables cualitativas se utilizaron porcentaje y frecuencias simples.

XV. APARTADO DE ASPECTOS ETICOS

RIESGO DE LA INVESTIGACION: este estudio de acuerdo a la Ley General de
Salud en materia de investigacion para la salud es un estudio sin riesgo por lo que
no requiere hoja de consentimiento informado. Por otra parte cumple con los
principios éticos de investigacion de justicia, beneficencia y autonomia.

BENEFICIOS DEL ESTUDIO PARA LOS PARTICIPANTES Y LA SOCIEDAD:

Se trabajé con cérneas que por autorizacién del subcomité de trasplante son
derivadas a investigacion, las cuales se han mantenido en resguardo desde mayo
del 2014 a mayo del 2015.

El beneficio de la investigacion tanto para los participantes como para la sociedad
es el demostrar que en las cérneas procuradas con serologias positivas a TORCH,
puede demostrarse la ausencia de anticuerpos especificos contra dichos
microorganismos a pesar de que las determinaciones en sangre periférica o
serologias, sea positiva para los mismos, recordando que muchas de estas
cérneas desechadas se encuentran en condiciones anatomicas e histologicas
adecuadas para un trasplante ya sea con fines Opticos o tectonicos, reforzando el
conocimiento de que las mismas, conservan su nicho de privilegio inmunoloégico, y
no por contar con serologia positiva y pese a que dichos anticuerpos especificos
positivos a TORCH circulan en el torrente sanguineo, estaran presentes en el
tejido corneal, reforzando que esto sucedera solo en los casos en que haya
existido una infeccion primaria, recordando también que la cérnea es un tejido
avascular, pudiéndose plantear la posibilidad de producir un mayor
aprovechamiento del tejido procurado con fines de trasplante y replantearse los
criterios y normativas nacionales de donacién en un futuro.

En caso contrario, de que los resultados demuestren latencia de algun patdégeno
de indole infecciosa perteneciente al mismo sindrome, reforzar los criterios de
exclusién y de seleccion de los tejidos donantes y asi beneficiar directamente a los
pacientes que se encuentran en lista de espera para un trasplante de cérnea.
Existe una gran mayoria de los seres humanos estan infectados de manera
latentemente, y la deteccion del patégeno en especifico puede potencialmente
eliminar una gran proporcion de tejido verdaderamente no apto para trasplante.

RIESGOS DEL ESTUDIO PARA LOS PARTICIPANTES:
En este estudio vamos a trabajar con las coérneas procuradas de los donadores

cadavéricos con serologias positivas. La valoracién del tejido corneal no
compromete al personal que realiza su estudio debido a que se llevan a cabo las
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medidas de seguridad establecidas por la institucion para cualquier evaluacién de
cualquier tejido organico.

CONFIDENCIALIDAD:

La confidencialidad de la informacion de los participantes se garantizara mediante
el resguardo de la informacion de donadores de cérnea la cual sera solamente del
conocimiento del tutor de la maestria.

XVI. RECURSOS PARA EL ESTUDIO
Recursos humanos:

Residente de Oftalmologia
Tutores

Procuradores corneales
Asesor metodoldgico
Laboratoristas
Oftalmo-patodlogo especialista

Recursos materiales:
Hojas blancas, lapices, computadora, impresora, equipos y software.
Microscopio Optico y Anticuerpos Especificos (Infraestructura y equipamientos

propios de la sede).
Tejido corneal donado con serologias positivas a TORCH.

Pagina 27



XVIil. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividad Enero | Febre- | Marzo | Abril | Mayo Junio- | Ago- Octu | No-
2015 ro 2015 2015 | 2015 Julio Septie | bre viem-
2015 2015 mbre | 2015 | bre
2015 2015
Revisién de | X
literatura

Elaboracion del | X
Marco Teorico

Elaboracion de | X X

protocolo

Revision y X X X X X
autorizacion del

protocolo

Registro, X
aprobacion en

CIRELSIS

Realizacion de X
captura de

datos de

corneas

donadas con

serologia

positiva

estudiadas con
inmunohistoqui
mica e
histoquimica

Analisis de X
Datos

Informe final X X

Presentacion de X
tesis
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XVIIl. RESULTADOS

Expresion de citomegalovirus, virus herpes simple, rubeola y toxoplasma. En el
analisis morfométrico de los cortes del MAT de cérneas rechazadas para
transplante, se demuestra una expresiéon nula y definitiva tanto en coérnea
avascular, como en limbo esclero-corneal de ambos ojos en nucleo y citoplasma
de epitelio, lamina de Bowman, estroma, membrana de Descemet y endotelio,
cuando se compara con los tejidos de control positivo para citomegalovirus en
pulmon, virus herpes simple en mucosa oral, rubeola y toxoplasma en ganglio
linfatico.

Se presenta a continuacion los siguientes resultados:

“Hoja de control para microarreglos de tejidos”

Microarreglo: Cérneas rechazadas para transplante.

Numero de microarreglo: 1.

Responsables del proyecto: Dra. Elvira Gonzalez Bojorquez/ Dra. Karla Verdiguel
Sotelo Oftalmologia/CMN La Raza.

Muestras: corneas con rodete esclero-corneal.

Construido por: Dra. Maria de los Angeles Hernandez Cueto.

Identificacion de muestras.-

CMN LA RAZA

SPOTS SPOTS
1 CORNEA 1 OD 6 6 CORNEA 1 Ol 6
2 | CORNEA2OD 6 7 CORNEA 2 Ol 6
3 | CORNEA 3 0D 6 8 CORNEA 3 Ol 6
4 | CORNEA 4 OD 6 o CORNEA 4 Ol 6
5 | CORNEA 50D 6 10 | CORNEA 5 Ol 6

OD: Ojo derecho
Ol: Ojo izquierdo
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paciente 1

paciente 2

paciente 3

paciente 4

paciente 5

HISTOQUIMICA DE CORTES DE CORNEAS RECHAZADAS PARA TRANSPLANTE

< 0. D. > < 0.1.

v

PAS

10X

FIGURA No. 1

Figura No. 1

Tinciones de histoquimica en cérneas rechazadas para transplante, positivas a
TORCH, tenidas con hematoxilina-eosina (HE), acido peryodico de Schiff (PAS) y
tricromico de Masson (MASS), clasificados por paciente y ojo derecho (O. D.) — ojo
izquierdo (O. l.). Las caracteristicas histolégicas muestran que todas las cérneas
se encuentran integras en su epitelio, lamina de Bowman, estroma, membrana de
Descemet y endotelio (10X).

Cabe resaltar la importancia de corroborar que dicha microanatomia de corneas
rechazadas para trasplante corneal debido a serologia positive a TORCH, se
encuentra completamente conservada.
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MAPA ORGANIZACIONAL DE MAT DE
CORNEAS RECHAZADAS PARA TRANSPLANTE

SYINYO0D LY
200 LI

S

( @
Control {prostata)

e trol positie ¢ Vi
@ Spot de incic . Control positivo para Herpes-virus

Cédigo < @ Cémea (avascular) @“”"Df positive para CMV

: ntrol positivo para Rubéol
. limbo esclera-corneal (vascular) ‘ Control positivo para Rubéola

0 Control positivo para Toxoplasma g

FIGURA No. 2

Figura No. 2

Mapa organizacional y corte final del microarreglo de tejidos (MAT) de cérneas
rechazadas para transplante. Organizacion y clasificacion de los sitios de interés o
cérnea avascular, de los controles internos o limbo esclero-corneal vascular y de
los controles positivos para Citomegalovirus (CMV), Herpes-virus (VH), Rubeola y
Toxoplasma G.
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MAT DE CORTES DE CORNEAS RECHAZADAS PARA TRANSPLANTE
INTEGRIDAD HISTOLOGICA

CORNEA 0.D LIMBO E-C CORNEA 0.1 LIMBO E-C
(AVASCULAR) —° —° (AVASCULAR) [AVASCULAR) ~° " [AVASCULAR)
paciente 1
paciente 2
paciente 3
paciente 4
paciente 5
LVB0 E-C « limbo widirocormid 4x
0.0, « cpo derecho FIGURA NO. 3

0.1« o0 dgquerds

Figura No. 3

Integridad histolégica inequivoca de los tejidos incluidos en el MAT de cdérneas
rechazadas para transplante clasificadas por paciente y por O. D. — O. |, tanto de
la cornea avascular, como del limbo esclero-corneal vascular (4X).
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EXPRESION DE INMUNOHISTOQUIMICA EN MAT DE CORTES DE
CORNEAS RECHAZADAS PARA TRANSPLANTE

C. E. positivo

paciente 1

paciente 2

paciente 3

paciente 4

paciente 5

CMV

| FEsstsninenny

R A A

D
-t

— e T
P T TR T O

z&mﬂ’l

HV

RUB

TOX

- . - -
—— o~ . - . o8 - et T T ne S ,,M
ARG PR . ol it | FR RIS AT » i el s
2 L AR
- e Sl S U I R ) s R o e r e AR -
STt DO X . JrEaeEe -_‘_;_q!‘:_.:,s e T B2 mm"ﬁﬂ

LTSRN,

TS R, e

B e s st [l RS R

LIMBO E-C-C. L.

Figura No. 4
Expresion de las tinciones de inmunohistoquimica en MAT de corneas rechazadas
para transplante clasificadas por paciente y la cual es nula para coérnea avascular
y nula para limbo esclero-corneal vascular cuando se compara con el control
externo positivo para Citomegalovirus, Virus Herpes, Rubeola y Toxoplasma

(40X).
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FIGURA No. 4
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A continuacion se muestra en tablas representativas el porcentaje de expresion de
Citomegalovirus, Herpes-Virus, Rubeola y Toxoplasma en MAT de cortes de
cérneas rechazadas para trasplante y de su tejido escleral vascular.

Paciente no.

P1 0D 0 0 0 0 100 100 100
P10l 0 0 0 0 100 100 100
P2 OD 0 0 0 0 100 100 100
P2 Ql 0 0 0 0 100 100 100
P30OD 0 0 0 0 100 100 100
P3Ol 0 0 0 0 100 100 100
P4 0D 0 0 0 0 100 100 100
P4 Ol 0 0 (1] 0 100 100 100
P5OD 0 0 0 0 100 100 100
P5 Ol 0 0 0 0 100 100 100

Paciente no.

P1 0D 0 0 0 0 100 100 0
P10l 0 0 0 0 100" 100 0
P2 0D 0 0 0 0 100" 100 0
P2 Ol 0 0 0 0 100" 100 0
P3 0D 0 0 0 0 100" 100 0
P3 Ol 0 0 0 0 100" 100 0
P4 OD 0 0 0 0 100" 100 0
P4 Ol 0 0 0 0 100" 100 0
P5 0D 0 0 0 0 100" 100 0
P50l 0 0 0 0 100" 100 0
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Paciente no.
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Paciente no.

P1 0D
P10l
F2 0D
P2 Ol
F3 0D
P3Ol
P4 OD
P4 Ol
P5 0D

rPa{:iente no.
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Paciente no.

P1CD [} 0 0 0

P1 Cl i} 0 0 [}

P2 CD 0 ] 0 i}

Pz Ol i} 0 0 0

P3CD [} 0 0 [}

P3Ol [} 0 0 0

P4 OD 0 0 0 0

P4 Ol 0 0 0 0

P5 CD 0 ] 0 i}

F5 Ol i} 0 0 0
Paciente no. suma

citoplasma |citoplasma |[citoplasma [citoplasma |citoplasma citoplasma
intensidad 3 |intensidad 2 (intensidad 1 |intensidad |intensidad 0 control
total i posiivo

F1 QD 0 0 0 0 a 100 100 100
P1 Ol 0 0 0 0 a 100' 100 100
P2 OD 0 0 0 0 0 100" 100 100
P2 Ol 0 0 0 0 0 100" 100 100
P3 0D 0 0 0 0 0 100" 100 100
P3 Ol 0 0 0 0 0 100" 100 100
P4 QD 0 0 0 0 0 100" 100 100
P4 Ol 0 0 0 0 0 100" 100 100
P5 QD 0 0 0 0 0 100" 100 100
P5 Ol 0 0 0 0 0 100r 100 100
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PORCENTAJE DE EXPRESION DE
CITOMEGALOVIRUS, HERPES-VIRUS, RUBEOLA Y TOXOPLASMA EN
MAT DE CORTES DE CORNEAS RECHAZADAS PARA TRANSPLANTE

120
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% Expresion total
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Pl P2 P3 P4 Ps "'MGC‘IJ EC | ¢t nicteo mopclisma
oMy 0 ' 0 0 i 0 0 0 100 0
HY | 0 0 0 I 0 0 0 | 100 | 0
MRUB | 0 0 0 I 0 0 0 | 100 | 0
@Tox | o 0 o | o 0 0 o | 100
FIGURA No. 5

Figura No. 5

Grafica del analisis morfométrico de la expresion en MAT de corneas rechazadas
para transplante por paciente, control interno (C. I.) y control externo (C. E.) en
nucleo y citoplasma. La expresion en cornea avascular y limbo esclero-corneal
vascular es nula al compararse con la expresion nuclear positiva para CMV, VH y
Rubeola, asi como con la expresion en citoplasma positiva para Toxoplasma.
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XIX. DISCUSION

En este studio se observd que al examinarse el patron de expresion de
citomegalovirus, Herpes-Virus, Rubeola y Toxoplasma en tejidos de cérneas
rechazadas para transplante, debido a su serologia positive a TORCH,
organizados en un microarreglo (MAT), los resultados fueron negativos para su
expression en anticuerpos, asi como haber encontrado integridad anatdmica e
histoloégica inequivoca de los mismos tejidos, replanteandonos asi de ésta manera
la imposicion de desechar dichos tejidos. El origen de éste trabajo se basa en la
integridad clinica y fisica de las corneas que se rechazan para transplante, por
presentar serologia positiva para estos microorganismos. Sin embargo el analisis
morfométrico demuestra fehacientemente la expresién negativa (% cero) con
anticuerpos especificos contra CMV, HV, Rubeola y Toxoplasma tanto en cérnea
avascular, como en el limbo esclero-corneal vascular, sobre todo cuando en el
mismo analisis se encuentra tanto expresién nuclear positiva para CMV, HV y
Rubeola, como expresion en citoplasma positiva para Toxoplasma. Mas aun, la
permanencia de la cornea avascular, limita aun mas la posibilidad de una
diseminacion por via hematdgena y destacando la perfecta conservacion
anatémica de las mismas.

Se comprobo a su vez con ayuda de la microscopia especular que la mayoria de
las cérneas son de adecuada calidad para ser trasplantadas, tanto por su conteo
endotelial, como por su hexagonalidad y coeficiente de variacion.

(et e e T CD= 1969 HEX= 48 TS 5 i
oo 88 Lz D= 2695 HEX= 63
SD= 217 AVE= 508 ! \

SD= 145 AVE= 371
Ccv = 43 NUM= 25

Mlll \ V= 39 NUM= 64
i) ARER SR 42701 N 0000w kv iots | AREA'= 23759

Pagina 39



CD= 2809 HEX= 53 1ok o O 10
SD= 115 AVE= 356

32 NUM= 28

+ AREA = 20553

—— - - e -
';( D= 2674 HEx= 54 R CD= 2801 HEX= 6
SD= 160 AVE= 37 4 oy SD = 85 AVE= 35
V= 43 NUM= CVv= 24 NUM= 25
! AREA = 8934

, AREA = 13841

CD= 2208 HEX= 76
SD= 136 AVE= 453
cv = 30 NuM= 26

. AREA= 11789

Microscopia specular de cérneas
donantes con serologia positiva a
TORCH.-

CD: Densidad celular
SD: Desviacion estanda
CV: Coeficiente de variacion
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XX. CONCLUSIONES

La expresion nuclear negativa en estos tejidos para CMV, VHS y rubeola, indican
que no hay replicacion viral y de igual forma la expresion en citoplasma negativa
para toxoplasma, indica que no hay infestacion por el parasito. Por tanto los titulos
identificados serologicamente deben ser cuidadosamente evaluados, sobre todo
cuando clinicamente no hay datos que sustenten una afeccidon de la cérnea
candidata a transplante.

Actualmente esta institucion y particularmente el Servicio de Oftalmologia del
Centro Médico Nacional La Raza se encuentra entre las unidades con mayor
numero de trasplantes corneales en nuestro pais, de ahi la importancia de la
realizacidon de este estudio, que nos permitio investigar sobre la latencia de
anticuerpos especificos contra los microorganismos que componen el sindrome de
TORCH, siendo éste el mas frecuentemente encontrado en la gama de
laboratoriales solicitados ya de manera protocolizada de serologia de donantes
cadavéricos, aptas en lo que respecta a su biomicroscopia especular y a su
analisis histologico, demostrandose de ésta manera que dichos microorganismos
se encuentran ausentes a pesar de que las determinaciones en sangre periférica
sean positivas para los mismos.

El conocer la ausencia de dichos microorganismos infecciosos en las corneas
donadas y rechazadas para trasplante, de nuestra poblacion, pese al resultado
serologico que ya se realiza de manera rutinaria, permitira mejorar los programas
nacionales e institucionales de control de calidad de los tejidos donados
permitiendo asi mejores porcentajes de éxito en materia de trasplante corneal.

En este studio se demuestra que las corneas que fueron desechadas podrian ser

perfectamente aptas para trasplante ya que cumplen criterios de calidad y se
demostro que no tienen riesgo de infeccion.
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XXIl. ANEXOS

-INSTRUMENTOS DE RECOLECCION

FOLIO
TEJIDO

FECHA
PROCURACION

PROCEDENCIA

NOMBRE
DONANTEY
NSS

EDAD
DONANTE

CONTEO
ENDOTELIAL

SEROLOGIA

-CONSENTIMIETO INFORMADO
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%q INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
‘@ UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION
IMSS Y POLITICAS DE SALUD )
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

(ADULTOS)
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE
INVESTIGACION
Nombre del estudio: ESTUDIO DE INMUNOHISTOQUIMICA E HISTOQUIMICA EN

TEJIDO CORNEAL CON FINES DE TRASPLANTE CON
SEROLOGIA POSITIVA A TORCH. EXPERIENCIA EN
CENTRO MEDICO NACIONAL LA RAZA.

Patrocinador externo (si aplica):

Lugar y fecha: México Distrito Federal , a del mes de del 2015
Numero de registro:

Justificacion y objetivo del Sr. por medio de la presente le solicitamos su
estudio: autorizacion para que al tejido de donacion de su familiar, se le

pueda realizar un estudio que se llama Inmunohistoquimica e
Histoquimica que consiste en hacer tinciones y anticuerpos que
busquen la presencia de microorganismos infecciosos en el
tejido donado. Esto es importante, ya que con ello lograremos
un control de calidad y de los tejidos con fines de trasplante y
asi con ello dar mayor garantia de éxito en el trasplante.

Procedimientos: El estudio consiste en tomar una pequefia porcién del tejido
corneal y se contendra en parafina y posteriormente se le
realizaran tinciones especiales la cuales se analizaran por un
medico patdlogo oftalmélogo y se le agregaran sustancias
(anticuerpos) que demostraran la presencia o ausencia de
microorganismos

Posibles riesgos y molestias: Ninguna, ya que el estudio se realizara con remanentes del
tejido donado.

Posibles beneficios que recibira  Ninguno , ya que el seguimiento sera al tejido y no directamente
al participar en el estudio: a su familiar

Informacion sobre resultados y Si usted asi lo desea, informaremos si existe o no la presencia
alternativas de tratamiento: de microorganismos en el tejido donado.

Participacion o retiro: Usted puede negarse a en cualquier parte del estudio a que se le
hagan las pruebas inmunohistoquimica e histoquimica y de
cualquier forma seguira con el proceso de donacion al que usted
acepto.

Privacidad y confidencialidad: Se le garantiza que no se identificara a su familiar en ningun
caso por nombre o numero de seguridad social y sus resultados
solo los podra conocer el grupo de investigadores.

En caso de coleccion de material bioldgico (si aplica):
No autoriza que se tome la muestra.
Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.
Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros.

Disponibilidad de tratamiento médico en No aplica
derechohabientes (si aplica):
Beneficios al término del estudio: Se podra saber la presencia o no de

microorganismos en el tejido de donacion.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:
Investigador Responsable: Dra. Karla Verdiguel Sotelo

Colaboradores: Dra. Elvira Gonzalez Bojorquez
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En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comision
de Etica de Investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la
Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono (55) 56 27 69 00
extension 21230, Correo electronico: comision.etica@imss.gob.mx

Nombre y firma del sujeto Nombre y firma de quien obtiene el
consentimiento
Testigo 1 Testigo 2
Nombre, direccion, relacion y firma Nombre, direccion, relacion y firma

Clave: 2810-009-013

CONSENTIMIENTO INFORMADO
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