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I. INTRODUCCION

I.1. SUPERFICIE OCULAR

La funcion principal de la superficie ocular es permitir la vision. El concepto de
superficie ocular, relativamente reciente, incluye a todas las estructuras y anejos
oculares que se encuentran en contacto con el exterior (figura I.1.). Desde el punto de
vista anatomico, la superficie ocular se extenderia por la zona interna de los parpados,
los férnices conjuntivales, la conjuntiva bulbar y la cédrnea (Thoft RA, Friend J 1977).
Estos componentes forman un sistema de estructuras integradas con interdependencia
entre ellas (Tseng SCG, Tsubota 1997). La mtegridad de la superficie ocular esta
asegurada por una fuerte relacion entre el epitelio corneal y la pelicula lagrimal
precorneal. El epitelio corneal es una estructura muy peculiar que requiere un sistema de
mantenimiento y defensa para permitir al ojo su relacion con el exterior, y que le provea
de una humectacion constante. La cornea necesita de unos sistemas protectores y de
soporte que constituyen los anejos oculares: la conjuntiva, el aparato lagrimal y los

parpados.

I.1.1. Pelicula lagrimal precorneal

También denominada pelicula lagrimal interpalpebral o preocular, y se considera
la capa mas superficial de la cérnea. Es la lamina de lagrima situada delante de la
superficie ocular expuesta al exterior. Cuando el ojo permanece abierto, la superficie de
la pelicula lagrimal es de 1,5-2 cm’. El espesor de la pelicula lagrimal precorneal se ha
calculado por diversos métodos oscilando entre 3 y 10 xum. Cualquiera que sea el

espesor, parece ser que es maximo alrededor de 1,2 segundos tras abrir los parpados, ya
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partir de ese momento disminuye por evaporacion. Esta fina pelicula en condiciones
fisiologicas se compone de tres capas. Estas son desde fuera hacia adentro (Wolf E
1946, 1954):

1) Capa lipidica.

2) Capa acuosa.

3) Capa mucinica.

Sin embargo, el concepto de la triestratificacion de la pelicula lagrimal esta
actualmente en revision, pues la pelicula lagrimal, tal vez no sea un triestrato de lipidos,
agua y mucina, sino un gel de mucina con una capa lipidica flotando sobre €l.

La capa lipidica de la pelicula lagrimal es producida fundamentalmente por las
glandulas de Meibomio que liberan su secrecion por el efecto del parpadeo. Es posible
que participen en pequefia cantidad las glandulas de Zeiss y de Moll. Esta capa supone
un espesor aproximado de 0,1 um (Korb DR 1996) y su funcion mas importante es
retrasar la evaporacion de la lagrima (Wolff E 1946), ademas de aportar una superficie
de gran calidad dptica. Cuando los parpados se cierran, las moléculas lipidicas se
montan unas sobre otras y la capa puede alcanzar 1 ©m 6 mas. La capa acuosa supone el
95% del grosor total de la pelicula lagrimal y se forma mediante las secreciones de las
glandulas lagrimales principales y accesorias. Aparte del efecto fundamental de la
humectacion, esta capa contiene proteinas, electrolitos, metabolitos y enzimas para las
funciones de defensa y mantenimiento. La capa mucosa de la pelicula lagrimal permite
su estabilidad sobre el epitelio corneo-conjuntival. Esta capa procede mayoritariamente
de las células muciparas y minoritariamente de la mucina segregada por las glandulas

lagrimales. Esta mucina se adsorbe al glicocalix o mucina epitelial, que es una
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arborizacion glicoproteica que las células epiteliales no secretoras de la cérnea y la

conjuntiva desarrollan hacia el exterior como parte de su membrana celular superficial.

I.1.2. Parpados

Son estructuras compuestas de piel, musculos, tejido fibroso, glandulas y
conjuntiva destinadas a la proteccién del ojo y a propiciar la dindmica lagrimal,
reformando la pelicula y contribuyendo a su eliminacion. Los movimientos palpebrales
fundamentales son tres: el parpadeo, la connivencia y el blefarospasmo. La frecuencia
del parpadeo es de 5-10 veces por minuto (Schirmer 1903). La funcion de los parpados
es reestablecer una pelicula lagrimal estable por medio del mecanismo del parpadeo.
Ademads, el parpadeo libera la secrecion meibomiana y moviliza la ldgrima hacia los
puntos lagrimales desde donde es aspirada por efecto de la presion negativa del saco
lagrimal, al cesar la compresion del ligamento interno en el momento de la apertura

palpebral.

I.1.3. Conjuntiva

La conjuntiva es una membrana que recubre la parte posterior de los parpados y
se extiende hacia el limbo por la superficie anterior del ojo. Histolégicamente se
compone de una capa de epitelio estratificado no queratinizado y de sustancia propia. El
epitelio tiene un nlimero de capas variable entre tres y siete. La sustancia propia consiste
en un tejido conectivo altamente vascularizado con fibroblastos, linfocitos, mastocitos,
células plasmaticas y neutrofilos (McClellan KA 1997).

Las funciones principales de la conjuntiva son: aportar la capa mucosa de la
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pelicula lagrimal y participar en el sistema de defensa. Las células caliciformes se
encuentran distribuidas entre las epiteliales y segregan mucina que es distribuida por la
superficie ocular para formar la capa interna de la lagrima (Gipson IK 1977).

Los epitelios corneal y conjuntival tienen FENOTIPOS diferentes y mantienen la
superficie ocular himeda y sana, y la cornea trasparente. Constituyen junto con la
lagrima estable y los anejos oculares una BARRERA de defensa. La conjuntiva es
ademds la parte del sistema mucoso sistémico, con el que comparte importantes
caracteristicas estructurales e inmunologicas.

Los primeros en apuntar la potencial interdependencia del epitelio corneal y el
conjuntival estableciendo el concepto de “superficie ocular” fueron Thoft y Friend en
1977. Las relaciones entre el epitelio corneal, el conjuntival y el limbo son motivo de
creciente interés. Por evidencias experimentales acumuladas, ha emergido como la
fuente de células para la renovacion de la superficie corneal. En las capas basales del
epitelio limbico, existen unas células primordiales o madre, “stem cells” cuya finalidad
es la renovacion del epitelio corneal (Tseng SCG 1989). Aunque la existencia de estas
células no ha podido ser demostrada, existen evidencias clinicas y experimentales que
apuntan este hecho como irrefutable.

En la clinica existen algunas alteraciones de la superficie ocular que se originan
por el dafio o la incapacidad de las células primordiales para mantener su objetivo de
conservar el epitelio corneal integro (Kruse FE 1994). Esta insuficiencia o fracaso de las
células primordiales puede ser un trastorno congénito (aniridia), enfermedad intrinseca
(penfigoide ocular cicatricial) o una agresion externa (toxicidad, quemadura quimica,...).

Todas estas entidades tienen en comun la alteracidon crénica epitelial, que se manifiesta
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con epiteliopatia  punteada, defectos  persistentes,  neovascularizacion,
(“conjuntivalizacién”),... etc, con grado variable de inflamacion ( Tseng SCG 1989).
Es necesario en estas lesiones proporcionar a la cornea una fuente de células

primordiales que pueda garantizar una renovacion epitelial suficiente.
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Figura I.1.: Esquema de la superficie ocular y camara anterior del ojo humano.
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1.2. ANATOMO-FISIOLOGIA DE LA CORNEA

La cornea es un tejido altamente diferenciado para permitir la refraccion y la
transmision de la luz a su través. Es la porcion anterior y transparente de la cubierta
externa del ojo, que se corresponde con un vidrio de reloj. Parece esférica, pero es algo
eliptica anteriormente, debido a que el limbo es mas prominente en sentido vertical. La
cornea mide anteriormente aproximadamente 12,5 x 11,5 mm. Estructuralmente consiste
en una lente concavo-convexa con su cara anterior en contacto intimo con la pelicula
lagrimal precorneal y su cara posterior bafiada por el humor acuoso. Son precisamente
estas relaciones las que permiten a la cornea carecer de vascularizacidn, pues estos
fluidos, lagrima y acuoso, se encargan de mantener sus requerimientos fisiologicos.

La coérnea, es mas delgada centralmente. Su espesor alcanza casi Imm en la
periferia (650-700 u«m) y es algo mayor de 500 um en la zona central. El tercio central
de la cérnea, denominada zona Optica, es casi esférico con un radio de curvatura
promedio de 7,8 mm. La cornea periférica es menos curva, pero también variable. La
superficie corneal posterior, es casi esférica y se ha calculado que su radio de curvatura
aproximado es de 6,8 mm (Katz M 1989). El poder de refraccion de la superficie
anterior de la cornea es de 48,8 dioptrias aproximadamente y el de la superficie posterior
es de -5,8 dioptrias. La cornea es el medio transparente del ojo con mayor poder de
refraccion constituyendo el 70 % del global.

En el neonato, la cornea es relativamente grande, con un promedio de 10 mm de
blanco-blanco vertical. Su curvatura es mas pronunciada y por tanto su poder didptrico
es mayor (aproximadamente 51 dioptrias en el nacimiento a término)(Donzis PB 1985).

La cornea continua creciendo en diametro y se aplana con la edad, alcanzando casi las
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medidas adultas después del primer afio (Gordon RA 1985).

Estructuralmente se compone de 5 capas que desde el exterior al interior
comprenden el epitelio, la membrana de Bowman, estroma, membrana de Descemet y
endotelio. El epitelio es pluriestratificado escamoso y no queratinizado, el estroma de
tejido conectivo y el endotelio una monocapa celular. Aunque este tejido avascular es
aparentemente simple en su composicion, la enorme regularidad y uniformidad de su
estructura son las que permiten su precisa trasmision y refraccion de la luz. Ademas, la
cornea debe cumplir con sus funciones en contacto con el exterior, con todas las
agresiones posibles por sequedad, contaminacion, bacterias, etc... Para ello necesita de
unos sistemas protectores y de soporte que constituyen los anejos oculares: la
conjuntiva, el aparato lagrimal y los parpados que anteriormente hemos revisado.
Abordaremos cada una de los componentes de la estructura corneal por separado.

I.2.1. EL EPITELIO CORNEAL

El epitelio corneal contiene entre 5 y 7 capas celulares de epitelio escamoso
estratificado no queratinizado, con un espesor total de 50 a 56 xm. En la zona periférica
el nimero de capas aumenta a 8-10. Aunque tiene mucho en comun con el epitelio
conjuntival, se puede decir que son los 123 mm” mas especializados de la superficie
corporal, manteniendo la transparencia y las caracteristicas refractivas sobre un tejido
conjuntivo avascular. Ademas de estas propiedades, mantiene una actividad metabolica
y de barrera a los agentes externos, presentando una fuerte resistencia a la abrasion y
una rapida capacidad de cicatrizacion.

Dentro del epitelio, se distinguen tres tipos de células agrupadas por estratos:

escamosas o planas, en la superficie; intermedias o alares y basales o columnares. Entre
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todas ellas existen unas uniones intercelulares muy desarrolladas con membranas
interdigitadas, que le confieren una gran estabilidad al epitelio. Las células apicales
constituyen dos capas. Estas células escamosas son de forma poligonal y tienen dos
posibles aspectos al ser estudiadas por microscopia electronica de barrido: las células
claras son células mas jovenes, mientras que las células oscuras se admite que son
hipermaduras y proximas a la descamacion. Estas células epiteliales superficiales no
caliciformes que producen mucina, ademds expresan las queratinas especificas de la
cornea: Kz y K 12 ( Moll R 1982, Galvin S 1989). Este marcador es muy importante en
estudios de investigacion para diferenciarlo del epitelio conjuntival que tiene células
epiteliales superficiales que expresan mucina.

En la cara externa de las células superficiales, existen numerosas
microproyecciones, denominadas microvilli, que alcanzan una longitud entre 0.5 y 1.2
um. Existen numerosas uniones estrechas alrededor de todos los bordes laterales de cada
célula, que ejercen una funcion de barrera anatdmica al paso de sustancias al espacio
intercelular y a resistir las presiones externas. Las moléculas implicadas en la adherencia
intercelular que se han descrito son las siguientes:

1) integrinas, proteinas integradas en la membrana celular, y

2) cadherinas, glicoproteinas dependientes del calcio.

La capa de células alares o intermedias tienen una profundidad de tres células;
cuanto mas superficial es la célula, mas plano es su aspecto. El niicleo de las células
alares es paralelo a la superficie. Existe una extensa interdigitacion entre estas células
con numerosas uniones desmosomicas.

Las células basales situadas en la profundidad componen una tUnica capa de
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células columnares que descansa sobre la membrana basal. Estas células estan rodeadas
en la superficie anterior por nucleos ovales que se disponen perpendicularmente a la
superficie. Se trata de c€lulas mitoticamente activas y las células hijas producidas se
desplazan anteriormente para trasformarse en células intermedias. Las células basales se
unen entre si utilizando microestructuras que ademas tienen un papel de comunicacion y
formacion de barreras. Son fundamentalmente tres los distintos tipos de estructuras:

1) Desmosomas, que son interdigitaciones entre las superficies celulares.

2) Uniones estrechas (tight junctions), que forman un sistema estanco
impidiendo el paso de moléculas.

3) Uniones comunicantes (gap junctions), mayores en las células basales,
formando canales de iones y moléculas hidrofilicas.

Las células basales también contienen conjuntos de tonofilamentos para
mantener la forma celular. Existen filamentos de actina y pueden desempefiar un papel
en la migracion celular, como sucede durante la curacion de una herida (Gipson IL
1977).

Las células del epitelio corneal estan muy adheridas a su membrana basal
mediante unos complejos de union denominados hemidesmosomas (figura I.2.). Estos se
fijan a las fibrillas de anclaje situadas en la membrana basal, compuestas por colageno
tipo VII, y que se extienden desde la lamina basal penetrando en la estructura del
estroma finalizando en placas localizadas compuestas por colageno tipo IV y tipo VII,
formando un complejo muy entramado (figura 1.3.).

Entre las células epiteliales basales podemos encontrar otros tipos celulares

como linfocitos y pequefias células con nucleos oscuros y multiples prolongaciones
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dendriticas. Periféricamente existen c¢lulas de Langerhans que son células inmunes
presentadoras de antigenos. El epitelio central estd exento de melanocitos y células
dendriticas. Esta caracteristica puede explicar la buena tolerancia inmunoldgica del
injerto corneal. En condiciones patoldgicas esta situacion se suele alterar.

Es habitual en el epitelio, la presencia de fibras nerviosas desprovistas de
mielina. Estas fibras suelen encontrarse entre las células basales, pero son raras entre las
alares o intermedias. El nervio finaliza sin formar un drgano o receptor sensorial final
especifico, ya que ello reduciria la trasparencia corneal.

Bajo la capa de células basales se encuentra una membrana basal producida por
ellas. Tiene un espesor de 500 A. Mediante microscopia electronica se ha podido
observar que estad compuesta por una zona clara anterior, la ldmina licida y una zona
oscura posterior, la lamina densa. La ldmina basal junto con sus hemidesmosomas y
fibrillas de anclaje, participa en la adherencia de las células epiteliales al estroma

corneal.

, Hemidesmosoma
/

/
/

Membrana basal

1 . b
_|Ldmina licida

__|Lamina densa

lamentos de anclaje =
|
|

L3 Lamina reticular
Fibrillas de anclaje —

Membrana Bowma

Placa de anclaje

Figura 1.2.: Esquema de las microestructuras de adherencias entre el epiteio corneal
basal, la membrana basal y la membrana de Bowman.

10
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Desmosoma Queratofilamentos
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Figura 1.3.: Esquema de la compleja estructura de union del epitelio corneal a la
membrana basal.

Membrana de Bowman

La capa de Bowman es una zona acelular, de 8 a 10 um de espesor, situada
debajo de la membrana basal del epitelio. El margen anterior se limita anteriormente por
la membrana basal del epitelio y los bordes posteriores emergen en las fibras de
colageno anteriores del estroma (figura 1.4, 1.5.). Bajo microscopia dptica la capa de
Bowman parece homogénea, pero la microscopia electronica permite observar que estéa
compuesta por fibrillas cortas de colageno dispuestas al azar. La capa de Bowman es
resistente al traumatismo ofreciendo una barrera de invasion corneal por
microorganismos y células tumorales. Se ha constatado que la Bowman carece de
capacidad regeneradora cuando se lesiona. Durante la curacion de una herida, se forma
una capa delgada, con una fina estructura idéntica a la membrana de Bowman; sin

embargo esta capa secundaria no recupera su espesor original.

11
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Células basales

Membrana basal

Membrana de Bowman

Figura [.4.: Esquema de la estructura corneal superficial.

Membrana de Descemet

Endotelio corneal

Figura L.5.: Esquema de la estructura corneal profunda.

12
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1.2.2. EL ESTROMA CORNEAL

Su grosor central es de 0.5-0.54 mm, siendo mayor en la periferia en donde
alcanza hasta 0.7 mm, lo que constituye el 90% del grosor total corneal (figura I.6a, 6by
6¢). Para ser transparente, el estroma corneal posee una estructura peculiar, conteniendo
fibras de colageno fundamentalmente de los tipos I y V. Estas se ordenan en unas 200 a
250 laminas paralelas a la superficie, teniendo todas las fibras una direccion igual dentro
de cada lamina, pero entre las laminas la orientacion es oblicua, presentando tendencia a
una orientacion vertical y horizontal, probablemente para compensar las deformaciones
causadas por la musculatura extrinseca. El didmetro estrecho de las fibras (entre 30 y 38
nandmetros) es una caracteristica que contribuye a la transparencia y se debe a la
proporcion de la molécula de colagenoV.

El espacio interfibrilar contiene proteoglicanos de tipo keratdn sulfato y
dermatan sulfato, estando mas presente el primero en el estroma central y anterior. Su
papel en este espacio se explica por la capacidad de atrapar cationes y agua.

Para compensar esta fuerza separadora de las fibras, la presencia de moléculas de
colageno XII pudiera explicar unos puentes de union, con cierta elasticidad para
adaptarse a fuerzas tensionales. También explica la necesidad de ejercer una fuerza para
separar las laminas estromales. La caracteristica disposicion de las fibras y de las
laminas, aunque no se entiendan los mecanismos moleculares que la regulan, asegura
una tension uniforme en toda la estructura de la cdrnea. Los proteoglicanos se unen a las
fibras de colageno de forma ordenada (un proteoglicano a un punto especifico de union),
lo que es esencial para el ordenamiento y el espaciamiento fibrilar.

Los queratocitos, componentes celulares principales del estroma, se acomodan

13
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entre las laminas y mantienen la estructura al sintetizar proteoglicanos y colageno. Se
trata de una célula grande y plana con varias prolongaciones que se extienden mas alla
del cuerpo celular de forma estrellada. Sus prolongaciones suelen mantenerse dentro de
un mismo plano, pero ocasionalmente los extremos de las prolongaciones tocan las
células vecinas. El queratocito deriva de la cresta neural y contiene el colageno y la
matriz extracelular del estroma corneal. Pueden observarse junto a los queratocitos,
pequefios haces fibrilares de coldgeno recién sintetizados. Las caracteristicas
enzimaticas de estas células permiten el ensamblaje ordenado del material sintetizado.
Ante las agresiones, los queratocitos emigran hacia el lugar de la herida y se transforman
en fibroblastos para restaurar las estructuras lesionadas. Estas células transformadas
presentan un aumento del reticulo endopladsmico rugoso y de aparato de Golgi asi como
una disminucion de las prolongaciones citoplasmaticas. De este modo, contribuyen a la
formacion de la cicatriz mediante proliferacion y formacion de colageno (Robb RM
1962). En el estroma se observa ademas de los queratocitos una pequefia cantidad de
leucocitos polimorfonucleares, células plamaticas y macroéfagos que se localizan entre
las 1aminas de las fibras de colageno.

Las propiedades mecénicas de la cornea han sido estudiadas de forma prioritaria
desde los métodos de cirugia refractiva y existe una revision reciente. Debido a la
diferente estructura y distribucion de los componentes corneales, se considera a la
cornea como un material no isotrdpico. En condiciones de edema, la tension de las fibras
posteriores es menor, elongandose las anteriores, que incluso cambian la curvatura de la

cara anterior.

14
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Figura I.6a.: Arriba. Histologia de las 5 capas de la cornea humana.
Figura 1.6b.: Abajo. Detalle.del epitelio estratificado no geratinizado
(Cortesia Prof Marshall). Tomado de Spalton. Atlas de Oftalmologia.

=
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Membrana de Descemet

La membrana de Descemet tiene un espesor de aproximadamente 8-12 ymen los
adultos y se trata de una lamina basal gruesa producida por el endotelio, que se mantiene
tenuemente unida al estroma. El anillo de Schwalbe sefiala el final de la membrana de
Descemet. Mediante microscopia electrdnica se observa que la membrana de Descemet
estd compuesta por una zona anterior en banda y posterior homogénea. Contiene
colageno tipo IV y fibronectina (Newsome DA 1981). Esta riqueza en glicoproteinas,
laminina y colageno IV, le confieren una elasticidad y resistencia, mayor que el estroma
ante agresiones traumaticas o inflamatorias. Cuando se corta, como ocurre durante
algunas intervenciones quirurgicas, tiende a enrollarse hacia la camara anterior.
Periféricamente aparecen en el 0jo normal engrosamientos localizados de la membrana
de Descemet, que reciben la denominacion de cuerpos de Hassall-Henle.

A diferencia de la capa de Bowman, la membrana de Descemet se desprende del
estroma con facilidad, regenerdndose con rapidez tras la lesion. En algunos procesos
patoldgicos, se depositan sustancias metalicas en la membrana de Descemet, como por
ejemplo, el cobre en la enfermedad de Wilson y la plata en la argirosis. La célula
endotelial, cuando se estimula por una inflamacién, un traumatismo o alteraciones
genéticas, puede producir un exceso de lamina basal anormal (Waring GO 1974), que
también contiene colageno tipo I (Kenney C 1978) dando lugar a un engrosamiento de la
membrana de Descemet y a la formacion de una verruga de Descemet.

1.2.3 EL ENDOTELIO CORNEAL

Se trata de una monocapa de células cuboideas que forman un mosaico

hexagonal. Ultraestructuralmente estas células no muestran uniones especializadas hacia
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la membrana de Descemet que la separa del estroma, si bien existen interdigitaciones
intercelulares y algunos desmosomas, por lo que no se aprecian espacios intercelulares.
Son estas invaginaciones las que facilitan a las células su despliegue para cubrir la
pérdida celular constante. (Waring GO 1982). Las células endoteliales, de forma mas
cuboidea y de una altura aproximada de 10 x«m al nacer, se aplanan con la edad hasta
aproximadamente 4m en los adultos. El endotelio deriva probablemente de la cresta
neural.

En su porcion apical se encuentra en contacto con el humor acuoso y presenta
una superficie lisa, permitiendo asi una superficie con buenas condiciones dpticas.

El nicleo es grande y en el citoplasma celular, la presencia de mitocondrias es
muy abundante. Para la activacion de la energia que controla la hidratacion estromal , en
los bordes celulares basolaterales hay abundantes acumulos de ATPasa.

Por lo general no existe actividad mitotica en el endotelio tras el nacimiento. Una
caracteristica del endotelio corneal, a diferencia del epitelio corneal es su incapacidad
para la renovacion celular. Esto origina una pérdida de poblacion celular con la edad, asi
como una disminucion de su grosor al estar obligado a cubrir toda la superficie corneal
posterior. Este envejecimiento puede darse de manera exagerada en distrofias y como
consecuencia de patologia o cirugia ocular. Los estudios del endotelio corneal han sido
objeto del mayor interés desde su posibilidad de estudio clinico, que permite el analisis
de las estructuras celulares y de su densidad. En el adulto joven existen entre 3.000 y
3.500 células/mmz, estimandose como criticas las cifras entre 500 y 700 células/mm?. La
pérdida endotelial se manifiesta ademas por el polimegatismo (diversidad de tamafio

entre las células), pleomorfismo (diversidad de formas) y aumento de la poligonalidad
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asociada a un incremento de la permeabilidad.

Epitelio
Membrana de Bowman
Estroma
Endotelio Membrana Descemet

Figura L.6¢c.: Esquema de la estructura microscopica corneal.
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1.2.4. ANATOMIA DEL LIMBO

Anatémicamente el limbo supone una zona de union para separar la cérnea de la
conjuntiva y diferenciar estos dos tejidos. Los tres constituyen la llamada superficie
ocular. Bussaca en 1952, defini6 el limbo como la zona en la que tres tejidos distintos se
superponian: la cornea, la conjuntiva y la esclera (Smeler GK 1980). Histologicamente,
el epitelio limbar también es Uinico y consiste en mas de 10 capas celulares, y es el mas
grueso de los tres comparandolo con 1-2 capas celulares del epitelio conjuntival y las 4-
7 del epitelio corneal. La expresion fenotipica del epitelio limbar es intermedia entre los
epitelio corneal y conjuntival. Por ejemplo, en la cicatrizaciéon de un defecto corneal
epitelial total por el epitelio limbar, el epitelio resultante es morfoldgicamente similar al
corneal pero su contenido en glucdgeno y proteina es intermedio entre el epitelio corneal
y el conjuntival (Kinoshita S 1982, 83). El andlisis ultraestructural del limbo humano
sugiere que debe haber criptas abiertas para las células globet (Greiner JV 1979), hecho
unico del epitelio conjuntival. Todavia es desconocido si este epitelio de union puede
servir de origen a las células stem tanto del epitelio corneal como del conjuntival. En los
humanos se han identificado en el limbo una zona de especializacién de la estructura
epitelial y se la ha denominado “Empalizadas limbares de Vogt” (Grayson M 1992). Esta
estructura se especuld primero por Davanger y Evensen (1971), como el 6rgano
generador de las células corneales epiteliales. Las células basales de estas empalizadas
son presuntamente, algunas de ellas, células primordiales y estan estrechamente unidas
a la membrana basal subyacente y tienen una rica vascularizacion (Goldberg MF, Bron

AJ 1982).
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1.3. INERVACION CORNEAL

1.3.1. Anatomia macroscopica

La inervacién de la cérnea humana proviene en su mayor parte de la rama
oftalmica del ganglio trigémino a través de los nervios nasociliares largos (figura 1.7.).
Esta rama oftalmica es la primera de las tres ramas del V par craneal y se subdivide a su
vez en tres ramas: lagrimal, frontal y nasociliar. Estas tres ramas penetran en la 6rbita a
través de la hendidura orbitaria superior.

1.3.2. Anatomia microscopica

Los nervios nasociliares largos penetran en el estroma corneal a nivel del limbo
mediante 10-12 troncos nerviosos. Estos pueden ser mielinizados o no, siendo similares
a los troncos nerviosos periféricos. La mielinizacion desaparece a 2-3 mm del limbo y

constituyen el plexo nervioso subepitelial.

La distribucion nerviosa intraepitelial ha sido estudiada con precision por Rozsa
y Beuerman (1982) confirmando mediante sus trabajos la gran densidad nerviosa a nivel
del epitelio corneal. La relacion de fibras nerviosas terminales ha sido estimada de 1
para 1.5 células basales epiteliales, es decir, 1,4 millones de terminaciones
intraepiteliales para aproximadamente 2,1 millones de células basales en el conejo. Asi,
la cérnea seria el tejido periférico mas ricamente inervado. A titulo comparativo, la
densidad nerviosa corneal seria de 300 a 600 veces mayor que la de la piel.

El estudio de las capas epiteliales sugiere que la zona de distribucion, es decir, el
campo receptor neuronal de ciertos axones, es muy amplia. Tras su penetracion en la
capa epitelial, los axones se dividen en un plano horizontal formando ramificaciones.

Estas arcadas horizontales se ramifican a lo largo de su trayecto intraepitelial horizontal,
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dando ramas verticales formando una red densa y compleja terminando a nivel de las
capas celulares mas anteriores. Los campos receptores neuronales y las terminaciones
libres de éstas arcadas intraepiteliales se superponen de manera importante (Assouline

M 1993).

N. ciliar ~
corto post. }r;,'

Ter i
Sensitivo— :;

i H
Parasimpatico—#~ 1

Sy d
Simpatico - \y/\:’J

% %— N. ciliar largo post.

\\ \— Sensitivo
*— Simpatico

Ganglio ciliar | if

Figura 1.7.: Inervacion corneal tomado del Grayson.

1.3.3. Tipos de fibras nerviosas corneales

A partir de experiencias de denervacion, se ha demostrado que la mayor parte de
los axones que penetran en la cornea son de tipo sensitivo, procedentes del ganglio
trigémino (Beuerman RW 1980). Sin embargo, algunas fibras son de origen simpatico.

Fibras simpaticas

21



Cristina Peris Martinez I - INTRODUCCION

Las fibras simpdaticas corneales tienen su origen en el ganglio cervical superior
La mayor parte de estas fibras se disponen en el limbo esclero-corneal y se encuentran
estrechamente asociadas a vasos. Algunas fibras simpdaticas penetran en el estroma y
terminan bajo la forma de expansiones axonales preterminales a nivel subepitelial y
epitelial (Assouline M 1993).

Fibras sensitivas

Los axones nociceptivos son de velocidad de conduccion lenta (fibras A-delta o
fibras C-Assouline). La cornea es un sistema puramente nociceptivo (Beuerman RW
1980) presentando dicha clase de fibras como lo demuestran los trabajos de Lelé (Lelé
PP 1959) y Tanelian (Tanelian DL 1983). A nivel del nervio ciliar, el 80% de las fibras
no presentan mielinizacion, siendo de tipo C. Este porcentaje es mucho mayor que en la
mayor parte de los nervios periféricos y corrobora la hipotesis de un sistema corneal
nociceptivo puro o casi puro (Assouline M 1993).

Receptores sensitivos

Los receptores sensitivos corneales estan representados por terminaciones libres
intraepiteliales. Pero existe especializacion funcional de dichas terminaciones libres

diferencidndose en mecanorreceptores y termoreceptores (Assouline M 1993).

I.4. RESPUESTA CORNEAL ANTE UNA AGRESION

En comparacion con la cicatrizacion de la piel, la cornea es mas compleja como
resultado de la mayor diferenciacion y de la estricta organizacion de su estructura.
Debido a que la cornea esta sujeta a agresiones de forma tanto natural (traumatismos,

infecciones,..), como iatrogénica (cirugia, laseres, lentes de contacto,...), los mecanismos
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de cicatrizacion han sido objeto de diversos estudios.

La renovacion epitelial se produce cada 7 dias, pero ante una lesion o defecto se
inicia una reaccidon que consiste en tres fases diferentes. La fase latente, consiste en un
periodo de 4 a 6 horas durante el cual se eliminan los restos celulares, las células se
redondean y se reducen los hemidesmosomas del area de la lesion. En la fase de
migracion celular, que dura entre 24 y 36 horas, la movilidad celular se acelera y llega a
cubrir en poco tiempo la pérdida de sustancia, con la recuperacion del efecto barrera,
gracias a un incremento de la superficie celular y la formacion de fibrillas y filamentos.
Se le ha atribuido a la fibronectina un papel fundamental en la fase de cicatrizacion,
permitiendo una fuente de unién celular con la membrana basal. En la fase de
proliferacion celular se activan las c€lulas primordiales del limbo, se desarrollan los
complejos de unidon con la membrana basal y se reestablecen las terminaciones
nerviosas. Es clave entonces para la recuperacion epitelial, tanto una membrana basal en
condiciones como una adecuada capacidad regenerativa de las células primordiales del
limbo.

Las agresiones del estroma provocan una liberacion de citoquinas que estimulan
el movimiento de los queratocitos hacia los margenes de la herida, iniciando la
formacion de nuevo tejido coldgeno y mucopolisacaridos, pero las células pierden su
especializacion liberando sustancias comunes a cualquier herida, con un tamafio y
disposicion irregular de las fibras. Se ha insistido mucho en la importancia del epitelio
en este proceso de cicatrizacidn, pues no se inicia hasta que cubre el area afectada una
capa de epitelio. La recuperacion de las caracteristicas normales no se llega a cumplir, al

perderse la disposicion de las fibras, incrementarse el didmetro de las mismas y

23



Cristina Peris Martinez I - INTRODUCCION

disminuir la resistencia del tejido. La tension y la forma global de la cornea se puede ver
profundamente afectada en heridas amplias, lo que se traduce en menor resistencia y
astigmatismo, respectivamente.

En humanos adultos no existen fendmenos de mitosis en las células endoteliales,
por lo que la pérdida celular se debe cubrir con la expansion de las células vecinas. La
pérdida celular causada tanto por el envejecimiento como por agresiones externas o
enfermedades, provoca disminucioén de la actividad endotelial y pone en peligro sus

efectos bomba y barrera.

I.4.1. RENOVACION DEL EPITELIO CORNEAL

El epitelio corneal es un tejido que se autorrenueva de forma permanente. Se
trata de un epitelio de descamacion cuyas células se recambian permanentemente. Para
explicar este fenomeno, se requiere la presencia de células madre, stem o
pluripotenciales. Estas células primordiales son la fuente de nuevas células epiteliales y
aseguran su renovacion constante. Estas células, tedricamente, estan localizadas en el
epitelio basal del limbo corneal y juegan un papel fundamental en la cicatrizacion
corneal (Tseng SCG 1989).

Varias observaciones clinicas y experimentales vienen sugiriendo la posibilidad
de que la superficie corneal se regenera de modo continuado a partir del limbo
esclerocorneal. La forma en que se regenera el epitelio corneal se ha postulado por
diversas teorias en los ultimos afios.

1.4.1.1. Hipotesis X, Y, Z

Es una teoria propuesta por Thoft y Friend (1983) para explicar la forma en la
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que la masa epitelial corneal se mantiene y renueva constantemente (Figura 1.8). Segtin
esta teoria, las células descamadas (células Z) se reemplazan continuamente no sélo por
las células basales (células X) que estan dividiéndose, sino también por las células que

migran desde la periferia (células Y).

Figura 1.8.: Hipdtesis X, Y, Z del movimiento celular.

1.4.1.2. Papel del limbo en la regeneracion del epitelio corneal

La importancia del limbo ha sido considerada a partir de la observacion de
evidencias que confirman un movimiento centripeto de células desde la periferia
corneal hacia su centro y una descamacion preferencial del epitelio central frente al

periférico.
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a) Movimiento celular centripeto.

Diversos estudios han demostrado que existe un movimiento centripeto de
células desde la periferia corneal hacia el centro. Es precisamente este movimiento
centripeto el responsable de renovar la masa celular corneal (Thoft RA 1989). Este
movimiento migratorio centripeto tiene lugar tanto en condiciones de cicatrizacion
normal como traumatica (Tseng SCG 1989).

En la cicatrizacion de un defecto epitelial corneal, la curacidn se lleva a cabo por
proliferacion celular y migracion de las células adyacentes (Kuwabara T 1976, Buck RC
1979).

Las investigaciones de varios autores prueban la hipotesis del movimiento
migratorio centripeto de las células epiteliales en la regeneracion de la superficie
corneal:

-Davenger y Evensen (1971) demostraron que en ciertos pacientes pigmentados,
las células limbares altamente pigmentadas, forman estrias radiales hacia la cérnea.

-Bron (Bron AJ 1973) ampli6 la mencionada observacion constatando que en
numerosas enfermedades epiteliales corneales pueden formarse patrones estriados
similares.

-Alldrege y Krachmer (1981) descubrieron que el epitelio de la cornea humana
del donante era gradualmente reemplazada por las células periféricas del receptor en las
queratoplastias.

-Kinoshita, Friend y Thoft (1981) documentaron la diluccion gradual de la
cromatina sexual del injerto donante femenino por la del receptor masculino en un

periodo de 12 semanas en conejos.
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-Buck (1982) observo que las células epiteliales periféricas corneales del raton,
tatuadas con particulas de carbon, migran centripetamente incluso en cdrneas normales,
minimamente traumatizadas.

-Dua y Forrester (1990) estudiaron el proceso de reepitelizacion de la superficie
ocular de 14 pacientes con grandes abrasiones corneo-conjuntivales. Se encontr6é que
durante este proceso el movimiento celular era circunferencial a lo largo del limbo
corneo-escleral y de forma centripeta desde el limbo corneo-escleral. En ninguno de los
pacientes el defecto corneal central se cerrd antes que el limbo se hubiera reepitelizado
completamente.

Suponiendo que la proliferacion celular se originara en el limbo, el epitelio
corneal periférico deberia tener una mayor capacidad proliferativa. Esta teoria viene
avalada por los siguientes trabajos experimentales:

-Matsuda, Ubels y Edelhauser (1985) en sus investigaciones concluyeron que en
conejos, los defectos epiteliales corneales de mas de 8 mm curan mas rapidamente (0,91
mm®/hora) que los de menos de 4mm de didmetro. (0,37 mm®/hora). Estos resultados
sugerian que el epitelio corneal periférico tiene una tasa de proliferacion mayor.

-Ebato, Friend y Thoft (1987) observaron en cultivos tisulares que los
fragmentos de cornea periférica crecian mas rapidamente que los centrales ( 52,8 + 5,2
mm? versus 7,8 +1,1 mm® ; p< 0,001) y que la actividad mitotica también es mayor en
centro que en periferia ( 18,8 + 0,8 mm?2 versus 1,1 0,5 % ; p< 0,001).

-Ebato, Friend y Thoft (1988) observaron en cultivos tisulares que el epitelio
limbar crece incluso mejor que el epitelio periférico corneal ( 47,8 + 5,2 mm? versus 41

+10% en 24 horas ; p< 0,01) y que la actividad mitética también es mayor en el centro
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que en periferia ( 2,9 + 1,2 versus 0,8 +0,6 ; p< 0,01).

-Sririvasan, Eakins y Huang (1979) han llegado a la conclusion que cuando el
epitelio corneal central es denudado repetidamente, la curacion es mas rapida en la
segunda que en la primera denudacion. Esto sugiere que las células epiteliales
periféricas mas jovenes han emigrado centripetamente a los bordes de la herida tras la
primera denudacion y responden de una forma mas rapida al segundo trauma.

b) Descamacion preferencial

Las células de las capas mas superficiales del epitelio corneal se pierden por
apoptosis y se descaman periddicamente (Haskjold E 1992). Este hecho ha sido avalado
pOr numerosos autores.

Los primeros en estimar la vida media de una célula epitelial corneal en ojo de
conejo (entre 3 y 7 dias) fueron Hanna y O’Brien (1961) aplicando métodos de marcaje
radiactivo en el conejo.

Haskjold y Bjerknes (1989) utilizando el mismo marcador radiactivo para las
células epiteliales de rata, comprobaron la localizacién de las mitosis en la capa basal,
confirmando que las células que abandonaban dicha capa seguian un trayecto vertical,
las primeras células marcadas alcanzaban la superficie corneal a los tres dias de la
introduccion de la timidina tritiada.

Cenedella y Flescher (1990) constataron que la pérdida de marcaje por
descamacion de las células epiteliales superficiales de la rata comenzaba a los tres dias
de la inyeccion y que el reemplazamiento completo del epitelio corneal requeria unas 2
semanas.

Lavker, Dong y Kudoh (1991) comprueban que el indice de divisién es mas bajo
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en el epitelio limbar que en el epitelio corneal central, discrepando con la hipotesis de la
presion tisular del epitelio periférico sobre el central. Estos autores miden las
velocidades relativas de la proliferacion del epitelio limbar y del central utilizando
técnicas autorradiograficas con timidina tritiada en conejos albinos de la raza New
Zealand, objetivando que el indice de division en el epitelio limbar es menor que en el
epitelio central y que estas diferencias se mantienen durante el ciclo circadiano. Este
hecho vendria explicado por las propiedades de ciclo lento que poseen las células
primordiales, con una fase G, mds larga (Tseng 1989). Estos resultados sugieren que la
presion de la poblacion “per se” no puede ser responsable de la migracion centripeta del
epitelio corneal y promueven la posibilidad de que la descamacion preferencial del

epitelio corneal central pudiera atraer células periféricas hacia el centro de la cornea.

1.4.2. LA CONJUNTIVA EN LA CICATRIZACION CORNEAL

a) Transdiferenciacion conjuntival

Durante el proceso de cicatrizacion del epitelio corneal con implicacion limbar,
el epitelio conjuntival, a menudo, migra a través del limbo denudado para intentar cubrir
la superficie corneal. Se cree que durante este periodo de cicatrizacion, el epitelio
conjuntival que cubre la cornea “asume” las caracteristicas del epitelio corneal en un
proceso denominado transdiferenciacion conjuntival (figura 1.9.). El fenémeno de la
transdiferenciacion conjuntival, supone el paso de epitelio conjuntival a corneal pero no
ha sido demostrado de manera concluyente ni in vivo (Wei ZG 1993, Chen WYW 1994,
Dua HS 1998) ni in vitro (Kruse FE 1990, Moyer PD 1996). Hasta nuestros dias

podemos decir que las células epiteliales conjuntivales pueden reestablecer la cornea
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denudada, pero no inducir transdiferenciacion haciendo que las células conjuntivales
expresen marcadores fenotipicos especificos de cérnea como la queratina K 1,y K 3. Los
ultimos intentos de demostrar este fenomeno mediante el cultivo de células del epitelio
conjuntival sobre membrana amnidtica también han fracasado (Prabhasawat P 1997,
Cho BJ, 1999). La membrana amnidtica humana no parece inducir transdiferenciacion
de las células epiteliales conjuntivales en células epiteliales de tipo corneal en
condiciones de cultivo in vitro.

La cicatrizacion de una herida epitelial corneal sin transdiferenciacion, esta
inevitablemente asociada con vascularizacion corneal. Esta observacion llevd al
descubrimiento de la vitamina A como uno de los factores sanguineos responsables del
mantenimiento del fenotipo conjuntival. De hecho la interrupcion del aporte de vitamina
A por la técnica denominada fototrombosis, puede llevar a la transformaciéon del
fenotipo epitelial conjuntival en otro parecido al corneal (Tseng SCG 1987, Huang AJW
1988). Este estudio y otros muchos previos establecen que la transdiferenciacion
conjuntival se inhibe por la neovascularizacion corneal. Por el contrario, la oclusion de
los vasos corneales puede inducir transdiferenciacion conjuntival en cdrneas
vascularizadas. Estos resultados podrian tener aplicaciones clinicas en patologias con
neovascularizacion corneal elevada. También es sabido que la neovascularizacion
corneal reduce significativamente la supervivencia del injerto corneal tras queratoplastia
penetrante. La fototrombosis usando Rosa de Bengala intravenoso y posteriormente
irradiando la zona neovascularizada mediante ldser Argdn puede ser prometedor para la
oclusion de vasos corneales e inducir transdiferenciacion conjuntival (Corrent G 1989).

La asociacion entre fenotipo conjuntival y vascularizacion estromal corneal
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(conjuntivalizacion) sugiere la presencia de factores angiogénicos derivados de la
conjuntiva o antiangiogénicos derivados cornea, es decir, modulacion intrinseca de la
expresion fenotipica.

Ademds de la vascularizacion, la membrana basal parece ser otro factor
modulador extrinseco, como lo sugiere la expresion de queratina K |, (especifica de
cornea) por parte de células epiteliales conjuntivales cuando se cultivan en membranas
basales corneales. El hecho de que la membrana basal sea destruida en muchas
patologias que ocasionan el cambio de epitelio corneal por conjuntival sugiere que
alteraciones de ésta puedan ser una de las causas principales de la conjuntivalizacion, de
ahi el “resurgir”del uso de trasplante de membrana amnidtica (con gruesa membrana

basal) para intentar reemplazar la membrana basal destruida.
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Figura 1.9.: Esquema de las células epiteliales de la superficie ocular.
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I.5. CARACTERISTICAS ESPECIALES DEL OJO DEL CONEJO

(PRINCE, 1964).

El ojo del conejo presenta diferencias respecto al ojo humano. Tiene varias
estructuras anatomicas que no existen en el humano: musculo retractor del globo, la
glandula de Harder, la membrana y glandula nictitantes.

Ademas el sistema lagrimal del conejo presenta una glandula lagrimal mucho
mayor y el aparato de drenaje es diferente. También el sistema de drenaje del acuoso,
aunque probablemente con resultados similares, es diferente.

El tamafio del ojo varia con la edad y en el adulto es relativamente grande y
prominente. Al nacimiento es de sdlo 6 mm de didmetro pero crece rdpidamente y a los
6-7 dias de abrir los parpados ya se ha alcanzado el 90% del tamafio final que alcanza de
la semana 14 a la 20 aproximadamente. Las dimensiones medias normales de conejos
adultos son:

.Didmetro antero-posterior: 16-19 mm.

.Didmetro vertical: 17-18 mm.

.Didmetro horizontal: 18-20 mm.

Las caracteristicas de las diferentes estructuras oculares del conejo son:

La cornea del conejo es prominente y relativamente grande, mucho mas curva
que la humana (Salinas-Martinez E 1997). De didmetro horizontal medio 15 mm y
vertical de 13,5-14mm. Su curvatura no difiere mucho de la de la esclera por lo que el
sulcus ciliar es muy poco pronunciado. El radio de curvatura es de 7-7,5 mm y el
espesor corneal de 0,3-0,4 mm de media. La curvatura corneal, no obstante, va

cambiando durante los primeros 15 meses de vida. Al nacimiento el poder dioptrico es
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de 60 que se reduce a menos de 50 a las 30 semanas y se establece en 40-43 dioptrias a
las 60-80 semanas.

Los bordes corneales se identifican en una seccion histologica por una zona
pigmentada en la parte anterior de la crnea y en la parte posterior por la union de los
pilares del iris con la superficie de transicion corneo escleral. El epitelio corneal es mas
delgado que en el hombre (30-40 micras en el conejo). Esta constituido por una fila de
células basales columnares sobre dos filas de células poligonales y seis de células aladas
y escamosas. Las células columnares tienen proyecciones hacia la membrana basal. Los
desmosomas de unidén son menos visibles en las células basales que en el hombre,
siendo mas marcados en capas intermedias y superficiales.

Cerca del limbo, las células basales presentan pigmentacién que permite
identificar el borde anatomico corneal en conejos pigmentados. De hecho, una pequefia
cantidad de pigmento esta presente en todas las capas del epitelio en el area del limbo.

La cornea del conejo carece de membrana de Bowman, esta es una de las
principales diferencias con la humana, aunque algunos investigadores han descrito como
la membrana basal epitelial se divide en dos zonas, asumiendo que una de ellas
corresponda a una membrana de Bowman muy delgada.

El endotelio presenta capacidad regenerativa (mitosis) tras un trauma y se ha
observado la transformacion de células epiteliales en endoteliales si las primeras estan
en contacto con el humor acuoso; y de c€lulas endoteliales en epiteliales cuando estan en
contacto con la conjuntiva.

La region trabecular es bastante diferente a la del ojo humano. El angulo de la

camara anterior es muy dificil de observar ya que el iris se abomba hacia la coérnea y lo
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oculta al examen clinico.

En las secciones histologicas, en las que si se puede estudiar con claridad, se
observan unas estructuras que teniendo una amplia base en el iris van a anclarse en la
cornea mediante finas inserciones en la Descemet e incluso estroma corneal. Se
denominan pilares del iris o también ligamento pectinato. Entre ellos originan senos que
se encuentran adyacentes al trabéculum (seno cilioescleral).

Estos pilares dan soporte a un iris que es muy delgado y a los grandes y
desarrollados procesos ciliares de la cara posterior de €ste, que a su vez, soportan un
cristalino mas pesado que el humano.

En secciones histoldgicas, el seno cilioescleral parece estar separado de la
camara anterior, pero entre los pilares del iris hay libre acceso del acuoso entre €l y la
camara anterior.

Los procesos ciliares estan muy desarrollados, formando la porcion secretora del
cuerpo ciliar. Nacen de la porcidon anterior del cuerpo ciliar, se unen a la superficie
posterior del iris en su base y se extienden hasta 1 mm del borde pupilar del iris, unidos
unos a otros en gran parte de su extension. De esta forma, como el iris del conejo es muy
delgado, los procesos ciliares que se unen a él en su parte posterior le dan soporte.

El cristalino es mas grande y esférico que el humano, aunque su composicion,
anatomia y funcion son similares. El didmetro anteroposterior es de | mm y el ecuatorial
de 9 a 11 mm. El radio de la superficie posterior es de 5 mm y de la anterior de 5,3 mm.

La retina se diferencia fundamentalmente de la humana en que el conejo no
posee fovea central, es rica sobre todo en bastones y tiene un reducido numero de

células bipolares y ganglionares.
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1.6. QUEMADURAS QUIMICAS DE LA SUPERFICIE OCULAR

Son muchos los productos quimicos que pueden lesionar la superficie ocular. La
severidad y el prondstico de las quemaduras quimicas varia ampliamente. Las
quemaduras medias suelen ser dolorosas pero no reducen la vision significativamente ni
incapacitan laboralmente al sujeto durante largos periodos de tiempo. En la practica
diaria, la lesion es casi siempre relativamente leve y se recupera con rapidez; sin
embargo, algunos productos quimicos producen una lesion ocular grave, dando incluso
lugar a una ceguera permanente.

Los traumas oculares quimicos externos es un problema comuin que puede variar
en severidad desde una irritacion media a una completa destruccion de la superficie
ocular, opacificacion corneal, pérdida de vision y mas raramente pérdida del ojo. El
producto quimico puede estar en estado solido, liquido, vapor, polvo, etc....Las
quemaduras quimicas pueden ocurrir en casa, mas frecuentemente por detergentes,
desinfectantes, disolventes o cosméticos. Los pesticidas y fertilizantes son frecuentes
entre agricultores. En un entorno industrial las quemaduras quimicas son debidas a
causticos quimicos y disolventes.

Las quemaduras oculares constituyen verdaderas urgencias oftalmoldgicas ya
que potencialmente pueden provocar ceguera irreversible. Se trata de la inica situacion,
fuera del quir6fano, donde los segundos pueden modificar los resultados. Con
independencia del producto quimico especifico, la rdpida irrigacién con agua, puede
disminuir o impedir las secuelas de ceguera. La irrigacion debe hacerse ya en el mismo
lugar donde se produce la lesidon, ya que el tiempo necesario para llegar a la sala de

urgencia o a la consulta del oftalmélogo puede hacer la lesion ya irreversible. La
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severidad de la injuria quimica depende de la concentracion del producto, de la duracion
del contacto o exposicion, del PH de la solucion, del volumen y de la capacidad téxica
inherente del producto quimico (Hughes WF 1946).

Las quemaduras quimicas mas severas son causadas por fuertes acidos y alcalis.
Los acidos débiles no penetran muy bien en los tejidos bioldgicos. Los efectos dafiinos
de estas soluciones resultan de su capacidad para cambiar drasticamente de
concentracion de iones hidréogenos e hidroxilos altamente reactivos en los tejidos
afectados. El dafio tisular de las soluciones acidas tiende a ser menos severo que el de
las soluciones alcalinas, debido a la capacidad de tampon de los tejidos asi como a la
barrera de penetracion formada por las proteinas precipitadas. E1i6n hidrégeno precipita
con las proteinas en contacto proporcionando proteccion al estroma corneal y al
contenido intraocular. La precipitacion de proteinas epiteliales le da a la cornea un
aspecto de cristal esmerilado. La desepitelizacion tras quemaduras severas puede revelar
un estroma subyacente trasparente. Los acidos no causan pérdida de sustancia
glicoproteica de la cérnea. Los 4lcalis (y acidos fuertes) aumentan el PH de los tejidos y
causan saponificacion de los acidos grasos en las membranas celulares, trombosis
vascular y finalmente destruccidn celular. Una vez la superficie epitelial esta dafiada, las
soluciones alcalinas penetran rapidamente en el estroma corneal, y rapidamente
destruyen la sustancia de proteinglicanos y las fibras de colageno. Las sustancias
alcalinas fuertes pueden también penetrar dentro de la cdmara anterior y producir dafio
tisular e intensa inflamacion. La gravedad de la lesion es mayor si se asocia con extenso
dafio del epitelio limbar y penetracion intraocular. El limbo contiene las células stem y

cuando estas se dafian, la superficie corneal denudada es a menudo restaurada por el
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epitelio conjuntival vecino. Si no se trata, el proceso de conjuntivalizacion de la cdrnea

se acompafia de neovascularizacion, inflamacion cronica y defecto epitelial persistente.

Los agentes causantes de quemaduras quimicas oculares mas importantes se

encuentran en las tablas 1.6.1. y 1.6.2.

AGENTE | COMPUESTO USOS COMENTARIOS
ALCALIS | Amoniaco Fertilizantes -Combina con agua y
NH; Refrigerantes forma amonio.
Limpieza -Répida penetracion.
Sosa caustica
Lejia Limpieza -Penetra tan rapido como
NaOH amoniaco.

Hidroxido potasico

KOH

Hidréxido
Magnesio
Mg(OH),

Cal
Ca(OH)z

de

Potasa caustica

Abrillantadores

Yeso
Mortero
Cemento
Cal

-Severidad similar sosa.

-Combina efecto térmico.

-Agete comtn en medio
laboral.

-Poca penetracion.
-Toxicidad aumentada

por retencion de particulas.

Tabla 1.6.1.: CAUSAS de CAUSTICACIONES OCULARES por ALCALIS.
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AGENTE

COMPUESTOS

USOS

COMENTARIOS

ACIDOS

Acido sulftirico
H,SO4

Acido sulfuroso
H,SO;

Acido fluorhidrico
HF

Acido acético
CH;COOH

Acido cromico
Cr 203

Acido clorhidrico
HCI

-Limpieza industrial.
-Acido de baterias.

-Se forma por la
combinacion de SO, con
agua corneal.

-Conservante de frutas y

vegetales.

-Lejias.

-Refrigerantes.

-Limpieza de cristales.
-Esmerilado de cristales.
-Refinado de minerales.
-Produccion de gasolinas.
-Produccion de siliconas.

-Vinagre (4-10%).
-Esencia de vinagre(80%).
-Acido acético glacial
(90%).

-Industria del cromado.

-Usado en solucion del 32
al 38%.

-Efecto témico al combinar
con agua.

-Puede asociarse a cuerpos
extrafios por explosion de
baterias.

-Penetra méas facilmente

que otros acidos.

-Penetra facilmente
-Produce alteraciones
severas.

-Lesiones leves a

concentraciones menores
del 10%.

-Lesiones graves a mayores
concentraciones.

-Conjuntivitis crénicas.

-Lesiones graves sélo a
elevadas concentraciones.

Tabla 1.6.2.: CAUSAS de CAUSTICACIONES OCULARES por ACIDOS.
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I.7. QUEMADURAS POR ALCALIS.

Compuestos quimicos alcalinos. Mecanismo de accion.

Las sustancias alcalinas mas agresivas son el hidréxido de amonio, el hidroxido
sodico, el hidréxido célcico, el hidroxido potasico y el hidroxido de magnesio (tabla
[.6.1.). Como se deduce de sus nombres, cada uno es una combinacion de un cation y de
i6n hidréxido (OH') y se disocia rapidamente en solucion, liberando grandes cantidades
de hidréxido téxico. Si la ionizacion en solucion es débil, la sustancia sera relativamente
inocua.

El i6n OH" provoca una saponificacion de los acidos grasos de las membranas
celulares. La penetrabilidad de un élcali depende de su catidn, determinando por tanto su
severidad. A mayor PH, los cationes se unen al coldgeno y a los glicosaminglicanos por
reaccion con los grupos carboxilo (Grant WM 1950, 1955). Dado que el estroma corneal
esta constituido de colageno extracelular principalmente, este cambio en el PH causa
hidratacion y engrosamiento de las fibrillas de colageno (McCulley JP 1987). Los élcalis
también hacen que el colageno sea mas susceptible a la degradacion enzimatica debido a
que el i6n hidroxilo hidroliza los glicosamin glicanos interfibrilares dejando desnudo el

colageno y con ello mas susceptible a la degradacion enzimatica (Cejkova J 1975).

Los alcalis mas frecuentes en la practica médica son:

1. Amoniaco: El hidroxido de amonio o amoniaco (NH 3), es una sustancia
frecuente en productos de limpieza, fertilizantes y refrigerantes; y se utiliza para la
fabricacion de otros productos quimicos. Puede disolverse en agua, incluyendo las

lagrimas y puede formar hidréxido de amonio (NH4OH), que es muy céustico. El
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amoniaco penetra rdpidamente en los tejidos oculares, ya que es liposoluble e
hidrosoluble; puede alcanzar la camara anterior en menos de 1 minuto (Pfister RR 1971,
1981). Por tanto puede producir una extensa lesion ocular interna y hay que tener en

cuenta que no se elimina facilmente con una irrigacion tdopica.

2. Hidréxido sédico: El hidréxido sédico se denomina habitualmente (Na OH)

sosa caustica y se utiliza como sustancia de limpieza y en la industria. Las lesiones se
producen casi siempre durante su utilizacion en el desatascado de desagiies domésticos.
En estos casos, una combinacion de cristales y solucion salta del desagtie a los ojos. La
lejia (hipoclorito sodico) es también un producto alcalino frecuente de uso doméstico
que puede producir ceguera de forma inintencionada. El hidroxido de sodio penetra
rapidamente en el ojo pero no tanto como el amoniaco. El pico maximo de alcalinidad
en la cdmara anterior se produce a los 3-5 minutos (Pfister RR, Friend J 1971) después

de la exposicion.

3. Hidroxido de calcio: La cal, el yeso, el cemento, la argamasa y la lechada

contienen hidroxido célcico (Ca(OH2)) y son causa frecuente de lesion ocular. Los
solidos suelen caer o salpicar en el interior del ojo y pueden quedar atrapados en el
fornix, produciendo una exposicion ocular prolongada. El hidréxido célcico penetra
relativamente poco, reacciona con la membrana celular epitelial para formar jabones de
calcio, que precipitan y obstaculizan la penetracion ulterior. Por tanto, tiende a producir
una mayor lesion superficial, pero una opacificacion precoz. Esto suele indicar un peor

pronostico del que se observa en ese momento.
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4. Otros productos alcalinos:

El hidroxido potasico (KOH), también conocido como potasa caustica, se
utiliza con frecuencia como producto de limpieza y en la industria. Su penetracion y
gravedad son similares a las del hidréxido sddico.

El hidroxido de magnesio, es un componente de los fuegos artificiales y por lo
tanto se contempla en el contexto de lesiones térmicas. Por si mismo, el hidroxido de
magnesio produce una lesion epitelial menor.Véase tabla 1.6.1 y 1.6.2 de causas de

quemadura quimicas.

1.7.1. CLASIFICACION CAUSTICACIONES de la SUPERFICIE

OCULAR.

Histéricamente se ha reconocido que la extension del tejido dafiado es un factor
pronostico tras las quemaduras quimicas. Debido a la gran variedad de causticos y a la
complejidad de los factores asociados a las causticaciones no existe una clasificacion
ideal. Existen diferentes clasificaciones que intentan correlacionar el aspecto clinico de
la lesion con su pronostico.

Las mas utilizadas en la practica médica han sido la clasificacion de Hughes
(tabla 1.7.1.1), la clasificacion de Ballen (tabla 1.7.1.2) que posteriormente fue
modificada por Roper Hall (tabla 1.7.1.3).

La clasificacion de Hughes (Hughes 1946) relacionaba el prondstico de la lesion
con la necrosis isquémica de la conjuntiva sin diferenciar zonas de la misma. En 1946 se
desconocia la importancia especifica que pudiera tener la afectacion limbica en la

regeneracion de la superficie corneal tras causticacion.
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La clasificacion de Ballen (Ballen PH 1964) recogia por primera vez la
importancia del dafio limbar (tabla 1.7.1.2). Pero Roper-Hall aportaba ademas, que el
dafio corneal y limbar era la causa del dafio visual y el dafio conjuntival era el
responsable de la cicatrizacion y del simbléfaron, y que seria mas apropiado
considerarlos separadamente y haciendo hincapié en el grado de isquemia y necrosis
limbar (tabla 1.7.1.3). En aquella época ya se relacionaba el dafio limbico con el
prondstico evolutivo de la causticacion y por primera vez se reconocia el limbo esclero-
corneal como una estructura diferenciada de la conjuntiva adyacente en el pronostico de
las causticaciones oculares.

En la década siguiente Thof'y Friend relacionaria el dafio limbico con la pérdida
de las llamadas células stem limbares y se reconoceria la importancia de la epitelizacion
corneal (Thoft RA 1979, Friend 1978). La clasificacion que sugeria Thoft aparece en la
siguiente tabla, en la que se relaciona el estado corneal y limbico con el pronostico
visual (tabla 1.7.1.4).

Sin embargo, durante los afios posteriores nuestro conocimientos sobre el
proceso de cicatrizaciéon corneal y las diferentes formas quirargicas de abordar las
quemaduras oculares han cambiado dramaticamente. Tanto el conocimiento como las
aplicaciones clinicas del concepto de células madre del epitelio corneal y del epitelio
conjuntival localizadas en los fornices han hecho que los resultados en el tratamiento de
las causticaciones de la superficie ocular hayan mejorado notablemente.

El epitelio corneal deriva de las células madre localizadas en las células basales
del epitelio limbar. Este ciclo celular lento se cree que se localiza en la capa basal de las

empalizadas de Vogt en el limbo (Davanger M 1971, Townsend WM 1991). Estas
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células estan pobremente diferenciadas y se cree que mantienen su pluripotencialidad
debido tanto a sus caracteristicas inherentes como a la presencia de un microambiente
favorable en el limbo (Dua HS 2000). Algunas de estas células madre pasan a células
amplificadoras transitorias (TAC) las cuales mantienen constante la masa de células
epiteliales durante el recambio celular y durante el proceso de cicatrizacion epitelial
(figura 1.9). Estos dos tipos de c€lulas: madre y amplificadoras transitorias (TAC)
constituyen el compartimento proliferativo, poseen caracteristicas diferentes y estan
separadas anatomicamente, lo cual hace del ojo un modelo ideal para estudiar la
regulacion de las células pluripotenciales (SC). La regeneracion del epitelio corneal
tiene lugar de dos maneras centripeta y circunferencialmente mediante células creciendo
desde el limbo hacia el centro de la cornea y también migrando a lo largo del limbo. Las
células stem de la conjuntiva estan localizadas en la region de los fornices (Dua HS
1990, 1987) y migran de modo centripeto desde los fornices para cubrir la conjuntiva

bulbar y tarsal (Dua HS 1990, Wei ZG 1993).

Las nuevas técnicas quirurgicas desarrolladas en el tratamiento de las
quemaduras de la superficie ocular como el trasplante de limbo con o sin membrana
amniotica, asi como los nuevos farmacos sistémicos inmunosupresores, pasando por los
colirios de suero aut6logo han hecho comprender mejor los mecanismos de regeneracion
de la superficie ocular. Los procedimientos de regeneracion de la superficie ocular se
estan difundiendo por todo el mundo. Sin embargo, los éxitos y fracasos (Meller D
2000, Dua HS 2000, Joseph A 2001), de los trabajos publicados en la literatura

internacional varian mucho de unos centros a otros, incluso para quemaduras del mismo
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grado. Estas grandes diferencias no solo pueden ser debidas a una técnica quirtirgica
inadecuada o poco experimentada de los cirujanos con el trasplante de limbo o de
membrana amnidtica (Rigal-Sousturne 2002), teniendo en cuenta la probada solidez
quirtrgica de muchos de ellos, sino probablemente al reflejo de un sistema de
clasificacion de las quemaduras inadecuado o poco estandarizado. Esto es
particularmente visible para las quemaduras de superficie ocular mas severas o de grado
IV segtin la clasificacion de Roper-Hall la cual implica isquemia limbar 50%-100% y es
igualada con prondtico malo. Sin embargo, con las nuevas técnicas de trasplante de
limbo o de membrana amniotica, tema de esta tesis, o de ambas, sabemos que pacientes
con una isquemia limbar del 50% o incluso del 75% pueden esperar buenos resultados.
Mientras que pacientes con un 100% de isquemia limbar es muy dificil que obtengan
buenos resultados. La extension del dafio epitelial conjuntival asociado es otra variable
de considerable significacion pronodstica. En ojos con pérdida total del epitelio limbar (y
corneal), la presencia de alguna area de epitelio conjuntival superviviente es un
indicador favorable de buen prondstico (Dua HS 1998, 1994) si lo comparamos con 0jos
con pérdida total del epitelio corneal, limbar y conjuntival. Si el epitelio conjuntival
cubre la cornea (y la superficie ocular) es mejor que si no la recubre. La
conjuntivalizacion de la cornea protege frente una lisis corneal progresiva y posterior
perforacion. La neovascularizacion promueve la cicatrizacion y facilita la reparacion. En
ojos con 100% de implicacion limbar y conjuntival podemos esperar pobres resultados a
pesar de realizar todo tipo de intervenciones.

Teniendo en cuenta todas estas consideraciones, Dua y coloaboradores (Dua HS

2001) proponen una significativa modificacion de la clasificacion de Roper-Hall para las
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quemaduras de la superficie ocular. Esta clasificacion tiene en cuenta no solo el dafio
limbar sino en qué cantidad, contando horas de reloj y también el porcentaje de dafio
conjuntival (tabla 1.7.1.5). Las horas de reloj limbares se determinan dividiendo el
limbo en 12 horas. El término “afectacion limbar” se prefiere a “isquemia limbar” por ser
un concepto de connotacion mas amplia y que no excluye areas de limbo donde hay una
completa o parcialmente pérdida del epitelio limbar sin isquemia significativa. La
pérdida total del epitelio limbar (incluyendo las células madre) puede tener lugar a pesar
de haber poca isquemia pero potencialmente puede tener las mismas consecuencias.

La clasificaciéon de Dua se ha basado en la recopilacion de datos sobre 67 casos de
quemadura de la superficie ocular (de todos los grados) tratados y seguidos durante afios
(Dua HS 2001). Segun esta clasificacion los mejores resultados se esperan cuando se
produce defecto epitelial corneal sin afectacion limbar ni conjuntival. Esta es la
quemadura de la superficie ocular mas frecuente tras accidentes domésticos menores,
bien con utilizacion de jabones y detergentes o soluciones de alcohol en productos de
limpieza. Son las lesiones de grado I. Cuando se afectan menos de tres horas limbares y
menos de un 30 % de la conjuntiva suelen tener buen prondstico con el tratamiento
convencional y la clasificamos de grado II. Tanto el grado I como el II de Dua se
corresponden de manera paralela con los grados I y II de Roper-Hall pero teniendo en
cuenta ademas la afectacion conjuntival, segin Dua. También podemos esperar buenos
resultados cuando la afectacion limbar incluye de 3 a 6 horas y se asocia con afectacion
conjuntival entre un 30% y 50%. Esto equivaldria a un grado III. Cuando el limbo se
afecta entre 6 y 9 horas y la afectacion conjuntival entre el 50 y 75% el prondstico es

reservado y la reconstruccion de la superficie ocular con buenos resultados es posible.
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Esto se clasifica como grado IV. La afectacion limbar de més de 9 horas pero menor de
12 indica una causticacion bastante severa pero no tan mala como una causticacion
donde todo el limbo (100%) y toda la conjuntiva (100%) estan implicados. Mientras
haya al menos 1 hora de epitelio de limbo *“viva”, hay una oportunidad de reestablecer el
epitelio corneal. Bajo la clasificaciéon de Roper-Hall, los grados 4, 5 y 6 de Dua, se
incluirian en el grado 4 de mal prondstico. Este grado IV de Roper-Hall incluye un
amplio abanico de posibilidades donde, con las técnicas actuales de trasplante de
membrana amnidtica y trasplante de limbo, los resultados son esperanzadores e incluso
buenos. Pos supuesto, a pesar de estas técnicas, el prondstico para las causticaciones
grado VI de Dua sigue siendo todavia pobre.

Por tanto es muy importante remarcar la importancia que tiene la extension de la
afectacion limbica y la extension de la afectacion del epitelio conjuntival en esta nueva
clasificacion de las causticaciones de la superficie ocular. Otro concepto nuevo que
incluye esta clasificacion es el de dinamismo. El estatus clinico y grado de quemadura
de la superficie ocular en un paciente dado, puede reclasificarse a lo largo de su proceso
si su condicion mejora o se deteriora y moverse 1 grado por arriba o por debajo de la
escala.

Otros factores que también influyen en el resultado:

1-Haze corneal.

2-Afectacion de los parpados asociada.
3-Presion intraocular elevada.
3-Hipotonia ocular persistente.

4-Unilateralidad/bilateralidad.
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Tabla 1.7.1.1.: Clasificacion de HUGHES.

GRADO CLINICA

Leve Erosion del epitelio corneal
Ligera opacidad corneal
Ausencia de necrosis isquémica

Moderada Opacidad corneal que enturbia detalles iridianos
Minima necrosis isquémica de conjuntiva o esclera

Severa Enturbiamiento de los limites pupilares
Importante necrosis isquémica de conjuntiva y esclera

Tabla 1.7.1.2.: Clasificacion de Ballen.

GRADO CORNEA CONJUNTIVA PRONOSTICO
I Alteracion epitelial Congestion y quemosis Excelente
1T Cornea deslustrada Congestion y quemosis Bueno
Iris visible Isquemia de menos de
180 ° de Limbo Ocasionalmente

leve simbléfaron

111 Desepitelizacion total Quemosis y/o necrosis Reservado
Borrosidad corneal de mas de 180 ° del Escaso riesgo de
Borrosidad iris limbo perforacion

Pérdida visual

1A% Cornea opaca. Necrosis € isquemia de Larga convalecencia
Imposible ver mas del 50% de conjuntiva. Mal pronostico.
Iris. Mala vision.
Simbléfaron.

47



Cristina Peris Martinez

I - INTRODUCCION

Tabla 1.7.1.3.: Clasificacién de Roper-Hall.

GRADO CORNEA CONJUNTIVA PRONOSTICO
I Alteracion epitelial Sin isquemia Bueno
11 Cornea deslustrada Congestion y quemosis Bueno
Iris visible Isquemia de menos de
1/3 del limbo Ocasionalmente
leve simbléfaron
111 Desepitelizacion total Quemosisy/o necrosis Reservado
Borrosidad corneal Isquemia de 1/3 a /2 Escaso riesgo de
limbo perforacion
Pérdida visual
IV Cornea opaca. Necrosis e isquemia de Larga convalecencia

Mal pronostico
Mala vision.
Simbléfaron

Imposible ver iris mas del 2 de conjuntiva.

Tablal.7.1.4.: Clasificacion de Thoft.

GRADO ESTADO OCULAR PRONOSTICO

Grado I Dafio epitelial corneal, Bueno

Sin isquemia limbica
Grado 11 Cornea deslustrada, Bueno
Visualizacion iris al detalle,
Isquemia menor de un tercio del limbo.
Grado III Pérdida total del epitelio corneal, veladura del Reservado
Estroma que hace borrosos los detalles del iris
Isquemia de 1/3 a > del limbo

Grado IV Cérnea opaca, que imposibilita la vision del iris Malo
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Tablal.7.1.5.: Nueva clasificacion para las quemaduras de la superficie ocular de DUA.

Afectacion Escala
Grado Pronéstico Clinica conjuntival analoga
I Muy bueno 0 horas de reloj de 0% 0/0%
afectacion limbar
II Bueno = 3 horas de reloj de  =30% 0.1-3/1-29.9%
afectacion limbar
111 Bueno >3-6 horas derelojde  >30-50% 3.1-6/31-50%
afectacion limbar
v Bueno >6-9 horas derelojde  >50-75% 6.1-9/51-75%
moderado afectacion limbar
A% Moderado >9-<12 horas de reloj  >75-<100% 9.1-11.9/75.1-
malo de afectacion limbar 99.9%
VI Muy malo Limbo completo (12 Afectacion 12/100%
horas de reloj) conjuntival completa
(100%)

" La escala analoga recuerda precisamente la implicacion limbar en horas de reloj,
expresada en porcentaje de limbo y conjuntiva afectados.

I.7.2. PATOGENIA de las QUEMADURAS por ALCALIS.

Los productos quimicos muy alcalinos, producen la rotura de las células, ya que
su PH elevado da lugar a saponificacion y disociacion de los acidos grasos en las
membranas celulares. Un PH local de 11.5 o mayor parece asociarse con lesion
permanente de los tejidos. En el estroma, los iones hidroxilos (OH’) provocan hinchazon
de las fibras de colageno, que produce su engrosamiento y acortamiento. También dan
lugar a la hidroxilacion de los glucosaminglicanos interfibrilares (Cejkova J 1975). La
gravedad de la lesion del estroma también se relaciona con la naturaleza del catidon, que

influye sobre la penetracion, y el mismo puede unir coldgeno y glucosaminglicanos
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(Grant WM 1955).

También puede producirse, por los mismos mecanismos, la lesion de la
conjuntiva, los nervios corneales, los queratocitos, el endotelio y los vasos sanguineos
limbicos. La estimulacidon de los extremos libres de los nervios en el epitelio corneal y
conjuntival es la responsable del intenso dolor que se asocia a la lesion por alcalis
(Pfister RR 1983 ). Los efectos de la lesion por alcalis sobre las células caliciformes no
estan claras; se ha observado una disminucion de la densidad de células caliciformes,
como en el penfigoide cicatricial y otros procesos cicatrizantes. Por el contrario, otros
investigadores han comunicado un sorprendente y significativo aumento de la densidad
de las mismas (Ohji M 1987).

Las estructuras intraoculares, entre ellas el iris, cristalino, el trabeculum y el
cuerpo ciliar, también pueden verse afectadas dependiendo del PH del humor acuoso. El
PH del humor acuoso puede mantenerse alcalino durante 3 horas después de la lesion,
con independencia de la irrigacion externa. Los niveles de glucosa y de ascorbato del
humor acuoso estan disminuidos, pudiendo permanecer asi durante largos periodos
(Pfister RR 1983, Petroutsos G 1984, Reim M 1988, 89).

Es frecuente observar ulceracion del estroma en las cérneas quemadas por
alcalis. Son varios los factores que contribuyen a la ulceracion del estroma, entre ellos
los defectos epiteliales persistentes, el déficit de lagrimas, la inflamacion, la liberacion
de enzimas proteoliticas, la deficiencia antioxidante (Nirankari VS 1981), la anestesia y
el deterioro de la sintesis de colageno. Un tipo de enzima proteolitica , la colagenasa,
parece desempefiar un papel significativo y ha sido sometida a una gran investigacion

(Berman M 1971, 1976, 1979). El epitelio, los fibroblastos y los leucocitos
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polimorfonucleares pueden liberar colagenasas y se ha detectado actividad colagenasa
en las corneas que se ulceran tras quemaduras por alcalis. La colagenasa aparece en las 9
horas siguientes a la quemadura y alcanza su mayor pico a los 14-21 dias.

La produccion de plasmina en las células epiteliales, polimorfonucleares y
queratocitos pueden también desempefiar algun tipo de funcioén en la ulceracion del
estroma (Berman M 1980). Asimismo, se ha sugerido que la respuesta inmunitaria del
huésped puede contribuir al desarrollo de ulceracion, tal como indican los hallazgos que
a continuacion se exponen (Ben-Hanan I 1983, 1986). En conejos, si el segundo ojo es
quemado de 2 a 4 semanas después del primero, la tasa de ulceracion en este segundo
caso es mucho mayor que la del primero. Por otra parte, la administraciéon de suero
tomado en la convalecencia de estos conejos incrementa también la tasa de ulceracion.

Tras las quemaduras por alcalis, se ha observado una deficiencia de acido
ascorbico corneal localizada (Brodovsky SC 2000, Risa O 2002, Saika S 1993), que
puede desempefiar un papel en la ulceracion corneal. Los niveles de ascorbato en el
humor acuoso son por lo general 20 veces los del plasma, debido probablemente al
trasporte activo por el cuerpo ciliar. La lesion del cuerpo ciliar puede deteriorar o
suprimir esta funcion y dan lugar a una deficiencia relativa de ascorbato. El ascorbato es
necesario para la sintesis de coldgeno, la conversion de los monocitos en fibroblastos y
para la formacion de reticulo endopldsmico rugoso, y también tiene un papel en la

sintesis de glicosaminglicanos.
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1.7.3. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LAS CAUSTICACIONES

POR ALCALIS

McCulley (McCulley JP 1987) ha sistematizado la evolucion clinica de las
quemaduras quimicas en cuatro fases:

1) Inmediata.

2) Aguda (0-7 dias).

3) Fase reparadora temprana (7-21 dias).

4) Fase reparadora precoz ( >21dias-varios meses).

El dolor intenso, lagrimeo y blefarospasmo que acompafian a una quemadura
ocular quimica se debe a la estimulacion directa de las terminaciones nerviosas libres
localizadas en el epitelio corneal y conjuntival.

1. Agudas. Unos minutos después de una lesién grave por alcalis, puede
aparecer una extensa lesion en todas las células de la cornea, entre ellas el epitelio, los
queratocitos, los nervios, los vasos y el endotelio. La lesion de los componentes
celulares y vasculares de la conjuntiva, el iris y el cuerpo ciliar, asi como los del epitelio
del cristalino, también puede producirse en las primeras horas. La conjuntiva se inyecta
y puede mostrar areas de necrosis, que aparecen blancas y desprovistas de vasos
sanguineos. Pueden existir grandes defectos epiteliales, que afectan toda la cornea y se
extienden a los fornices. El estroma corneal aparece a menudo, borroso y edematoso,
pudiendo ser opaco en las lesiones graves. La cdmara anterior puede ser superficial y
mostrar formacion de fibrina.

Todos los hallazgos clinicos presentes inmediatamente tras la quemadura

quimica se refieren a la extension de la implicacion de la superficie ocular, la
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profundidad de la penetracion, y la relativa toxicidad y concentracion de la sustancia
quimica. La extension de la implicacion de la superficie ocular puede determinarse
generalmente por el tamafio del defecto epitelial. La profundidad de la penetracion
puede estimarse evaluando la claridad corneal, la inflamacién intraocular, presién
intraocular y la trasparencia del cristalino. Aunque la inflamacion de la cdmara anterior
pueda ser secundaria a la lesién de la superficie ocular, un aumento en la presién
intraocular o una pérdida de la trasparencia del cristalino de manera cercana tras la
lesion sugiere una penetracion ocular importante.

La presion intraocular aumenta, a veces, rapidamente. Este aumento precoz
parece deberse al encogimiento del colageno en la cdrnea y en el reticulo trabecular, con
compresion de la camara anterior y de los canales trabeculares de salida (Stein MR
1973, Paterson CA 1974, Chiang TS 1971). En unas pocas horas pueden entrar en juego
otros mecanismos: el aumento de la presion venosa epiescleral, el bloqueo del reticulo
trabecular por residuos inflamatorios y, posiblemente, la liberacion de prostaglandinas a
partir de las estructuras intraoculares lesionadas. Aunque estos mecanismos pueden
contribuir a que aumente la presion, también puede producirse la lesién del cuerpo ciliar,
que da lugar a una disminucién del flujo de humor acuoso. Durante los primeros dias, el
equilibrio entre estos factores es precario y el ojo puede fluctuar entre la hipotonia y una
intensa elevacion de la presion.

La penetracion de las soluciones alcalinas fuertes dentro del ojo (>PH 12) no
remite hasta que la solucidn se lava o diluye de la superficie externa del ojo.

La gravedad de la lesion y el pronostico sobre la curacion del ojo, se pueden

calcular en base a la exploracion inicial. Es 1til la clasificacion desarrollada por Hughes
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(1964)(tabla 1.7.1.1) y modificado por Roper Hall (Roper-Hall 1965) que divide las
lesiones en cuatro grupos (véanse tablas [.7.1.1-5). Estos esquemas son utiles, sobre todo
para quienes no estdn acostumbrados a tratar pacientes con lesiones por productos
quimicos. Pueden utilizarse como una indicacion de la posibilidad de complicaciones y
del prondstico a largo plazo. Los signos prondsticos mas importantes son el grado de
necrosis limbica (isquemia) y el velado del estroma corneal. Los signos de lesion de la
camara anterior, como una pupila dilatada y fija, iridociclitis y un aumento mantenido de
la presion intraocular, también indican la existencia de una lesion mads grave.

2. Fase reparadora precoz. Es caracteristico que el epitelio empiece a crecer

desde la periferia del defecto en unos pocos dias. Dependiendo de la extension de la
lesion, sin embargo, puede tardar 1-2 semanas en alcanzar la cornea. En el intermedio,
puede aparecer simbléfaron como consecuencia de la fusion de las superficies desnudas
del parpado y de la conjuntiva bulbar .Su progresion a través de la cornea puede ser
desesperadamente lenta, tardando muchas semanas, sobre todo en casos con intensa
lesion del estroma. El indice de curacion epitelial depende de la extension de la
afectacion limbica, la intensidad de la necrosis histica, la suficiencia de la funcion
palpebral, la produccion lagrimal y la edad del paciente. El epitelio suele mostrar
vascularizacion periférica e infiltrado celular inflamatorio. Con el tiempo, el estroma se
aclara gradualmente y la inflamacion de la cdmara anterior desaparece. Sin embargo,
pueden formarse membranas fibrdticas sobre el iris, el endotelio o el cristalino, y este
ultimo puede hincharse mas y aparecer mas borroso. La presion intraocular puede ir
desde la hipotonia al glaucoma de dificil control, pero por lo general no es tan labil

como en la fase aguda. Se puede producir la ulceracién del estroma en cualquier
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momento después de los primeros 7 a 10 dias, pero suele hacerlo a las 2-3 semanas de la
lesion. Soélo aparece en areas en las que no existe epitelio ni vasos superficiales. En la
mayoria de los casos, el epitelio cubre la cornea antes de que tenga lugar un
adelgazamiento significativo, y los vasos se observan periféricamente o no se observan
en absoluto; sin embargo, a mayor extension de epitelio no intacto, mayor posibilidad de
ulceracion. En los casos graves, la curacion epitelial puede tardar meses y a veces se
produce una progresiva ulceracion del estroma antes de que el epitelio alcance la cornea
central. Sipuede evitarse la perforacion, se conseguira finalmente la curacion, aunque a
menudo con una intensa vascularizacion y cicatrizacion.

3. Fase reparadora tardia. Si se consigue la curacion inicial del epitelio sin una

intensa vascularizacion y cicatrizacion, el ojo puede aparecer bastante bien en esta etapa,
incluso si las quemaduras han sido graves. Una minuciosa inspeccion, sin embargo,
indica a menudo la presencia de obstaculos aun por tratar. La cicatrizacion conjuntival
puede progresar durante semanas tras la lesion y da lugar en ocasiones al cierre de los
conductos de las glandulas lagrimales, entropion, triquiasis y fallo en el cierre palpebral.
Ademas de la deficiencia acuosa lagrimal, el componente lipidico de las lagrimas puede
estar reducido por la cicatrizacion de los orificios de las glandulas de Meibomio, y a
veces esta deteriorada también la superficie lagrimal. La secrecion corneal suele estar
disminuida a causa de la lesion del nervio. Aunque no es facilmente evidente, también
puede existir una extensa lesion endotelial y de los queratocitos.

Todos estos problemas pueden llegar a ser perjudiciales. En los casos mas
graves, la cicatrizacion y la vascularizacién corneal progresan durante 6-12 meses

después de la lesion. La lesion del endotelio puede dar lugar a la formacidon de una
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membrana fibrosa retrocorneal. Son frecuentes membranas papilares y cataratas, que
deben extraerse antes de la rehabilitacion visual. La presion intraocular puede

permanecer elevada o el ojo puede estar hipotdnico y consiguientemente atréfico.

1.7.4. TRATAMIENTO CAUSTICACIONES POR ALCALIS

Cualquier lesion quimica en la superficie ocular, y mas aun alcalina, supone una
urgencia oftalmologica. Los objetivos de cada estadio son maximizar los beneficios del
tratamiento médico y quirurgico actuando sobre el principal mecanismo fisiopatoldgico
de accion. Tras iniciar el tratamiento primario los objetivos se encaminan en cada
estadio:

-Promover la cicatrizacion epitelial de la herida

-Limitar la ulceracion

1. Tratamiento inmediato.

El ojo lesionado por productos quimicos se debe irrigar de forma copiosa lo
antes posible (Brown SI 1970). El destino del ojo casi siempre queda marcado en los
primeros minutos después de la lesion; por tanto, es preferible realizar la irrigacion en el
lugar donde se ha producido la lesién con cualquier liquido no téxico, repitiéndola
después que el paciente llega a la sala de urgencias o a la consulta del médico. Es util
determinar el PH del fondo de saco inferior antes de irrigar utilizando papel tornasol,
pero no si supone retrasar la irrigacion. Tedricamente, una solucion tamponada,
isotonica, de PH neutro, seria el liquido ideal para irrigar, pero no parece ser superior al
agua, al Ringer lactato, al suero salino normal o a soluciones similares.

La irrigacion suele realizarse introduciendo el liquido a través de un tubo
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intravenoso, retrayendo los parpados y sosteniendo manualmente el tubo de forma que el
liquido se vierta en el interior del ojo lavando a fondo los sacos conjuntivales . Los tubos
de irrigacion fijados a lentes de contacto escleral de polimetilmetacrilato (lentes
terapéuticas Medi-Flow, Mor-Tan, Inc., Torrington, WY 82240) y un tubo de silicona
perforado para colocar en el fornix conjuntival (tubo de irrigacion ocular de Oklahoma,
Edward Weck y Co., Inc., Long Island City, NY 1110 1) son productos comercializados
para facilitar este proceso. La irrigacion se continia durante un minimo de 30 minutos o
hasta que el PH sea neutro. Puede ser necesario bloquear el parpado o utilizar
anestésicos topicos para este tratamiento inicial.

La extraccion del material s6lido es esencial y puede requerir la doble eversion
palpebral para asegurar que esta zona esté libre de producto quimico. La pasta pegajosa
o el polvo de hidroxido de calcio puede resultar particularmente dificil de extraer. La
irrigacion con una solucion al 0,01-0,05 M de acido etilenodiarninotetraacético (EDTA)
y torundas de algodon empapadas en la misma solucion puede ayudar a extraerlo (ItoiM
1969, Grant WM 1950, Pfister RR 1983).

En causticaciones muy severas, se ha recomendado la paracentesis de camara
anterior con extraccion de humor acuoso e irrigacion, pero sus ventajas ain no se han
determinado y los riesgos pueden ser significativos. Esta recomedacion se basa en que
se ha encontrado que el PH del humor acuoso a los 100 minutos después de la
causticacion es todavia mayor de 10, incluso cuando se ha realizado un lavado copioso
inmediatamente después del dafio (Paterson CA 1975). Otros autores, en animales de
experimentacion han demostrado también este hecho (Bennett TO 1978). Ellavado de la

camara anterior con tampdn fosfato antes de 30 minutos tras el suceso puede prevenir la
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formacion de catarata y reducir la opacidad corneal. Sin embargo otros autores no
consideran el lavado de cdmara anterior tan beneficioso (Grayson M 1992). Estudios de
causticacion corneal en conejos por Grant, nos muestran que el lavado no es efectivo
reduciendo el PH del humor acuoso en cédmara anterior, probablemente porque la
irrigacion externa se aplicd a los 10-20 segundos tras producir la quemadura con el
producto alcalino. Por ello hay que mostrarse cauto con esta técnica y solo realizarla en
Casos muy Severos.

Si se decide hacer la paracentesis de cdmara anterior, esta debe realizarse bajo
anestesia topica en la sala de urgencia usando una jeringa de tuberculina con aguja de #
27 6 # 30 gauges y un cuchillete fino de 15° para facilitar la penetracion en el limbo.
Tras realizar la paracentesis se coloca un tubo de drenaje a través de la incision
proporcionando un sistema de irrigacion eficiente que se mantendrd durante 2 horas.
Posteriormente se induce midriasis mediante el empleo de colirio de atropina 1% 2
veces al dia para conseguir bienestar. También afiadiremos colirios de antibiotico de
manera profilactica (gentamicina, ciprofloxacino, tobramicina, ...) mientras persista el
defecto epitelial.

Si la lesion es relativamente leve (por ejemplo, de grado I), se puede colocar un
parche en el ojo y volver a examinar al paciente al dia siguiente. Si las quemaduras son
mas graves, fundamentalmente con lesiones bilaterales, el paciente ha de ser
hospitalizado y monitorizado.

2. Tratamiento precoz (1-2 semanas)

El papel del oftalmélogo en el periodo precoz del tratamiento consiste en aliviar

el malestar, controlar la presion intraocular y promover la curacion epitelial. Se utiliza
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un cicloplégico, como la escopolamina o la atropina, para aumentar el bienestar y se
aplica un antibidtico relativamente no téxico de 2 a 4 veces al dia para reducir el riesgo
de infeccion. La elevacion de la presion intraocular se trata fundamentalmente con
medicamentos que disminuyen el flujo, como el timolol y los inhibidores de la anhidrasa
carbonica.

Si la lesion del epitelio conjuntival es extensa, afectando la conjuntiva palpebral
y también la bulbar, o si empiezan a formarse sinequias, hay que tomar medidas para
separar fisicamente ambas superficies conjuntivales. No estd claro si ello afecta al
resultado final. Ciertamente, no impiden la cicatrizacién subconjuntival, pero pueden
reducir el acortamiento del fornix. En nuestro caso, utilizamos casi siempre un
conformador, combinado con una lente de contacto terapeutica. Por otro lado, la
superficie palpebral se puede revestir con un material plastico delgado o pueden
limpiarse a diario las adherencias con un bastoncillo.

La curacidn epitelial puede estimularse por lubricacidn, colocacion de un parche,
lentes de contacto terapetticas o tarsorrafia. Las lentes de contacto terapeuticas son
utiles cuando se prolonga la curacion epitelial o se observa una pérdida epitelial
recidivante. La lente se coloca en su sitio cuando se alcanza una adhesion adecuada, lo
que puede requerir hasta 3 meses. Puede aparecer un cierre palpebral incompleto,
entropion, ectropion o triquiasis, que debe corregirse en lo posible. Las lentes de
contacto de vendaje también son utiles para mejorar los efectos de estas afecciones.

La fibronectina (Caron LA 1985, Tenn PF 1985, Spigelman AV 1985, Ren G
1994) y el factor de crecimiento epidérmico (Watanabe K 1987, Reim M 1988, 89,90)

promueven la curacion epitelial tras la lesion por alcalis en conejos. En estos modelos,
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sin embargo, los defectos epiteliales recidivan, incluso con un tratamiento continuado
con fibronectina o FCE. La incidencia de rotura epitelial secundaria disminuy6 con la
utilizacion combinada de FCE y fibronectina, o con la adicion de tratamiento esteroide
tépico al tratamiento con fibronectina o con FCE.

La fibronectina favorece las adhesiones entre célula y célula y entre célula y
matriz celular, aunque no tenga efecto sobre la mitosis celular ni sobre la migracion
(Berman MB 1983). Tedricamente la fibronectina puede facilitar la reepitelizacion tras
la quemadura quimica (Tenn PF 1985, Spigelman AV 1985) e incluso reducir la
ulceracion (Phan TM 1991). Aunque varios autores opinan de manera contradictoria.

El factor de crecimiento epidérmico puede inducir hiperplasia epitelial ( Ho PC
1975, Singh G 1987) y favorece la migracion celular en el proceso de cicatrizacion tras
las lesiones quimicas (Brazzell RK 1991, Schultz GS 1992, Fujisawa K 1991) .Segun
ultimos estudios (Kim MJ 2001), dosis bajas de factor de crecimiento epidérmico
favorecen el crecimiento epitelial de una manera mas selectiva que dosis altas. Otros
autores afirman, que el proceso de cicatrizacidon en modelos experimentales de
causticacion en conejos, la reepitelizacidn y migracion celular se ve mas favorecida
mediante un tratamiento combinado de fibronectina y factores de crecimiento, (Schultz
G 1992, Singh G 1987). No so6lo influye la concentracion del factor de crecimiento
epidérmico, sino también la forma de administrarlo (Gonul B 1995).

El acido amino caproico topico también ha sido empleado con éxito por
algunos autores en el tratamiento de defectos epiteliales persistentes secundarios a
lesiones quimicas (Williams PB 1999).

Actualmente se estd investigando el uso de sustancias como el colirio de
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alopurinol (Sekundo W 2002) y el lavado con nuevas drogas como la difoterina
(Schrage NF 2002, Gerard M 2002) con resultados esperanzadores.

En la literatura se han encontrado resultados satisfactorios con el uso de otras
sustancias como: Healon®, inhibidores de la sintesis de prostaglandinas, inhibidores de
proteasas como el Trasylol (Reim MA 1990), propolis (resina natural producida por las
abejas)(Ozturk F 2000) en modelos experimentales de causticacion corneal en conejos.

El uso de corticoides topicos tras las quemaduras quimicas es muy
controvertido. Los esteroides reducen la inflamacion y proporcionan algiin bienestar,
pero pueden promover la ulceracion del estroma (Brown SI 1970, Donshik PC 1978,
Wagoner MD 1984). Dado que el riesgo de ulceracion del estroma es escaso en los 10
dias siguientes a la lesion (Donshik PC 1978), utilizamos acetato de prednisolona al 1%
cuatro veces al dia durante los primeros 7-10 dias. De todas formas, el uso de corticoides
para promover la reeepitelizacon no esta exento de riesgos, pues la potencial
sobreinfeccidn microbiana debe anticiparse con profilaxis antibiotica. Este potencial
efecto adverso sobre la reparacion estromal debe ser regulado con la apropiada
reduccion de la dosis de corticoesteroides o su sustitucion con esteroides progestagenos
(Philips K 1983, Francois J 1973). Por tanto, si se utilizan durante los primeros siete dias
tras la quemadura pueden disminuir la reaccion inflamatoria del segmento anterior,
reduciendo posiblemente algunos de los efectos secundarios como el glaucoma. Después
de los siete primeros dias, se aplican esteroides topicos, pero solo si el epitelio estd
intacto. Porque sino, podrian retardar la cicatrizacion corneal y resultar en ulceracion y
perforacion. En caso de intensa inflamacion, cicatrizacion y vascularizacion progresivas,

disminuimos gradualmente la dosis de esteroides hasta que el ojo esta estable, pero es
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discutible que esta pauta afecte el resultado final.

Acido ascérbico.

La vitamina C o acido ascorbico es esencial tomarla a diario para mantener el
almacén del organismo. El déficit de la enzima L-glucolactone impide que el ser
humano sintetice su propio acido ascorbico. El dcido ascdrbico es un cofactor esencial
en la sintesis de coldgeno. Su mecanismo de accion en la sintesis de coldgeno es la
hidroxilaciéon de la prolina (Barnes MJ 1974). La deplecion de queratocitos de acido
ascdrbico secundaria a la disminucion de los niveles en acuoso tras las quemaduras
quimicas, puede implicar a la sintesis de coldgeno durante la siguiente fase de
reparacion (Pfister y Paterson 1980). Tanto el ascorbato topico como el sistémico se ha
mostrado que disminuye la incidencia, pero no la progresion, de la ulceracion estromal,
estéril en las quemaduras quimicas (Pfister y Paterson 1978, 80; Saika S 1993).

Los niveles de acido ascorbico en el humor acuoso son al menos 15-20 veces
mayores que en el plasma por medio de un transporte localizado en el epitelio de los
procesos ciliares. La razdn de este alto nivel de acido ascorbico en el ojo es desconocida.
Como indicamos anteriormente, los niveles de ascorbato en el humor acuoso y en el
estroma corneal disminuyen tras las quemaduras por alcalis. El hecho de que el 4acido
ascorbico estaba muy disminuido en el humor acuoso de los ojos de conejo causticados
(a los 20 segundos tras la causticacion, 1 N Na OH, 12mm) hizo que se realizaran
estudios de investigacion donde se concluia que el ascorbato topico y subconjuntival
podia significativamente reducir la incidencia de perforaciones corneales (Pfister RR
1978, 1977, 1980, 1981). En animales de experimentacion, la administracion de

ascorbato impedia la ulceracion corneal relacionada con alcalis, siempre que el
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tratamiento se iniciara antes del inicio de la ulceracion (Pfister RR 1980, 1982). Aunque
no es eficaz en causticaciones muy severas, cuando se produce una disminucion
importante en el nimero de fibroblastos.

Acido citrico

El 4cido citrico es un quelante del calcio que disminuye los niveles de calcio en
las membranas celulares y a nivel intracelular, limitando la quimiotaxis, la fagocitosis y
la liberacion de enzimas lisosomiales de los polimorfonucleres (PMN) (Pfister RR
1980), hechos que explicarian los mecanismos por los que la infiltracion corneal por
PMN es reducida tras la administracion tdpica de citrato en corneas causticadas por
alcalis, reduciendo la ulceracion corneal y el riesgo de perforacion. Sin embargo, en un
estudio, se comparaban a los pacientes que recibian ascorbato con un grupo control
tratado con citrato, la incidencia de ulceracion y perforacién era mucho menor en este
ultimo grupo (Pfister RR 1981). A diferencia del ascorbato, la administracion de citrato
también era eficaz si se iniciaba tras el inicio de la ulceracion del estroma (Pfister RR
1988). Se ha observado, que el citrato disminuye la actividad de los PMN, entre ella la
liberacion de mediadores, y la fagocitosis (Paterson CA 1984). Otros ensayos clinicos
sugieren el tratamiento mixto con citrato y ascorbato, en el que los pacientes reciben
ascorbato o citrato topico (al 10%) y sistémico (Pfister RR 1988, 1991).

La Galectina-7 es un potencial mediador de la migracion del epitelio corneal
celular (Cao Z 2003), en un futuro podria emplearse en diversos preparados como
estrategia terapeutica.

3.Tratamiento intermedio (2 semanas a 6 meses): La principal complicacion

en el periodo intermedio es la ulceracion del estroma. Como indicamos anteriormente, el
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principal objetivo consiste en promover la curacion epitelial, ya que ello impediré la
ulceracion posterior. Se deben obtener cultivos regularmente, debido al posible papel de
la infeccion microbiana. Se han sugerido diversas sustancias para reducir la progresion
de la ulceracion, entre ellas los inhibidores de la colagenasa, la heparina (Aronson SB
1970), el citrato y la medroxiprogesterona (Newsome DA, Gross J 1977), si bien no se
han demostrado los beneficios clinicos de ningun agente.

Si el tratamiento médico no tiene éxito, es frecuente que un colgajo conjuntival
pueda detener la ulceracion. Se prefiere la conjuntiva ipsolateral, pero si estd necrdtica o
cicatrizada se puede utilizar la contralateral o la mucosa oral (Ballen PH 1964). También
puede utilizarse pegamento tisular para impedir la ulceracion o para sellar una pequefia
perforacion. Aunque los adhesivos tisulares son efectivos parando el avance de la
ulceracion y manteniendo la integridad del globo ocular, su empleo se reserva cuando
las terapias médicas y quirargicas han fracasado, para restaurar las normales relaciones
entre el epitelio y el estroma. Cuando la perforacion es inminente, el uso de adhesivos
tisulares, especialmente isobutil-cianocrilato (Hystacryl’) es preferible (Kenyon KR
1982, Fogle JA 1980). Los adhesivos tisulares previenen una mayor perforacion celular,
y soportan una reparacion estromal y neovascularizaciéon con un resultado tectonico
estable aunque comprometido visualmente. Ademas la neovascularizacion inducida por
el tejido adhesivo puede suponer un problema durante la cirugia para visualizar la
rehabilitacion del ojo.

Algunos autores han empleado con éxito (Su CY, Lin CP 2000) la combinacion
de pegamento tisular y membrana amnidtica para el tratamiento de algin caso de

quemadura corneal por alcalis.
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Las perforaciones de mayor tamafio se pueden reparar mediante queratoplastia
penetrante o lamelar, pero los injertos también suelen sucumbir a la ulceracion. La
cobertura de los injertos con conjuntiva o mucosa puede aumentar su resistencia.

4. Tratamiento a largo plazo (mas de 6 meses). Si existe cicatrizacion intensa

de la cornea o del saco conjuntival, se puede recurrir a la queratoplastia o a la cirugia
plastica reconstructora. Aunque los resultados de la queratoplastia penetrante han sido a
veces alentadores, el pronostico general de las cérneas dafiadas por quemaduras por
alcalis todavia es incierto. Los resultados obtenidos vienen dados fundamentalmente por
la importancia de la lesion, aunque pueden mejorar si se presta especial atencion al
entorno ocular en el que se coloca el injerto. La cicatrizacidn y la distorsion palpebral, la
triquiasis, el simbléfaron, la inflamacion y la deficiencia de moco y lagrimas puede

amenazar la supervivencia del injerto.

La queratoplastia penetrante se debe retrasar hasta que el 0jo sane por completo
y se resuelva la inflamacion, un proceso que requiere por lo general al menos un afio, y
con frecuencia un afio y medio y dos afios (Kramer SG 1983, Abel R 1975). Las
alteraciones de la posicion palpebral y la triquiasis deben corregirse primero, y se debe
controlar el glaucoma. Es importante el tejido donante reciente con epitelio sano para
disminuir el riesgo de que aparezcan defectos epiteliales precoces. El epitelio del injerto
debe ser protegido durante y después de la intervencion; para ello se utilizan las lentes
de contacto terapeuticas, se coloca un parche continuo o se realiza la tarsorrafia de
sutura durante al menos 4 a 6 semanas después de la intervencion. Mientras el ojo esta

abierto, hay que mantenerlo bien lubricado con pomadas y lagrimas artificiales. Se debe
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reducir al minimo la inflamacién ocular con corticoides sistémicos o topicos.

Elriesgo de rechazo es relativamente elevado, debido a la presencia de neovasos
corneales (Abel R 1975). La capacidad del sistema HLA y de los inmunosupresores,
como la Ciclosporina A, el FK 506, el micofenolato de mofetilo, daclizumab y otros,
para aumentar el indice de supervivencia del injerto, estan siendo investigados
actualmente.

Ademas, los injertos se opacifican con frecuencia, debido a la escasa curacion
epitelial. Si existen defectos epiteliales, éstos curan lentamente, pudiendo producirse una
ulceracion del estroma o la separacion de la herida. Si se ha producido una extensa
lesion limbica, el epitelio del huésped es anormal, con menos capacidad para curar y
mantener la trasparencia corneal. Finalmente, el epitelio anormal crece sobre el injerto y

puede afectarse por defectos recidivantes, opacificacion superficial y vascularizacion.

El trasplante conjuntival se disefio para proporcionar un epitelio sano que
recubriera las cérneas lesionadas por quemaduras térmicas y quimicas (Thoft RA 1979,
1982), impidiera la rotura epitelial y redujera la cicatrizaciéon y la vascularizacion
corneal central. Se realiza en primer lugar una queratectomia lamelar superficial. En la
forma tradicional, se toman cuatro areas circulares de conjuntiva perilimbica del otro ojo
y se suturan en el limbo. Por otro lado, se puede trasplantar un injerto lamelar en forma
de media luna que contiene varias horas del limbo (Kenyon KR, Tseng SCG 1989), pero
no es posible eliminar claramente la cicatrizacion corneal profunda o sustituir al
endotelio lesionado. Si la lesion es unilateral, puede obtenerse la conjuntiva del otro ojo.

Si ello no es posible, puede utilizarse epitelio limbico de un donante, procedimiento que
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recibe el nombre de queratoepitelioplastia (Thoft RA 1984).

El trasplante conjuntival esta indicado en caso de roturas epiteliales recidivantes
o defectos epiteliales persistentes. Este procedimiento solo parece ser util tardiamente en
el periodo de reparacion que sigue a la quemadura, tras la curacion primaria del epitelio
y la desapariciéon de la inflamacion, o después de una queratoplastia penetrante.
También puede ser una alternativa a la queratoplastia penetrante cuando la cicatrizacion
y la vascularizacion corneal son relativamente superficiales. En estos casos, el pannus y
el estroma inferior opacificado se extirpan antes de colocar los injertos de conjuntiva.
Debe optimizarse el entorno superficial, como sucede en la queratoplastia.

Otras alternativas son el trasplante de mucosa nasal autdloga (Kuckelkorn R
1994), mucosa oral (Shore JW 1992), capsula de Tenon orbitaria (Teping C 1989),

epitelio artificial (Reim M 1990).

Queratoprotesis. En casos con lesion bilateral grave y multiples queratoplastias
fallidas, pueden utilizarse las queratoprotesis como ultimo recurso para obtener una
vision 1til (Choyce DP 1980, Castroviejo R 1969, Laibson PR 2002). Se realizan estos
implantes en aquellos casos en que, para devolver la trasparencia a la cornea, no es
factible realizar una queratoplastia laminar o penetrante, debido al estado del terreno
receptor, o a que realizadas estas varias veces hayan fracasado. Estos dispositivos tienen
muchas complicaciones (Khan B 2001, Ray S 2002) y s6lo tienen éxito durante unos
pocos afios, en el mejor de los casos, si bien pueden proporcionar una buena agudeza
visual, aunque un campo visual muy estrecho. La mayoria de las queratoprotesis

actuales son derivadas del PMMA, material inerte, pero sera superado en un futuro por
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nuevos materiales (Yaghouti F 1999).

Trasplante de limbo

Con el relativamente nuevo concepto de que el epitelio limbico contiene la
poblacion de células madre, primordiales o stem, y de alli proliferan y se diferencian a
células del epitelio corneal se ha desarrollado este procedimiento quirdrgico de
trasplante limbico (Kenyon KR, Tseng SCG 1989) para contribuir a la restauracion de la
superficie ocular en diferentes situaciones clinicas. En 1965 José I Barraquer ya propuso
esta técnica de trasplante de limbo conjuntivo-corneal, tomado del ojo contralateral con
el objeto de mejorar el epitelio de la cornea dafiada por una causticacion, como técnica

preparatoria para la queratoplastia.

Trasplante de membrana amniotica

Tras causticaciones severas de la superficie ocular, la cornea se reepiteliza por un
tejido nuevo de caracteristicas patoldgicas desde su origen, frecuentemente conjuntival.
Esto supone que estos 0jos permanezcan cronicamente irritados, inflamados y con
defectos epiteliales persistentes, cicatrizacion estromal y tendencia a la
neovascularizacion, presentando mal prondstico para la queratoplastia. Es necesario, por
tanto, el reemplazamiento quirdrgico de la superficie ocular en todos los casos en los
que no se haya alcanzado una correcta reepitelizacion, bien para mejorar el prondstico
de una futura queratoplastia o para evitarla.

En 1995 hubo un nuevo resurgir del empleo de la MA para multitud de usos en

oftalmologia, entre ellos la reconstruccion de la superficie ocular tras causticaciones.
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Figura 1.10.: Feto humano de 16 semanas de gestacion intrattero.
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1.8. ANATOMIA DE LA PLACENTA HUMANA

La placenta es un 6rgano muy especializado, caracteristico de los mamiferos

superiores, que interviene de forma decisiva en la nutricion del feto (figura .10y I.11.),

asi como en la regulacion de su crecimiento y de su metabolismo durante los 9 meses de

una gestacion normal.

1.8.1 Estructura macroscopica

La placenta madura es un o6rgano de forma discoide, que tiene un didmetro

aproximado de 15 a 20 cm y un espesor de 1,5 a 2,5 cm, con un peso promedio de

500-600 gramos. Se extiende sobre la cuarta o quinta parte de la cavidad uterina

(Dexeus S 1982). En ella se distinguen dos caras (figura I.12.): una materna y otra fetal

en la que se inserta el cordon umbilical. La longitud de éste suele ser de 50 cm como
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término medio, si bien puede oscilar entre 25 y 150 cm. La cara fetal, orientada hacia la
cavidad amniotica, esta tapizada por el amnios, una membrana delgada, lisa y brillante
que permite reconocer los vasos sanguineos que recorren la lamina corionica, y que son
continuacion de los vasos del corddn umbilical, que se inserta en I centro de dicha cara
(figura I.13a y I.13b.). Al final del embarazo dicho cordon tiene una longitud media de
50 cm y un didmetro entre 1 y 1.5 cm. En €l hay dos arterias y una vena que poseen una
musculatura propia y estan rodeadas de un tejido mesenquimatoso, denominado gelatina
de Wharton. La cubierta del cordon esta formada por el amnios, y junto con la gelatina
de Wharton, favorece la circulacion sanguinea por los vasos del cordon.

Por la cara materna, la placenta se une al Utero. Si se examina después del parto,
esta cara tiene un color rojizo y un aspecto sangrante, y en ella se comprueba la
existencia de surcos intercotiledoneos que son el resultado de la rotura de los tabiques
placentarios durante el desprendimiento placentario. Dichos surcos dividen la superficie

de la placenta en 15 a 20 16bulos placentarios.
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1.8.2..Estructura microscopica

El cotiledon descrito anteriormente, constituye la unidad funcional de la
placenta.

Las vellosidades coridnicas, que se encuentran bafiadas por la sangre materna,
evolucionan histologicamente a lo largo de la gestacion y estan formadas por una capa
epitelial, estroma y capilares sanguineos, que con frecuencia se encuentran en intimo
contacto con el epitelio. Por tanto, la placenta humana es hemocorial.

Como hemos comentado, las vellosidades experimentan cambios progresivos
durante el embarazo. Asi en el primer trimestre hay un nimero escaso de vellosidades,
que presentan un didmetro relativamente grande (170 w). Su epitelio estd formado por
dos capas claramente diferenciables: sincitotrofoblasto y citotrofoblasto. El sincitio
aparece como una masa citoplasmatica con los nucleos repartidos de manera uniforme.
Con el microscopio electrdnico se observan microvellosidades de 3 1 de longitud en la
superficie de dichas células. En su citoplasma se pueden ver vacuolas de contenido
liquido que se forma por pinocitosis, y todo el sincitotrofoblasto esta delimitado por una

membrana basal.

El citotrofoblasto que se encuentra por dentro del sincito estd formado por

células cubicas bien definidas con un nucleo central redondo u ovoideo.

El estroma que estd en el centro de la vellosidad es laxo, con escasas fibras

conjuntivas y abundante sustancia fundamental de aspecto mucoide. En él se encuentran

numerosas c€lulas redondeadas u ovoides, las células de Hofbauer, que desde el afio
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1971 se identifican con los macrofagos. Los vasos, desde su aparicion, se sitian en el

centro del estroma.

Los cambios citados afectan al nimero y al diametro de las vellosidades, ya que
aquel aumenta y este disminuye. Por otra parte, el citotrofoblasto va desapareciendo y
los nucleos del sincitio se van agrupando hasta formar los denominados nudos
sincitiales. De igual forma, el estroma se hace cada vez mas denso y los vasos se

desplazan hacia la periferia.

Al final de la gestacidn, por tanto, las vellosidades (figura [.14.) son abundantes
y mas delgadas, ya que su didmetro ha disminuido a 40 w«. Sélo se observan algunas
células aisladas de citotrofoblasto, y el sincitio ha quedado reducido a los nudos
sinciliales, cuyo significado se desconoce en el momento actual. Los vasos vellositarios
estan en la periferia de la vellosidad, donde contactan con el sincitio y forman, en las
zonas anucleadas, las membranas vasculosincitiales, donde las sangres materna y fetal
estan separadas por una fina capa de sincitio, y el endotelio del capilar fetal con su
membrana basal, que se hace mas visible en el ultimo trimestre del embarazo. Los
capilares fetales estan dilatados y ocupan practicamente todo el estroma, maxime si se

tiene en cuenta que el didmetro de la vellosidad ha disminuido.
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Figura 1.14.: Anatomia patologica (microscopia electronica) de la placenta humana.

1.8.3. Membrana amnidtica o amnios

Es una membrana delgada, transparente, plateada, que tapiza la cara interna del
corion y de la placa coroidal de la placenta, y forma una vaina al cordon umbilical
(figura I.11-1.12). Se debe al crecimiento de la vesicula amniotica, la cual se pone en
contacto con el corion y solo estd separado de él por una fina capa del mesodermo
extraembrionario, que empuj6 en su crecimiento y se transforma en un tejido mucoide

sin vasos.

El amnios, derivada del ectodermo, se compone de cinco capas: epitelio,
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membrana basal y tres capas mesenquimatosas (esponjosa, capa de fibroblastos y
compacta-figura [.15. y 1.16.). El epitelio estd firmemente adherido a la gruesa
membrana basal subyacente. Su uso terapéutico se debe sobre todo a sus propiedades, ya
que es una membrana fuerte y resistente pero muy flexible. El amnios carece de vasos
sanguineos y; la nutricion parece realizarse por difusion, si bien se ha descrito una red
vascular, linfatica y nerviosa. Estas circunstancias pueden ser las que justifiquen su baja
antigenicidad y la inexistencia de rechazo tras su implantacion. La membrana amniotica

estd bafiada por el liquido amniético.

El epitelio del amnios es cuboide y al microscopio presenta numerosas vacuolas.
Este epitelio posee capacidad de secrecion y resorcion activas, en relacion con la
formacion de liquido amnidtico. Segun Shimazaki, el epitelio de la membrana amnidtica
sobrevive mas de 70 dias tras la preservacion. Tras congelar la MA a -70 °C de 6 meses
a 1 afio, las células epiteliales aparecen muy vacuoladas pero permanecen adheridas a la
capa basal subyacente y al mesénquima. La superficie apical de las células amnidticas
tienen muchos microvilli. En la base, los procesos ciliares o pediculos se extienden
dentro de la membrana basal a modo de podocitos. Los procesos de las células basales
tienen una union con la membrana basal tipo hemidesmosoma con tonofilamentos, y la
sustancia de la membrana basal subyacente es parcialmente amorfa y parcialmente
microfibrilar (Pollard SM 1976). El citoplasma contiene muchas vesiculas pinociticas,
abundantes organelas incluyendo cisternas de reticulo endoplasmico y aparato de Golgi.
El ntcleo tiene una configuracion muy irregular con gran numero de indentaciones de la

membrana nuclear. El nucleolo es a menudo grande y homogéneo sugiriendo actividad
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nucleolar. Por otra parte, la ultraestructura del epitelio sugiere que el amnios tiene
multiples funciones especializadas. Estd especialmente adaptado a sus tres funciones
principales- epitelio de recubrimiento, actividad secretora, transporte intercelular y
transcelular intenso-. El amnios es mds resistente que el corion; en el momento de la
rotura de la bolsa de las aguas durante el parto. El corion suele desgarrarse en primer
término, de ahi que en Medicina se emplee el amnios. La permeabilidad del amnios es
adecuada, lo cual explica el derrame de liquido amnidtico sin rotura de membranas
(hidrorrea amniotica) y la acumulacion del liquido entre el amnios y el corion (bolsa

amniocorial).
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—Células cuboideas
— Membrana basal

Totroma | e AMNIOS

o AT IN AN NNNANNNNNNNNNNNY

i B T o B B B B i B B
il i i i it ST i B e B A S b i S b b R b ]
AR A A R R A R R AR R R R R R AR R R R B T i i e B o
i i i i B A S S B R R b b b o b A A R R R R R Y
AL AAALAARAARRERARRARRRARRARARARRRARARARARRARAARAARARARERRETRET ' A%

El amnios, derivada del ectodermo, se compone de cinco capas:

1. EPITELIO (monocapa de células cuboideas)
2. Membrana basal
3. ESTROMA
tres capas mesenquimatosas - 3.1 esponjosa
- 3.2 capa de fibroblastos
- 3.3 compacta

Figura 1.15.: Dibujo esquematico de la estructura microscopica de la membrana
amniotica humana.
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Epitelio

Membrana basal

-
. Matriz estromal avascular

Corion

Figura 1.16.: Histologia de la membrana amnidtica humana (3 capas) y corion. Tincion
con hematoxilina-eosina (HE) x50.
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1.9. ANTECEDENTES DE LA UTILIZACION DE LA MEMBRANA

AMNIOTICA. RECUERDO HISTORICO.

El uso terapéutico de estructuras relacionadas con la placenta humana es muy
antiguo. Debido a sus caracteristicas como la baja antigenicidad, el potencial
antimicrobiano, su capacidad para favorecer la epitelizacion e inhibir la fibrosis, su facil
obtencion y conservacion asi como el escaso coste, ha hecho que numerosas
especialidades médicas empleen este injerto como terapia coadyuvante. En los ultimos
afios se ha despertado un gran interés dentro del campo de la Oftalmologia, ya que dadas
sus caracteristicas, la hacen un tejido idoneo para suplir defectos epiteliales en la
superficie ocular.

Los precursores del empleo de injertos de membrana amniotica con el fin de
sustituir a otro tejido o cubrir defecto epitelial practicaban lo que se conoce como
“histioterapia” colocando tejidos placentarios a nivel periocular (Barraquer JI 1951) enel
tratamiento de diversas enfermedades. La placenta empleada en lo que se denominaba
terapia tisular, era conservada durante 15 dias en frio, posteriormente se esterilizaba y se
troceaba en pequefios fragmentos que se introducian debajo de la conjuntiva. Durante
los afios 30-50 la placenta se consideraba una especie de “panacea”, de balsamo de
Fierabras (Sanchez-Salorio 1999) que realizaba verdaderos milagros consiguiendo la
curacion de patologias oftdlmicas como: tracoma, queratitis tuberculosa, coriorretinosis
miopica, atrofia del nervio Optico, retinosis pigmentaria,.... En la literatura encontramos
articulos de autores rusos sobre el empleo de membrana amnidtica en la “escleroplastia”
para el tratamiento de la miopia progresiva (Zaikova MV 1983, lumasheva AA 1989,

Zaikova MV 1991). Con el empleo de estos fragmentos se pretendia parchear las zonas
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de la esclera adelgazadas por la miopia progresiva.

A nivel sistémico, los “efectos” también eran excelentes pues se podian tratar
desde dolores de cabeza, falta de apetito, solucionaba problemas de esterilidad
masculina,... (Barraquer JI 1951). La utilizaciéon de componentes placentarios en
cosmética sigue en pleno auge, y el extracto de placenta liofilizada para la utilizacion
topica en Oftalmologia atin estaba disponible en las farmacias hasta no hace mucho
tiempo.

Los oftalmologos antiguamente, para sustituir la conjuntiva dafiada, empleaban
la placenta al completo (corion y amnios). Pero esta era demasiado gruesa como para
sustituir una capa tan fina como la conjuntiva, por lo que se optd por prescindir del
corion implantandose Uinicamente el amnios. Esta técnica se empleaba en el tratamiento
de la queratitis tuberculosa, pterigion y en algunos casos de simbléfaron. Su utilizacion
se basaba en la facilidad de obtencion comparada con la mucosa labial que hasta ese
momento se habia utilizado.

Davis JW, en 1910, fue el primero que describio y comunico el uso de la
membrana amnidtica fetal como material quirirgico en el trasplante de piel. Injertd
fragmentos de la capa mas interna del saco amnidtico con el fin de favorecer la
granulacion de una herida abierta en un quemado. Tres afios después se tratd con
membrana amnidtica Ulceras cutaneas por quemaduras (Stern W 1913, Sabella N 1913).
Estos fragmentos de membrana eran sélo provisionales, pues necesitaban cambiarse a
los pocos dias porque se creia que podian inducir rechazo (en esta época no sélo se
trasplantaba la membrana amnidtica sino la placenta entera). Estos cirujanos se dieron

cuenta de que empleando injertos de placenta como sustitutos temporales de la piel
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observaron una disminucion de infecciones en las heridas, una importante reduccion del
dolor y un aumento de la velocidad de reepitelizacion de la superficie de piel dafiada.
Posteriormente algunos autores emplearon la membrana amnidtica con éxito en la
reconstruccion de heridas cutdneas por traumatismo o quemaduras. Sin embargo, en este
periodo también se empled por otras especialidades como los ginecdlogos y
traumatologos (Burger K ya en 1937, utiliza la membrana para reconstruir una vagina).

En Oftalmologia, fue De Roth en 1940 quién la utiliz6 y publicd por primera vez
el uso de la membrana (empled tanto amnios como corion frescos) como un envoltorio
conjuntival en la reparacion con cierto éxito de defectos conjuntivales en 1940.
Probablemente su bajo nivel de éxito (1 de 6 casos) estuvo relacionado con el rechazo al
alloinjerto debido a la inclusion de la membrana coridnica viva, que es altamente
inmundgena. En 1941 Brown propuso el uso de peritoneo de conejo como parche
temporal para cubrir la superficie ocular quemada, promover la curacion y prevenir la
extension de la necrosis. Tomando esta idea, posteriormente otro Oftalmologo (Sorsby
A 1946-47) emple6 MA “seca” quimicamente tratada denominada ‘“amnioplastina”,
como parche temporal en el tratamiento de quemaduras oculares agudas. Sin embargo,
su uso fue abandonado durante décadas hasta el nuevo resurgir de los afios 90 con Kimy
Tseng en el Bascom Plamer de Miami (figura 1.17). A estos autores debemos la
reintroduccion del uso de MA en Oftalmologia. En 1995 comenzaron sus experimentos
con membrana amniotica para la reconstruccion de la superficie ocular de ojos de conejo
severamente dafiados con n-heptanol y queractetomia lamelar limbar. Demostraron en
sus trabajos que el 40% de las cérneas de conejo con deficiencia total de las células

madre limbares podia reconstruirse reemplazando la superficie ocular

84



Cristina Peris Martinez I - INTRODUCCION

“conjuntivalizada” con una membrana amnidtica humana crioconservada. Desde
entonces se han publicado un gran nimero de articulos con un gran espectro de
indicaciones oftalmologicas.

El trasplante de membrana amnidtica ha mostrado un aumento exponencial de
publicaciones oftalmoldgicas en la literatura cientifica angloamericana desde mediados
de los afios 90 como se muestra en la figura .17. Esto parece ser debido a una mayor
disponibilidad de la membrana amnidtica, una creciente percepcién de su papel en

patologia oftalmica y a una larga lista de indicaciones.

USO MEMBRANA AMNIOTICA OFTALMOLOGIA
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Figura I.17.: Grafico de uso de la MA en Oftalmologia.

Ciertas caracteristicas hacen de la membrana amnidtica un tejido ideal para su

aplicacion en la reconstruccion ocular. La membrana amnidtica no expresa antigenos
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HLA-A, B y DR y por ello el rechazo inmunoldgico tras su trasplante no ocurre.
Asimismo, la membrana amnidtica tiene propiedades antimicrobianas, reduce el riesgo
de infeccidon postoperatoria, promueve la epitelizacion corneal y conjuntival, asi como

inhibe la fibrosis, e inhibe la neovascularizacion, etc....que expondremos a continuacion.

1.10. PROPIEDADES DE LA MEMBRANA AMNIOTICA-

MECANISMOS DE ACCION.

Podemos decir que la membrana amniotica presenta las caracteristicas que debe
reunir un buen injerto cuyo fin sea el de cubrir una solucion de continuidad. Entre otras,
estas son algunas de las muchas propiedades que se le atribuyen:

1.10.1. Regula el transporte hidroelectrolitico

Esta es una propiedad que hace a la membrana amniotica altamente interesante
en el tratamiento de los grandes quemados pero que en Oftalmologia pierde gran parte
de su importancia dado el minimo tamafio del injerto con respecto a la superficie ocular
total. A grandes rasgos, diremos que se trata de un tejido metabolicamente activo que
regula la composicion del liquido amnidtico y produce gran variedad de compuestos
activos (hormonas, factores de crecimiento y citoquinas).

1.10.2. Propiedad de disminuir el crecimiento bacteriano

La capacidad antimicrobiana de la placenta ha sido estudiada por autores como
Talmi YP (1991). Una de las utilizaciones mas frecuentes de la membrana amnidtica en
Oftalmologia es el recubrimiento de defectos epiteliales corneales persistentes donde el
evitar una infeccion sobreafiadida es fundamental. En un estudio experimental Rao y

Chandrasekhara (1968) provocaron quemaduras profundas en animales de
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experimentacion y cinco dias mds tarde se realizd escarectomia y aposicion de
membrana amnidtica sobre la mitad de la herida. Cultivos posteriores de la zona situada
bajo la membrana fueron infructuosos mientras los realizados en la zona descubierta
mostraron amplia variedad de gérmenes. Robson y Krizek (1974) demostraron recuentos
bacterianos menores en aquellas heridas que habian sido inoculadas con Pseudomona
Aeruginosa y recubiertas con membrana amnidtica que en aquellas recubiertas con
injertos de piel o descubiertas. Dado que estos autores no pudieron demostrar en el
tejido amniotico la presencia de un factor con actividad bacteriostatica o bactericida
conocido, postularon que el cierre bioldogico de la herida con una mas rapida
instauracion de un tejido de granulacion bien vascularizado favorece la llegada de
leucocitos y la eliminacion de restos necroticos. Aunque este mismo experimento no ha
sido (hasta donde nosotros tenemos conocimiento) realizado en corneas de animales de
experimentacion se puede avanzar que el resultado podria diferir dado que la respuesta
reparadora que sucede tras un dafio corneal es sustancialmente diferente del que sucede
en la piel y tejidos blandos. Otra duda es saber si los factores antibacterianos presentes
en el liquido amnidtico (lisozima fundamentalmente, Schuel H 2002) son formados por
el amnios o provienen de la madre. Recientemente se ha publicado un estudio donde se
muestra la existencia de ciertos péptidos (“defensinas”) en el fluido amnidtico con
propiedades antimicrobianas (Espinoza J 2003).

1.10.3. Escasa inmunogenicidad

De las dos partes en que se dividen las membranas fetales (amnios y corion) se
conoce que la membrana amniotica se forma a partir del ectodermo fetal por lo que un

embarazo es en realidad un injerto. El como es posible que un feto llegue a término sin
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ser rechazado, es realmente dificil de comprender y puede obedecer a dos factores. 1)
Por una parte, se ha podido constatar un cierto grado de inmunodepresion de la madre
durante el embarazo, pero, por otra 2) en los tejidos fetales en contacto directo con los
maternos se echan en falta la presencia de vasos sanguineos y linfaticos y de
determinados antigenos. Estas caracteristicas, que le permiten al feto llegar felizmente a
término, pueden ser las mismas que nos permitan utilizar la membrana amnidtica en
Oftalmologia sin la necesidad perentoria, como en otro tipo de trasplantes como es el
limbar o la queratoplastia penetrante, de inmunosupresion del paciente. Adinolfi y
colaboradores (1982, 1986) demostraron con cultivos celulares de epitelio de la
membrana amniotica que los antigenos de histocompatibilidad HLA 1, B, C y DR no
pueden ser detectados en estas células con las técnicas de inmunofluorescencia
habitualmente utilizadas. Sin embargo, si se puede detectar una proteina relacionada con
la 132-microglobulina cuya secuencia es casi idéntica al HLA-G, gen del complejo
mayor de histocompatibilidad de clase I aislado a partir de una linea de células B
malignas y que se creia que no se expresaba en ningun tejido humano sano (Adinolfi
1982). El hecho de que la expresion de esta proteina sea maxima al principio del
embarazo y baje posteriormente, afiadido al hecho de que no se haya podido encontrar
en ningun tejido humano, apoya la hipotesis de que el trofoblasto es un tejido
antigénicamente inmaduro y, tal vez, incapaz de provocar una reaccion de rechazo. De
forma experimental se implantaron injertos de membrana amnidtica a seis voluntarios,
dos de los cuales habian rechazado previamente injertos de piel. La region del implante
fue extraida y examinada sin que se encontraran datos de reaccion inmunologica. Las

muestras de suero extraidas un mes mas tarde no mostraron reactividad contra células
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del epitelio amnidtico cultivadas in vitro. Una comunicacion reciente, sin embargo, nos
alerta sobre una posible reaccion de hipersensibilidad con formacion de hipopion
(Messmer EM 2001); tras trasplantes repetidos de membrana amnidtica procedentes de
la misma donante, que se resolvieron con la utilizacion de esteroides topicos. Esto
sugiere utilizar membrana amniotica procedente de distintas donantes, si es necesario el
retrasplante, con fin de minimizar el riesgo de inflamacidon postoperatoria inmediata
(Messmer EM 2001).

1.10.4. Permitir una adecuada reepitelizacion

La presencia de un sustrato sano en la cdrnea es esencial para la normal
proliferacion y diferenciacion de las células epiteliales. La membrana basal facilita la
migracion de las células epiteliales (Tseng SCG 1997), incluso refuerza la adhesion de
las células basales epiteliales (Khodadoust 1968), promueve la diferenciacion epitelial
(Kurpakus MA 1992, Guo M 1989), y previene la apoptosis epitelial (Boudreau N
1995). La membrana amnidtica, sirviendo de “membrana basal trasplantada”, actta
como un nuevo sustrato saludable para una adecuada epitelizacion.

Numerosos autores utilizando muy diferentes membranas basales han llegado a
la conclusion de que favorecen una mas rapida epitelizacion. La membrana no es otra
cosa que una capa de células epiteliales asentadas sobre un tejido constituido por
sustancia fundamental (matriz extracelular, membrana basal). Se ha visto (Koizumi N,
2000, Uchida S 2000 y 2001, Steuhl KP 2001, Touhami A 2002, Choi TH 2001) que la
membrana amnidtica expresa mRNA de gran numero de factores de crecimiento (EGF,
GF, HGF y b FGF) que pueden favorecer reepitelizacion tras su trasplante, tanto si lleva

células como si no, aunque las cantidades de factores de crecimiento son

89



Cristina Peris Martinez I - INTRODUCCION

significativamente mayores cuando el epitelio estd adherido a la membrana lo cual
sugiere un origen epitelial para estos factores de crecimiento. Se ha demostrado que el
cultivo de fibroblastos en presencia de una matriz de membrana amniotica reduce la
expresion de TGF-beta (Sato H 1998), asi como las sefiales intercelulares via CD44,
integrina bl y GFRI1. El resultado final conforma un fenotipo menos mitogénico,
contractil e iatrogénico que podria explicar en parte el efecto inhibidor de la
cicatrizacion que la membrana amnidtica presenta cuando es utilizada en la
reconstruccion de la superficie ocular. Este mismo resultado ha sido conseguido por
otros autores, que también comunican una supresion del receptor de TGF-beta tipo II 'y
de la diferenciacion a miofibroblastos de un cultivo de fibroblastos corneales y limbares
en presencia de una matriz de membrana amnidtica. Algunos autores otorgan a la
membrana amniotica una actividad inhibidora de la proteinasa que podria ser util en el
desarrollo de agentes para el tratamiento de queratitis recidivantes. Asimismo, se ha
detectado en el estroma de membrana amnidtica criopreservada tincidon positiva para los
inhibidores tisulares de las metaloproteinasas, agentes con conocido efecto
antiangiogénico y antiinflamatorio (Espana EM 2003).

1.10.5 Facilita la migracion de células epiteliales

La composicion de la membrana basal de la membrana amnidtica es similar a la
membrana basal conjuntival (Fukuda K 1999). Incluso se parece més a la membrana
basal de la conjuntiva que a la de la cornea. Por tanto, representa un sustrato ideal para
el crecimiento de las células progenitoras epiteliales (stem cells-células madre). Esta
propiedad es de suma importancia, pues hace que el trasplante de MA se pueda utilizar

para hacer crecer y expandir las stem cells del limbo que queden y amplificar las células
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transitorias corneales durante el tratamiento de las deficiencia limbar parcial, y para
facilitar la epitelizacion de defectos epiteliales corneales persistentes con ulceracion
estromal. En cultivos de tejido, la membrana amnidtica soporta las células epiteliales
que crecen en cultivos explantados u otros cultivos, y mantiene su morfologia y
diferenciacion epitelial normal. Las células epiteliales resultantes que crecen en el
sustrato duro de la membrana amniotica pueden volver a trasplantarse de nuevo para
reconstruir un dafio producido en la superficie corneal tanto en humanos como en
conejos de experimentacion.

Kim y Tseng en sus primeros trabajos experimentales en conejos observaron que
tras el trasplante de MA algunos 0jos experimentaron una progresiva epitelizacion con
una superficie trasparente y escasa vascularizacion. Dado que las células limbares y
corneales habian sido previamente eliminadas, se puede afirmar que las células que
cubren la MA derivaban del tejido conjuntival y que la membrana basal de la MA habia
servido de soporte para la migracion de células epiteliales conjuntivales proximas a la
lesion.

1.10.6. Inhibidor de la fibrosis

Varios son los factores implicados en el efecto antifibrotico de la membrana
amnidtica. La membrana amnidtica puede también funcionar como una barrera
anatomica, manteniendo aparte las superficies potencialmente adhesivas. El estroma de
la MA es normalmente avascular y se cree que inhibe la formacidon de nuevos vasos.

1.10.7. Evita la vascularizacion de la superficie corneal

Una de las caracteristicas mas importantes de la gran mayoria de los trabajos con

trasplante de MA es la coincidencia en destacar la menor vascularizacion, e incluso
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ausencia, en la cdrnea en comparacion con los ojos no sometidos a trasplante de MA. La
propia avascularidad de la membrana amnidtica podria ser determinante, dado que
podria reducir los tejidos de granulacion vascularizados y las cicatrices en el
postoperatorio.

1.10.8. Efecto antiinflamatorio

El mecanismo por el cual tiene un efecto antinflamatorio la membrana amnidtica
no es conocido. Shimura y colaboradores (Shimura S, 2001) explican las propiedades
antiinflamatorias de la membrana amnidtica mediante la capacidad de atraccion y
secuestro de las células inflamatorias de la superficie ocular que posee esta membrana.
Como consecuencia de esta reduccion los signos inflamatorios, clinicamente se traduce
en una disminucion de dolor para el paciente.

1.10.9.Favorece la diferenciacion de un epitelio conjuntival a otro mas

parecido al corneal.

El epitelio conjuntival humano, es tipicamente negativo para los marcadores
AES y AK2 (dos anticuerpos monoclonales dirigidos contra componentes especificos de
la queratina) y positivo para AM3 (que identifica las proteinas glicosiladas de las células
caliciformes, habitualmente presentes en la conjuntiva pero ausentes del epitelio
corneal). Mientras que el epitelio corneal presenta unas caracteristicas tintoriales
totalmente diferentes (positividad para AES y AK2 y negatividad para AM3). En los
trabajos experimentales de Kim y Tseng, las corneas no sometidas a TMA mostraban un
fenotipo tipicamente conjuntival mientras que aquellas corneas en las que el resultado
fue mejor, captaban los anticuerpos AE5 y AK2 sugiriendo la presencia de subunidades

de queratina, y por tanto, instauracion de un fenotipo corneal. La conclusidén que resulta
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facil extraer de lo expuesto anteriormente, es que en determinadas condiciones
ambientales el epitelio conjuntival es capaz de modificarse produciendo queratina a
semejanza del epitelio corneal (transdiferenciacion de epitelio conjuntival a corneal). El
concepto de “transdiferenciacion conjuntival” es todavia muy controvertido y no ha
podido demostrarse que ocurra “in vivo” (Cho BJ 1999, Dua HS 1998) aunque otros
autores opinen lo contrario (Goto S 2002). Estudios posteriores realizados en humanos
mediante citologia de impresion demostraron que el epitelio presente sobre la MA no es
un epitelio corneal fenotipicamente, sino que continia teniendo células caliciformes
propias de un epitelio conjuntival (Prabhasawat P 1997, Moyer PD 1996), no
demostrandose, por tanto una transdiferenciacion de epitelio conjuntival a otro corneal.
Debido a esto, otros autores sugieren la necesidad de realizar de manera conjunta
trasplante de limbo (que aporta las células madres epiteliales corneales) y de membrana
amniotica (que aporta el soporte para proliferar) (Tseng SCG, Prabhasawat P 1998).

1.10.10. Impide la apoptosis de células epiteliales

Estudios en diferentes d6rganos han demostrado que la presencia de una
membrana basal o una matriz extracelular es capaz de evitar la apoptosis de células
epiteliales rescatdndolas de nuevo al ciclo celular.

1.10.11. Escaso coste y facilidad para su obtencion
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1.10. INDICACIONES DE TRASPLANTE DE MEMBRANA
AMNIOTICA EN OFTALMOLOGIA
En los ultimos afios, la membrana amnidtica humana ha sido empleada en
Oftalmologia para el tratamiento de multitud de patologias, la mayoria de las veces con
éxito. Histologicamente, la membrana, hemos comentado que posee una gruesa
membrana basal que le ofrece gran resistencia. La membrana basal parece ser otro
modulador extrinseco, como lo sugiere la presencia de keratina K, (especifica de
cornea) (Moyer PD, 1996) por parte de las células epiteliales conjuntivales cuando se
cultivan membranas basales corneales. El hecho de que la membrana basal sea destruida
en muchas patologias que ocasionan cambio del epitelio corneal por conjuntival sugiere
que alteraciones de esta, pueda ser una de las causas principales de la
‘conjuntivalizacion”, de ahi el uso actual de membrana amnidtica para reemplazar la
membrana basal destruida.
Podemos sistematizar las lesiones en las que se ha empleado MA segin el
componente corneal, conjuntival o limbar que predomine:
1.10.1.) Corneales.
1.10.2.) Conjuntivales.

1.10.3.) Deficiencia limbar.

1.10.1. ALTERACIONES PRINCIPALMENTE CORNEALES:

1.10.1.1. Tratamiento de defectos epiteliales persistentes que no respondian al

tratamiento médico (Lee SH y Tseng SCG 1997). En este campo es donde se ha tenido

una mayor experiencia y con mejores resultados. Entre estos defectos epiteliales
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persistentes se encuentran los defectos epiteliales secundarios a queratitis
neuroparaliticas, después de queratoplastia penetrante, por exposicion, secundarios a
infecciones, cicatriciales, postquirurgicos (queratopatias bullosas sintomaticas),
erosiones corneales recidivantes,...

Para algunos autores con el trasplante de membrana amnidtica se consigue la
restauracion del epitelio en escasas semanas con importante mejoria subjetiva de las
molestias, ganando en algunos casos transparencia corneal. Otros trabajos consideran
que si el defecto epitelial persistente es secundario a una insuficiencia limbar parcial es
mas adecuado realizar un trasplante de membrana amnidtica que un trasplante de limbo
(Tseng SCG y cols 1998). Otros consideran que la técnica de trasplante de MA es mas
util si se hace en combinacion con el trasplante de limbo (Zito E 2002). Para Gris el
trasplante de membrana amniotica en los defectos epiteliales persistentes es mas efectivo
y seguro en combinacion con una lente de contacto terapéutica (Gris O 2002, Rosenthal
P 2000). Sin embargo, el prondstico a largo plazo de esta técnica quirtirgica asi como su
mecanismo de accidén estd pobremente definido. En la mayor parte de la literatura
revisada se apunta que el éxito del trasplante de membrana amniotica depende de la
gravedad de la patologia subyacente que se esté tratando y del grado de inflamacion
previa, siendo mejor en lineas generales cuanto menos severa sea la patologia y menor el

grado de inflamacion.

1.10.1.2. Tratamiento perforaciones y microperforaciones oculares.

Se ha descrito con buenos resultados la utilizacién conjunta de membrana

amnidtica y adhesivo histico para sellar perforaciones oculares. Otros autores como
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Solomon, considera el trasplante de membrana amnidtica como un método efectivo en el
manejo de perforaciones corneales no traumaticas, descemetoceles y ulceras profundas,
utilizando multiples capas de membrana amniotica (Solomon A 2002). Al menos, sirve
de manera temporal hasta reducir la inflamacién y hasta la espera del procedimiento
reconstructor definitivo. Es especialmente 1til en aquellos paises donde la disponibilidad
de corneas es escasa.

Otros autores abogan por la utilizacion de varias capas de membrana amniotica
en lugar de una sola, para el tratamiento de diversas patologias, como tulceras corneales
infecciosas (Dekaris 2001, Ferreira de Souza 2001), queratitis neurotréficas (Dekaris
2001, Prabhasawat 2001). Degeneraciones corneales calcareas con microperforaciones

(Peris-Martinez 2001),...

1.10.1.3. Queratopatia en banda

Anderson empled con €xito varios injertos de MA en el tratamiento (Anderson

DF 2001) de queratopatias en banda, tras remover los depdsitos de calcio.

1.10.1.4. Tratamiento de haze en pacientes con PRK (queratectomia

fotorrefractiva)

Se cree que la utilizacion de la membrana amnidtica reduciria la muerte de los
queratocitos del estroma anterior tras la realizacion de la PRK evitando de esta forma la
aparicion de haze corneal (Hong JW 1998). Otros autores han demostrado que el
trasplante de membrana amnidtica tras PRK reduce la proliferacion de queratocitos y el

haze corneal durante el proceso de cicatrizacion de la herida en ojos de conejo (Choi Y'S
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1998, Wang MX 2001). El mecanismo por el cual se reduce el haze en el ojo de conejo
es por la menor respuesta inflamatoria que induce la membrana amnidtica (Shimura S
2001) y por la capacidad de inhibir la sintesis irregular de colageno estromal que se

asocia al haze corneal (Woo HM 2001).

1.10.2. ALTERACIONES PRINCIPALMENTE CONJUNTIVALES.

1.10.2.1. Reconstruccion de superficie ocular severamente daifada. La

membrana amniotica se ha empleado con éxito para la reconstruccion de los fornices
conjuntivales y superficie ocular en general en pacientes con Sindrome de Stevens
Johnson (Tsubota K 1997, Solomon A 2002, 2003), penfigoide ocular cicatricial
(Solomon A 2002), tras cirugia de estrabismo, tras necrolisis epidérmica toxica,
causticaciones oculares graves (Shimazaki N 1997), degeneraciones calcareas (Peris-
Martinez 2001). Otros autores, primero con conejos de experimentacion (Koizumi N
2000, 2001)y luego in vivo (Tsubota K 1999, Shimazaki J 2002, Koizumi N 2001, Avila
M 2001) han empleado trasplante de células limbares cultivadas sobre un soporte de
membrana amnidtica pera la reconstruccion de superficie ocular en casos muy severos y
no han obtenido resultados superiores al uso de trasplante de MA y trasplante de limbo
convencional.

Un nifio de 6 afios con sindrome de Stevens-Johnson fue tratado con éxito
cubriendo el 95% de superficie corporal mediante pequefios fragmentos de amnios
(Prasad JK 1986).

1.10.2.2. Cirugia de filtracion, Algunos autores han empleado la membrana

amnidtica localizandola debajo del colgajo escleral en trabeculectomias para inhibir la
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fibrosis y promover la filtracion. Fujishima y colaboradores la han utilizado en
procedimientos de cirugia filtrante en combinaciéon con Mitomicina C (Fujishima H
1998). Otros autores (Kee C 2002, Bundenz DL 2000) también han empleado injertos de
membrana amniotica para el tratamiento de fugas de las ampollas de filtracion en las
trabeculectomias. Pires RT (2000), ha utilizado con éxito el trasplante de membrana
amniotica para restaurar la superficie ocular de pacientes con deficiencia limbar parcial
secundaria al tratamiento con 5-fluoroacilo en la cirugia del glaucoma.

Se ha empleado también membrana amnidtica para recubrir ampollas de
filtracion tras cirugia filtrante asociadas con hipotonia, cAmara anterior poco profunda 'y
desprendimiento coroideo con grave riesgo de endoftalmitis (Bundez DL 1998).

1.10.2.3.Tratamiento del pterigium primario v recidivante

La membrana amniotica ha sido empleada como una alternativa al injerto
conjuntival durante el tratamiento del pterigion. El porcentaje de recurrencias de
pterigiones después del trasplante de membrana amnidtica (10.9% para pterigion
primario) resultd ser mas bajo que la técnica de la esclera desnuda (45%) (Prabhasawat
1997), pero mas alto que el injerto conjuntival autélogo (2.6%, Shimazaki 1998).
Diferentes procedimientos han sido utilizados para el tratamiento del pterigion. Aunque
el autoinjerto conjuntival, es el método considerado mas eficiente, el trasplante de
membrana amnidtica parece ser una opcidn razonable en casos con afectacion
conjuntival difusa y en pacientes en los cuales toda la conjuntiva bulbar debe ser
preservada para una posterior cirugia filtrante de glaucoma. En nuestra experiencia en el

tratamiento del pterigion primario, creemos que el trasplante de conjuntiva libre es
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superior al injerto de MA. Shimazaki 2003 sugiere que la combinacion de trasplante de
MA 'y conjuntival disminuyen las recidivas en el prerigion.

1.10.2.4 Simblefaron v cicatrices conjuntivales

Se ha descrito también la utilidad del implante de MA tras la reseccion del
simblefaron (Shimazaki J 1998) y cicatrices conjuntivales tanto en pacientes con
penfigoide ocular cicatricial o Sindrome de Stevsns Jonhson (Tsubota K 1996) como
causticaciones (Shimazaki J 1997)(véase epigrafe 1.10.2.2.). Conjuntamente con
injertos-recubrimientos esclerales, la membrana amniotica se ha utilizado en casos de

perforacion escleral en el Sindrome de Marfan (Rodriguez-Ares MT 1999).

1.10.3. DEFICIENCIA LIMBICA

La insuficiencia limbica es una entidad clinica como consecuencia de la
destruccion de las células madres limbares en mayor o menor cantidad y por diferentes
causas. Clinicamente la destruccion de las stem se traduce en conjuntivalizacion,
neovascularizacion, inflamacidn cronica, y defectos epiteliales persistentes o recurrentes
(Tseng SCG 1996). Este conjunto de enfermedades pueden subdividirse en dos
categorias principales (deficiencia limbar total y parcial). La insuficiencia limbar total se
caracteriza por la destruccion total de la poblacion de células limbares, producida por
ejemplo por una quemadura quimica o térmica, Sindrome de Stevens Jhonson,
procedimientos quirtrgicos multiples o crioterapia en la region limbar, portador de
lentes de contacto, o infeccion severa. La deficiencia limbar parcial incluye varias
entidades, donde las células stem, solo estan destruidas en parte, como la aniridia,

deficiencia endocrina multiple, limbitis, queratitis inflamatoria, queratitis neurotrofica e
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isquémica, y pterigion y pseudopterigion. Ante la sospecha clinica de insuficiencia
limbica podemos llegar a un diagnostico de certeza mediante la citologia de impresion
(Puangsricharern V 1995, Dart J 1997) para confirmar si existe y en qué grado de
severidad. En los casos de insuficiencia parcial o hipofuncidn de las células madre, el
implante de MA puede conseguir estimular la actividad de las células stem sobre la
membrana basal amnidtica y ser suficiente como para conseguir una mejoria clinica
(técnica de injerto). Esto constituye uno de las mayores aplicaciones de la MA en la
actualidad, al ofrecer una alternativa al trasplante de limbo sin la necesidad de la
inmunosupresion sistémica asociada que requiere este Ultimo, durante 2-5 afios. Por el
contrario, si el déficit de las células stem es total sera necesario el auto o alotrasplante de
limbo para conseguir un resultado satisfactorio. También en estos casos el trasplante
mixto de limbo y MA (Tseng SCG, Prabhasawat P 1998) puede ayudar a mejorar el
resultado final y disminuir la incidencia de rechazo, ya que reduce la inflamacion. La
neovascularizacion y mejora el microambiente perilimbico y por tanto la actividad de las

células stem.

I.12. INDICACIONES NO OFTALMOLOGICAS

Los tejidos placentarios humanos (y bovinos en casos aislados), han sido
utilizados de muy diversas formas por varias subespecialidades quirurgicas y médicas.

Trelford en sus publicaciones nos muestra una revision bastante completa con
respecto a este tema (Trelford 1979).

1.12.1. Cirugia plastica

Tal vez la primera aplicacion utilizada sea como recubrimiento temporal en
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pacientes con quemaduras importantes. Algunos autores comunicaron que en este tipo
de pacientes, el trasplante de membrana amnidtica repercutia en una menor pérdida de
liquido, electrolitos y proteinas y en una mas rapida epitelizacion de la herida (Colocho
G 1974). De la misma forma también se ha mostrado util en el tratamiento de tlceras en
las extremidades inferiores (Ward DJ 1984) tlceras de decubito y otros tipos de tlceras
de dificil cicatrizacion (Troensagaard-Hansen E 1950). En pacientes traumatizados con
amplias pérdidas de tejidos blandos con exposicién de huesos, nervios, tendones y vasos
que no permiten un cierre inmediato por posible contaminacion, la implantacion
provisional de membrana amnidtica sobre el area afectada permite mantener la
viabilidad de los tejidos hasta que sea posible el cierre definitivo de la herida

(Subrahmanyam M.1995).

1.12.2. Ginecologia

El recubrimiento con membrana amnidtica ha sido utilizado con relativo éxito
como agente favorecedor de la epitelizacion, en la prevencion de sinequias y en la
cirugia vaginal (Trelford JD 1979) atresias o reconstruccion tras cirugia, generalmente
traumatica u oncoldgica. Diversas técnicas de vaginoplastia con membrana amnidtica
han sido descritas para el tratamiento de atresias vaginales (Nguyen-Dinh-Mac 1988,
Tolhurst DE 1991, Dhall K. 1984, Georgy MS 1996) y malformaciones vaginales

(Morton KE 1986, Ashworth MF 1986) obteniendo excelentes resultados.

1.12.3. Cirugia general

Experimentos con animales han demostrado que el implante de membrana
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amnidtica humana tras una reseccion intestinal amplia favorece el desarrollo de una
neomucosa que podria ser util desde el punto de vista funcional. Otros autores han
documentado que la membrana amnidtica da lugar a la produccion de una menor
cantidad de adherencias peritoneales (Gharib M 1996) cuando es utilizada para
reemplazar el peritoneo parietal tras la provocacion experimental de un proceso
inflamatorio o infeccioso. En algunos casos su utilizacion tras técnicas quirdargicas de las
que resultan heridas electivamente abiertas (mastectomias radicales, amputaciones
abiertas, escisiones de quistes pilonidales,...) resultdé en un postoperatorio mas
confortable y una mas rapida cicatrizacion. Situacion similar se dio en un paciente con

gastrosquisis (Kennekampt H-U 1994) y en otro sometido a una glosectomia.

1.12.4. Endocrinologia

El trasplante de islotes de Langerhans para el tratamiento de la diabetes mellitus
se he demostrado como una técnica prometedora. Uno de los principales problemas que
comporta, como todo trasplante de érgano solido, es el rechazo del érgano trasplantado.
Ademas de los farmacos inmunosupresores una posible opcidn terapéutica seria el
aislamiento de estas células del sistema inmunoldgico del
receptor. Trabajos recientes experimentales con animales, han demostrado que la
membrana amnidtica puede actuar como agente inmunoaislante impidiendo a las células
situadas en su interior entrar en contacto con el sistema inmune del receptor y de esta
manera evitando o reduciendo las posibilidades de rechazo.

En el tratamiento de errores congénitos del metabolismo, se ha visto que la

membrana amnidtica posee una elevada actividad esfingomielinasa, enzima que es
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deficiente en la enfermedad de Niemann-Pick. Se ha descrito un caso de mejoria clinica
evidente en un niflo de 14 afios con un cuadro florido de este sindrome tras el implante
de un extracto de membrana amnidtica aunque fue necesario repetir estos implantes con
el fin de conservar una; actividad esfingomielinasa aceptable. A un nivel mas
experimental se ha demostrado que en el liquido sobrenadante obtenido tras cultivar
células epiteliales del amnios, existen cantidades de enzimas suficientes para, normalizar
los niveles de glicosaminglicanos, en cultivos de fibroblastos procedentes de pacientes
afectos de enfermedad de Hurler I y Hunter (Akle C 1985, Adinolfi M 1986). En ese
mismo trabajo se encuentran niveles elevados de arilsulfatasa A o glucosidasa (entre
otros), enzimas que son deficientes respectivamente, en la leucodistrofia metacromatica
y en la enfermedad de Pompe. El implante de células epiteliales de la membrana
amnidtica tendria la ventaja frente a otros ya utilizados como el de médula 6sea, en la no
posibilidad de reaccién del injerto frente al huésped y la no necesidad de

inmunosupresion, siempre segun los mismos autores.

1.12.5. Cirugia ortopédica

La practica de una artroplastia de cadera utilizando una multicapa de membrana
amnidtica ha sido ampliamente utilizada en algunos ambitos en el tratamiento de la
artritis tuberculosa, con buenos resultados en cuanto a ausencia de sintomas y movilidad

de la articulacion en un muy elevado porcentaje de pacientes (Prasad JK 1986).

1.12.6. Otorrinolaringologia

Reemplazando a la mucosa nasal por membrana amniotica en casos de
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telangiectasia hereditaria familiar hemorréagica (enfermedad de Rendu-Osler-Weber) se
ha conseguido en muchos pacientes una rapida y persistente mejoria de los episodios
hemorragicos. Se ha intentado su utilizacion en timpanoplastias, obteniendo resultados
poco satisfactorios. Su utilizacidn tras amplias resecciones en cirugia al nivel auricular,
ha resultado en una mdas rapida epitelizacién de la herida. También se ha utilizado
membrana amnidtica liofilizada en vestibuloplastias y en la reconstruccion de la cavidad

oral y laringea (Zohar Y 1987).

1.12.7. Urologia

En animales se ha experimentado, con buenos resultados, la reconstruccion de la
vejiga urinaria con membrana amnidtica humana estabilizada con glutaraldehido (Norris
MA 1982). También, en humanos se ha reconstruido con éxito una vejiga urinaria

utilizando membrana amniotica fresca (Fishman 1J 1987).

1.12.8. Neurologia

En animales de experimentacion, se ha demostrado, que tras la cirugia radical
pélvica con ablacion de los nervios cavernosos, la combinacion de factores de
crecimiento neuronales, injertos nerviosos e injertos de membrana amnidtica como
matriz que favorece la regeneracion neuronal permite recuperar la actividad autondémica
regional comprobada eléctrica y clinicamente con una restauracion de la funcion eréctil
(Burgers JK 1991). De una forma anéloga, tras realizar la separacion entre el septo y el
hipocampo en ratas, se coloco una tira fina de membrana amniotica con un extremo

situado en el septo axotomizado y el otro en el hipocampo denervado. Tres meses
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después de la cirugia se pudo apreciar claramente el crecimiento de fibras nerviosas
sobre el lado laminina-positivo de la membrana amnidtica pero no en el lado
laminina-negativo, concluyéndose que la membrana amnidtica puede ser un agente
adyuvante importante en los estudios sobre la reparacion del sistema nervioso central

(Danielsen N 1988).

I.13. RESUMEN PROTOCOLO ESTANDAR DE OBTENCION,
PREPARACION Y CONSERVACION de la MEMBRANA AMNIOTICA
HUMANA.

El método de preparacion de la membrana amnidtica ha sido descrito por
diversos autores. Tseng elabord un método propio de preparacion de este tejido con la
finalidad de que no haya células viables y que sus propiedades fisico-quimicas sean
manipuladas minimamente, haciendo que la MA fuese un injerto ideal para la
colocacion sobre un sustrato (matriz) sin obtener respuesta inmune. Esta modalidad en el
“procesado y distribucion de la MA fue revisada por Dua en su articulo en 1999.Todos
los criterios han sido unificados en el articulo publicado por la Fud and Drugs
Administration, USA (Normativa final: filtrar y examinar los tejidos humanos donados
para trasplante-29 de Julio de 1997, y Guia para la Industria: validacion de los
procedimientos para el proceso de donacion d de tejidos humanos para trasplante, Marzo
de 2002). Este producto también estd comercializado bajo el nombre Amniograft ™
(Bio-Tissue, Inc Miami, FL) del cual tiene la patente Scheffer C Tseng (Bascom Palmer
Eye Institute, Miami, Florida) de preparacion y usos clinicos de la MA. Recientemente

en Mayo de 2003 también se ha comercializado membrana amniotica deshidratada y
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esterilizada que no precisa refrigeracion para su conservacion AmbioDry™ (OKTO-
OPHTHO). Tampoco lleva papel de filtro adherido para su conservacion, es acelular y
en condiciones de maxima esterilidad. En estado seco, podemos recortar el tamafio del
fragmento de MA que consideremos mas apropiado con mayor facilidad. Durante la
cirugia podemos hidratar el fragmento empleado, en minutos.

En nuestro caso, basandonos en el modelo de procesamiento de MA de Tseng y
colaboradores, obtenemos la placenta inmediatamente después de una cesarea electiva
de un feto sano. Previamente se han descartado, mediante pruebas serologicas, los virus
de inmunodeficiencia humana (VIH), de la hepatitis tipo B y C y la sifilis. Bajo
condiciones de esterilidad, la membrana se limpia de codgulos de sangre bajo una
campana de flujo laminar con suero fisioldgico que contiene: Penicilina, 50 mg/ml;
Estreptomicina, 50 mg/ml; Neomicina, 100 mg/ml; y Anfotericina B, mg /ml. La
membrana amnidtica se separa del resto del corion mediante diseccién roma a través de
los espacios virtuales situados entre estos dos tejidos, y se extiende sobre un papel de
nitrocelulosa con un tamafio de poro de 0.45 um. La superficie epitelial de la membrana
amniotica debe colocarse hacia arriba sobre el papel de filtro, mientras que la superficie
estromal debe ponerse en contacto con el papel referenciador. El papel con la membrana
amnidtica adherente se corta en circulos de 2 cm de radio almacendndose antes del
transplante a -80 °C en placas de Petri estériles durante un mes. Pasado este mes, se
volverd a corroborar la seronegatividad de la madre para VIH, hepatitis B y C, asi como
sifilis. Esta conservacion a — 80 °C y su posterior descongelacion desvitaliza todas las
células de la MA, dando como resultado una MA no viable pero biologicamente activa.

El medio de conservacion que se utiliza serd 50% DMEM y 50% glicerol de la casa
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Dulbecco. Otros autores utilizan otros medios de conservacion como el Optisol® (mucho

mas costoso) o el suero fisiologico.

1.14. SEGURIDAD MICROBIOLOGICA MEMBRANA AMNIOTICA

La transmision de agentes infecciosos es uno de los riesgos asociados con el
trasplante de 6rganos y tejidos. Los mismos criterios de seguridad aplicados al trasplante
de 6rganos deberian aplicarse, incluso mas estrictamente para un tejido como la MA.
Todos los receptores de drganos y tejidos deben ser advertidos de que los donantes han
sido testados para algunas infecciones (Sifilis, virus de la inmunodeficiencia humana-
VIH, Virus Hepatitis B y C), pero que existe una ligera posibilidad de que el donante
este infectado por ejemplo, durante el periodo ventana, es decir cuando el donante esta
infectado, pero los test de deteccidon no son todavia positivos. Este tejido deberia usarse
para trasplante s6lo cuando todos los test sean negativos. Sin embargo, esto no excluye
la posibilidad de infeccion mediante patdgenos para los cuales el test no esta disponible
como el de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob producida por un prion. La infeccion
también puede ocurrir durante el proceso de preparacion del tejido. Las pacientes
sometidas a cesareas electivas o programadas son las de eleccion, porque llevan un
estudio mas riguroso de estas pruebas seroldgicas. Asi, se reduce el riesgo de
contaminacion bacteriana tras el parto o la ruptura prematura de membranas fetales. Tras
la identificacion de un potencial donante, obtendremos una detallada historia clinica. El
responsable de la recogida del tejido debe asegurarse de que la donante no entra dentro
de ningun grupo de riesgo. Las donantes con riesgo, de ser positivas para el virus de la

inmunodeficiencia humana, virus de la hepatitis B, virus de la hepatitis C, sifilis e
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incluso toxoplasma, deben excluirse.

I.15. TECNICAS QUIRURGICAS CON EL EMPLEO DE LA

MEMBRANA AMNIOTICA.

Son muchas las preguntas que nos planteamos al emplear la membrana amnidtica
para la reconstruccion de la superficie ocular puesto que la literatura muestra varias
opciones para una misma patologia, por lo que vamos a tratar de unificar criterios:

. ¢Cuantas capas empleamos una o varias?

. ¢,Qué orientacion?

. ¢Cual la amplitud 6ptima del fragmento a emplear?

. ¢,Qué sutura utilizo?

. ¢ Fresca o criopreservada?

. ¢, Es el primer trasplante de MA o ya se han realizado varios en ese paciente?

Existen diversas técnicas basicas descritas para trasplantes de MA (Tabla1.15.).
La técnica mas apropiada serd en funcion de la indicacion clinica. La membrana
amnidtica criopreservada se almacena en condicione habituales adherida por su lado
estromal a un papel de nitrocelulosa referenciador. Una vez separada de este papel
puede ser dificil identificar el lado epitelial del lado estromal de este tejido
semitrasparente. El lecho estromal es mas “rugoso” opticamente bajo el microscipoio
quirargico que el lado epitelial. Por otro lado, el lado etromal también es mas
“pegajoso” que el epitelial (Dua HS 1999, Azuara-Blanco A 1999), de tal manera que
adhieriendo una “hemosteta” o flecha esponjosa de microcrugia a la parte estromal

aparecerd una brida “a modo de vitreo” entre la hemosteta y la membrana.

108



Cristina Peris Martinez I - INTRODUCCION

TECNICAS QUIRURGICAS MA

1. Técnica monocapa
-Injerto
-Parche
2.Técnica multicapa
3.Expansion exvivo de células madre

Tabla L.15.

1.15.1. Técnicas demembrana amnidtica MONOCAPA

I.15.1.A. Técnica de membrana amniotica como INJERTO

La técnica de injerto consiste en colocar la MA dentro del lecho ulceroso o
defecto estromal, para que de esta manera, la MA proporcione un sustrato favorable para
la epitelizacion répida (figura 1.18.). Estudios histologicos han demostrado la
remodelacion de la matriz estromal de la MA con las células del lecho receptor del
huésped.

-El tamafio del fragmento de MA que debemos emplear para rellenar el defecto,
debe ser similar al tamafio del lecho ulceroso, de tal modo que no sobrepase los
bordes.

-La MA se debe colocar con la superficie epitelial mirando hacia arriba y la
estromal hacia abajo. De esta manera se presenta una membrana basal “sana” para
que las células epiteliales circundantes del tejido receptor puedan migrar hacia el
otro lado.

-Es aconsejable mantener la MA estirada y sin arrugas ni pliegues para que no se

acumule sangre ni otros fluidos por debajo de ella.
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-Si suturamos la MA al tejido corneal circundante es preferible hacerlo mediante
nylon monofilamento de 10-0. Otros autores prefieren emplear poliglactina (vicryl)
9-0 y/o 10-0 porque no hay que retirar la sutura, al ser reabsorbible.

-Si anclamos la MA al tejido conjuntival circundante y/o epiescleral se
recomienda emplear poliglactina (vicryl) 9-0.

-Las lentes de contacto terapéuticas pueden ser ttiles asi como la tarsorrafia
mediante sutura, mediante toxina botulinica o mediante otro injerto de MA
empleando la técnica del parche (véase apartado 1.15.1.B).

Es importante antes de suturar la MA a modo de injerto, desvitalizar los bordes

de la lesion o lecho ulceroso de tejido muerto necrdtico para anclar la MA a tejido

sano.

Injerto o técnica "intracapa"

— Membrana amnidtica €=

DU ooon

Lecho ulce% \

Figura 1.18.: Esquema técnica de MA como injerto.
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1.15.1.B. Técnica de membrana amniotica como PARCHE

Mediante el empleo de MA a modo de parche, se deposita el fragmento de MA
sobre la zona a tratar (como defectos epiteliales persistentes..., generalmente bastante
amplios) y se sutura a la cornea sana circundante o al epitelio conjuntival. Cuando se
emplea de este modo, la MA funciona esencialmente como una lente de contacto
terapéutica biologica temporal (figura 1.19.). La membrana amnidtica tarda en
reabsorberse entre 3 y 4 semanas aproximadamente. Por lo tanto, no sélo actua
proporcionando una barrera mecanica protegiendo el epitelio en curacion, del
movimiento del parpado, sino también actua como una barrera fisioldgica para proteger
la cornea subyacente o el estroma limbar de los mediadores de la inflamacion
segregados en la pelicula lagrimal y de la infiltracion de las células inflamatorias.

Ademas de estas barreras, la proximidad de la MA (con sus componentes de
matriz fetal) sirve para modificar la respuesta subyacente del receptor proporcionando
un microambiente no inflamatorio y no cicatrizante. Esta respuesta modificada de
cicatrizacion de la herida asemeja a la descrita en un trabajo de curacion de las heridas
sin cicatriz (Longaker MT 2001). La orientacion del fragmento de membrana amnidtica
no parece ser tan importante con la técnica del injerto como en la técnica del parche,
aunque también se recomienda que el estroma de la MA se oriente hacia abajo. El
parche se ajusta holgadamente anclado a la conjuntiva y/o epiesclera circundante
preferiblemente mediante sutura continua que cierre a modo de cremallera. Se suele

emplear poliglatina (vicryl) de 9-0 alrededor del limbo esclerocorneal.

111



Cristina Peris Martinez I - INTRODUCCION

Parche o técnica "sobrecapa'

Membrana amniotica

1

Zona sana

A

Zona afecta

Figura I.19.: Esquema técnica de MA como parche.
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1.15.2. Técnica de membrana amnidtica MULTICAPA.

En esta técnica, también denominada de llenado, se emplean varias capas de MA
para tratar ulceras profundas e incluso microperforaciones (figura 1.20.). Aunque la
orientacion de las capas mas profundas parece no tener importancia, se recomienda de
nuevo que la capa mds superficial tenga el epitelio (membrana basal orientada hacia
arriba) hacia arriba, impulsando de esta forma la epitelizacioin sobre la superficie de la
membrana amniotica del tejido receptor circundante sano. Solo se necesita suturar la
capa mds superficial de la MA, utilizando técnicas de sutura similares a las descritas con

la técnica del injerto.

Membrana amniotica

P g——

Ulcera profunda

Figura 1.20.: Esquema de técnica de empleo de MA en multiples capas.
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1.15.3. Expansion ex-vivo de las células madre epiteliales

En 1997 Pellegrini y colaboradores emplearon las técnicas de cultivos tisulares
para cultivar lineas de células epiteliales a partir de una pequefia biopsia de limbo.
Presuntamente, esta biopsia, contenia células madre limbares obtenidas a partir de
ojos sanos de dos pacientes con causticaciones oculares por alcalis unilaterales
(Pellegrini G 1997). Las células limbares cultivadas, fueron posteriormente
trasplantadas a los ojos contralaterales dafiados y el autoinjerto epitelial corneal
regenerado se mantuvo estable durante un periodo de dos afios. Esta técnica de
expansion ex-vivo del tejido limbar tiene ventajas obvias donde hay una
disponibilidad limitada de tejido limbar del ojo donante enfermo y presenta menos
riesgo potencial que un ojo sano donante. No hay tampoco ningun riesgo de rechazo
del aloinjerto, ni necesidad de inmunosupresion sistémica.

El sustrato de MA ofrece varias ventajas sobre el método original de Pellegrini,
ya que la MA ayuda a la expansion ex vivo de las células epiteliales limbares
proporcionando (figura I.21.):

-Un sustrato natural de soporte grueso.

-Un trasplante mas facil del tejido del injerto desde el laboratorio hasta el
quiréfano y al ojo del paciente.

-Acciones biologicas unicas de la MA en el tejido circundante.

La validez de este método ha sido ahora probada en sistemas de cultivo . (Cho
BJ 1999; Meller D 1999, Koizumi N 2000), animales de labortorio (Sorsby A 1946,
Schwab IR 1999) y pacientes humanos (Koizumi N 2000, Cho BJ 1999, Meller D

2000, Tsai RJF 2000, Meller D 1999).

114



Cristina Peris Martinez I - INTRODUCCION

Soporte para crecimiento de
c¢lulas madre

Biopsia de limbo (células madre)

-1

Wil Trasplante del cultivo expandido

sobre la MA
—

e

Deficiencia limbar

Membrana amniotica
cultivo 3-4 semanas

Figura 1.21.: Esquema de técnica de empleo de MA como soporte para la proliferacion de

células madre.
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I1. JUSTIFICACION

I1.1. JUSTIFICACION

Las causticaciones oculares severas constituyen una entidad clinica de mal
prondstico, reconocido por numerosos autores en la bibliografia (Wagoner MD 1984,
1997). Estas, pueden alterar la superficie ocular y evolucionar a pérdidas unilaterales o
bilaterales de vision. Especialmente, las causticaciones corneales por alcalis, siguen
planteando todavia dificultades terapéuticas.

Tanto en un entorno industrial como doméstico no es despreciable la prevalencia
de causticaciones oculares generando urgencias médicas, considerables bajas e incluso
incapacidad laboral.

Aunque existen estrictas medidas de seguridad, todavia algunas grandes
compafiias usan potentes sustancias quimicas, a menudo a altas temperaturas, que
suponen serios riesgos para los trabajadores.

Por otro lado, existen conclusiones contradictorias en cuanto al resultado del
tratamiento de las causticaciones con trasplante de membrana amniotica, lo que nos hace
pensar en criterios de clasificacion clinicos de las causticaciones mas unificadores, que
los que tenemos actualmente.

Con las premisas expuestas consideramos que pudiera ser Util proponer un
estudio experimental de causticacion corneal con compromiso limbico para intentar
establecer y reevaluar la utilidad del trasplante de membrana amnidtica en estas
situaciones.

Del mismo modo, también nos planteamos mostrar nuestra experiencia de 5 afios

en el empleo de MA para el tratamiento de diversas entidades clinicas (descompensacion
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corneal, pterigion, simbléfaron, defectos limbares, queratitis neurotréficas, ulceras

estromales profundas, microperforaciones corneales,...)

11.2. HIPOTESIS

La hipotesis fundamental sobre la que se apoya esta investigacion: “El
trasplante de membrana amni6tica mejora la evolucion clinica de las causticaciones
corneales”.

El objetivo principal de esta tesis es establecer si el trasplante de membrana
amnidtica puede modificar la evolucion natural de las causticaciones corneales en un
modelo experimental propuesto y desde un punto de vista clinico, y si esta evolucion se
relaciona con la regeneracion de la superficie epitelial favorecida por la practica del
trasplante de membrana amnidtica. También nos planteamos, como objetivo secundario,
si existe un momento dptimo para practicar el trasplante de membrana amnidtica en el

cual obtengamos mejor evolucion clinica de las lesiones.
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II1. OBJETIVOS

II1.1. INVESTIGACION EXPERIMENTAL

La investigacion experimental de esta Tesis tiene como objetivo principal:

1. Estudiar la utilidad que pudiera tener la practica del trasplante de membrana
amnidtica en un modelo experimental de causticacion corneal con compromiso limbico.

2. Si se demuestra la utilidad del trasplante de membrana amnidtica en dicho
modelo experimental, valorar si hay un momento dptimo para su practica.

Otros objetivos secundarios son establecer:

1. Si el trasplante de membrana amniodtica puede contribuir a la regeneracion
de la superficie ocular tras causticacion experimental.

2. Si el trasplante de membrana amniética contribuyera a la regeneracion de la
superficie ocular, estudiar la influencia que dicha regeneracion puede tener en los
procesos de reparacion estromal tras causticacion experimental.

3. Si el momento en el que se practica el trasplante de membrana amnidtica
(precoz, intermedio o tardio) puede ser determinante en la evolucién de las

causticaciones corneales.

II1.2. INVESTIGACION CLINICA

El objetivo principal de esta Tesis en su vertiente de investigacion clinica, es el
de reevaluar y comparar los diferentes usos de la membrana amniotica en Oftalmologia.

El empleo de este tejido en nuestra especialidad se ha repopularizado en la ultima

118



Cristina Peris Martinez III- OBJETIVOS

década, apareciendo como tema de actualidad en las revistas de mayor impacto

cientifico, pero con resultados muy contradictorios entre diferentes autores.

Los objetivos mas concretos se resumen en:

1. Evaluar los resultados obtenidos con membrana amniotica en el tratamiento de

diversas patologias oftdlmicas con los conseguidos con otros métodos alternativos.

2. Comparar los resultados obtenidos en el tratamiento diversas patologias

oftdlmicas con membrana amniotica por otros autores, con los nuestros.
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IV. MATERIAL Y METODOS

La investigacion de esta Tesis se ha desarrollado en dos vertientes principales, una
clinica y otra experimental.

A) Investigacion clinica. Empleamos MA en el tratamiento de diversas patologias
oftdlmicas mas o menos frecuentes en la practica médica diaria. No pretendemos exponer
resultados para sacar conclusiones estadisticas de rigor, s6lo mostrar nuestra experiencia
con pacientes y MA a lo largo de 5 afios.

Desde Octubre de 1998 hasta Enero de 2003, 64 ojos de 63 pacientes han sido
tratados mediante trasplante de membrana amnidtica. Las patologias oftdlmicas han sido
las siguientes:

-9 casos de defectos epiteliales corneales persistentes.

-3 simbléfaron.

-19 pterigiones contando primarios y recidivantes.

-27 casos de descompensacion corneal secundaria a cirugia catarata (8 mediante extraccion
extracapsular y el resto facoemulsificacion).

-6 casos de microperforaciones corneales de diversas etiologias:

-2 degeneraciones corneales calcareas.

-1 secundaria a lisis corneal o “melting” con dehiscencia de sutura en una

queratoplastia penetrante.

-1 en paciente intervenido de miopia mediante la técnica laser in situ keratomileusis

(LASIK).

-1 secundaria a ulcera por queratitis metaherpética.

-1 causticacion con acido sulfurico.
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B) Investigacion experimental. El estudio experimental se realizd en 40 ojos de
conejos de laboratorio (todos ellos albinos de la raza New Zealand) a los que se le aplicé el
mismo modelo de causticacidn experimental, que a continuaciéon expondremos y del que es
objeto esta tesis.

La presente investigacion tuvo una finalidad exclusivamente cientifica y se realiz6
bajo el estricto cumplimiento de la normativa vigente nacional y europea en lo que
respecta a la proteccion y manejo de los animales de experimentacidn: legislacion nacional
(Real Decreto 223/1988, de 14 de marzo -Boletin Oficial del Estado- de 1988, y la Orden
del 13 de Octubre de 1989 -Boletin Oficial del Estado- de 1989), y legislacion europea

(86/609/CEE).
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IV.1. MATERIALES DE EXPERIMENTACION

IV.1.1. ANIMALES

Todos los experimentos incluidos en el presente proyecto se han realizado
siguiendo las resoluciones de la ARVO ("Association for Research in Vision and
Ophthalmology") y las normativas internacionales de la Comunidad Econémica Europea
("Orden 86/609/CEE") referentes al uso de animales en experimentacion. La manipulacion
de los animales se realizé en todo momento con el maximo cuidado y la precaucion de
evitar cualquier estrés innecesario o infligir dolor a los mismos. El numero de animales se
redujo al minimo necesario para garantizar la fiabilidad de los resultados obtenidos.

Los experimentos que se describen en este estudio han sido realizados sobre 40
conejos albinos, machos, de raza NEW-ZEALAND. Se ha elegido este modelo por la
facilidad de manejo, accesibilidad y disponibilidad. Otro motivo de eleccidon del conejo de
laboratorio como animal de experimentacion para esta Tesis Doctoral se bas6 en la
experiencia que otros autores habian descrito en publicaciones internacionales de alto
impacto sobre las causticaciones de la superficie ocular, lo que permitiria establecer
comparaciones con estos trabajos previos.

Los animales llegan a nuestro laboratorio a los dos meses de edad y sus pesos
estaban comprendidos entre 1.6 y 2.7 Kg. Los animales han sido mantenidos en unas
condiciones estandarizadas, albergados de manera separada, y se les ha administrado agua
y alimento ad libitum. El lugar de mantenimiento fue el Estabulario del Departamento de
Veterinaria del Centro de Investigacion del Hospital Universitario “La Fe” en Valencia. En

las mencionadas instalaciones, los animales se mantuvieron en condiciones controladas de
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temperatura (20°C) y humedad (60%), bajo ciclos constantes de luz-oscuridad de 12 horas,
de 08:00 a 20:00 h y de 20:00 a 08:00 h.

Ninguno de los animales habia sido sometido a manipulacién previa.

IV.1.2. APARATAJE e INSTRUMENTAL

IV.1.2.1. Microscopio quirurgico

Los procedimientos descritos en este modelo experimental se han practicado bajo
control microscopico con el microscopico quirtrgico Zeiss modelo OPNI 99, West

Germany.

IV.1.2.2. Instrumental quirargico

Para la practica de las causticaciones de la superficie ocular, los trasplantes de
membrana amnidtica y las exploraciones se ha utilizado el instrumental que se detalla:

1) Blefarostato de Lancaster (Moria ref: 6360)

2) Blefarostato de Barraquer-nifio (Moria ref: 6346-B)

3) Porta-agujas de Castroviejo (Moria ref: §149)

4) Tijeras de Westcott (ASICO ref: AE-5500 derecha)

5) Pinza de fijacidon de Castroviejo-colibri (ASICO ref: AE-4049)

1V.1.2.3. Balanzas
Balanzas de precision
- Balanza (FY-300, AND, Jap6n)

- Balanza de precision modelo Recator 6110.
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Para pesar los filtros de papel secos y los filtros humedos se emple6 la
balanza electronica de precision, con precision de 0.001gramos.
-Balanza LETICA. Modelo Digital Scale L-2000.

Balanza para pesar los animales experimentacion.

1V.1.2.4. Equipo fotografico

-Cémara fotografica Nikkormat FTN (Medical-NIKKOR/ Nikon-
NIPPON-KOGAKU K.K.-Tokio, Japan) (figura IV.1.). Con objetivo macro
(figura IV.2.) al que hemos adaptado lentes de diversos aumentos ( X%z, x%, x1,
x2). Para realizar las fotografias de la superficie ocular de los animales de

experimentacion hemos empleado el aumento %2 en todos los casos.
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Compartment case

AC Unit
Cord on the

/ primery side
I

Synchro cord

?00

Power source cord Auxiliary lenses

Figura IV.1.: Arriba. Equipo fotografico empleado.

Figura IV.2.: Abajo. Detalle del objetivo macro de la camara fotografica.
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IV.1.2.5. Paquimetro
Las paquimetrias se han realizado con el paquimetro ultrasénico de la casa
TOPCON" modelo DGH-500.

La constante de velocidad empleada ha sido de 1630 m/segundo.

IV.1.2.6. Refrigeradores
- Congelador de —20 °C marca Liebher, modelo GT 1401-1.

- Congelador de —80 °C, marca Sanyo, modelo Ultra Low.

1V.1.2.7. Equipo Informatico

Ordenador
-Ordenador personal marca Apple, modelo Power Macintosh 6100.
-Ordenador personal marca AOC, modelo 486-50 mHz.
-Ordenador portatil marca Hewlett & Packard,, modelo Omnibook

XE 3-interceleron.

Escaner
Hewlett & Packard, modelo Scan Jet 5370C.

Impresoras
-Impresora de color de inyeccion de tinta modelo Deskjet 850 C
manufacturada por Hewlett & Packard.
-Impresora laser marca Hewlett & Packard, modelo Laserjet 4L.

Programas informaticos

-Windows® 98, 2000.
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-Paquete SPSS® para estadistica.

-Programas de medicion de areas Image Tool.

1V.1.3. MATERIAL FUNGIBLE

1V.1.3.1. Caustico

Se ha empleado Hidroxido de sodio (NaOH) 1IN, en disolucién 1 mol/l, con un peso
de 0.0400 gramos de NaOH/ml ajustado al factor 1,000 y utilizando fenoftaleina como

indicador (Probus S. A., Badalona, Espafia).

1V.1.3.2. Papel de filtro Whatman #3

Papel de filtro WHATMAN #3 (Whatman Paper Ltd.,Maidstone, Reino Unido)

(figura IV.3.). WHATMAN ® #3 (Whatman Paper Ltd., Maidstone Reino Unido).
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Figura.IV.3.: Detalle de la caratula del papel de filtro empleado en las causticaciones.

1V.1.3.3. Placas de PETRI
Discos para cultivos celulares de 6 cm de didmetro x 15mm de altura. Becton
Dickinson and company. EASY GRIP ™. USA n° Patente 295319. Belliver Industrial

Estate. Made in England. Empleados para la conservacion de la membrana amnidtica.

1.V.1.34. Filtro

Filtro de nitrocelulosa. Ref: Millipore ® 0,45 um

IV.1.3.5. Medio de cultivo DMEM

Dulbecco-Modified Eagle Medium (Life Technologies Inc).
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IV.1.3.6. Glicerol

Baxter Healthcare Corp, Sotone Mountain, Ga.

IV.1.3.7. Filtro para medio cultivo
Filtro desechable estéril FP 030/3. Schleicher & Schuell . 0,2 «m; 7 bar max. Lote
n° AZ1069-3.
IV.1.3.8. Campana de flujo laminar
IV.1.3.9. FAirmacos
1V.1.3.9.1. Anestésicos topicos y otros colirios
-Clorhidrato de tetracaina y oxibuprocaina (Colircusi anestésico
doble ®, 1 y 4 mg/ml, Laboratorios Cusi, El Masnou, Espaifia).
-Fluoresceina sddica y oxibuprocaina (Colircusi Fluotest ®, 2,5 y 4

mg/ml, Laboratorios Cusi, El Masnou, Espaiia).

1V.1.3.9.2. Soluciones de Irrigacion
-Solucién salina balanceada (BSS®, IOLAB Pharmaceuticals,

Claremont, Estados Unidos).

1V.1.3.9.3. Sedantes y Anestésicos
Se han utilizado los siguientes medicamentos:
-Hidroclorato de ketamina 5% (Ketolar®, 50mg/ml, Laboratorios

Parker-Davis-USA)
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-Hidroclorato de xilacina 2% (Rompun®, 10 ml, solucion inyectable

al 2%, Bayer Pharma -Francia)

IV.1.3.9.4. Antibidticos

-Penicilina50 pg/ ml.

-Estreptomicina 50 pg/ ml.
-Neomicina 100 pg/ ml.

-Anfotericina B 2.5 pg/ ml. Albecet” presentado en
suspension  estéril isotonica. Cada ml de la
suspension contiene: Anfotericina B USP, 5.0 mg
(5000 UI); La-dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC),
3,4 mg; L-a- dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG),

1,5 mg (en forma de sales de sodio y amonio).

1V.1.3.9.5. Peliculas fotograficas
Se han empleado peliculas fotograficas Kodak Ektachrome Elite 100
(Eastman Kodak Company, Rochester, Estados Unidos) y pelicula de diapositiva

Agfacrome ® de 100-asa.

IV.1.3.9.6. Suturas
-Poliglactina de 9/0 (Vicryl). Ethicon Inc, Jonson &
Johnson Co, Somerville, NJ.

- Nylon Monofilamento (10/0) Alcon.
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1V.1.3.9.7. Cuchilletes desechables
- Cuchillete de 15°y 30° Alcon Surgical Ophthalmic

knife.

IV.2. METODOS

IV.2.1. ESTABULACION

Los conejos albinos de la raza New Zealand fueron mantenidos en las instalaciones
del Centro de Investigacion del Hospital Universitario “La Fe” de Valencia. El
mantenimiento de la cepa en estado puro corrié a cargo del Servicio de Veterinaria del
citado Centro. En las instalaciones, los animales se mantuvieron en condiciones
controladas de temperatura (20°C) y humedad (60°C), bajo ciclos constantes de luz-
oscuridad de 12 horas, 8:00 a 20:00 y de 20:00 a 8:00. Durante su estabulacion fueron
albergados individualmente con acceso libre a agua y a una dieta estandar para conejos

(pienso de mantenimiento para conejos Purina®, Gallina Blanca, Barcelona).

1V.2.2. ANESTESIA

Todos los animales fueron siempre anestesiados antes de cualquier exploracion o
tratamiento con inyecciones intramusculares de hidroclorato de ketamina 5% (Ketolar ®) a
razon de 40 mg por Kg de peso e hidroclorato de xilacina 2% (Romptn ) a la dosis de 7
mg por Kg de peso, después de que una mezcla topica de clorhidrato de tetracaina al 0.1%
y clorhidrato de oxibuprocaina al 0.4% se instilase en la cormea. La utilizacion de

hidroclorato de ketamina se prefiri6 a la del fenobarbital porque la dosis letal del tltimo se
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halla muy proxima a la terapéutica (Bastida G 1981). Aunque el hidroclorato de ketamina
puede inducir un aumento discreto de la presion intraocular (Corsen G 1967), dicho efecto
potencial no interfiere en modo alguno con ninguno de los experimentos planteados en esta
tesis doctoral.

En los distintos tiempos planeados, los animales fueron sacrificados, sin ser
sometidos a sufrimiento alguno, mediante la inyeccion intravenosa de cloruro potasico,

previa canalizacion de la vena marginal de la oreja.

1V.2.3. CAUSTICACIONES

1V.2.3.1. Preparacion de los discos de filtro

Se ha utilizado papel de filtro WHATMAN # 3", debido a que presentan una buena
adaptacion a la superficie corneal cuando estdn humedos (figura IV.3.). Estos filtros (de
90mm de diametro) se han troquelado en circulos de 16 mm de didmetro. Cada uno de
estos circulos se ha subdividido en 4 fragmentos con el objeto de utilizar una de estas
unidades en cada uno de los ojos de los animales de experimentacion. Cada uno de ellos
tiene por objeto cubrir la cornea superior y 3mm de conjuntiva perilimbica (figura IV.4.).
Los fragmentos de disco asi obtenidos, previamente pesados, se sumergen en solucion de
NaOH 1 N, durante 45 segundos, volviendo a ser pesados con el objeto de comprobar su

homogeneidad.

1V.2.3.2. Pesado de los filtros v del caustico

Se ha utilizado la balanza electronica de precision, modelo Recator 61 10®, con

precision de 0.001gramo. Sobre ella se pesaba el papel de filtro seco y posteriormente el
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filtro humedecido, calculando el peso del caustico retenido restando al peso del filtro
humedecido el peso del filtro y el del peso de caustico que quedaba retenido sobre la

balanza.

133



Cristina Peris Martinez IV - MATERIAL Y METODOS

Figura IV .4.: Superficie anterior del animal de experimentacion con el filtro de
papel humedecido con sosa caustica 0,1 N depositado, para provocar la
custicacion.

Figura IV.5.: Aspecto de la causticacion ocular inmediatamente después de retirar
el filtro hiimedo.
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Figura IV.6.: Medida de areas y diametro blanco-blanco de la superficie ocular del
ojo de conejo.

Figura IV.7.: Aspecto de la superficie ocular del ojo de conejo inmediatamente tras
el trasplante de MA.
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1V.2.3.3. Causticaciones

Se realizaban sobre el 0jo del animal de experimentacion bajo anestesia general. Se
colocaba primero sobre los parpados del ojo derecho del animal un blefarostato. Bajo
control microscépico, se ha practicado fotografia de control de la superficie ocular. A
continuacion, se ha procedido al marcado del centro geométrico de la superficie corneal
para marcar el limite inferior de la zona en la que se aplica 1/4 de disco humedecido en
solucidn caustica (NaOH 1N), manteniéndolo en esta posicion durante 45 segundos (figura
IV.4.). Transcurrido dicho tiempo se ha lavado de la superficie ocular durante 1 minuto
empleando 15 ml de solucidn salina balanceada (BSS®) en todos los casos. Tras el lavado
realizamos una nueva fotografia. Este es el aspecto que presentaba la superficie ocular de
uno de los conejos de los animales de experimentacion (mismo aspecto tanto del grupo
control como del grupo trasplante de MA) inmediatamente tras la causticacion. (figura
IV.5). Mediante las fotografias obtenidas y con la aplicacion de un programa informatico
realizdbamos la medicion de areas (figura IV.6.) tanto de opacidad, como de neovasos que
explicaremos en apartados posteriores mas detalladamente. A continuacion, realizabamos
el trasplante de MA, dependiendo el momento de trasplante, del grupo al que perteneciera
el animal (figura IV.7.).

Los animales de experimentacion, que tras aplicarle este modelo experimental de
causticacion durante 45 segundos, sufrieron microperforaciones (figura IV.8.) y/o
endoftalmitis (figura IV.9.) han sido excluidos del experimento, ya que de incluirlos,

partiriamos de una situacion no homogénea para luego hacer comparables los resultados.
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Figura IV.8.: Animal n° 8 con microperforacion tras la causticacion experimental estandar.
Fue excluido del estudio.

Figura IV.9.: Edoftalmitis con hipopion. Caso excluido del estudio. Animal n°®22.
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IV.24. PROTOCOLO de OBTENCION y PREPARACION de Ia

MEMBRANA AMNIOTICA HUMANA.

Obtenemos la placenta (figura IV.10) inmediatamente después de una cesarea
electiva de un feto sano y tras consentimiento informado de la madre. Las cesareas
programadas tienen lugar en el Departamento de Ginecologia del Hospital Universitario
“La Fe” de Valencia. Preferimos que sean cesareas electivas, porque las pacientes estan
mejor controladas desde un punto de vista serologico. Previamente, se ha descartado,
mediante pruebas seroldgicas, los virus de inmunodeficiencia humana (VIH), de la
hepatitis tipo B y C y la sifilis. Posteriormente, recogemos la placenta fresca completa en
un contenedor estéril (figura IV.11.). Tras ello, la membrana se limpia de coagulos de
sangre (figura IV.12.) y se sumerge en suero fisiolégico que contiene en diluccion (figura
IV.13.): Penicilina, 50 mg/ml; Estreptomicina, 50 mg/ml; Neomicina, 100 mg/ml, y
Anfotericina B, mg /ml. A continuacidn todo el procesado de la membrana amnidtica se
realiza bajo campana de flujo laminar (figura IV.14. arriba izquierda) para asegurar mayor
esterilidad. La membrana amniotica se separa del resto del corion mediante diseccidn roma
a través de los espacios virtuales situados entre estos dos tejidos (figura IV.15 abajo). Este
es el aspecto de la MA una vez separada del corion (figura IV.16, figura IV.17). A
continuacion, la MA se extiende sobre un papel de nitrocelulosa con un tamafio de poro de
0.45 pm (figura IV.18.). La superficie epitelial de la membrana amniética debe colocarse
hacia arriba no contactando con el papel de filtro, mientras que la superficie estromal debe
ponerse en contacto con el papel. El papel con la membrana amniotica adherente se corta
en circulos de 2 cm de radio almacenandose antes del trasplante a -80 °C en placas de Petri

estériles conteniendo el medio de cultivo durante un mes (figuras IV.19-21). Pasado este
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mes, se volvera a corroborar la seronegatividad de la madre para VIH, Hepatitis B y C, asi
como sifilis. El medio de conservacidn que se utilizara serd 50% DMEM y 50% glicerol y
previamente a su almacenado se habra filtrado a través de un filtro de Millipore de 0,22

micras para asegurar la esterilidad (figura IV.14 arriba derecha).
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Figura IV.10.: Imagen de placenta humana completa fresca tras la cesarea electiva.

Figura IV.11.: Placenta en contenedor estéril.
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Figura IV.13.: Plcenta-sumergida en solucidn salina estéril y antibidticos.
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Plano clivaié

1

Fgura IV.14.: Arriba izquierda. Campanade flujo laminar. Arriba derecha. Filtrado del
medio.

Figura IV.15.: Abajo. Diseccién roma mediante pinzas sin dientes, para no rasgar la MA, y
tijeras Wescott.
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Figura IV.16.: Fragmento de MA.

Figura IV.17.: Aspecto de otro fragmento de MA extendido.

143



Cristina Peris Martinez IV - MATERIAL Y METODOS

Figura IV.18.: Pegado del filtro referenciador de 0,45 micras a la cara estromal
de la MA.

Figura IV.19.: Placas de Petri conteniendo medio de cultivo para almacenar
la membrana.
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Figura IV.20.: Modo de colocar el fragmento de MA del tamaiio deseado
dentro del medio de cultivo.

Figura IV.21.: Membrana amniética adherida al papel de filtro de
nitrocelulosa por la cara estromal.
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Figura IV.22.: Placas de Petri embaladas herméticamente y numeradas previamente a su
congelacion.
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IV.2.5. TRASPLANTE DE MEMBRANA AMNIOTICA

Las intervenciones en los animales de experimentacion se han realizado en el
quiréfano del Centro de Investigacion del Hospital Universitario “La Fe” de Valencia, bajo
microscopio quirurgico.

Se ha procedido bajo anestesia general de cada uno de los animales:

IV.2.5.1. Preparacion del lecho receptor.

En el ojo receptor, causticado, se procedié a la deseepitelizacién corneal y
conjuntival, y a la escarificacion del pannus fibrovascular, si existiera, en una zona
comprendida entre las 10:00 y 2:00 horas.

IV.2.5.2. Técnica quirurgica.

La MA se sutura siempre sobre la superficie ocular del conejo con su lado epitelial
hacia arriba y la superficie mesenquimal en contacto con el ojo, para facilitar la adherencia
de la membrana a la superficie ocular. Por este motivo es importante ser capaz de
distinguir ambas caras teniéndolas referenciadas. Esto, es facil, cuando la membrana es
fresca, pero con membranas criopreservadas a - 80 °C llega a ser dificil. La mayoria de los
cirujanos han desarrollado una técnica que las referencia (por ejemplo, colocar la
membrana sobre un papel de nitrocelulosa con el estroma de la MA adherido al papel.
Otros utilizan sutura para referenciar o un boligrafo de tinta indeleble para marcar, o la
hemosteta que se adhiere a modo de “vitreo” a la zona mesenquimal-estromal mientras que
no se adhiere a la parte epitelial).

La MA se coloca sobre la superficie ocular y la cortamos del tamafio adecuado de
tal manera que la pieza final es ligeramente mayor que el area de la zona causticada a

cubrirse (2 mm de reborde). A la zona corneal suturamos la MA con nylon monofilamento

147



Cristina Peris Martinez IV - MATERIAL Y METODOS

10/0 y a la conjuntiva y epiesclera con Vycril 9-0. Las suturas de nylon se retiran a las 3

semanas y las de Vycril se reabsorben espontdneamente.

Los trasplantes de membrana amnidtica se han realizado en los siguientes tiempos:
- Inmediato (1%, dia tras la causticacion).
- Precoz (7° dia, tras la causticacion).

- Tardio (30° dia, tras la causticacion).

1V.2.6. SEGUIMIENTO CLINICO
Los animales han sido controlados, bajo sedacion, tras la causticacion, a las 24
horas y alos 3,7, 14, 30, 60 y 90 dias.
Estos controles fotograficos han incluido:
« Fotografia del segmento anterior
& Descripcion:
1.- Opacidad corneal
2.- Ulcera corneal
3.- Area de neovasos totales
4.- Superficie conjuntival alterada

5.- Paquimetrias

IV.2.6.1. Adquisicion de las imagenes

Para la toma de imagenes se utilizé una camara fotografica (figura IV.1-2.) a la que

se adaptd un objetivo macro con aumento de lente x 2. Se empled en todos los casos
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pelicula de diapositiva Agfacrome® de 100-asa. Todo el proceso de digitalizacion y
posterior tratamiento de las imagenes se realizo a partir de diapositivas del segmento
anterior de conejo que se escanearon y se trataron digitalmente mediante un programa
informatico de medicion de areas. Para la presentacion de los resultados utilizamos las
impresoras a color mencionadas en epigrafes anteriores.

Las imagenes digitalizadas estdn formadas por una combinacion de puntos o pixels.
Después de fotografiar las imagenes mediante el equipo fotografico mencionado y en
pelicula de 35 mm, éstas diapositivas fueron escaneadas (HP Scanjet 5370 C ) en idénticas
condiciones. Mediante el programa (Image Tool) se calcula automaticamente el valor de
un area determinada. Si consideramos una determinada area, el “valor total R” es la suma
del valor R (1 a 255) de cada pixel en el area seleccionada. El “valor medio R” es la

proporcion entre el valor total R y el numero de pixels del area por 255.

IV.2.7. SACRIFICIO DE LOS ANIMALES

Una vez concluido el seguimiento del estudio (3 meses tras la causticacion), se
procedio al sacrificio de los animales de experimentacion. Tras sedacion, segun
describimos anteriormente, se practica la administraciéon de cloruro potasico, previa a la
canalizaciéon de la vena marginal situada en las orejas del animal. Tras el sacrificio
procedimos a la extraccion del globo ocular completo de cada uno de los animales. Los
globos fueron fijados en parafolmaldehido al 10% y remitidos para su estudio histologico

al departamento de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario “La Fe” (Valencia).
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IV.2.8. METODOS DE ESTUDIO HISTOLOGICO

Tras el sacrificio de los animales a los 90 dias del estudio experimental, se
realizaron estudios de microscopia Optica tanto con hematoxilina—eosina (HE) como
técnicas de inmunohistoquimia (proteina S-100, Ki 67 y CD.34). Los elementos estudiados

que fueron registrados, derivados de dicho estudio, fueron:

1 Estado conjuntival

2 Inflamacién del limbo

3 Necrosis del limbo

4 Presencia de calcificaciones
5 Caracteristicas del epitelio

-Numero de capas

-Presencia de células caliciformes

-Morfologia
6 Ulceras epiteliales
7 Inflamacién estromal
8 Neovascularizacion

Se extrajeron los globos oculares y se fijaron mediante inmersion en una solucién
de paraformaldehido al 10% a un PH de 7.4.

Para la enucleacion se realizé una peritomia conjuntival de 360 °, seccion de la
musculatura extraocular, asi como seccidn de los vasos sanguineos y el nervio dptico. Una

vez extraido el globo ocular se limpio la tunica escleral de tejido orbitario anejo y se
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realizd una esclerotomia para permitir una mayor impregnacion intraocular del fijador en

el que se sumergiria el globo.

IV.2.8.1. Tincion con hematoxilina-eosina

Los globos oculares fueron fijados en formaldehido al 10% a temperatura ambiente
de 22 a 25 grados centigrados durante un tiempo superior a 96 horas.

Previamente a la realizacidn de la inclusidn de los tejidos en parafina se realizaron
cortes anteroposteriores de la pieza para que el segmento anterior del globo ocular pudiera
ser seccionado adecuadamente mediante un microqueratomo. Posteriormente las piezas
fueron procesadas mediante el aparato automatico Histosec® . Para lograr la inclusion de

las piezas en un bloque de parafina con los siguientes tiempos:

-Formaldehido 10%.......cc.coeoveeninineneienene 1 hora
-Alcohol de 80 °.....cooviiiiiiiiiicenereee 1 hora
-Alcohol de 96°...........ooevievieieininince, 1 hora
-Alcohol de 96°..........coevveviiiiininincee, 1 hora
-Alcohol de 96°..........cooevieviiieininince, 1 hora
-Alcohol absoluto.........ccevvecereneniiciciciinienee 1 hora
-Alcohol absoluto..........cccceeeverieciinieeee e 1 hora
-Alcohol absoluto..........ccccereeriieiiieeee e 1 hora
SXAOLe e 1y " hora
SXAOLe e 1y hora
-Parafina........ooooeiiii . 1 hora
-Parafina........ooooiiiiini 1 hora
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SPATATINA. e 1 hora

SPaArafina.. ... 1 hora

El bloque de parafina se ha cortado utilizando un microtomo de rotacion (cuchilla
fija y bloque moévil) de 5 micras de espesor. Los cortes se realizaron siguiendo el eje
anteroposterior del ojo. A continuacidn se tifieron con hematoxilina de Harris y eosina
acuosa al 2% mediante el siguiente procedimiento:

-Colocacion sobre el portaobjetos recubierto con poli-L-lisina.
-Desparafinado:
-15 minutos en estufa a 70° centigrados.
-Xilol 5 minutos en estufa a 50° centigrados.
-Rehidratacion de la preparacion:
-Alcohol absoluto en estufa a 50° centigrados.
-Alcohol de 96° en estufa a 50° centigrados.
-Lavado con agua destilada fuera de la estufa.
-Tincién:
-Hematoxilina durante 7 minutos.
-Lavado con agua.
-Alcohol de 70° con 4cido clorhidrico al 5%.
-Lavado en agua destilada.
-Agua amoniacal al 3% durante 10 segundos.
-Eosina durante 4 minutos.

-Deshidratacion de la preparacion:
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-Alcohol de 80°
-Alcohol de 96°
-Alcohol absoluto
-Xilol
-Colocacién del cubre con medio de montaje de Eukitt®
1V.2.8.2. Técnicas de Inmunohistoquimia
Se han empleado estas dos técnicas: Proteina S-100 (marcador de tejido nervioso) y
ki-67 y CD 34 (marcadores de proliferacion celular), pero no hemos obtenido resultados
concluyentes comparando grupo trasplante y membrana amnidtica. Por lo que no hemos

expuesto resultados.

1V.2.9. TRATAMIENTO MEDICO
Ninguno de los animales de experimentacion incluidos en este estudio fue sometido

a tratamiento topico ni sistémico, antibiotico o antiinflamatorio, tras la causticacion.

1V.2.10. GRUPOS DE ESTUDIO

Se establecieron los siguientes 4 grupos de estudio:

Grupo Control

Este grupo constaba de 10 ojos derechos de 10 conejos. Tras las causticaciones
practicadas segun se ha descrito anteriormente, fueron seguidos clinicamente durante 90

dias, practicando las exploraciones en los momentos mencionados: inmediatamente y en
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los dias 1, 3, 7, 14, 30, 60, y 90 tras la causticacion. A los 90 dias, tras sacrificio, los ojos
fueron enucleados, fijados y sometidos a estudio morfolédgico.

Grupo trasplante a las 24 horas

Este grupo constaba de 10 ojos derechos de 10 conejos. Tras las causticaciones
practicadas segun se ha descrito anteriormente, se procedio a realizar un trasplante de
membrana amniotica (MA) a las 24 horas de realizada la causticacion experimental. El
seguimiento clinico fue practicado inmediatamente y en los dias 1, 3, 7, 14,30 y 90 tras la
causticacion. A los 90 dias tras la causticacion, tras sacrificio del animal, los ojos fueron
enucleados, fijados y sometidos a estudio morfologico.

Grupo trasplante a los 7 dias

Este grupo constaba de 10 ojos derechos de 10 conejos. Tras las causticaciones
practicadas segun se ha descrito, se procedid a practicar trasplante de MA a los 7 dias de
practicada aquélla. El seguimiento clinico fue practicado inmediatamente y en los dias 1, 3,
7, 14, 30, 60 y 90 tras la causticacion. A los 90 dias, tras sacrificio del animal, los ojos
fueron enucleados, fijados y sometidos a estudio morfoldgico.

Grupo trasplante a los 30 dias

Este grupo constaba también de 10 ojos derechos de 10 conejos. Tras las
causticaciones practicadas segun se ha descrito, se procedid a practicar trasplante de MA a
los 30 dias de practicada aquélla. El seguimiento clinico fue practicado inmediatamente y
en los dias 1, 3, 7, 14,30, 60 y 90 tras la causticacion. A los 90 dias, tras sacrificio, los ojos

fueron enucleados, fijados y sometidos a estudio morfolégico.
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IV.2.11. METODOLOGIA DE ESTUDIO ESTADISTICO

Todos los datos u observaciones de este estudio experimental han sido recogidos
siempre por el investigador principal. Describimos los métodos estadisticos utilizados para
el analisis de los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, siguiendo las directrices
propuestas por Downie y Health (1977). Los datos fotograficos y morfologicos de los 40
conejos (40 ojos) intervenidos se han ordenado para su introduccidn en una base de datos
computerizados. Los diferentes andlisis estadisticos se han realizado con la aplicacion

informatica SPSS® para Windows version 7.5.

IV.2.11.1. IDENTIFICACION

-Cada uno de los animales lleva asignado un numero del 1 al 40, indicando si es 0jo
derecho (OD) o si es ojo izquierdo (OI). Generalmente hemos realizado el experimento en
el OD de todos los animales. Salvo en aquellos que hemos excluido del estudio por
diversas causas: microperforacion, endoftalmitis, (figura IV.8. y IV.9.) técnica
inadecuada.... En estos casos hemos continuado el experimento con el OI del animal.

-Grupo al que pertenece: Control, Trasplante MA 1d, Trasplante MA 7d y
Trasplante MA 30d.

-La identificaciéon la hemos rotulado en la oreja correspondiente del animal
mediante un boligrafo de tinta indeleble y en cada una de las jaulas que los albergaba.
Ej: 3 OD GC (Se refiere al animal n° 3 del experimento, la lesion en su ojo derecho y
pertenece al grupo control).
15 OI GTMA 7d (animal n° 15, lesién en el ojo izquierdo y pertenece al grupo trasplante

membrana amniotica 7 dias).
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1V.2.11.2. ESTADISTICA DESCRIPTIVA

La medida de la tendencia central utilizada en el analisis de los datos obtenidos, es la
media, definida como aquel valor de una distribucidn del cual la suma de las desviaciones
es nula. Puede calcularse como la suma de los datos dividida por el numero de casos,

segun:

_LX

X = ' :
N siendo:

l‘ = media poblacion
X = valor obtenido

N = numero de casos

La medida de dispersion de la distribucion de los datos calculada en todos los
grupos es la desviacion estindar (DE) de la muestra. La desviacion estandar se define
como la raiz cuadrada de la varianza de la distribucion. Otros estadisticos de dispersion
utilizados fueron el intervalo de confianza, los limites de la distribucion y la distribucion

de frecuencias de las variables cuantitativas agrupadas por rangos.
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IV.2.11.3. ESTADISTICA ANALITICA

En todas las comparaciones estadisticas establecidas con las pruebas que se
detallardn a continuacidon se ha considerado que las diferencias eran estadisticamente
significativas cuando la probabilidad de que la diferencia no fuera tal sino debida al azar
(error tipo I) era inferior al 5% (p<0,05). Se han comparado la distribucién de las
variables cuantitativas entre los dos grupos (control y trasplante membrana amniotica)
mediante la prueba de t-student para muestras independientes si la asuncion de

homocedasticidad ha sido correcta y entre los cuatro grupos mediante la prueba ANOVA.

11.2.11.3.1. Prueba t de Student para contraste de diferencia de medias

La prueba z-student se empled para establecer comparaciones entre los parametros
estudiados entre dos grupos. Para establecer la diferencia entre los valores de medias, en
poblaciones que siguen la distribucion normal, obtenidas en los diferentes grupos
ensayados para la variable respuesta estudiada se recurrié aun contraste de diferencia de
medias en el que se establece una hipdtesis nula. Se establece una hipdtesis nula. Esta
hipotesis consiste en la ausencia de diferencias entre las medias de las dos poblaciones para
la variable respuesta estudiada. Suponiendo que dos poblaciones tengan la misma media
para la variable estudiada, el cociente entre la diferencia de medias muestrales de las dos
muestras extraidas de cada poblacion y la desviacion tipica de esa diferencia se distribuye

segun una distribucidn 7 de Student, segtin la ecuacion:
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}_{1 y?(z = medias de los grupos

8% = error tipico de la diferenciz

El contraste estadistico mas adecuado para un nimero de datos menor de 30 es la
prueba ¢ de Student. Por otra parte, la comprobada robustez de esta prueba nos ha
permitido utilizarla en los casos en que no se verificaba la hipdtesis de normalidad de las
poblaciones comparadas.

En esta Tesis Doctoral se han realizado dos tipos de comparaciones. Por un lado,
dentro de una misma muestra se ha valorado una variable antes y después de realizar el
tratamiento con membrana amnidtica tras la causticacidn, para lo cual se ha utilizado la t de
Student para datos apareados, considerando como control los valores de la variable
obtenidos de forma previa al tratamiento, y el ojo contralateral no tratado. Los resultados
de estas comparaciones se detallan en el texto a lo largo del capitulo "Resultados" ,
acompaiiando a la descripcion de la evolucion del pardmetro considerado. Por otra parte,
otras comparaciones se refieren a poblaciones diferentes, valorando la diferencia existente
entre el valor medio de un mismo parametro en dos grupos experimentales, para tiempos
iguales tras el inicio del tratamiento. En este caso, el tipo de prueba t de Student utilizado
es el de datos no apareados, y sus resultados aparecen en las figuras y tablas, sefialando los
puntos de la evolucién en que los valores obtenidos en un grupo son significativamente

distintos de los obtenidos en otro.
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En ambas situaciones se ha utilizado el contraste de dos colas o bilateral, ya que se
pretendia establecer la diferencia entre las medias de las diferentes poblaciones, sin

presuponer la direccion de esta diferencia.

1V.2.11.3.2. Analisis de la varianza (ANOVA)

La prueba de la t de student es una herramienta potente para establecer la diferencia
entre la medias de dos poblaciones. Sin embargo, en ocasiones se plantea la necesidad de
comparar mas de dos poblaciones. En este caso, el andlisis de la varianza (ANOVA),
compara simultdneamente todas las poblaciones y contrasta una hipotesis nula general que
consiste en afirmar que no existe diferencia alguna entre las medias de la variable respuesta

estudiada en las diferentes poblaciones a estudiar.

IV.2.11.3.3. Prueba de Chi-cuadrado. Prueba exacta de Fisher

La distribuciéon de las variables cualitativas entre los dos grupos (control y
trasplante de MA) se estudié mediante la prueba de chi-cuadrado con correccion de Yates
o prueba exacta de Fisher cuando fue necesario. Se establecié p=0.05 en formulacion
bilateral para las dos comparaciones.

La distribucion de las variables cualitativas en las tablas de contingencia entre los
cuatro grupos (control, trasplante 24 horas, trasplante 7 dias y trasplante 30 dias) no ha
cumplido los requisitos para realizar el calculo estadistico de chi-cuadrado. Tampoco nos
ha parecido apropiado la recategorizacioén con colapso de categorias por lo que no hemos

calculado ningun estadistico.
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IV.2.12. INVESTIGACION CLINICA

En este apartado expondremos nuestra experiencia clinica en pacientes con diversas
patologias oftdlmicas a lo largo de un periodo de 5 afos. Contrastaremos nuestra
experiencia y la compararemos con otros autores. Revisando la literatura en torno al
empleo de MA en multiples patologias: pterigion primario y recidivante, simbléfaron,
causticaciones, descompensaciones corneales, microperforaciones corneales,... hemos
encontrado casuisticas con resultados muy diversos. No se pretende con esta Tesis realizar
analisis estadistico inferencial sino s6lo describir los resultados.

IV.2.12.A. PACIENTES

Desde febrero de 1998 hasta Enero de 2003, han sido intervenidos mediante
injertos de membrana amniotica en el Departamento de Oftalmologia del Hospital “La Fe”

64 ojos de 63 pacientes. Las patologias tratadas las clasificamos en:

- Defectos epiteliales persistentes. ........ccecuevveereeneenveneenne o 9

= SIMDbIEATON...o.ciic e 3

- Pterigion primario y recidivante ............ccocevveerreereeneennen. 19
- Descompensaciones endoteliales post cirugia .................. 27
- Causticaciones por 4cido Sulflrico.......cocevveververneenenencnne. 1
- Microperforacines post-queratitis herpética.............c.c....... 1
- Microperforacion postdegeneracidn calcdrea...................... 2
- Microperfoacion postdehiscencia de sutura tras QP........... 1
- Microperforacion en glaucoma congénito...........ceceeeveruennenn. 1
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Los casos intervenidos, todos recibieron tratamiento corticoideo y antibioterapia
topica a razon de 4 veces al dia durante periodos de 2 semanas a 1 mes tras la cirugia. En
todos los casos empleamos para suturar Vycril de 8 6 9/0, sutura reabsorbible que
desaparecia a las 3-4 semanas tras la cirugia.

El seguimiento clinico se relizo6 al dia siguiente de la intervencion, 1* semana, 15
dias, 1 mes, 3 meses, 6 meses y 1 afio tras la cirugia. En algunos casos controlamos a los
pacientes a los 2 y 4 afios tras la intervencion, especialmente las microperforaciones.
Durante los controles clinicos realizamos controles fotograficos con la misma camara

empleada que para realizar el estudio experimental (véase apartado materiales).

IV.2.12.B. TECNICA QUIRURGICA

(véase apartado 1.15. INTRODUCCION, pagina 108).
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V. RESULTADOS.

V.1. METODOLOGIA DE ESTUDIO ESTADISTICO

Todos los datos u observaciones obtenidas de este estudio experimental han sido
recogidos siempre por el mismo investigador principal. Describimos los métodos
estadisticos utilizados para el andlisis de los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral.
Los datos fotograficos y morfoldgicos de los 40 conejos (40 ojos) intervenidos, se han
ordenado para su introduccidn en una base de datos computerizados. De los 40 ojos que
forman parte de este estudio, 10 pertenecen e al grupo control y 30 han sido sometidos a
trasplante de membrana amnidtica (MA) en diferentes tiempos (1% dia, 7 dias y 30 dias
tras producir la causticacion experimental). Los analisis estadisticos se han realizado con

la aplicacion informatica SPSS® para Windows.

V.1.1. IDENTIFICACION ANIMALES

-Cada uno de los animales lleva asignado un nimero del 1 al 40, indicando si es
ojo derecho (OD) o si es ojo izquierdo (OI).

-Grupo al que pertenece: Control, Trasplante MA 1, Trasplante MA 7 y

Trasplante MA 30.

V.1.2. ESTADISTICA DESCRIPTIVA
La medida de la tendencia central utilizada en el analisis de los datos obtenidos,
es la media, definida como aquel valor de una distribucién del cual la suma de las

desviaciones es nula.
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YB donde: X =media de la poblacién

n Y B=suma de todos los valores en la muestra.

n = numero de valores en la poblacion.

La medida de dispersion de la distribucion de los datos calculada en todos los
grupos es la desviacidn estandar de la muestra. La desviacion estdndar se define como la
raiz cuadrada de la varianza de la distribucién. Otros estadisticos de dispersion utilizados
fueron el intervalo de confianza, los limites de la distribucion y la distribucion de

frecuencias de las variables cuantitativas agrupadas por rangos.

V.1.3. ESTADISTICA ANALITICA
Se han comparado la distribucion de las variables cuantitativas entre los dos
grupos (control y trasplante de membrana amniotica) mediante la prueba de t-student

para muestras independientes si la asuncion de homocedasticidad ha sido correcta

V.2. RESULTADOS

Abordaremos la descripcion de los resultados desde varios puntos de vista:
V.2.A. DESCRIPCION DEL MODELO EXPERIMENTAL.
V.2.B. COMPARACION DEL MODELO EXPERIMENTAL ENTRE
GRUPO CONTROL Y GRUPO TRASPLANTADO.
V.2.C. COMPARACION DEL MODELO EXPERIMENTAL ENTRE
GRUPO CONTROL, GRUPO TRASPLANTE 1% DIA, GRUPO

TRASPLANTE 7 DIAS Y GRUPO TRASPLANTE 30 DIAS.
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V.2.D. EXPERIENCIA CLINICA.

V.2.A. DESCRIPCION DEL MODELO EXPERIMENTAL

Se estudiaron los siguientes aspectos:
V.2.A.1. Peso de los animales de experimentacion.
V.2.A.2. Peso de los filtros Whatman # 3 secos.
V.2.A.3. Peso de los filtros Whatman # 3 humedecidos.
V.2.A.4. Peso del caustico (NaOH 1N).
V.2.A.5. Opacidad corneal.
V.2.A.6. Ulcera corneal.
V.2.A.7. Area total de neovasos.
V.2. A.8. Superficie conjuntival alterada.

V.2.A.9. Paquimetrias.
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V.2.A.1. Peso de los animales de experimentacion.

En la tabla V.2.A.1 registramos los pesos medios de los animales de
experimentacion empleados a lo largo de todo el proceso (90 dias). El peso minimo de
los conejos al inicio del experimento fue de 1569 gramos mientras que el maximo fue de
2784 gramos. Los animales fueron alimentados ad libitum y de manera homogénea. La
mayoria de ellos ganaron peso a lo largo del experimento (figura V.2.A.1). A los 90 dias
el peso minimo final fue de 2678 gramos, mientras que el peso maximo fue de 3900
gramos. En la tabla V.2.A.1. pueden apreciarse otros datos como el peso medio,
mediana, desviacidn estandar y coeficiente de variacion.

La mediana para cada corte temporal es similar a la media, expresion de la
simetria de la distribucién ponderal de los 10 conejos

La desviacion estandar (DE) en todos los momentos estudiados (tabla V.2.A.1)
presenta un coeficiente de variacion minimo de 7.78% el dia 90 y maximo de 13.58% el

dia 0, lo que nos muestra que la distribucion se encuentra suficientemente agrupada.
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DIA 0

DiA 1

DIA 3

DiA7 |DiA 14 | DIA30 | DiA60 | DIA 90
Minimo | 1569 | 1721 1800 | 1800 1959 1940 | 2232 2678
Maximo | 2784 | 2769 2789 | 2880 2980 3003 3654 3900
Media | 20729 |2112,3 |[21502 |2265,1 |2481,3 |2664,3 |2906,1 |31683
DE 281,64 | 258,35 |261,20 | 304,66 |302,34 |292,04 |28036 |246,57
Mediana | 1996,5 |2128,5 |[2139,5 [2191,5 |24585 |2673,5 |2982,5 |3124,5
Coef Var | 13,58% | 12,23% | 12,1% | 13.45% | 12,18% | 10,96% |9.64% | 7,78%

Tabla V.2.A.1.: Evolucidon del peso en g (gramos) de los animales de experimentacion.
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EVOLUCION PESO DE LOS ANIMALES DE
EXPERIMENTACION (gramos)
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Figura V.2.A.1.: Evolucion del peso (gramos) de los animales de experimentacion.
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V.2.A.2. Peso de los filtros de Whatman # 3 secos

La tabla V.2.A.2 registra los pesos de los fragmentos triangulares de filtro
Whatman # 3 secos utilizados en los experimentos. El peso minimo del filtro seco ha
sido de 0.012 gramos y el maximo de 0.0132 gramos. El peso medio de los filtros ha
sido de 0,01244 gramos.

La mediana (0,01235), es muy similar a la media (0,01244), expresiéon de la
simetria de la distribucion ponderal de los filtros empleados.

La desviacion estandar (tabla V.2.A.2) presenta un coeficiente de variacion del

2,6%, lo que expresa que la distribucidn se encuentra suficientemente agrupada.

Filtros secos
Minimo 0,012
Maximo 0,0132
Media 0,01244
Desviacion Estandar 0,00032
Mediana 0,01235
Coef. Var 2.57%

Tabla V.2.A.2.: Peso (gramos) de los filtros Whatman # 3 secos.

168



Cristina Peris Martinez V -RESULTADOS

V.2.A.3. Peso de los filtros de Whatman# 3 humedecidos

La tabla V.2.A.3 registra los pesos de los filtros Whatman #3 utilizados en los
experimentos, una vez humedecidos en la solucion NaOH 1N durante 45 segundos. El
peso minimo fue de 0,068 gramos y el maximo de 0,099 gramos. El peso medio de los
filtros humedecidos fue de 0,084 gramos.

La mediana (0,085), es muy similar a la media (0,0847), expresion de la simetria
de la distribucion ponderal de los filtros empleados.

La desviacion estandar (tabla V.2.A.3) presenta un coeficiente de variacidén de

10,62% lo que expresa que la distribucidn se encuentra suficientemente agrupada.

Filtros humedecidos
Minimo 0,068
Maximo 0,099
Media 0,0847
Desviacion Estandar 0,009
Mediana 0,085
Coef. Var 10,62 %

Tabla V.2.A.3.: Peso (gramos) de los filtros humedecidos.
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V.2.A4. Peso del caustico (NaON 1N)

La tabla V.2.A.4 registra el peso del caustico (NaOH 1N) utilizado en cada caso.
El peso minimo ha sido de 0,055 gramos y el maximo de 0,086 gramos. El peso medio
del céustico utilizado ha sido de 0,072 gramos.

La mediana (0,07275) y la media (0,07228) tienen valores muy similares,
expresion de la simetria de la distribucion ponderal del caustico utilizado en los 10
casos.

El peso del caustico se ha obtenido mediante la sustraccion del peso de los filtros
humedecidos al peso de los filtros secos.

La desviacion estandar (tabla V.2.A.4) presenta un coeficiente de variacion de

7.82% lo que expresa que la distribucion se encuentra suficientemente agrupada.

Peso caustico
Minimo 0,055
Maximo 0,086
Media 0,072
Desviacion Estandar 0,0092
Mediana 0,074
Coef. Var 12,7%

Tabla V.2.A.4.: Peso (gramos) del caustico (NaOH 1N).
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V.2.A.5. Area de opacidad corneal

En la tabla V.2.A.5 se registra el area, expresada en mm’, de las opacidades
corneales observadas en los animales de experimentacion a lo largo del proceso. La
opacidad corneal minima al inicio del experimento (dia 0) fue de 42,12 mm® y la
méxima de 47,4 mm”. Como se aprecia en la tabla V.2.A.5 y figuras V.2.A.5.1-5, la
variable opacidad corneal presenta un valor inicial medio (dia 0) de 44,569 mm®
mientras que el 4rea de opacidad media a los 90 dias fue de 47,57 mm”.

La mediana (tabla V.2.A.5) para cada corte temporal es parecida a la media,
expresion de la simetria de la distribucidon respecto a la opacidad corneal de los 10
conejos.

La desviacion estandar en todos los momentos investigados (tabla V.2.A.5)

presenta un coeficiente de variacion minimo del 3,45% (dia 3) y méximo de 5,4% (dia

30 y 90) lo que expresa que la distribucidn se encuentra suficientemente agrupada.
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OPACIDAD CORNEAL

DiIA0 | DiA1 DiA 3 DIiA 7 DIiA 14 DIA30 | DiA60 | DiA 90
Minimo | 42,12 |43,16 45,12 4232 41,02 40,1 41,43 42,67
Maximo | 4745 49,6 50,32 49,51 48,51 49,27 51,98 49,56
Media 44,569 | 45,636 47,457 46,54 45,503 46,509 47,452 47,575
Mediana 43,36 | 44,58 47,78 46,5 46,14 47,23 47,9 48,38
DE 2,03 2,05 1,64 2,23 2,14 2,55 2,31 2,57
CoefVar | 455% |4,49% 345% 4,79% 4,7% 5,4% 4,86% 5,41%

Tabla V.2.A.5.: Superficie (mm®) de las opacidades corneales.
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OPACIDAD CORNEAL (mm?)
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Figura V.2.A.5.1.: Superficie de opacidad corneal total (mm?).
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Figura V.2.A.5.3.: Opacidad corneal a los 7 dias tras la causticacion de la superficie
ocular.

174



Cristina Peris Martinez V -RESULTADOS

Figura 2.A.5.4.: Opacidad comeal a los 30 dias tras la causticacion de la superficie
ocular.

Figura V.2.A.5.5.: Opacidad corneal a los 90 dias tras la causticacion de la superficie
ocular.
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V.2.A.6. Area de tlcera corneal

En la tabla V.2.A.6 se registra el area expresada en mm” de las tlceras corneales
observadas en los animales de experimentacion a lo largo del proceso. La ulcera corneal
minima al inicio del experimento (dia 0) fue de 42,12 mm > mientras que el 4rea de la
ulcera maxima en dicho momento fue de 47,45 mm?. El valor inicial medio de la
variable tilcera corneal fue de 44,56 mm * mientras que el medio al final del experimento
(dia 90) fue de 1,61 mm 2 (tabla V.2.A.6, figura V.2.A.6).

La mediana para cada corte temporal es similar a la media, expresion de la
simetria de a distribucidn respecto a la variable tlcera corneal en los 10 conejos.

La desviacion estandar en los momentos investigados (tabla V.2.A.6) presenta un
coeficiente de variacion minimo de 4,55% (dia 0) y maximo de 35% (dia 90).
Analizando el coeficiente de variacion en cada corte de tiempo observamos que la
distribucion esta suficientemente agrupada por no superar el 33%. Salvo levemente dia

90.
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ULCERA CORNEAL
DIA0 DiA1 |DIA3 |DiA7 |DiA14 |DIA30 |DIAG60 |DIiA90
Minimo |42,12 23,67 |1245 4,23 4,56 321 1,99 0,98
Maximo |4745 2999 |17.45 10,9 9,93 6,9 4,09 2,56
Media 44,569 | 27,07 |1561 7.98 7,501 4,39 2,86 1,61
Mediana | 43,36 2735 [16,02 |[796 8,035 4,23 2,66 1,35
DE 2,03 2,23 1,58 2,1 1,69 1,059 0,81 0,57
Coef.Var | 4,55% |823% [10,12% |2631% |22,53% |24,12% |2832% |35 %

Tabla V.2.A.6.: Superficie (mm %) de ulcera corneal.

177




Cristina Peris Martinez V -RESULTADOS

ULCERA CORNEAL (mm?)
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Figura V.2.A.6.: Superficie de ulcera corneal total (mm?).
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V.2.A.7. Area de neovasos total

En la tabla V.2.A.7 se registran las superficies de las zonas de la cornea que
presentan neovasos en los animales de experimentacién a lo largo de los 90 dias de
seguimiento. A partir del tercer dia algunos de los conejos, comenzaron los primeros
signos de neovascularizacidn incipiente que se objetivaron al séptimo dia de evolucion.
La superficie total de neovasos minima en cérnea al 7° dia fue de 7mm” y la maxima de
24 mm® El valor medio del 4rea de neovasos inicial el 7° dia del experimento fue de
14,6 mmz, mientras que el valor medio el dia 90 fue de 29,25mm2 (tabla V.2.A.7, figura
V.2.A.7).

La mediana para cada corte temporal es similar a la media, expresion de la
simetria de la distribucidn respecto a la variable area de neovasos en la cornea de los 10
conejos (tabla V.2.A.7).

La desviacion estandar en todos los momentos investigados (tabla V.2.A.7)
presenta un coeficiente de variacidn minimo del 29,26% (dia 90) y maximo del 63,26%
(dia 3), lo que expresa que la distribucidn no se encuentra suficientemente agrupada,

salvo los dias 60 y 90 donde si se encuentra suficientemente agrupada.
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AREA TOTAL DE NEOVASOS CORNEALES

DIA0 |DiA1 |DIA3 |DIA7 |DiA14 | DIA30 |DIAG60 |DIA 90
Minimo | 0 0 0 7 10,6 12,45 1679 21,75
Maximo | 0 0 1,2 24 41,67 42,67 42,3 41,33
Media | 0 0 0,49 14,6 23,26 27,095 |27.63 29,25
DE 0 0 0,31 6,13 10,27 10,084 | 9,065 7,69
Mediana | 0 0 0,45 12,5 19,33 23,26 24,5 25,82
Coef Var | 0% 0% 63,26% | 41,98% |44,15% |3721% |32,80% |29,26%

Tabla V.2.A.7: Superficies (mm %) de neovasos corneles.
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AREA NEOVASOS

AREA DE NEOVASOS TOTALES (mm?)
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Figura V.2.A.7.: Superficie de neovasos totales (mm>).
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V.2.A.8. Superficie conjuntival alterada.

En la tabla V.2.A.8 se registra el area expresada en mm® de la superficie
conjuntival alterada observada macroscdépicamente en los animales de experimentacion a
lo largo del proceso. La superficie conjuntival alterada minima al inicio del experimento
(dia 0) fue de 35,68 mm® mientras que el area de la conjuntiva alterada méaxima en dicho
momento fue de 56,22 mm”. El valor inicial medio de la variable superficie conjuntival
alterada fue de 44,13 mm®, mientras que el valor medio al final del experimento (dia 90)
fue de 26,13 mm 2 (tabla V.2.A.8, figura V.2.A.8).

La mediana para cada corte temporal es similar a la media, expresion de la
simetria de a distribucidn respecto a la variable superficie conjuntival alterada en los 10
conejos. La desviacion estandar en los momentos investigados (tabla V.2.A.8) presenta
un coeficiente de variacion minimo de 16%(dia 0) y maximo de 40% (dia 7). Analizando
el coeficiente de variacion en cada corte de tiempo observamos que la distribucion esta
suficientemente agrupada.

SUPERFICIE CONJUNTIVAL ALTERADA

DiA0 |DiA1 |DIA3 |DiA7 |DiA14 DIA30 |DIA60 |DIiA 90
Minimo | 35,68 |[30,40 [2427 |16,85 14,07 14,86 12,36 12,83
Maximo | 5622 |57,23 48,75 |48,63 39,09 39,03 33,27 36,61
Media | 44,13 41,99 [35,01 |28,51 25,27 24,36 23,89 |26,13
DE 7,42 9,25 7,84 11,52 7,39 7,39 6,69 8,69
Mediana | 41,83 42,02 [35,57 23,96 25,38 25,24 2592  |28,92
CoefVar  16% | 22% |22% 40% 29% 30% 27% 31%

Tabla V.2.A.8.: Superficies (mm “) de conjuntiva alterada.
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SUPERFICIE CONJUNTIVAL ALTERADA
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Figura V.2.A.8.: Superficie conjuntival alterada (mm?).
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V.2.A.9. Paquimetrias

V.2.A.9.1. Paquimetrias en zona A (mm)

La tabla V.2.A.9.1. registra las paquimetrias medidas en la zona A en los
animales de experimentacion a lo largo del proceso experimental. La paquimetria
minima inicial en dicha zona ha sido de 0,395 mm y la méxima de 0, 440 mm. Como
puede apreciarse (figura V.2.A.9.1) la paquimetria en la zona A presenta un valor medio
inicial de 0,414 mm (dia 0) incrementandose hasta el dia 3, momento a partir del cual
presenta una disminucion hasta alcanzar un valor final medio de 0,4742 mm.

La mediana para cada corte temporal es similar a la media, expresion de la
simetria de la distribucién paquimétrica en la zona A para los 10 conejos.

La desviacion estandar en todos los momentos investigados (tabla V.2.A.9.1)
presenta un coeficiente de variacion minimo de 1,9% (dia 14) y méximo de 6,2% (dia 1),

lo que expresa que la distribucidn se encuentra suficientemente agrupada.
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PAQUIMETRIAS EN ZONA A

DiIA0 |DiA1 |DIA3 |DIA7 DiA 14 | DIA30 | DIiA 60 | DIA 90
Minimo 0,395 |0,679 |0,798 |0,658 0,56 0,689 0,512 |0442
Maximo 0,44 0,883 0,891 |0,702 0,704 0,734 0,578 | 0,502
Media 0414 081 0,843 | 0,675 0,6729 | 0,706 0,544 | 0474
DE 0,012 [0,051 [0,034 |0,0155 |0,04 0,014 0,021 {0,019
Mediana 0413 |0,816 |0,853 |0,6735 [0,6795 |0,7005 |0,548 |0472
CoefVar [28% |62% |4% 2,2% 5,9% 1,9% 38% | 4%

Tabla V.2.A.9.1.: Espesor corneal (mm) zona A.
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PAQUIMETRIA EN ZONA A (mm)
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V.2.A.9.2. Paquimetrias en zona B (mm)

Latabla V.2.A.9.2 registra las paquimetrias medidas en la zona B en los animales
de experimentacion a lo largo del proceso experimental. La paquimetria minima inicial
en dicha zona ha sido de 0, 362 mm y la maxima de 0,495 mm. Como puede apreciarse
(figura V.2.A.9.2.) la paquimetria en la zona B presenta un valor medio inicial de 0,438
mm incrementdndose hasta el dia 3, momento a partir del cual presenta una disminucién
hasta alcanzar un valor final medio de 0,652 mm.

La mediana para cada corte temporal es similar a la mediana, expresion de la
simetria de la distribucion paquimétrica en la zona B para los 10 conejos.

La desviacion estandar en todos los momentos investigados (tabla V.2.A.9.2)
presenta un coeficiente de variacion minimo de 9% (dia 0) y méximo de 23% (dia 30), lo

que expresa que la distribucion se encuentra suficientemente agrupada.
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PAQUIMETRIAS EN ZONA B

DIAO0 |DIA1 DIA3 |DIA7 |DiA14 |DiA30 |DIA60 |DIA90
Minimo 0,362 | 0,489 0,541 0,43 0,431 0,439 0,466 0,449
Maximo 0,495 0,884 0,94 0,81 0,998 1,02 0,92 0,82
Media 0,438 |0,722 0,753 0,65 0,775 0,855 0,773 0,652
DE 0,039 |0,131 0,116 |0,117 |0,163 0,201 0,159 0,108
Mediana 0,441 |0,782 0,748 0,615 |0,846 0,956 0,83 0,653
Coef Var | 9% 18% 15% 18% | 21% 23% 20% 16%
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PAQUIMETRIAS EN ZONA B (mm)
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Figura V.2.A.9.2.: Espesor corneal (mm) en zona B.
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V.2.A.9.3. Paquimetrias en zona C (mm)

Latabla V.2.A.9.3 registra las paquimetrias medidas en la zona C en los animales
de experimentacion a lo largo del proceso experimental. La paquimetria minima inicial
en dicha zona ha sido de 0, 305 mm y la maxima de 0, 375 mm. Como puede apreciarse
(figura V.2.A.9.3.) la paquimetria en la zona C presenta un valor medio inicial de 0,352
mm incrementandose hasta el dia 3, momento a partir del cual presenta una disminucidn
hasta alcanzar un valor final medio de 0.363 mm.

La mediana para cada corte temporal es similar a la media, expresion de la
simetria de la distribucion paquimétrica en la zona C para los 10 conejos.

La desviacion estandar en todos los momentos investigados (tabla V.2.A.9.3.)
presenta un coeficiente de variacion minimo de 5% (dia 0) y maximo de 27% (dia 7), lo

que expresa que la distribucion se encuentra suficientemente agrupada.
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PAQUIMETRIAS EN ZONA C

DiA 0 DiA 1 DiA3 | DiA7 | DiA 14 DiA30 | DiA 60 | DiA 90
Minimo 0,305 0,489 0,423 0,334 0,289 0,314 0,33 0,325
M4ximo 0,375 0,781 1,048 0,817 0,601 0,431 0,404 | 041
Media 0,352 0,563 0,705 0,504 | 0,442 0,378 0,364 0,363
DE 0,021 0,082 0,19 0,137 | 0,085 0,035 0,03 0,032
Mediana | 0,36 0,547 0,677 |0458 |0435 0,376 0,362 |0,353
Coef Var | 5% 14% 26% 27% 19% 9% 8% 8%

Tabla V.2.A.9.3: Paquimetrias (mm) en la zona C.

191




Cristina Peris Martinez V -RESULTADOS

ESPESOR CORNEAL

PAQUIMETRIAS EN ZONA C (mm)
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Figura V.2.A.9.3.: Espesor corneal (mm) en zona C.
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V.2.A.10. ESTUDIO HISTOLOGICO

Tras sacrificio, al finalizar el estudio experimental, segun se ha descrito en el
capitulo de material y métodos, todos los globos oculares fueron sometidos a estudio
histolégico, detallandose a continuacidn los datos observados:

1. Caracteristicas del epitelio corneal:

1.1. Numero de capas. De todos los casos estudiados, en ninglin caso el
epitelio ha presentado un numero normal de capas (4-5 capas). En el 20% (2 casos) de
los casos el epitelio ha presentado entre 2-3 capas mientras que en el 80% de los casos (8
casos) el epitelio ha sido practicamente atréfico, con 1 o ninguna capa.

1.2. Presencia de células caliciformes. En el 70 % de los casos (7 casos)
se han observado células caliciformes y no se han observado en 3 de los casos (30%).

1.3. Morfologia. En general los epitelios de los 10 ojos de conejo
presentaban caracteristicas de atrofia tras la causticacion.

2. Caracteristicas del estroma corneal:

De los 10 ojos estudiados, se ha observado inflamacion estromal en el 100%(10

casos) de los casos.

2.1 Presencia de células inflamatorias en estroma corneal

-Eosinéfilos. Se ha objetivado le presencia de eosinofilos en el 100% de
los casos (10 casos).

-Linfocitos Se ha objetivado le presencia de eosinéfilos en el 100% de los
casos (10 casos).

-Polimorfonucleares. No se han observado en el 60% (6 casos) y si en el

40% (4 casos).
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-Células plasmaticas. Se han observado en el 100% (10 casos) de los
casos.

3. Estado de la conjuntiva.

De los 10 ojos estudiados, el 40% de los casos (4 casos) han presentado una
conjuntiva de aspecto normal y en el 60% (6 casos) la misma ha sido considerada como
patologica.

4. Neovascularizacion.

En el estudio histolégico, se ha observado neovascularizacion en el 100% de los
casos (10 ojos), en el 80% (8 casos) la neovascularizacioén ha infiltrado el tercio externo

de la cornea y en el 20% ( 2 casos) se ha extendido a capas mas profundas.
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V.2.B. COMPARACION DEL MODELO EXPERIMENTAL ENTRE GRUPO
CONTROL Y GRUPO TRASPLANTADO.
Compararemos los dos grupos de estudio establecidos, de n=10 ojos el grupo
control y n=30 ojos del grupo trasplante:
- Grupo control
- Grupo trasplantado con membrana amniotica
Estudiaremos los siguientes aspectos:
V.2.B.1. Peso de los animales de experimentacion.
V.2.B.2. Peso de los filtros Whatman # 3 secos.
V.2.B.3. Peso de los filtros Whatman # 3
humedecidos.
V.2.B .4. Peso del caustico (NaOH 1 N).
V.2.B.5. Opacidad corneal.
V.2.B.6. Ulcera corneal.
V.2.B.7. Area total de neovasos.
V.2.B.8. Alteracion conjuntival.
V.2.B.9. Paquimetrias.

V.2.B.10. Estudio histoldgico.
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V.2.B.1. Peso de los animales de experimentacion.

En la tabla V.2.B.1 registramos las medias y desviaciones estandar de los pesos
de los conejos durante todo el experimento, tanto del grupo control (n=10) como del
grupo trasplante de membrana amnidtica (n=30). Mediante la prueba t-student para
muestras independientes, comparamos las medias de los pesos entre ambos grupos y no

encontramos diferencias estadisticamente significativas.

VARIABLE Grupo Control Grupo TMA P
PESO dia 0 20729 21279 NS
PESO dia 1 21123 2180,46 NS
PESO dia 3 2150,2 222226 NS
PESO dia 7 2265,1 2356,73 NS
PESO dia 14 2481,3 2570,2 NS
PESO dia 30 2664,3 2757,2 NS
PESO dia 60 2906,1 2872,1 NS
PESO dia 90 3168,3 3116,73 NS

Tabla V.2.B.1.: Peso (gramos) de los animales de experimentacion.
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Figura V.2.B.1.: Peso (gramos) de los animales de experimentacion.
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V.2.B.2. Peso de los filtros Whatman # 3 secos.

Mostramos en la tabla V.2.B.2. las medias y la desviaciones estandar de los pesos
de los filtros Whatman # 3 secos empleados en los experimentos tanto del grupo control
(n=10) frente al grupo trasplante de membrana amnidtica (n =30).

Comparando mediante la prueba de t-student, para muestras independientes, no
se observaron diferencias significativas (tabla V.2.B.2) referentes al peso del filtro

utilizado en ambos grupos.

VARIABLE Grupo Control Grupo TMA P

Peso filtro 0,012 (£0,001) 0,013 (£0,001) NS

Tabla V.2.B.2.: Peso (gramos) de los filtros Whatman # 3 secos.

V.2.B 3. Peso de los filtros Whatman # 3 humedecidos.

La tabla V.2.B.3. registra las medias y las desviaciones estandar de los pesos de
los filtros de Whatman # 3 utilizados en los experimentos, una vez humedecidos en la
solucién de NaOH 1N durante 45 segundos, en el grupo control (n =10) frente al grupo
con trasplante de membrana amnidtica (n =30).

De la comparacidn de las medias mediante la prueba de t-student , para muestras
independientes, no se observan diferencias significativas (Tabla V.2.B.3.), en lo

referente al peso del filtro humedecido utilizado entre ambos grupos.
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VARIABLE Grupo Control Grupo TMA p

Peso f. humedo 0,012 (+0,007) 0,013 (+0,011) NS

Tabla V.2.B.3.: Peso (gramos) de los filtros Whatman # 3 humedecidos.

V.2.B 4. Peso del caustico (NaOH1 N).

La Tabla V.2.B.4 registra las medias y las desviaciones estandar de los pesos del
caustico utilizado en los experimentos, una vez humedecidos en la solucién de NaOH
IN durante 45 segundos, en el grupo control (n=10) frente al grupo con trasplante de
membrana amnidtica (n =30).

De la comparacion de las medias mediante la prueba de t-student, para muestras
independientes, no se observan diferencias significativas (tabla V.2.B.4), en lo referente

al peso del caustico utilizado entre ambos grupos.

VARIABLE Grupo Control Grupo T MA p

Peso caustico 0,063 (£ 0,007) 0,066 (£ 0,007) NS

Tabla V.2.B 4.: Peso (gramos) del caustico (NaOH 1N).
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V.2.B.5. Opacidad corneal.

La tabla V.2.B.5 registra las medias de las superficies de las opacidades
corneales observadas en los animales de experimentacion del grupo control (n=10)
frente al grupo trasplante de membrana amniotica (n=30) a lo largo del proceso
experimental (figura V.2.B.5).

De la comparacién de medias mediante la prueba de t-student, para muestras

independientes, no se observan diferencias significativas entre ambos grupos en las

observaciones practicadas en los dias 0 y 1, siendo significativa (p< 0,05) a partir del 3%

dia y ganando cada vez mas significacion (p< 0,001) a partir de los dias 30, 60 y 90 .

(tabla V.2.B.5).

OPACIDAD CORNEAL
EXPLORACION Grupo Control Grupo TMA p

DIiA 0 44,56 44,17 NS
DiA 1 45,63 43,9 NS
DIA 3 47 45 39,3 <0,05
DiA 7 46,54 36,68 <0,001
DiA 14 45,5 34,07 <0,001
DIA 30 46,5 32,42 <0,001
DIA 60 47,45 30,48 <0,001
DiA 90 47,57 28,002 <0,001

Tabla V.2.B. 5.: Superficies (mm®) de las opacidades corneales.
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OPACIDAD CORNEAL
COMPARACION ENTRE GRUPO CONTROL
Y GRUPO TRASPLANTE MA
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Figura V.2.B.5.1.: Superficie de opacidad corneal total (mm?).
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Figura V.2.B.5.3.: Opacidad corneal tras causticacion (Grupo Trasplante de MA).
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Figura V.2.B.5.4.: Opacidad corneal 90 dias tras la causticacion (Grupo Control)

Figura V.2.B.5.5.: Opacidad corneal a los 90 dias tras la causticacion (Grupo
Trasplante de MA).
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V.2.B.6. Ulcera corneal.

La tabla V.2.B.6 registra las medias de las superficies de las tlceras corneales
observadas en los animales de experimentacion del grupo control (n=10) frente al grupo
trasplante de membrana amnidtica (n=30) a lo largo del proceso experimental (figura
V.2.B 6).

De la comparacién de medias mediante la prueba de t-student, para muestras
independientes, no se observan diferencias significativas entre ambos grupos en las
observaciones practicadas en los dias 0 y 1, siendo significativa (p < 0,05) en el dia90 y

altamente significativa (p < 0,01) en los dias 3, 7, 14, 30 y 60.

ULCERA CORNEAL

EXPLORACION

Grupo Control Grupo TMA p

DIA 0 44,56 44,17 NS
DiA 1 27,069 26,25 NS
DIA 3 15,61 11,213 <0,001
DIA 7 7,98 5,68 <0,01
DiA 14 7.5 3,27 <0,001
DIA 30 4,393 1,77 <0,001
DIA 60 2,84 0,66 <0,01
DiA 90 1,607 0,18 <0,05

Tabla V.2.B.6.: Superficies (mm?) de las tlceras corneales.
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ULCERA CORNEAL
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Figura V.2.B 6.: Superficies (mm?®) de las Glceras corneales.
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V.2.B.7. Superficie conjuntival alterada

En la tabla V.2.B.7 se registran las medias de la superficie conjuntival alterada
observada macroscdpicamente en los animales de experimentacion a lo largo del proceso
en el grupo control (n=10) frente al grupo trasplante de MA (n =30) (figura V.2.B.7.).

De la comparacién de medias mediante la prueba de t-student, para muestras
independientes, no se observan diferencias significativas entre ambos grupos en las
observaciones practicadas en los dias 14 y 30, siendo altamente significativas (p< 0,001)

en los dias 0, 1, 3 y 90, y significativas en los dias 7 y 60 (p < 0,01).

SUPERFICIE CONJUNTIVAL ALTERADA

EXPLORACION Grupo Control Grupo TMA p

DIA 0 44,13 32,47 <0,001
DiA 1 41,99 3331 <0,001
DIA 3 35,05 28,49 <0,001
DIA 7 28,51 26,07 <0,01
DiA 14 25,27 24,73 NS
DiA 30 24,36 23,98 NS
DIA 60 23,89 21,01 <0,01
DIA 90 26,12 19,63 <0,001

Tabla V.2.B.7.: Superficies (mm %) de conjuntiva alterada.
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SUPERFICIE CONJUNTIVAL ALTERADA
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Figura V.2.B.7.: Superficies (mm*) de conjuntiva alterada.
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V.2.B.8. Area total de neovasos.

La tabla V.2.B.8. registra las medias de las superficies de las opacidades
corneales observadas en los animales de experimentacion del grupo control (n=10)
frente al grupo trasplante de membrana amniotica (n=30) a lo largo del proceso
experimental (figura V.2.B.8.1-5).

De la comparacion de medias mediante la prueba de t-student, para muestras
independientes, no se observan diferencias significativas entre ambos grupos en las
observaciones practicadas en los dias 0, 1, 3, y 7, siendo significativa (p< 0,05) los

dias14 y 30, y altamente significativa (p< 0,001) en los dias 60 y 90.

AREA TOTAL DE NEOVASOS

EXPLORACION Grupo Control Grupo TMA p

DIA 0 0 0 NS
DiA 1 0 0 NS
DIA 3 0,497 0,69 NS
DIA 7 14,6 13,07 NS
DiA 14 23,26 18,33 <0,01
DIA 30 27,095 2341 <0,05
DIA 60 27,63 19,1 <0,001
DiA 90 29,25 15,75 <0,001

Tabla V.2.B.8.: Superficies (mmz) de los neovasos totales.
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Figura V.2.B.8.1.: Superficies (mm?®) de los neovasos totales.
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Figura V.2.B.8.2.: Area total de neovasos a los 90 dias tras la causticacion (Grupo
Control, conejo n° 7 del experimento. Ojo derecho).

Figura V.2.B.8.3: Area total de neovasos a los 90 dias tras la causticacion (Grupo
trasplante MA 7 dias, conejo n° 12 del experimento. Ojo derecho).
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Figura V.2.B 8.4: Area total de neovasos a los 30 dias tras la causticacion (Grupo
trasplante MA 7 dias, conejo n° 26 del experimento. Ojo derecho).

Figura V.2.B 8.5: Area total de neovasos a los 30 dias tras la causticacién
(Grupo trasplante MA 7 dias, conejo n° 17 del experimento. Ojo derecho).
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V.2.B.9. Paquimetrias

V.2.B 9.1. Paquimetrias en zona A

La tabla registra las paquimetrias medias en la zona A en los animales de

experimentacion del grupo control (n=10) frente al grupo trasplante de membrana

amnidtica (n=30) a lo largo del proceso experimental (figura V.2.B.9.1).

De la comparacién de medias mediante la prueba de t-student, para muestras

independientes, no se observan diferencias significativas entre ambos grupos en ninguno

de los momentos estudiados.

PAQUIMETRIAS EN ZONA A

EXPLORACION

Grupo Control | Grupo TMA p
DiA 0 0,414 0,417 NS
DiA 1 0,81 0,803 NS
DiA 3 0,843 0,841 NS
DIA 7 0,675 0,667 NS
DIA 14 0,672 0,67 NS
DIA 30 0,706 0,695 NS
DIA 60 0,544 0,472 NS
DIA 90 0,474 0,474 NS

Tabla V.2.B 9.1: Paquimetrias (mm) en la zona A.
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PAQUIMETRIAS EN ZONA A
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Figura V.2.B.9.1.: Espesor corneal (mm) en zona A.
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V.2.B 9.2. Paquimetrias en zona B

La tabla V.2.B.9.2. registra las paquimetrias medias en la zona B en los animales
de experimentacion del grupo control (n=10) frente al grupo trasplante de membrana
amnidtica (n=30) a lo largo del proceso experimental (figura V.2.B.9.2).

De la comparacién de medias mediante la prueba de t-student, para muestras
independientes, solo se observan diferencias significativas (p<0,05), entre ambos grupos,

en las observaciones realizadas los dias 30, 60 y 90.

PAQUIMETRIAS EN ZONA B

EXPLORACION Grupo Control | Grupo TMA p
DiA 0 0,438 0,447 NS
DiA 1 0,722 0,716 NS
DiA 3 0,753 0,750 NS
DIA 7 0,650 0,652 NS
DIiA 14 0,775 0,747 NS
DIA 30 0,855 0,714 <0,001
DIA 60 0,773 0,693 <0,001
DiA 90 0,652 0,528 <0,001

Tabla V.2.B.9.2: Paquimetrias (mm) en la zona B.
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PAQUIMETRIAS EN ZONA B
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Figura V.2.B.9.2: Espesor corneal en mm en la zona B.
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V.2.B 9.3. Paquimetrias en zona C

La Tabla V.2.B.9.3 registra las paquimetrias medias medidas en la zona C en los
animales de experimentacion del grupo control (n=10) frente al grupo trasplante de
membrana amnidtica (n=30) a lo largo del proceso de experimentacidon (figura
V.2.B.9.3))

De la comparacion de medias mediante la prueba de t-student, para muestras
independientes, solo se observan diferencias significativas (p<0,05), entre ambos grupos,

en las observaciones realizadas los dias 30 y 90.

PAQUIMETRIAS EN ZONA C

EXPLORACION Grupo Control | Grupo TMA p
DIA 0 0,352 0,379 NS
DiA 1 0,563 0,567 NS
DIA 3 0,705 0,710 NS
DIA 7 0,504 0,516 NS
DiA 14 0,442 0,453 NS
DIA 30 0,378 0,419 <0,01
DiA 60 0,364 0,398 NS
DIA 90 0,363 0,407 <0,01

Tabla V.2.B 9.3: Paquimetrias (mm) en la zona C.
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Figura V.2.B.9.3.: Espesor corneal (mm) en la zona C.
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V.2.B.10. ESTUDIO HISTOLOGICO COMPARATIVO

Tras sacrificio, al finalizar el estudio experimental, segun se ha descrito en el
capitulo IV (Material y Métodos), todos los globos oculares fueron sometidos a estudio
histologico, detallandose a continuacidn los hallazgos observados.

V.2.B.10.1. Estado de la conjuntiva

El estado final de la conjuntiva, en estudio histologico tras sacrificio de los
animales de experimentacion, es marcadamente distinto entre los dos grupos (control-
transplante de membrana amniotica). Mediante el test de Fisher las diferencias entre
dichos grupos son significativas (p < 0,01). Mientras que s6lo el 40% (4 casos) del grupo
control (n=10) presenta caracteristicas de normalidad en su conjuntiva, el 90% (27
casos) del grupo con transplante MA (n=30) recupera esas caracteristicas de normalidad.
Es decir, con la practica de transplante de MA existen 2,25 veces de mayor probabilidad
de recuperar un aspecto conjuntival normal.

V.2.B.10.2. Existencia y tipo de inflamaci6n en el limbo

En el estudio histoldgico tras sacrificio, no existen diferencias significativas (p
>0,05 segun el test de Fisher) respecto a la presencia de inflamacion en el limbo entre
ambos grupos (control-transplante MA); mientras que el 80% (8 casos) del grupo control
(n=10) presentaban inflamacién (5 casos -50%- de tipo granulomatoso y 3 - 30%- de
tipo no granulomatoso), el 66,67% (20 casos) del grupo con transplante de MA (n=30)
también la presentaban (9 casos -30%- de tipo granulomatoso y 11 -36,67% de tipo no

granulomatoso).
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V.2.B.10.3. Necrosis del limbo

En el estudio histolégico del limbo, tras sacrificio, se observaron signos de
necrosis en el 60% (6 casos)(en 3 casos -30%- la necrosis se limitaba al 50% de la
profundidad limbar y en otros 3 -30%- comprometia mas del 50% de su espesor) de los
casos del grupo control (n=10) y en el 43,33% (13 casos)(en 11 casos -36,66%-la
necrosis se limitaba al 50% de la profundidad limbar y sélo en 2 -6,67%- comprometia
mas del 50% de su espesor) del grupo con transplante de MA (n=30), no siendo las
diferencias significativas (p > 0,05) entre ambos grupos segun el test de Fisher.

V.2.B.10.4. Presencia de calcificaciones

El estudio histologico del limbo permitio la observacion de calcificaciones en el
60%(6 casos) del grupo control (n=10) y en el 30% (9 casos) del grupo con transplante
de MA (n = 30), no siendo las diferencias significativas (p>0,05) segun el test de Fisher.

V.2.B.10.5. Caracteristicas del epitelio

-Numero de capas.

En ningtn caso del grupo control (n=10) se observo un epitelio con un numero
normal de capas (4-5), mientras que el 63,33% (19 casos) del grupo con transplante de
MA (n=30) presentaban un numero normal de capas (4-5)(figura V.2.B.10.1),
diferencias que, mediante el test de Fisher, son altamente significativas (p < 0,001). El
70% (7 casos) del grupo control presentaba un epitelio de caracteristicas atroficas (1-2
capas)(figura V.2.B.10.2) mientras que dichas caracteristicas no se observaron en

ninguno de los casos del grupo con transplante de MA (figura V.2.B.10.3-4).
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-Presencia de células caliciformes.

Se observo la presencia de células caliciformes (figura V. 2. B. 10. 5) en el 70%
(7 casos) del grupo control (n=10) y solo en El 6,67% (2 casos) del grupo con
transplante de MA (n=30) diferencias que, segin el test de Fisher, son altamente
significativas (p<0,001).

-Morfologia.

En ningtn caso del grupo control (n=10) el epitelio presentd caracteristicas
normales en relacion con la morfologia de las células epiteliales, mientras que el 76,67%
(23 casos) del grupo con transplante de MA (n=30) presentaban una morfologia epitelial
similar a la del epitelio corneal sano. Dichas diferencias, analizadas segun el test de
Fisher, son altamente significativas (p<0,001).

-Ulceras epiteliales

En el estudio histolégico de las corneas, en el 80% (8 casos) del grupo control (n
= 10) se observd la presencia de ulceras epiteliales, circunstancia que s6lo se present6 en
el 16,67% (5 casos) del grupo con transplante de MA (n=30), diferencias altamente
significativas (p<0,001) segun el test de Fisher.

V.2.B.10.6. Inflamacion estromal.

Se observo la presencia de inflamacidn en el estroma corneal en el 100% (10
casos) de los casos del grupo control (n=10) y en el 86,67% (26 casos) del grupo con
transplante de MA(n=30), diferencias que, segun el test de Fisher, no son significativas
(p>0,05).

Presencia de células inflamatorias en estroma corneal:

220



Cristina Peris Martinez V -RESULTADOS

-Linfocitos. Se observd su presencia en el 100% (10 casos) de los casos
del grupo control (n=10) y en el 86,67% (26 casos) de los casos del grupo con
transplante de MA (n=30), diferencias no significativas (p>0,05) segtin el test de
Fisher (figura V.2.B.10.4).

-Polimorfonucleares (PMN). Se observo su presencia en e¢140% (4
casos) de los casos del grupo control (n=10) y en el 20% (6 casos) de los casos
del grupo con transplante de MA (n=30), diferencias no significativas (p>0,05)
segun el test de Fisher.

-Eosinéfilos Se observaron en el 100% de los casos de los casos del
grupo (10 casos de 10) y en el 87,67 % (26 casos) de los casos del grupo
trasplante de MA (figura V.2.B.10.4, 6,7, 8).

-Células plasmaticas. Se observo su presencia en el 100% (10 casos) de
los casos del grupo control (n =10) y en el 80% (24 casos) de los casos del grupo
con transplante de MA (n=30), diferencias no significativas (p>0,05) segun el

test de Fisher.

V.2.B.10.7. Neovascularizacion

En el estudio histoldgico tras sacrificio, la presencia de neovasos se observd en el
100% (10 casos) del grupo control (n=10) y en el 96,66% (29 casos) del grupo con
transplante de MA (n=30), diferencias que no son significativas (p>0,05) segtin el test de

Fisher.
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Figura V.2.B.10.1: Estructura microscopica de cornea de conejo de apariencia normal.
Microscopia optica (HE). Epitelio, Estroma, Endotelio.
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Figura V.2.B.10.2: Estructura microscopica epitelio y estroma corneal. Epitelio
regenerado tras la causticacion y posterior trasplante de membrana amnidtica.
Neovascularizacon estromal leve. Grupo trasplante MA. Microscopia 6ptica (HE).

Figura V.2.B.10.3: Estructura microscopica epitelio y estroma corneal. Epitelio corneal
atrofico. Desestructuracion de las fibras de coldgeno estromales. Luces vasculares
neoformadas Grupo control. Microscopia optica (HE).
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Figura V.2.B.10.4: Estructura microscopica corneal. Epitelio corneal con disminucion
numero de capas celulares. Infiltrado inflamatorio crénico linfocitario con infiltrado de
eosinéfilos. Neovascularizacion estromal.

Grupo control Microscopia ¢ptica (HE).

Figura V.2.B.10.5.: Presencia de células -caliciformes (flechas) “tipo epitelio
conjuntival” en el epitelio corneal regenerado tras la causticacion. Microscopia dptica
(HE).
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Figura V.2.B.10.6: Atrofia del epitelio corneal. Infiltrado eosinofilico.
Neovascularizacion estromal. Grupo control. Microscopia éptica (HE).

Figura V.2.B.10.7: Atrofia del epitelio corneal. Infiltrado eosinofilico.
Neovascularizacidon estromal. Grupo control Microscopia éptica (HE).
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Figura V.2.B.10.8.: Atrofia del epitelio corneal. Plano de clivaje entre epitelio y estroma.
Infiltrado eosinofilico. Neovascularizacion estromal. Grupo control Microscopia dptica
(HE).
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V.2.C. COMPARACION DEL MODELO EXPERIMENTAL ENTRE GRUPO
CONTROL Y GRUPO TRASPLANTE 1% DIA, GRUPO TRASPLANTE
MEMBRANA AMNIOTICA 7 DIiAS, GRUPO TRASPLANTE MEMBRANA
AMNIOTICA 30 DiAS.

Compararemos los cuatro grupos de estudio establecidos, de 10 (n=10) ojos cada
uno:

- Grupo control

- Grupo trasplante 1° dia

- Grupo trasplante 7 dias

- Grupo trasplante 30 dias

Estudiaremos los siguientes aspectos como se ha especificado en el apartado IV
de MATERIAL y METODOS:

V.2.C.1. Peso de los animales de experimentacion.
V.2.C.2. Peso de los filtros Whatman # 3 secos.
V.2.C3. Peso de los filtros Whatman # 3
humedecidos.
V.2.C.4. Peso del caustico (NaOH 1 N).
V.2.C.5. Opacidad corneal.
V.2.C.6. Ulcera corneal.
V.2.C.7. Ulcera conjuntival
V.2.C.8. Area total de neovasos

V.2.C.9. Paquimetrias
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V.2.C.1. Peso de los animales de experimentacion.

La Tabla V.2.C.1 registra las medias de los pesos de los animales de
experimentacion: grupo control (n=10), grupo trasplante de membrana amnidtica 24
horas (n=10). Grupo trasplante membrana amniotica 7 dias (n=10) y grupo trasplante
membrana amniotica 30 dias (n=10), a lo largo del experimento (figura V.2.C.1).

De la comparacion de las medias mediante la prueba ANOVA, para muestras
independientes, sélo se observan diferencias minimamente significativas (p<0,05)(tabla

V.2.C.1) entre grupos, las exploraciones practicadas el dia 30.

VARIABLE G. Control | G.TMA 1d G.TMA 7d G. TMA30d p
DiA 0 20729 2035,5 2218,8 21294 NS
DiA 1 21123 2052,2 2198,7 2290,5 NS
DiA 3 2150,2 2065,3 2254 23475 NS
DIiA 7 2265,1 21469 23874 25359 NS
DIA 14 24813 2429.,8 2549,8 2731 NS
DiA 30 2664,3 2662 2701 2908,6 <0,05
DiA 60 2906,1 2778 28109 30274 NS
DIA 90 3168.3 31249 3035,7 3189,6 NS

Tabla V.2 C.1.: Evolucion peso (gramos) de los animales de experimentacion.
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EVOLUCION PESO ANIMALES
EXPERIMENTACION

3500
3000
2500
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PESO (gramos)
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—a—G.TMA1d
~  G.TMA7d
—8—G.TMA 30d
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Figura V.2.C.1.: Peso (gramos) de los animales de experimentacion.
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V.2.C.2. Peso de los filtros Whatman # 3 secos.

La tabla V.2.C.2 registra las medias de los pesos de los filtros Whatman # 3
utilizados en los experimentos para grupo control (n=10), grupo trasplante de MA 24
horas (n=10), grupo trasplante MA 7 dias (n=10) y grupo trasplante membrana
amniotica 30 dias (n=10).

De la comparacion de medias mediante la prueba ANOVA, para muestras
independientes, no se observan diferencias significativas (tabla V.2.C.2), en lo referente

a peso de filtro utilizado entre los grupos.

VARIABLE G. Control | G.TMA 1d GTMA7d | G.TMA 30d p

peso filtro 0,01241 0,01241 0,01239 0,01255 NS

Tabla V.2.C.2.: Peso (gramos) de los filtros secos de Whatman # 3.

V.2.C.3. Peso de los filtros Whatman # 3 humedecidos.

La tabla V.2.C.3 registra las medias de los pesos de los filtros Whatman # 3
utilizados en los experimentos para grupo control (n=10), grupo trasplante de MA 24
horas (n=10), grupo trasplante MA 7 dias (n=10) y grupo trasplante MA 30 dias (n=10).

De la comparacion de medias mediante la prueba ANOVA, para muestras
independientes, no se observan diferencias significativas (tabla V.2.C 3), en lo referente

al peso de filtro utilizado entre los grupos.
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VARIABLE G. Control | G.TMA 1d G TMA 7d G. TMA 30d p

p filtro hum 0,0768 0,0897 0,0821 0,0903 NS

Tabla V.2.C. 3.: Peso en gramos de los filtros de Whatman # 3 humedecidos.

V.2.C.4. Peso del caustico (NaOH 1 N).

La Tabla V.2.C.4. registra las medias de los pesos del caustico utilizado en los
experimentos para grupo control (n=10), grupo trasplante de MA 24 horas (n=10), grupo
trasplante MA 7 dias (n=10) y grupo trasplante MA 30 dias (n=10).

De la comparacion de medias mediante la prueba ANOVA, para muestras
independientes, no se observan diferencias significativas (tabla V.2.C.4 ), en lo referente

a peso de caustico utilizado entre los grupos.

VARIABLE G. Control GTMA 1d G TMA7d G. TMA 30d

Peso caustico 0,06439 0,07729 0,06971 0,07775

NS

Tabla V.2.C.4.: Peso (gramos) del caustico (NaOH 1N).
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V.2.C.5. Opacidad corneal.

La tabla V.2.C.5. registra las medias de las superficies de las opacidades
corneales observadas en los animales de experimentacion del grupo control (n=10),
grupo trasplante membrana amnidtica 24 horas (n=10), grupo trasplante membrana
amnidtica 7 dias (n=10) y grupo trasplante membrana amniética 30 dias (n=10)(figura
V.2.C5.).

De la comparacion de medias mediante la prueba ANOVA para muestras
independientes, se observan diferencias significativas entre grupos en los dias 3y 7 (p <
0,05) y altamente significativas (p<0,001) entre grupos en los dias 14, 30, 60 y 90 (tabla
V.2.C.5.). Al inicio del experimento (dias 0 y 1) no se encuentran diferencias
significativas entre los cuatro grupos.

Del estudio de contraste de medias mediante el test de Tukey en los dias 30, 60 y
90 el grupo control presenta diferencias significativas (p< 0,001), con el grupo TMA 24
horas, con el grupo TMA 7 dias y también con el grupo trasplante membrana amniotica
30dias. Por ello puede considerarse que, en lo referente a la opacidad corneal, el grupo
trasplante de membrana amnidtica 7 dias presenta la evolucion més favorable. Aunque,
no existen diferencias significativas (p< 0,05) entre los tres grupos, pero si de cada uno

con respecto al control (figura V.2.C.5).

232



Cristina Peris Martinez V -RESULTADOS

OPACIDAD CORNEAL
G.Control |GTMA1ld |GTMA7d |[GTMA30d |p

DiA 0 44,569 4420 43,606 44,776 NS
DiA 1 45,636 43,80 44,458 44,498 NS
DiA 3 47,457 39,22 38,752 40,7 <0,05
DIA 7 46,54 36,71 37,47 37,5 <0,01
DiA 14 45,503 34,1 34,436 35,5 <0,001
DiA 30 46,509 32,39 31,888 34,1 <0,001
DiA 60 47,452 30,47 27,769 32,6 <0,001
DiA 90 47,575 28,1 25,523 31,69 <0,001

Tabla V.2.C.5.: Superficies (mm~) de las opacidades corneales
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OPACIDAD CORNEAL
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Figura V.2.C.5.: Area (mm®) de opacidad corneal.
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V.2.C.6. Ulcera corneal.

La tabla V.2.C.6. registra las medias de las superficies de las tilceras corneales
observadas en los animales de experimentacion del grupo control (n=10), grupo
trasplante membrana amniotica 24 horas (n=10), grupo trasplante membrana amniotica 7
dias (n=10) y grupo trasplante membrana amnidtica 30 dias (n=10)(figura V.2.C.6.).

De la comparacion de medias mediante la prueba ANOVA para muestras
independientes, se observan diferencias (tabla V.2.C.6.) significativas (p< 0,05) entre
grupos en los dias 3, 7,30 y 60 y altamente significativa (p< 0,001) en el dia 14.

Del estudio de contraste de medias mediante el test de Tukey en el dia 60 el
grupo control presenta diferencias significativas con el grupo trasplante membrana
amnidtica 24 horas (p<0,05), TMA 7 dias (p<0,01) y TMA 30 dias (p<0,05). En el dia
90, el grupo control no presenta diferencias significativas con el grupo trasplante

membrana amnidtica 24 horas, pero si con los grupos TMA 7 dias y TMA 30 dias.
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ULCERA CORNEAL
G.Control | GTMA 1d GTMA7d |GTMA30d |p

DiA 0 44,569 44,12 43,606 44,77 NS
DiA 1 27,069 26,45 25,796 26,6 NS
DIA 3 15,61 12,31 12,598 10,65 <0,01
DIA 7 7,98 6,26 5917 5,601 <0,05
DiA 14 7,501 4,33 3,859 2,99 <0,001
DiA 30 4,393 2,4 1,64 1,86 <0,01
DiA 60 2,86 1,218 0,65 0,41 <0,01
DiA 90 1,607 0,54 0,233 0,094 NS

Tabla V. 2. C 6.: Superficies (mm2) de las ulceras corneales.
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ULCERA CORNEAL

—— G Control
—8a—GTMA1d
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Figura V.2.C.6.: Superficies (mmz) de las ulceras corneales.
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V.2.C.7. Superficie conjuntival alterada

La tabla V.2.C.7 registra las medias de las superficies conjuntivales alteradas en
los animales de experimentaciéon del grupo control (n=10), grupo trasplante de
membrana amniotica 1 dia (n=10), grupo trasplante de membrana amnidtica 7 dias (n=
10) y grupo trasplante de membrana amnidtica 30 dias (n=10)(figura V.2.C.7).

De la comparacion de medias mediante la prueba de ANOVA, para muestras
independientes, se observan diferencias (tabla V.2.C.7) significativas, entre grupos, para
p < 0,05 en los dias 14, 30 y 60 y para p< 0,01 en los dias 1, 3, y 90, siendo altamente
significativas (p< 0,001) en el dia 0.

Del estudio de contraste de medias mediante el test de Tukey, en el dia 60 el
grupo con trasplante de 1% dia presenta diferencias significativas (p< 0,05) con el grupo
trasplante 7 dias. En el dia 90, el grupo control presenta diferencias significativas (p<

0,05) con los grupos trasplante 7 y 30 dias y no con el grupo trasplante de MA 17 dia .
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SUPERFICIE CONJUNTIVAL ALTERADA

G.Control |GTMA1ld |[GTMA7d |GTMA30d |p
DiA 0 44,13 33,20 32,50 31,71 <0,001
DiA 1 41,99 32,53 32,87 34,52 <0,01
DiA 3 35,01 28,34 29.87 27,25 <0,01
DIA 7 28,51 26,66 24,00 27,24 NS
DIA 14 2527 25,55 21,87 26,75 <0,05
DiA 30 24,36 25,46 20,83 25,64 <0,05
DiA 60 23,89 25,05 17,70 20,27 <0,05
DiA 90 26,13 25,14 16,47 17,27 <0,01

Tabla V.2. C.7.: Superficie (mm°) de la superficie conjuntival alterada.
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CONJUNTIVA ALTERADA

—il— G Control
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Figura V.2.C.7.: Superficie (mm?) de la superficie conjuntival alterada.
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V.2.C.8. Area total de neovasos

La tabla V.2.C.8. registra las medias de las superficies de la cérnea que presentan
neovasos observadas en los animales de experimentacion del grupo control (n=10),
grupo trasplante membrana amnidtica 24 horas (n=10), grupo trasplante membrana
amnidtica 7 dias (n=10) y grupo trasplante membrana amniética 30 dias (n=10)(figura
V.2.C8.).

De la comparaciéon de medias mediante la prueba ANOVA para muestras
independientes, se observan diferencias (tabla V.2.C.8), entre grupos, altamente
significativas (p < 0,001) en los dias 60 y 90 (Figura V.2.C.8.1-4).

Del estudio de contraste de medias mediante el test de Tukey, en los dias 60y 90
el grupo control presenta diferencias significativas con el grupo trasplante membrana

amnidtica 24 horas (p< 0,05) y altamente significativas (p < 0,001) con los dos restantes.
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AREA TOTAL DE NEOVASOS EN CORNEA

G.Control | GTMA 1d GTMA7d |GTMA30d |p

DIA 0 0 0 0 0 NS
DIiA 1 0 0 0 0 NS
DiA 3 0,497 0,55 0,558 0,83 NS
DIA 7 14,6 14,68 24,68 11,84 NS
DIA 14 23,26 17,026 17,026 19,67 NS
DiA 30 27,095 19,84 19,84 22,67 NS
DiA 60 27,63 16,155 18,54 17,87 <0,001
DiA 90 29,25 12,334 13,76 14,942 <0,001

Tabla V.2.C.8.: Superficie (mm”°) de las zonas totales de cornea con neovascularizacion.
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AREA DE NEOVASOS
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Figura V.2.C.8.: Area de neovasos totales.
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V.2.C.9. Paquimetrias

V.2.C.9.1. Paquimetrias en zona A

Latabla V.2.C 9.1 registra las paquimetrias medidas en la zona A en los animales
de experimentacion del grupo control (n = 10), grupo trasplante membrana amnidtica 1%
dia (n = 10), grupo trasplante membrana amniotica 7 dias (n = 10) y grupo trasplante
membrana amnidtica 30 dias (n = 10)(figura V.2.C 9.1).

De la comparacion de medias mediante la prueba ANOVA, para muestras
independientes, no se observan diferencias significativas (tabla V.2.C.9.1) entre grupos,

en ninguno de los dias observados

PAQUIMETRIAS EN ZONA A

G. Control GTMA 1d GTMA7d GTMA 30d p
DiA 0 0,412 0,4236 0,409 0,4185 NS
DiA 1 0,81 0,812 0,7755 0,8228 NS
DiA 3 0,843 0,8366 0,8313 0,8565 NS
DiA 7 0,675 0,6755 0,6527 0,6746 NS
DiA 14 0,672 0,6763 0,6484 0,6875 NS
DiA 30 0,706 0,7011 0,6672 0,718 NS
DIA 60 0,544 0,5476 0,5494 0,5569 NS
DiA 90 0,551 0,4752 0,469 0,48 NS

Tabla V.2.C.9.1.: Espesor corneal (mm) en la zona A.
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PAQUIMETRIAS ZONA A (mm)
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Figura V.2.C 9.1.: Espesor corneal (mm) en zona A.
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V.2.C.9.2. Paquimetrias en zona B

La tabla V.2.C.9.2 registra las paquimetrias medidas en la zona B en los animales
de experimentacion del grupo control (n=10), grupo trasplante membrana amniotica 1%
dia (n=10), grupo trasplante membrana amniodtica 7 dias (n=10) y grupo trasplante
membrana amnidtica 30 dias (n =10)(figura V.2.C.9.2).

De la comparacion de medias mediante la prueba ANOVA, para muestras
independientes, se observan diferencias significativas (tabla V.2.C.9.2),entre grupos, en

los dias 14 (p < 0,05), altamente significativas (p < 0,001) en los dias 30 y 60.

PAQUIMETRIAS EN ZONA B
G. Control GTMA 1d G TMA 7d GTMA 30d p
DIA 0 0,438 0,448 0,442 0,449 NS
DiA 1 0,722 0,698 0,741 0,709 NS
DIA 3 0,753 759 0,761 0,73 NS
DiA 7 0,650 0,681 0,663 0,613 NS
DiA 14 0,775 0,582 0,903 0,757 <0,05
DiA 30 0,855 0,499 0,888 0,756 <0,01
DiA 60 0,773 0,499 0,847 0,735 <0,01
DIA 90 0,652 0,543 0,573 0,47 NS

Tabla V.2.C 9.2.: Espesores corneales (mm) en zona B.
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PAQUIMETRIAS EN ZONA B (mm)

ESPESOR CORNEAL

——G. Control
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TIEMPO (DIAS)

Figura V.2.C.9.2.: Espesores corneales (mm) en zona B.
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V.2.C.9.3. Paquimetrias en zona C.

La tabla V.2.C.9.3 registra las paquimetrias medidas en la zona C en los animales

de experimentacion del grupo control (n =10), grupo trasplante membrana amniotica 1

dia (n=10), grupo trasplante membrana amniotica 7 dias (n=10) y grupo trasplante

membrana amnidtica 30 dias (n=10)(figura V.2.C.9.3).

De la comparacion de medias mediante la prueba ANOVA, para muestras

independientes, se observan diferencias significativas entre grupos (tabla V.2.C.9.3),

para (p< 0,05) tras la causticacién y en los dias 1 y 7, (p< 0,01) el dia 30 y altamente

significativas (p <0,001) en el dias 14, 60 y 90 tras la causticacion.

PAQUIMETRIA EN ZONA C.
G. Control GTMA 1d | GTMA 7d GTMA 30d p

DIA 0 0,352 (£0,021) 0,423 357 0,358 <0,05
DiA 1 0,563 (£0,082) 0,632 0,547 0,521 <0,05
DiA 3 0,705 (+ 0,190) 0,691 0,709 0,731 NS
DiA 7 0,504 (+0,137) 0,602 0,483 0,464 <0,05
DiA 14 | 0,442 (£0,085) 0,529 0,424 0,406 <0,001
DIA 30 |0,378 (£0,035) 0,456 0,403 0,398 <0,01
DIA 60 | 0,364 (= 0,030) 0,454 0,372 0,368 <0,001
DiA 90 |0,363 (£0,032) 0,476 0,37 0,377 <0,001

Tabla V.2.C.9.3.: Espesores corneales (mm) en la zona C.
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PAQUIMETRIAS EN ZONA C (mm)
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Figura V.2.C.9.3.: Espesores corneales (mm) en zona C.
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V.2.D. EXPERIENCIA CLINICA CON TRASPLANTE DE MEMBRANA

AMNIOTICA.

Expondremos los casos intervenidos durante 5 afios, especialmente aquellos
donde la MA amnidtica nos ha resultado mas 1util y ha tenido éxito. En términos
generales, en el tratamiento de patologias predominantemente conjuntivales, como el
pterigion primario y ciertos casos de pterigion recidivante diferimos de otros autores
pues consideramos que la terapia convencional (excision simple con injerto conjuntival

libre o rotatorio) es mas efectiva en nuestras manos que el trasplante de MA.

V.2.D.1. Descompensaciones corneales postcirugia de la catarata.

Aplicamos injertos circulares de MA sobrepasando 1 mm de limbo a 27
pacientes intervenidos de cataratas, 8 casos tras extraccidén extracapsular y 19 casos
postfacoemulsificacion, que sufrian descompensacion endotelial. Clinicamente los
pacientes aquejaban intenso dolor y agudeza visual de cuenta dedos a 1 metro o menor.
La mayoria de ellos estaban en lista de espera para queratoplastia penetrante y para
calmar el intenso dolor portaban una lente de contacto terapéutica que se recambiaba
cada mes o con mayor frecuencia si la perdian. Realizamos trasplante de 1 sola capa de
MA a modo de lente de contacto terapéutica suturada a limbo de manera continua
(figura V.2.D.1.A, B y C). La sutura empleada en todos los casos fue el Vicryl de 9/0
alternando puntada en epiesclera cada dos puntadas conjuntivales. Previamente al TMA,

realizabamos desepitelizacion mediante alcohol absoluto al 20%.
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Figura V.2.D.1.A: Colocacion de marcador de queratotomia radial e
instilacion de varias gotas de alcohol absoluto al 20%, paso previo a la
desepitelizacion.

Figura V.2.D.1.B.: Desepitelizacion mecanica mediante hemosteta y
escarificador.
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, W R A, I -
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Figura V.2.D.1.C.: Descompensacion corneal postfacoemulsificacion recubierta con

monocapa de membrana amnidtica. Sutura continua con Vycrrl 9/0. Aspecto
inmediatamente tras la cirugia.

El tratamiento postoperatorio recibido en todos los casos fue de colirio
Tobradex®, 2 gotas 3 veces al dia durante 4 semanas con descenso progresivo en las 2
ultimas semanas. El proceso natural en la mayoria de los casos fue la desintegracion
progresiva de la membrana en tres semanas. En el 100% de los casos se consigui6 una
disminucioén tanto del dolor como de las molestias subjetivas de los pacientes durante un
periodo de 1 afio o superior (media 13 + 4 meses). En cuanto a la ganancia de agudeza
visual, la constatamos objetivamente sélo en 7 de los 27 casos (26%, 2 extracapsulary 5
faco). Cuatro pacientes consiguieron una agudeza visual lejana de 0,1 y 3 de ellos mas
de 0,1. El empleo de MA en estos casos resultd muy beneficioso en nuestras manos

como procedimiento paliativo previo al trasplante de cérnea. Por otro lado la mayoria de
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estos pacientes son de edad avanzada y tienen ciertas dificultades en ponerse las lentes
de contacto terapéuticas para paliar el dolor. Por tanto la lente de contacto bioldgica de

MA puede resultar una buena alternativa.

V.2.D.2. Degeneracion corneal calcarea con microperforacion ocular.

Realizamos trasplante de MA con multiples capas en 2 ojos de una paciente
padecedora de Sindrome de sequedad ocular secundario enfermedad injerto contra
huésped (EICH tras un trasplante allogénico de médula 6sea - enfermedad subyacente,
hemoglobinuria paroxistica nocturna). La EICH suele ocurrir de semanas a meses tras el
trasplante de médula 6sea y se manifiesta de manera sistémica afectando a: piel, higado,
tracto gastrointestinal...(Shulman HM y Sullivan KM, 1980). La afectacion oftdlmica
suele darse en el 10% de los casos, siendo la manifestacion mas frecuente la
queratoconjuntivitis sicca, lagoftalmos cicatricial, la conjuntivitis estéril y uveitis
(Franklin RM y Kenyon KR 1983).

Las complicaciones severas de defectos epiteliales persistentes y ulceracion
estromal estan relacionados con la situacién concomitante de ojo seco y suelen
controlarse mediante terapia convencional que incluye colirios y pomadas lubricantes,
oclusion del punto lagrimal mediante tapones y tarsorrafia. Sin embargo, las tlceras
profundas y las perforaciones comneales tras importante adelgazamiento corneal
requieren queratoplastia lamelar y penetrante, parches conjuntivales, parche escleral que
tapone la perforacidn, tarsorrafia o sellado de la perforacion mediante pegamento tisular
(Portnoy SL e Insler MS, 1989). Sin embargo hay un riesgo inherente con el uso de

tejidos homologos y la aplicacion de adhesivos tisulares, no es siempre facil.

253



Cristina Peris Martinez V -RESULTADOS

Por ello consideramos que en estos casos, el trasplante de MA podia ser una
buena alternativa. Realizamos el implante de tres capas multiples de tamafo creciente
desde dentro hacia fuera (la ultima capa la suturamos al limbo esclero-corneal). El
aspecto de uno de los ojos (OD) de la paciente de 20 afios, a la lampara de hendidura en
el momento previo a la cirugia, fue el de una gran placa de degeneracion calcérea con
adelgazamiento corneal inferior incluso microperforacion de 1,5 x 2 mm con hernia de
iris (Figura V.2.D.2.1). Antes de perforarse esta Ulcera corneal, fue tratada inicialmente
mediante la aplicacion de una lente de contacto terapéutica blanda, colirio de
tobramicina reforzado y vendaje compresivo. Debido a la intolerancia de la lente de
contacto y a la no disponibilidad de una cornea donante en ese tiempo, se decidio utilizar
varios injertos de MA para cerrar la perforacion ocular (véase técnica multicapa).

Durante la cirugia se realizd la mayor excision posible de las placas calcareas y
desbridando la mayor parte de tejido necrotico posible de las paredes y base de la ulcera
para exponer la cdrnea sana. Asi esta zona sana, sirve de base firme para suturar la MA
al tejido corneal vecino sano. Se emplearon 3capas circulares de MA y se empled Vycril
de 9-0 para suturar (Figura V.2D.2.2). Nos aseguramos de haber mantenido la
orientacion fisiologica correcta de la membrana (epitelio hacia arriba y estroma hacia
abajo, con las tres capas). Este procedimiento se realizo bajo anestesia general. En el
postoperatorio la paciente recibié colirio de corticoides y antibidtico cada 3-4 horas
durante 6-8 semanas. Tras suspender progresivamente este tratamiento se le instauro
tratamiento con colirio de lagrimas artificiales.

La MA se reabsorbié parcialmente a las seis semanas tras la cirugia y de modo

completo a los 6 meses cuando la microperforacidon estaba completamente cicatrizada. A
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los 20 meses de seguimiento (Figura V.2.D.2.3) tanto el grosor epitelial como estromal
permanecieron estables con mantenimiento de la profundidad de camara anterior y
efecto Seidel negativo. A los 48 meses, seguia estable. Mediante el trasplante de MA la
agudeza visual no mejord sustancialmente, pero si resultdo un procedimiento tectonico
seguro y eficaz para sanear la superficie ocular hasta la realizacidon de una queratoplastia
penetrante.

Respecto al empleo de MA en el tratamiento de microperforaciones y ulceras
profundas existe bastante controversia. Para muchos autores la MA resulta un método
eficaz tanto de manera aislada (Solomon A 2002, Kruse FE 1999 y 2001, Peris Martinez
C 2001), como acompafiada de pegamentos tisulares (Duchense B 2001) para el
tratamiento de microperforaciones incluso con descemetocele. Otros autores se muestran
reacios en cuanto a la utilidad de la MA en el tratamiento de perforaciones oculares
(Ferreira de Souza R 2001), especialmente en perforaciones tras quemaduras quimicas
con descemetocele.

Segiin nuestra escasa experiencia en el tratamiento de microperforaciones
oculares, (6 casos), para tratamiento con éxito de estas lesiones se requiere mas de una
capa de MA (Técnica multicapa). Previamente desbridamos el tejido necrdtico de
alrededor hasta dejar tejido sano. La primera capa que se coloca es de aproximadamente
el tamafio de ulcera profunda-microperforacion, para que la MA actlie a modo de
membrana basal sobre la que migren las células sanas de la periferia de la lesion. La

ultima capa a modo de lente de contacto bioldgica suturada a limbo.
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Figura V.2.D.2.1.: Imagen previa al TMA mostrando mediante bio?nicroscopia la deeneci(')n
corneal calcarea (gran placa blanquecina y satélite) y una ulcera profunda con microperforacion
de 1,5 x.2 mm con hernia de iris (flecha roja) en el ojo derecho.

Figura V.2.D.2.2.: Imagen postrasplante de MA en el primer dia tras el postoperatorio inmediato
con el injerto de 3 capas de MA suturado a limbo
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Figura V.2.D.2.3.: Imagen postoperatoria tardia 20 meses tras la intervencion. Notese
que la microperforacion permanece cerrada.

V.2.D.3. Causticacion ocular por acido sulfirico.

Realizamos trasplante de MA en un caso de microperforacion corneal de tras
causticacion con acido sulftrico (figura V.2.D.3). Taponamos la perforacidon, del mismo
modo que anteriormente, con multiples capas de MA permaneciendo ocluida durante el
periodo de seguimiento que pudimos revisarla (8 meses). Dado que la paciente era de

nacionalidad india, regresé a su pais y no tuvimos un seguimiento mayor.
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Figura V.2.D.3.: Microperforacién corneal con efecto Seidel positivo tras
causticacion acido sulfurico en la que se realizo trasplante multiple de MA

V.2.D.4. Microperforacion ocular secundaria a tlcera metaherpética.

Paciente de 57 afios de edad con ulcera metaherpética recidivante. En el ultimo
episodio cursd con microperforacion. Como tratamiento tectdnico se empled trasplante
triple de MA para coaptar la herida, mientras se esperaba el trasplante corneal definitivo

(Figura V.2.D .4.).

258



Cristina Peris Martinez V -RESULTADOS

Figura V.2.D.4.: Detalle de la cirugia trasplante de MA en microperforacion en paciente
con ulcera metaherpética. Triple capa de MA.

V.2.D.5. Dehiscencia de sutura y ”lisis-melting” corneal en paciente con

queratoplastia penetrante.

Paciente de 65 afios al que realizamos un trasplante corneal como consecuencia
de leucomas corneales secundarios a queratitis metaherpética. La cirugia resultd sin
complicaciones con trasplante de un injerto corneal de buena calidad de 7,25 mm de
diametro sobre lecho receptor de 7,5 mm. Se sutur6 mediante 8 puntos sueltos y
posterior sutura continua de nylon monofilamento 10/0.

Un mes tras la cirugia, acudio de urgencias por dolor en el ojo trasplantado y
pérdida de vision. Mediante biomicroscopia se constato la presencia de una dehiscencia

de la sutura continua del lado nasal (ojo izquierdo) (figura V.2.D.5.1), microperforacién
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inferior de 1.5 mm con ulcera estromal profunda (flecha amarilla) y comienzo de lisis
corneal. Dado que no podiamos realizar un nuevo trasplante corneal de urgencia por
carecer de donaciones y a la falta de tejido conjuntival periférico que nos permitiera
taponar la microperforacidon, decidimos realizar trasplante de MA multicapa con tres
fragmentos. El fragmento més interno empleado con la “técnica de MA como injerto”,
es decir recorte de MA (epitelio hacia arriba y estoma hacia abajo) para que se adapte al
defecto de la ulcera estromal con la intencién de que se produzca una epitelizacion

superficial de la MA.

Figura V.2.D.5.1.: Biomicroscopia de queratoplastia penetrante con dehiscencia de la
sutura continua (flecha amarilla). Ulcera corneal profunda inferior con comienzo de
autolisis del injerto corneal. Un mes post-trasplante corneal.
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Figura V.2.D.5.2.: Imagen del mismo paciente anterior. Corte
anteroposterior mediante lampara de hendidura.

Los 2 fragmentos mas superficiales de MA se trasplantaron con la “técnica como
parche”, es decir, recubrir la cdrnea entera y amplias zonas de conjuntiva perilimbica
(figura V.2.D.5.3) como proteccion.

Cuando implantamos la MA como injerto, la cara epitelial-membrana basal de la
MA debe colocarse siempre hacia arriba para conseguir una buena epitelizacion sobre
dicha membrana basal. Implantdndola como parche se puede emplear indistintamente la
cara epitelial-membrana basal hacia arriba o hacia abajo, ya que con ambas técnicas se
han obtenido buenos resultados y ningun trabajo publicado ha demostrado que una
posicidn sea superior a la otra (Azuara-Blanco A 1999, Gris O 2002). La MA cuando la
empleamos como parche se reabsorbe entre 4-6 semanas perilimbica (figura V.2.D.5.4),

aunque en muchos casos la MA acaba desprendiéndose antes de la disolucion (a pesar de
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la suturas) por el efecto mecanico del parpadeo. En estos casos emplear una lente de
contacto en el postoperatorio ayuda a mantener durante mas tiempo el implante de MA
(Letko E 2001, Gris O 2002).

En este caso el trasplante multiple de MA ha servido para coaptar la
microperforacion varios meses después hasta realizar un nuevo trasplante (Figura V.2 D

5.5).
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Figura V.2.D.5.4.: Aspecto del mismo ojo 2 semanas tras la cirugia cuando se van
desintegrado las capas mas superficiales de MA.
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Figura V.2.D.5.5: Aspecto del mismo ojo 4 meses tras la cirugia. La microperforacién
permanece sellada formando una bulla en el lugar por donde antes se filtraba humor
acuoso.

V.2.D.6. Microperforacion en megalocornea secundaria a glaucoma

congénito

En este caso la MA se empled con la misma finalidad tectonica que en los casos
anteriores de microperforacidon. Es decir en espera de una queratoplastia penetrante. En
este paciente se habia realizado un previo intento de oclusién de la microperforacion

mediante el empleo de pegamento tisular, pero el intento fracas6. Con la MA

permanecio ocluido durante 7 meses (figuras V.2 D.6.1 y V.2 D.6.2).
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Figura V.2.D.6.1.: Microperforacion superior.
Imagen intraoperatoria tras la desepitelizacion.

Figura V.2.D.6.2.: El mismo caso durante la intervencion aplicando
el injerto de MA.
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V.2.D.7. Pterigion primario y recidivante.

Hemos empleado injertos de MA como sustituto de la conjuntiva en el
tratamiento de 19 pterigiones (figura V.2.D.7.). Doce de ellos son casos severos de
recidivas Cinco de estos 12 casos habian recidivado 3 veces 6 mas. Los 7 casos restantes
fueron casos de pterigion primario. La literatura reportada demuestra que el injerto de
MA puede ser empleado para reconstruir la superficie conjuntival “como sustituto
conjuntival”, constituyendo una alternativa a la conjuntiva tras la eliminacion de
lesiones conjuntivales grandes tales como el pterigion (Tseng SCG 1997, Prabhasawat P
1997), neoplasia conjuntival intraepitelial (Tseng SCG 1997) y conjuntivocalasia
(Meller D 2000). Segtn estos autores, estos resultados se consiguen aunque la zona
reconstruida, sea grande, siempre que el lecho subyacente no sea isquémico y la
conjuntiva que la rodea tenga un epitelio y estroma subconjuntival normal.

Si embargo, en nuestra experiencia con MA, sélo hemos obtenido buenos
resultados en 3 casos de los 7 primarios y en 4 de los 12 recidivantes. Hemos observado
con los pterigiones recidivantes que algunos permanecen estables y sin recidivar 2-3
meses, pero con el paso del tiempo, 12-24 meses, la mayoria han recidivado. Por ello, al
igual que otros autores (Prabhasawat P 1997), consideramos que el autoinjerto de
conjuntiva rotatorio o libre sigue teniendo un indice de recidivas menor tras la reseccidon

del pterigion primario o recurrente.
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Figura V.2.D.7: Aspecto ojo tras la reseccion de pterigion y aplicacion de injerto de MA
para cubrir el defecto.

V.2.D.8. Simbléfaron.

Realizamos TMA en 3 casos de simbléfaron recidivantes de parpado inferior con
bridas extensas (2 tras causticacidon con lejia durante labores domésticas y 1 traumatico
tras herida perforante con objeto punzante). Dos de ellos se habian intervenido en dos
ocasiones (figura V.2.D.8.1) y el tercero (traumatico) en una sola ocasion. La técnica
quirurgica empleada en los tres casos fue similar. Desbridamiento quirargico de las
adherencias al ras del globo ocular mediante pinzas conjuntivales y tijeras Wescott.
Extirpacion de la zona conjuntival necrosada. Posteriormente recortamos un fragmento
de MA de tamafio doble o un poco mayor de la extension superficial de la conjuntiva
extirpada. A continuacion aplicamos la MA con la cara epitelial hacia arriba sobre la

esclera desnuda, fondo de saco amplio y conjuntiva tarsal. Suturamos con puntos sueltos
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de Vycril 9/0 de borde a borde. Es importante no olvidar un par de puntos en el fondo de
saco conjuntival para evitar sinequias (figura V.2.D.8.2). Por ultimo mantenemos una
cascara de Illig (conformador) durante 1-2 meses segun tolerancia.

Los resultados han sido relativamente satisfactorios. Dos de los casos se han
mantenido sin sinequias desde la intervencidn, hace 25 y 39 meses respectivamente.
Mientras que el tercer caso recidivo a los 11 meses de la cirugia, posteriormente se
volvid a realizar la misma técnica permaneciendo hasta ahora sin recidivar (4 meses

después).

Figura V.2.D.8.1.: Imagen preoperatoria. Simbléfaron tras causticacion con lejia.
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Figura V.2.D.8.2.: Arriba. Simbléfaron tras causticacion en el momento de la extension
de la MA y creacion de un nuevo fondo de saco conjuntival con la MA. Abajo. Aspecto
en el postoperatorio inmediato.
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VI. DISCUSION

VI.I. ELECCION DE UN MODELO EXPERIMENTAL DE
CAUSTICACION CORNEAL REPRODUCIBLE PARA VALORAR EL
EFECTO DEL TRASPLANTE DE MA SOBRE LA EVOLUCION
CLINICA.

La severidad de una causticacién depende de varios factores: tipo de caustico,
cantidad, concentracion, duracion de la exposicion al caustico. Por tanto en el modelo
experimental propuesto controlaremos dichos aspectos:

1) El tipo de caustico.

2) Concentracion.

3) Peso del caustico.

4) Tiempo de exposicion sobre la superficie ocular.

De las siguientes clasificaciones de causticaciones oculares que hemos
encontrado tras revision bibliografica, la clasificacion de Ballen (1964) fue una de las
primeras en reconocer el dafio limbar. Roper Hall (1965), en su clasificacidn, hacia
especial referencia al grado de isquemia, y necrosis limbar, como factor predictivo,
considerando la extension del dafio. Antiguamente se relacionaba el dafio limbico con el
prondstico evolutivo de la causticacion, y se reconocia al limbo esclero-corneal como
una estructura diferenciada de la conjuntiva adyacente implicada en el prondstico de las
causticaciones oculares. Un decenio después, se relacionaria el compromiso limbar con
la pérdida de las células primordiales, asi como se reconoceria su importancia en la

epitelizacion corneal (Thoft RA 1979, Friend J 1978). Asi, Thoft (1979) sugeria su
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propia clasificacién en la que se relacionaba el estado corneal y el limbico con el
prondstico visual. Con los conocimientos actuales pensamos que la clasificacion de
Thoft permanece plenamente vigente y que su manejo, ademas de sus implicaciones
prondsticas, permite orientaciones terapéuticas segun el grado de la lesion observada.

Sin embargo, la extension del dafio epitelial conjuntival asociado, es otra variable
de considerable significacion pronostica no tenida en cuenta por los anteriores. Teniendo
en cuenta todas estas consideraciones, Dua y colaboradores (Dua HS 2001) proponen
una significativa modificacion de la clasificacion de Roper-Hall para las quemaduras de
la superficie ocular. Esta clasificacion tiene en cuenta no solo el dafio limbar y en qué
cantidad, contando horas de reloj, sino también el porcentaje de dafio conjuntival (Dua
HS 1994, 1998), complementando asi a la de Roper Hall.

Aunque esta reconocido que la afectacion del limbo, conjuntiva y epiesclera
puede complicar la curacion en causticaciones corneales por alcalis (Pfister RR 1993), la
mayor parte de modelos experimentales propuestos se han limitado, en general a
causticar la cornea central bien empleando contenedores (Pfister RR 1976) o filtros
humedecidos en cdustico (Ormerod LD 1989, Obenberger J 1975). Dichos modelos s6lo
reproducen parcialmente las situaciones observadas en la clinica.

Dado que el experimento del que es objeto esta tesis tiene como uno de sus
objetivos el evaluar la eficacia del trasplante de MA en las causticaciones de la
superficie ocular que presenten compromiso limbico, creimos oportuno el tomar como
modelo experimental, con ciertas modificaciones, un modelo experimental con
causticacion empleando un filtro impregnado con sosa caustica y que implicara al limbo

sectorialmente (Ormerod y cols 1989, Mendicute J 1997).
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VI.1.1. ELECCION DEL TIPO DE CAUSTICO

En los experimentos hemos utilizado el hidréxido sddico (NaOH) para provocar
las quemaduras de la superficie ocular, por ser uno de los mas frecuentes en clinica
(Roper Hall 1965), también es el cadustico mas frecuentemente empleado en la literatura
cientifica (Ormerod LD 1989, Obenberger J 1985, Mendicute JJ 97, Meller 2000, Pan Z
2002).

Uno de los principales objetivos del estudio es evaluar la eficacia del trasplante
de MA en la reconstruccion y regeneracion de la superficie ocular tras causticacion
experimental, circunstancia que puede ser determinante en los procesos de reparacion
corneal (Burns FR 1989), por tanto interesaba escoger un caustico que la comprometiera
profundamente. La capacidad de las sustancias alcalinas, y en especial el NaOH, para
comprometer las estructuras oculares ha sido sobradamente comprobada en la literatura
cientifica (Burns FR 1989, Pfister RR 1983, Ormerod LD 1989.). Otros causticos
empleados como el n-heptanol, a pesar de comprometer el epitelio corneal, no aseguran
la destruccion completa de las células madre limbares y para lograr reproducir un
fracaso limbico deben apoyarse en resecciones quirurgicas del area perilimbica (Tasi
RFJ 1990, 1995, 2000). El n-heptanol no lesiona la membrana basal ni la matriz
extracelular estromal (Cintron C 1979), por lo que el dafio estromal es escaso y puede
que no sea un buen caustico para estudiar los procesos de reparacion estromal.

En definitiva, interesaba evaluar no s6lo la regeneracion de la superficie epitelial
corneal tras trasplante de MA sino también, de producirse, su influencia en la evolucidon
de los procesos de reparacion estromal propiamente dichos (evolucion de la

opacificacion, del edema y de la neovascularizacion corneal). Aspectos que no son
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totalmente reproducibles con la utilizacion de n-heptanol y cuya evolucion viene
condicionada, entre otros factores, por los procesos de curacion epitelial (Berman MB
1983, McCulley JP 1987). Por ello era necesaria la utilizacion de un caustico que en
situacion de partida indujera el dafio epitelial y estromal suficiente como para evaluar su
evolucion posterior.

En el modelo que hemos aplicado, con la causticacion practicada segun se ha
descrito en el capitulo de Resultados, se han logrado lesiones (defectos epiteliales) que
han presentado una distribucidon simétrica y suficientemente agrupada (tabla V.2.A.5 y
V.2.A.6). Es de destacar que aunque la tendencia de las tlceras es hacia la curacion, se
ha observado en la mayoria de los casos defectos epiteliales persistentes, opacidad
permanente y tendencia a la recidiva.

El NaOH ha permitido disefiar un modelo en el que el dafio estromal, expresado
como el area de opacificacion, ha sido también facilmente reproducible. Otros signos
indirectos de la reparacion estromal como la evolucion de la neovascularizacion y el

edema corneal también han sido de una homogeneidad aceptable (tabla V.2.A.7.-9).

VI.1.2. CONCENTRACION DEL CAUSTICO

Hemos empleado la concentracién de 1 normal (IN) de NaOH por varios
motivos:

1) Con esta concentracidon aseguramos provocar una lesion lo suficientemente
agresiva como para que no cure ad integrum de manera espontanea tras 45 segundos de

exposicidn sobre la superficie corneal.
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2) El uso de mayores concentraciones (2N, 3 N) podria destruir la estructura de
los filtros empleados(Whatman # 3) (Mendicute J 1997).

3) El uso de mayores concentraciones (2N, 3 N) podria provocar lesiones con
microperforacion ocular que nos obligaria a retirar del estudio a dicho animal.

4) El empleo de concentraciones menores y un tiempo de menor exposicion
provocaba lesiones de la superficie ocular que se curaban de manera espontdnea ad
integrum con el paso del tiempo y por tanto no seria valorable el efecto de la membrana

amniotica en el experimento.

VI.1.3. EMPLEO DE FILTROS

Otros modelos experimentales de causticacion corneal descritos en la literatura
utilizan otras alternativas a los papeles de filtro para practicar la causticaciéon como los
contenedores. La utilizacion de filtros, creemos que es mas sencilla en el manejo y de
mayor reproductibilidad.

En el modelo empleado, al igual que el descrito por Ormerod LD (1989) y
Mendicute J (1995) se ha descrito papel de filtro Wathman # 3 por su facil adaptabilidad
a la curvatura corneal cuando estd humedo. Asi podemos lograr una causticacion
uniforme tanto de la cornea como del limbo. Hemos empleado sectores de 1/4 de circulo
(16 mm de didmetro) al igual que el modelo de causticacion empleado por Mendicute
(Mendicute J 1997).

Los pesos de los filtros (tabla V.2.A.2), han presentado un peso medio de 0,012
gramos y una desviacion estandar de 0,00032 gramos, por lo que pueden considerarse

como homogéneos en todos los casos.
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VI.1.4. TIEMPO DE EMPAPADO DE LOS FILTROS EN LA SOLUCION

CAUSTICA.

Para decidir el tiempo de humedecimiento de los filtros se estudio la saturacion
de los mismos tras exposicion al caustico durante 10, 20, 30 y 60 segundos. Empleamos
25 filtros en cada grupo y observamos que a partir de los 20 segundos de
humedecimiento no se lograba retener un mayor peso de caustico. Pasado este tiempo el
papel era incapaz de retener mayor cantidad de caustico, bien por alcanzar su saturacion
o por destruccion de la matriz estructural del filtro (Ormerod LD 1989).

Segiin Mendicute (1995) los filtros alcanzan la saturacion al humedecerse
durante al menos 30 segundos en NaOH IN. Basandonos en las observaciones
mencionadas de Ormerod, Mendicute y nuestras observaciones hemos humedecido los
filtros durante 45 segundos en NaOH 1 N pues en nuestra experiencia, en ese tiempo
alcanzan la saturacidon. De esta forma se ha logrado homogeneidad aceptable del peso
del céustico utilizado (tabla V.2.A4.), con un valor medio de 0,072 gramos y una

desviacion estandar de 0, 0092.

VI.1.5. TIEMPO DE EXPOSICION AL CAUSTICO

El tiempo de exposicidn al caustico condiciona la destruccion observada tanto a
nivel epitelial como estromal, asi como los cambios estructurales observados
posteriormente. Por ejemplo, para el n-heptanol, la incidencia de neovascularizacion
corneal observada varia del 14%, para exposiciones de 30 segundos, (Shapiro MS 1981),

al 68% cuando el caustico se aplica durante 60 segundos (Cawston TE 1981).
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El caustico fue aplicado en nuestro estudio durante 45 segundos, tiempo con el
que hemos observado la destruccidon del epitelio y hemos evitado el desarrollo de

ulceraciones estromales y microperforaciones.

VI.1.6. ELECCION DE LA ZONA DE CAUSTICACION

Las causticaciones se practicaron en la zona superior de la cérnea debido a que,
en el conejo, existen ciertas diferencias en la distribucidn de células madre, siendo mas
numerosas en dicha zona, como también sucede en humanos (Wiley L 1991). Por ello
las causticaciones en ésa zona tendran, en teoria, mayor repercusion funcional.

Sin embargo, es posible otra lectura: considerando que las zonas limbares
mediales y laterales presentan menor poblacion de células primordiales (Wiley L 1991)
estando, ademas, menos protegidas, una causticacion de dicha zona haria mas factible el
fracaso de las células primordiales y por ello la invasion conjuntival. Consideramos que
si la causticacion se practicara en las zonas mediales y laterales, ademés de su mayor
dificultad técnica, persistiria un mayor numero de células primordiales en las zonas
adyacentes superior e inferior y que sus descendientes (células amplificadoras
transitorias), a las que se les reconoce movilidad (Tseng 1989), pudieran iniciar los
procesos de reparacion epitelial en la zona por migracion como se ha observado en

humanos (Dua HS, 1990).
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VI.1.7. TECNICAS DE SEGUIMIENTO CLINICO

VI.1.7.1. Fotografias de segmento anterior

Para el seguimiento clinico de las causticaciones se eligio el estudio de las
fotografias tomadas en los diferentes momentos del experimento. Pensamos que dicho
proceder permite un estudio mas detallado de los aspectos valorados, constituye un
documento permanente e ilustra los hallazgos descritos en el capitulo de resultados (V-
Resultados). También permite valorar con mayor exactitud algunos aspectos, como los
defectos epiteliales, con la utilizacion de colorantes y filtros adecuados.

Por otro lado, la documentacion grafica acorta el tiempo de exploracidon y
permite la aplicacidon posterior de técnicas planimétricas que posibilitan cuantificar los
datos observados.

VI1.1.7.2. Planimetria

Las técnicas planimétricas, habiendo sido profusamente utilizadas en el estudio
dindmico de los procesos de reparacidon epitelial, se han basado en el estudio de
fotografias que necesitaban considerar la magnificacion tanto de la toma como de la
impresidn, procesos en los que pueden ir introduciéndose errores. Con la técnica
propuesta y utilizada por nosotros no se hace necesaria la consideraciéon de la
magnificacion en cuanto que, en todas las fotos, queda recogida una medida estandar
conocida de referencia (identificacion del animal de experimentacion), a partir del cual
se obtiene el factor de escala correspondiente.

Una de las limitaciones de la técnica planimétrica descrita es la consideracion de
las superficies como proyecciones planas, siendo la cérnea una superficie convexa. Ha

sido sugerido que los datos obtenidos por estudio de fotografias deberian recoger la

278



Cristina Peris Martinez VI - DISCUSION

correccion matematica necesaria que reconociese la curvatura corneal (Ormerod LD
1989) que, en el conejo, presenta un radio de 7,3 mm (Prince JH 1965). Estando de
acuerdo con ésta sugerencia, pensamos que, no habiendo considerado dicha correccion,
el error cometido debe ser minimo dado el radio de curvatura corneal y, en cualquier
caso, idéntico en todos los casos observados.

Otra de las limitaciones de la utilizacién de fotografias del segmento anterior
para su valoracion planimétrica viene condicionada por la posicion del globo que, en
ocasiones, pudiera estar girado obteniéndose una proyeccion oblicua. Se ha intentado en
todos los casos posicionar el globo de forma paralela al plano fotografico.

Entre sus ventajas, permite cuantificar los hallazgos, circunstancia que posibilita
su analisis estadistico.

VI1.1.7.3. Paquimetria

Las paquimetrias en las zonas de causticacion presentan dificultades para su
medicidn y, en ocasiones, han requerido cierta insistencia para su correcta medicion.
Inevitablemente, ésta circunstancia ha podido suponer una agresion afiadida sobre el
epitelio corneal, agresion que, por otro lado, y en cualquier caso, ha sido similar en todos

los animales estudiados.

VI1.1.8. CONDICIONES EXPERIMENTALES INICIALES

Las condiciones experimentales iniciales como peso de los animales de
experimentacion (tabla V.2.A.1)(figura V.2.A.1), peso de los filtros secos (tabla
V.2.A.2), peso de los filtros humedecidos (tabla V.2.A.3) y peso del caustico (tabla

V.2.A4) presentan medianas similares a la media, expresion de la simetria de la
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distribucidn, y desviaciones estandar con coeficientes de variacion inferiores al 33%, lo
que expresa que la distribucion se encuentra suficientemente agrupada. Estos hechos
confirman la homogeneidad de las condiciones experimentales. En nuestro modelo, con
la causticacion practicada segun se ha descrito en el apartado de Material y Métodos, se
lograron defectos epiteliales de 44, 569 mm? de media (DE =2,03 mmZ). Es de destacar
que aunque la tendencia de las ulceras ha sido hacia la curacién (tabla V.2.A.6) se han
observado, en la mayor parte de los casos, defectos epiteliales persistentes y con
tendencia a la recidiva.

El NaOH ha permitido disefiar un modelo en el que el dafio estromal, expresado
como el area de opacificacion, ha sido facilmente reproducible en la fase inicial del
proyecto experimental (tabla V.2.A.5), presenta unos valores relativamente homogéneos

con una superficie corneal afectada de 44,569 de media (DE =2,03).

VI.2. CELULAS STEM

El concepto de células “stem”, “madre”, “primordiales” o “pluripotencials”
aunque ya no es nuevo para la mayoria de los oftalmdlogos, todavia sigue siendo una
entelequia para explicar una serie de fendmenos de reparacion de la superficie ocular. En
nuestra practica clinica diaria, a menudo nos encontramos ante enfermedades de la
superficie ocular con una epitelizacién corneal retrasada asi como un retraso en la
cicatrizacion, y habitualmente fijamos nuestra atencion en el area defectuosa e

ignoramos el origen de las células stem en el limbo donde esta la potencia proliferativa.
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VI1.2.1. Concepto de Células madre

Las células stem estan presentes por definicion en todos los tejidos con capacidad
de autorregeneracion. Estas células tienen un largo periodo de vida, un gran potencial de
divisidon y estan implicadas en el reemplazo celular y en la regeneracion de los tejidos.
La mayoria de nuestros conocimientos sobre las células stem viene de estudios sobre
células sanguineas y algunos tejidos epiteliales como por ejemplo el epitelio intestinal, el
epitelio seminifero y el de la epidermis de la piel. Basandose en estudios de cinética
celular, todas las células de un tejido que provienen de un linaje celular determinado
pueden ser situadas en uno de los dos siguientes compartimentos tisulares: proliferativo
y no proliferativo (diferenciativo). Véase figura figura I-9 (Tseng 1989). Las células en
el compartimento proliferativo son capaces de inducir mitosis celular con sintesis de
DNA. Este compartimento incluye las células Stem y las células transitorias
amplificadoras (TAC) que se derivan de cada mitosis de la célula stem y amplifican su
numero llevando a cabo varias ruedas de division celular. Las células en el
compartimento no proliferativo, diferenciativo, son en teoria todas células postmitdticas
que estan predestinadas a la diferenciacion celular. En un compartimento posterior, las
células en diferentes estadios de diferenciacion pueden identificarse durante el proceso
de maduracion tisular. La ultima expresion del aspecto funcional del tejido se alcanza
por las células de diferenciacion terminal (TDC). Todas las células, excepto las células

stem tienen una vida limitada y estan destinadas a morir.
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VI1.2.2. Propiedades de las células stem

Las células stem son las responsables ultimas del reemplazamiento celulary de la
regeneracion tisular, para ello poseen una serie de propiedades que las hacen capaces de
todo ello.

Proliferacion libre de error

De modo ideal, la mitosis libre de error es absolutamente esencial para que no
haya ningtn error genético en el nivel de las células stem, que se reproduzca de manera
permanente y continua a todo el clon de células, resultando en una anormalidad celulary
por tanto de disfuncion. Para minimizar cualquier error en las mitosis de las células
stem, se han desarrollado diferentes mecanismos de proteccion: pobre diferenciacion,
proteccion anatémica y regulacion especial.

VI1.2.3. ; Existen las células stem?

Identificacion de las células stem

Todos los métodos para identificar las células stem, hasta la actualidad son
indirectos. Los marcadores directos de las células stem no han sido todavia establecidos.
En el sistema hematopoyético, las células stem pueden observarse por medio del
crecimiento de su unica célula resultante del crecimiento clonal en el cultivo in vitro de
agar o in vivo en el bazo. Incluso en estos modelos donde mas rdpidamente se han
establecido, no podemos decir exactamente cudl es una célula stem y cudl no. En la
epidermis, por ejemplo, es bien conocido que no todas las células basales son células
stem. La heterogeneidad de las células de la capa basal de la epidermis viene dada
mediante su marcador de timidina, la distribucion del receptor EGF (factor de

crecimiento epidérmico) y su respuesta a los promotores tumorales. La utilizacion de
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secciones paralelas de la superficie cutanea nos ha conducido a descubrir que la
epidermis estd constituida de unidades de células adyacentes llamadas unidades
proliferativas epidérmicas. Esas unidades proliferativas epidérmicas estan hechas de 10-
15 capas de células, pero solo las células basales proliferan. Entre estas 10-11 células
basales de una unidad proliferativa epidérmica se presume que la central es una célula
madre la cual puede identificarse mediante un marcador de timidina.

VI1.2.4. ; Donde estan las células stem del epitelio corneal?

De entre todos los epitelios, el epitelio corneal puede considerarse unico, debido
a que es un epitelio estratificado altamente diferenciado. Al igual que la epidermis,
multiples hemidesmosomas unen las células, pero a diferencia de la epidermis, sélo el
epitelio corneal no estd queratinizado en circunstancias normales. Esta estructura
altamente organizada, es la responsable de la escasa permeabilidad celular a los solutos
no idnicos y al agua y juega un importante papel en el mantenimiento de la transparencia
para poder ejercer la funcion visual. Es bien sabido que el epitelio corneal es un tejido de
rapida autorregeneracidon en condiciones regulares. No sabemos exactamente donde
estan estas células, pero varios hechos nos van orientando poco a poco alaresolucion de
este gran enigma.

El mayor avance en la biologia molecular de la superficie ocular en la Gltima
década fue el hallazgo de Schemer, Galvin y Sun (1986), quienes utilizando anticuerpos
monoclonales AE 5 contra la queratina K 3 (especifica de epitelio corneal) demostraron
que las células progenitoras del epitelio corneal o Stem cells se localizan en la region
basal del limbo. Esto implicaba que en caso de una herida del epitelio corneal la

regeneracion depende del buen estado de las células madre. Se ha observado que

283



Cristina Peris Martinez VI - DISCUSION

marcadores radiactivos, incorporados en las células de las capas mas basales se han visto
posteriormente en capas de células mas superficiales y han desaparecido en 4 a 6 dias
por descamacion. Los defectos epiteliales centrales corneales de espesor completo curan
rapidamente si hay células periféricas epiteliales sanas, por un proceso de migracion.

Todavia el concepto de células stem en la actualidad sigue siendo algo
desconocido. Su conocimiento es esencial para comprender los mecanismos por los
cuales se lleva a cabo la cicatrizacion de las heridas tanto durante los procesos normales
como patolégicos de la comea. Revisaremos los datos clinicos acumulados en la
literatura hasta la fecha:

-Clinicamente se han observado lineas de migracion pigmentadas desde la region
limbar después de la cicatrizacion de un defecto epitelial excéntrico (Tseng SC 1989,
Davanger y Evensen 1971). Se especul¢ la teoria de que las estructuras limbares servian
de soporte regenerativo de las células epiteliales. Las células basales mitdticas se
marcaron con timidina (Hs) el indice mitdtico del epitelio corneal tendia a ser mayor
hacia la periferia sugiriendo que las células basales periféricas eran mas activas en la
sintesis de DNA

Por otro lado, las neoplasias conjuntivales intreaepiteliales (CIN), un estado
precanceroso que presumiblemente afecta a las células stem, se encuentra
predominantemente en la region limbar.

Incluso las lesiones que implican la cémea, denominadas neoplasias coneales
intraepiteliales, también se han observado contiguas al limbo adyacente (Waring GO 111

1974).
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Movimiento centripeto celular

Varios estudios han demostrado que el origen de la proliferacion celular y
migracion proviene de la periferia de la cérnea, sugiriendo que hay un movimiento
centripeto responsable del reemplazamiento de la pérdida celular sobre la cornea central

tanto como consecuencia de un hecho traumatico como atraumatico.

VI.3. TRASPLANTE DE MEMBRANA AMNIOTICA EN LA

CAUSTICACION CORNEAL CON COMPROMISO LIMBICO

La regeneracion de un epitelio corneal sano sobre un estroma corneal que
previamente haya sufrido una causticacion es, a menudo y todavia en la actualidad, uno
de los retos mas dificiles a los que se enfrenta la Oftalmologia (Burns FR 1989).

También, es un hecho conocido que la curacion espontdnea de una cdrnea
causticada con escasa evidencia de reepitelizacion lleva implicitas importantes secuelas
como vascularizacion, cicatrizacion y defectos epiteliales persistentes y recurrentes. En
¢éstas situaciones la corea curard con la formacién de un importante pannus
fibrovascular que comprometerd el pronostico de la queratoplastia y dificultard la
recuperacion visual (McCulley JP 1987, Mattax JB 1988, Buxton JN 1993).

Si realizamos el trasplante corneal, sin enfriar el proceso, el epitelio del boton
corneal donante que, en éstas situaciones se aconseja conservar para evitar defectos
epiteliales precoces, es reemplazado progresivamente por el del huésped. Si éste no es
normal, circunstancia frecuente en las causticaciones, es el epitelio conjuntival el que lo

sustituye, siendo frecuente la presencia de defectos epiteliales persistentes que
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condicionan una superficie corneal irregular y cronicamente inflamada que es
insuficiente para mantener un estroma transparente (Friend J 1978, Kaye DB 1980).

De éstas observaciones, cabe suponer que si el epitelio periférico corneal y
limbar del receptor estd comprometido, la practica de una queratoplastia aseguraria un
epitelio competente mientras sobrevivan sus células. Al ser reemplazadas éstas por el
epitelio corneal periférico del receptor, o por el conjuntival, si la barrera limbar no es
competente, las manifestaciones tipicas de la enfermedad de células primordiales
corneales pueden hacerse patente apareciendo el riesgo de defectos epiteliales
persistentes, inflamacion cronica y tendencia a la neovascularizacion que
comprometeran la transparencia del injerto (Clinica de deficiencia limbar parcial o total-
Reinhard T 1999).

De lo mencionado, la necesidad de recuperar una superficie epitelial estable, y la
necesidad de que dicha recuperacion se produzca rapidamente para evitar secuelas que
comprometen el prondstico de la queratoplastia, se deduce que si la reepitelizacidon no se
produce, o se encuentra gravemente diferida a pesar de los tratamientos médicos
habituales, debe plantearse la intervencion quirtrgica con objeto de lograr el
reemplazamiento de la superficie ocular, hecho que condicionara los procesos de
reparacion estromal y posibilitara la recuperacion funcional (McCulley 1987).

En nuestro conocimiento (comunicacion personal), fue José I Barraquer (1965) el
primer autor que propuso la practica de trasplante de epitelio limbico, conjuntivo-
corneal, tomado del otro 0jo, con objeto de mejorar el epitelio de la cornea dafiada por
una causticacion, como técnica preparatoria para la practica de la queratoplastia. Pero en

ocasiones la disponibilidad de limbo y por tanto de células Stem del ojo contralateral no

286



Cristina Peris Martinez VI - DISCUSION

es tan sencilla, de ahi la necesidad de otras técnicas, aparte de la de trasplante de limbo,
para el tratamiento de estas patologias de la superficie ocular cuyo origen comun es la
existencia de déficit limbar como consecuencia de causticaciones oculares.

Kim y Tseng en 1995, fueron los primeros en reintroducir el uso de la MA para
reconstruir la superficie ocular en conejos tras la extraccidon completa del epitelio
corneal e inducir quirurgicamente una deficiencia de células madre.

Diversos autores (Meller D 1999, 2000, Sridhar 2000, Pan Z 2002), apoyados en
evidencias clinicas, han sugerido su utilidad en causticaciones de la superficie ocular.
Mantenian que en dichas situaciones el transplante de membrana amnidtica solucionaba
los defectos epiteliales persistentes y que podia prevenir el desarrollo de ulceracidon y
neovascularizacion corneal.

Tsai, Sun y Tseng (1990, 1995) establecieron la eficacia del transplante limbico
en la restauracion de la superficie corneal tras causticaciones, en un modelo practicado
en conejos. Dichos autores practicaban las causticaciones con n-heptanol y aseguraban
la eliminacion de las células primordiales con queratectomias de la zona limbar, pues es
conocido que el n-heptanol es capaz de eliminar el epitelio corneal pero que produce
escasos cambios a nivel estromal y es insuficiente para asegurar la destruccion de las
células primordiales corneales (Kruse FE 1994), destrucciéon que en el modelo se
practicaba con intervencion quirdrgica. Pensamos que éste modelo, aunque basado en
causticaciones, no reproduce las situaciones graves observadas en clinica en cuanto que
la capacidad de penetracion del n-heptanol es limitada, por lo que los cambios
estromales producidos pueden no ser comparables con los observables en las

causticaciones, especialmente si éstas son producidas por alcalis.
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Para evaluar la eficacia del transplante de MA en la regeneracion de la superficie
corneal tras causticacion experimental en el ojo del conejo, nos vimos en la necesidad de
escoger un modelo que contemplara los cambios observados a nivel corneal en dichas
situaciones y en el que se asegurara el fracaso de las células primordiales. El modelo ha
sido discutido previamente en este apartado.

Reproducido el modelo, se establecieron dos grupos experimentales (véase
apartado IV. Material y Métodos). El primero (n=10) sirvi6é de control y el segundo (n=
30) fue sometido a transplante de MA en diferentes momentos del seguimiento segun se

ha descrito.

VI1.3.1. CONDICIONES EXPERIMENTALES INICIALES

Las condiciones experimentales iniciales entre el grupo control (n=10) y el grupo
con trasplante de MA (n=30) no presentaron diferencias significativas en lo referente a
las siguientes variables consideradas: peso inicial de los animales de experimentacion
(tabla V.2.B.1), peso de los filtros Whatman#3 secos (tabla V.2.B.2), peso de los filtros
humedecidos (tabla V.2.B.3), peso del cdustico NaOH 1IN (tabla V.2.B.4), opacidad
corneal (tabla V.2.B.5), tlcera corneal (tabla V.2.B.6), superficie conjuntival alterada
(tabla V.2.B.7), area de neovasos (tabla V.2.B.8) y paquimetrias en zonas A (tabla
V.2.B.9.1), B (tabla V.2.B.9.2) y C (tabla V.2.B.9.3). De lo mencionado puede deducirse
lahomogeneidad de las condiciones experimentales, hecho que hace que los grupos sean

comparables.
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VI1.3.2. SEGUIMIENTO CLINICO

V1.3.2.1. Epitelizacién-tilcera corneal

El grupo con transplante de MA presentd una mejor evolucion en lo referente a la
resolucion de la ulceracion corneal, presentando diferencias significativas con el grupo
control en los dias 3, 7, 14,30 y 60 (p <0,01) y 90 (p <0,05)(tabla V.2.B.6). Este hecho
puede ser interpretado como que la practica de transplante de MA reduce la duracion de
los defectos epiteliales persistentes tras causticacion, como ha sido sugerido por otros
autores (Pan Z, 2002). Apoya ésta observacion el hecho, confirmado histologicamente
(dia 90), de que en el 80% (8 casos de 10) de los casos del grupo control se observé la
presencia de ulceras epiteliales, circunstancia que sélo se presentd en el 16,67% (5 casos
de 30) de los casos del grupo con transplante de MA, diferencias que son altamente
significativas (p<0,001). Ademas, la tendencia del grupo con transplante de MA a
desarrollar defectos epiteliales recidivantes fue menor si analizamos los casos de cada
grupo de forma aislada.

Por otro lado, estudiada la morfologia del epitelio corneal resultante, en ningun
caso del grupo control se observé un epitelio con un numero normal de capas (4-5),
mientras que el 63,33% de los casos del grupo con transplante de MA presentaban un
numero normal de capas (4-5), diferencias que son altamente significativas (p<0,001).
También se observaron células caliciformes en el 70% de los casos del grupo control y
solo en el 6,67% de los del grupo con trasplante de MA, diferencias que, también, son
altamente significativa (p<0,001). En ningtn caso del grupo control el epitelio presentd
caracteristicas normales en relacion con la morfologia de las células epiteliales, mientras

que el 76,67% del grupo con transplante de MA presentaban una morfologia epitelial
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similar a la del epitelio corneal sano; dichas diferencias son altamente significativas
(p<0,001).

El hecho de que el epitelio corneal en los casos del grupo control, no hayamos
podido considerarlo “normal” ni en cuanto al numero de capas ni en su morfologia
apoyan la suposicidon del posible origen conjuntival de este epitelio resultante y ser una
expresion indirecta del fracaso de las células madre corneales. Para confirmar este
supuesto hubiéramos requerido un estudio del fenotipo epitelial resultante con los
anticuerpos monoclonales AE-5 (especifico de cémea) y AM-3 (especifico de
conjuntiva) (Tsai RJ, Tseng SCG 1995)(Kim JC, Tseng SCG 1995).

De las observaciones mencionadas puede concluirse que el transplante de MA
favorece la curacion de los defectos epiteliales corneales en el modelo estudiado.

En nuestra opinion, apoyados en los datos referidos, en causticaciones de la
superficie corneal en las que no se observen signos de reepitelizacion en las primeras
fases de su evolucidn pudiera plantearse la practica de transplante de M A, técnica a la

que reconocemos capacidad para regenerar una superficie epitelial estable.

VI1.3.2.2. Alteracion de la conjuntiva

El grupo con transplante de MA present6 diferencias significativas con el grupo
control respecto a la superficie conjuntival alterada inmediatamente tras la causticacion
(p<0,001), al 1* dia (p<0,001), a los 3 dias (p<0,001) y los 7 dias (p<0,01), momento a
partir del cual no se observan diferencias entre ambos grupos hasta la exploracion
practicada en el dia 60 y 90, donde las diferencias vuelven a ser significativas

(p<0,01)(tabla V.2.B.7). Estas diferencias son corroboradas en el estudio histoldgico,
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donde se observa que mientras sélo el 40% de los casos del grupo control presenta
caracteristicas de normalidad en su conjuntiva, el 90% de los casos del grupo con
transplante de MA las recupera, diferencias que son significativas (p<0,01)(tabla
V.2.B.7). Es decir, con la practica de transplante de MA existe una mayor probabilidad
de recuperar un aspecto conjuntival normal.

Tenemos que considerar que ambos grupos Control y MA presentaban
diferencias significativas respecto al estado de la conjuntiva en la situacion de partida
dia O)(tabla V.2.B.7). Este aspecto, area de conjuntiva alterada, no ha podido ser
controlado en el experimento, y ha influido en el resultado final de este pardmetro.

Siendo un hecho conocido, como se ha mencionado, que en ausencia o
disfuncién de células epiteliales corneales o limbares, el epitelio conjuntival puede
comprometerse o colaborar en la regeneracion epitelial corneal (McCulley 1987) seria
deseable que el mismo fuera normal. El transplante de MA favorece dicha
normalizacion, probablemente sirviendo de sustrato para la proliferacion de células
primordiales de la zona sana de la periferia, mejorando el entorno limbar y por tanto la

regeneracion epitelial a partir del epitelio conjuntival.

VI1.3.2.3. Opacidad corneal

El grupo con transplante de MA presentd una mejor evolucidén de la opacidad
corneal, presentando diferencias altamente significativas (p<0,001) con el grupo control
en los dias 7, 14, 30, 60 y 90 (tabla V.2.B.5)(figura V.2.B.5). La reduccién del tamafio
de la opacificacion estromal debe ser interpretada como expresion de los procesos de

reparacion estromal (McCulley 1987, Burns FR 1989), por lo que puede plantearse que
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el transplante de MA los favorece, siempre que exista un substrato con suficientes
fibroblastos para la formacion de nuevo colageno.

Los mecanismos a través de los cuales el transplante de MA puede favorecer los
procesos de reparacion estromal guardan relacion con las propiedades que se le
atribuyen a la MA (Introduccion. I.10. Propiedades MA).

El trasplante de MA también logra modificar la tendencia observada en el grupo
control, grupo en el que a partir del dia 14, la opacidad corneal no s6lo no mejora sino
que, incluso, presenta una ligera tendencia a empeorar (figura V.2.B.5). Practicado el
trasplante, la opacidad corneal presenta una tendencia constante a disminuir de tamafio
(figura V.2.B.5), circunstancia que puede estar condicionada por la calidad del epitelio
regenerado. En éste estudio, los casos que presentan mejor evolucion de la opacidad
cornenal son aquellos en los que se ha producido mejor regeneracion epitelial.

Estos hechos, siendo ciertos para el modelo experimental descrito y que utiliza
NaOH 1IN como caustico, pudieran no producirse en causticaciones mas severas en las
que existiera una deficiencia de fibroblastos, necesarios para la formacion de nuevo
colageno (Berman M 1980). Pensamos que para que la regeneracion de un epitelio
corneal competente favorezca la reparacion estromal su substrato debe conservar cierta
potencialidad y los procesos que favorecen el desarrollo de ulceracion estromal
controlados. Probablemente existan interacciones entre regeneracion de la superficie
epitelial y procesos de reparacion estromal; tanto la regeneracion epitelial favorecera la

reparacion estromal como ésta contribuira a la regeneracion epitelial.
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VI1.3.2.4. Neovascularizacion

En el grupo control, sin trasplante, todos los ojos presentaron tendencia a un
aumento del area corneal con neovascularizacidon. En el grupo con transplante de MA se
observo, una vez practicado el transplante de MA, una tendencia a la regresion de la
neovascularizacion presentando diferencias significativas los dias 14 y 30 (p<0,05) y
altamente significativas (p<0,001) con el grupo control en los dias 60 y 90 (tabla
V.2.B.8)(figura V.2.B.8.1). Caracteristicamente, los ojos trasplantados presentaron,
inicialmente, su tendencia progresiva a la regresion de la neovascularizacién a partir de
la zona donde se practico el trasplante, persistiendo aunque en regresion los neovasos de
las zonas adyacentes, zonas que, proximas a la zona causticada, se beneficiaron en
menor grado, por lo menos en el tiempo de seguimiento (3 meses), de los beneficios del
transplante de MA. Tsai y colaboradores (1990), en causticaciones con n-heptanol,
observaron la misma tendencia en la evoluciéon de la neovascularizacion una vez
practicado transplante limbico, tendencia que no observaron si el transplante era
exclusivamente conjuntival. Del mismo modo Kim y Tseng (1995), también en
causticaciones con n-heptanol, observaron en el grupo de conejos con trasplante de MA
mayor aclaracion del estroma corneal con nula o minima vascularizacion respecto al
grupo control.

Habiendo sido relacionada la regresion de la neovascularizaciéon con la
recuperacion del fenotipo epitelial corneal (véase L. Introduccidn, pag 92 Propiedades
1:10.9), regresion observada en éste estudio experimental, puede pensarse que la misma

se debe a la recuperacion de las caracteristicas del epitelio corneal observadas en el
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grupo con transplante de MA. La capacidad para inhibir la angiogénesis de la MA se

comenta en la Introduccidn.

V1.3.2.5. Edema corneal

Considerando que, tras causticacion por alcalis, la recuperacion del edema
corneal puede considerarse un signo de curacion estromal (Burns FR 1989), pensamos
que mediante la paquimetria ultrasénica podriamos evaluar la evolucién del edema
corneal en 3 zonas (A, B y C). Siendo la zona A y C (paquimetrias en zona adyacente a
la comea causticada) y la zona B (paquimetria sobre zona causticada). Ormerod LD
(1989) describié de forma subjetiva los cambios edematosos observados a nivel corneal
tras causticacion, y Mendicute J (1995, 1997) del mismo modo, los describié de forma
objetiva empleando un paquimetro ultrasonico.

En las paquimetrias practicadas en la zona A (alejada de la zona causticada), no
se observaron diferencias significativas entre el grupo control y el trasplante de MA en
la mayor parte de los momentos estudiados (tabla V.2.B.9.1). Mientras que en las
paquimetrias practicadas en la zona C (también alejada de la zona causticada) (tabla
V.2.B.9.3) so6lo se observaron diferencias significativas (p< 0,05) en los dias 30 y 90.
Por ello, estos resultados deben ser interpretados con cierta precaucioén y dudamos, no de
la capacidad del paquimetro para medir espesores corneales sino de si lo que mide es
solo edema, pues probablemente, los fendémenos de curacion tanto a nivel epitelial como

estromal sean mas complejos.
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En las paquimetrias practicadas en las zonas B ( sobre la zona causticada) solo se
observaron diferencias altamente significativas (p< 0,001), entre ambos grupos los dias
30,60y 90 (tabla V.2.B 9.2).

De ello deducimos que, tanto en el grupo control como en el grupo con TMA, las
paquimetrias presentaron un aumento notable especialmente durante los tres primeros
dias. Pero mientras las paquimetrias observadas en las zonas A y C, alejadas de la
causticacion, regresaron a valores proximos a la normalidad (dia 90), las de la zona
causticada (zona B) presentaron valores superiores al finalizar el experimento.
Probablemente, en las zonas alejadas de la causticacion sélo se produce el edema
estromal condicionado por procesos inflamatorios y siendo el epitelio “normal”, regresa
a valores “normales”. Sin embargo, en las zonas causticadas, el espesor corneal viene
condicionado no sdlo por el edema, que en teoria, deberia regresar al regenerarse mejor
el epitelio con el trasplante de MA, sino también por procesos de cicatrizacion estromal
que no seran completamente reversibles. A la luz de los resultados, no hemos podido
extraer conclusiones en cuanto a la “validez” de la paquimetria ultrasonica (al menos el
empleado en este estudio) para el seguimiento del edema corneal tanto en zonas

causticadas como alejadas de la causticacion.

De lo expuesto podemos concluir, que el modelo experimental aplicado presenta
una alta uniformidad en la situacidon de partida en lo que se refiere al peso del caustico
utilizado, opacidad, y ulcera corneal inicial. Sin embargo, la superficie conjuntival
alterada s6lo ha presentado diferencias significativas entre grupos los dias 0, 1,3 y 7, no

existiendo diferencias a partir del dia 14 (tabla V.2.B.7). Puede sugerirse, por lo tanto,
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que ademas del trasplante de MA, sdlo la superficie conjuntival alterada al inicio ha
podido condicionar los resultados finales, dado que el resto de las condiciones

experimentales no han presentado diferencias entre los grupos.

VI1.3.3. UTILDAD DEL TRASPLANTE DE MA SOBRE UN MODELO DE

CAUSTICACION CORNEAL CON COMPROMISO LiMBICO

Por lo tanto, pudiera deducirse que con la practica del transplante de MA (en este
caso la técnica quirurgica empleada en el modelo experimental es la técnica “intracapa-
injerto”, (véase Introduccion, pag 110, figura 1.18) se consiguen dos objetivos: 1) que las
células epiteliales presentes en la zona sana, proxima a la zona causticada
(supuestamente células primordiales y células amplificadoras transitorias) retornen las
funciones de reepitelizacion corneal usando como sustrato la membrana basal de la MA;
y 2) que las células primordiales retornen su funcion de barrera entre la cérmea y la
conjuntiva, previniendo el crecimiento epitelial conjuntival sobre la cornea.

De las observaciones mencionadas, la recuperacion de un epitelio corneal similar
al normal y regresion de la neovascularizacion tras el transplante de MA, pueden hacerse
las siguientes suposiciones:

1. El epitelio de los casos trasplantados es diferente del de los casos no
transplantados o, dicho de otro modo, el epitelio de los casos trasplantados pudiera ser
de origen limbar y el de los no trasplantados de origen conjuntival (hecho no probado
por no haber realizado estudio con anticuerpos monoclonales especificos para cada
epitelio). En la primera situacion se aseguraria una superficie epitelial estable y no asi en

la segunda. Ambos epitelios, diferentes histologicamente, pudieran ser también
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diferentes en la produccion de factores antiangiogénicos (citoquinas) o el epitelio de
origen conjuntival, con mayor capacidad angiogénica que el de origen corneal, pudiera
producir factores que induzcan mayor neovascularizacion estromal, como sucede en el
grupo control.

2. La regeneracion epitelial inducida por la practica de transplante de MA
favorece los procesos de reparacion estromal y la recuperacion de la transparencia 6ptica
del estroma.

Cuando se compromete la curacion del epitelio corneal, pueden derivarse
cambios estructurales (ulceracion estromal corneal) y funcionales (opacidad o falta de
transparencia corneal) de indeseables consecuencias (Maldonado MB 1995).

Tras la causticacion, durante la fase reparadora precoz, el epitelio corneal y los
queratocitos continian proliferando en un esfuerzo por restaurar estructural y
funcionalmente la superficie ocular normal y el estroma (McCulley JP 1987, Tseng
1989). En las formas menos severas, la reepitelizacion se asocia a la reparacion estromal
con la recuperacion de transparencia y eliminando el riesgo de ulceracion estéril. En las
formas mas severas, la reepitelizacidon se encuentra retrasada o, incluso, parada. En éstos
casos puede producirse una proteolisis excesiva en el estroma con adelgazamiento y
riesgo de perforacion (McCulley JP 1987). De ahi la importancia de promover la
reparacion epitelial.

En la fase reparadora tardia, pueden darse dos situaciones. En algunos casos, la
epitelizacion se ha completado, hecho que sucede, en general, cuando se han conservado
células primordiales. En otros, donde se incluyen aquellos casos con peor prondstico, la

reepitelizacion corneal se produce a partir del epitelio conjuntival debido al dafio
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permanente, o ausencia, de células primordiales. En éstos casos, la superficie ocular
curara con importante vascularizacion y cicatrizacion, deficiencia mucinica y de células
caliciformes y erosiones epiteliales persistentes y recurrentes. Si no se produce
ulceracion estromal estéril, la cornea curard con importante pannus fibrovascular que
comprometera la recuperacion visual.

De lo mencionado deberia deducirse que si el transplante de MA logra el
reestablecimiento de una superficie epitelial estable y mas similar a la de la cornea
normal, circunstancia que hemos demostrado en el presente proyecto experimental, se
favorecerian los procesos de reparacion estromal comeal y deberia esperarse una mejor
recuperacion de la transparencia corneal. Del estudio de la evolucion de la opacidad
comeal se observa que el grupo con transplante de MA presenta una evolucion favorable
en la recuperacion de la transparencia corneal mientras que el grupo control no presenta
cambios manifiestos (tabla V.2.B.5); las diferencias entre las areas de opacidad corneal
observadas en los dias 30, 60 y 90 son altamente significativas (p<0,001) entre ambos
grupos. Puede deducirse que la practica de transplante de MA favorece también la
recuperacion de la transparencia corneal, hecho que probablemente guarde relacion con
la recuperacion de un epitelio corneal estable que permitird un normal desarrollo de los
procesos de reparacion estromal y que, como se ha mencionado, presentard menor
capacidad angiogénica que el epitelio de origen conjuntival observado en el grupo
control, siendo un hecho conocido que el grado de neovascularizacion se correlaciona

con la opacidad corneal (Maldonado MB 1995).
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VI.3.4. MOMENTO OPTIMO EN LA PRACTICA DE TMA SOBRE UN
MODELO DE CAUSTICACION CORNEAL CON COMPROMISO
LiMBICO

Establecida la utilidad del TMA, nos planteamos cual puede ser el momento
Optimo para su practica en dicho modelo experimental.

Clasicamente, otras técnicas como el trasplante de conjuntiva, el trasplante de
limbo, la queratoepiqueratoplastia, etc..., se practicaban de forma diferida, no antes de
los 6 meses tras la causticacidn, con el objeto de mejorar la superficie ocular, bien con
finalidad terapéutica o como preparacion para el trasplante de cornea (Thoft RA1984,
1982, 1979; Barraquer JI 1965).

Actualmente, varios autores suponen que el trasplante limbico y otras técnicas de
reconstruccion de la superficie ocular, pueden ser practicadas tan pronto se superen los
procesos inflamatorios, pero no tan tarde como para que los cambios observados,
condicionados por la inflamacion cronica, sean irreversibles (Tsai RFJ 1995, Kenyon
KR, Tseng SCG 1989). Pero, en clinica es dificil precisar el momento en el que pueden
considerarse concluidos los procesos inflamatorios que acompaifian a toda causticacion.
Por ello, se sugiere (aunque no ha sido demostrado) que las técnicas de reconstruccidon
de la superficie ocular pueden ser practicadas tan pronto como se objetive que el
tratamiento médico ha resultado insuficiente para completar la reepitelizacion (erosiones
epiteliales recurrentes, signos de neovascularizacion corneal,...) por fracaso de las
células primordiales. Junto al seguimiento clinico, que permitira la identificacion de

estos hallazgos de fracaso limbar, la utilizacion de citologias de impresion pudiera ser
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eficaz para la identificacion de patrones epiteliales patologicos (Dart J 1997, Kenyon KR
1989).

Del estudio de la evoluciéon de los parametros estudiados en el modelo
experimental aplicado, se deduce que entre los dias 7 y 14 se producen importantes
cambios evolutivos que, vienen condicionados por la mejoria de los procesos
inflamatorios agudos. Por ello creemos que el trasplante practicado a las 24 horas puede
ser considerado como inmediato, el practicado a los 7 dias como precoz y el practicado a
los 30 dias como tardio.

VI1.3.4.1. Condiciones experimentales iniciales

Las condiciones iniciales entre GC (n=10), grupo TMA 1d (n=10), grupo TMA
7d (n=10) y grupo TMA 30d (n=10), no presentaron diferencias estadisticamente
significativas en lo referente a casi todas las variables (peso animales, peso caustico,
opacidad corneal, tlcera corneal, neovasos totales y paquimetrias), pero si presentaron
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) respecto a la variable superficie
conjuntival alterada (figura V.2.C.7 y tabla V.2.C.7.) y paquimetria en zona C (figura
V.2.C.9.3 y tabla V.2.C.9.3). Por lo tanto, puede deducirse que la homogeneidad de las
condiciones experimentales iniciales entre los grupos hace que sean comprables.

V1.3.4.2. Seguimiento clinico

Se consideran las diferencias observadas entre grupos en las exploraciones de los
dias 60 y 90, dado que en las observaciones previas no todos los casos, como grupo
TMA 30d, habian sido trasplantados.

a) Ulcera corneal, epitelizacion. De lo mencionado en el capitulo de Resultados

(tabla V.2.C.6 y figura V.2.C.6) puede deducirse, que en general, no existen diferencias
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importantes respecto a este parametro. La epitelizacion es practicamente completa a los
90 dias en los 4 grupos considerados. Puede concluirse que el grupo TMA 30 d es de los
tres grupos, el mas favorable respecto a la variable ulcera corneal. Los grupos TMA 1d y
TMA 7d (TMA “precoz”) tienen una evolucion levemente menos favorable respecto al
grupo TMA 30d (TMA “tardio”), hecho que se corresponde con lo sugerido por otros
autores en cuanto a la practica diferida de técnicas reconstructoras de la superficie ocular
para obtener mejores resultados (Thoft RA1984, 1982, 1979; Barraquer J1 1965).

b) Opacidad corneal. De lo mencionado en el capitulo de Resultados (figura
V.2.C.5. y tabla V.2.C.5) en las observaciones realizadas los dias 60 y 90, se observaron
diferencias altamente significativas (p<0,001) entre los grupos. Al contrario que con la
variable tulcera corneal, obtenemos mejores resultados en cuanto al parametro opacidad
corneal (observacion dia 60 y 90) con el grupo TMA 7d (TMA “precoz”). Este hecho es
especialmente llamativo, cuando, en general, se ha aconsejado la practica de técnicas de
reconstruccién de la superficie ocular cuando los signos de inflamacion aguda han
disminuido (Thoft RA1984, 1982, 1979; Barraquer JI 1965).

¢) Alteracion de la conjuntiva. De lo mencionado en el capitulo de Resultados
(figura V.2.C.7. y tabla V.2.C.7), la evolucion mas favorable respecto al estado de la
conjuntiva se dio en el grupo TMA 7d, pero tiende a igualarse con el grupo TMA 30d en
la observacion practicada el dia 90. Aunque de este parametro, no podemos extraer
conclusiones, puesto que partimos (dia 0) de una situacién no homogénea con respecto
al grupo control (figura V.2.C.7).

d) Neovascularizacion. De 1o mencionado en el capitulo de Resultados (figura

V.2.C.8. y tabla V.2.C.8), se observan diferencias altamente significativas, entre los
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grupos los dias 60 y 90. El grupo control presenta diferencias significativas (p<0,05) con
el grupo TMA 1d y altamente significativas (p<0,001) con los dos restantes (observacion
dia 90). La evolucion mas favorable respecto a la disminucién de neovasos la ha
presentado el grupo TMA 7d.

e) Edema corneal. En este apartado caben las mismas lecturas que las

mencionadas en epigrafe VI1.3.2.5. por lo que no serda motivo de nueva discusion.

Con los datos aqui presentados, podria sugerirse que el momento éptimo para la
practica del TMA, en el ojo de conejo, estd comprendido entre los dias 7 y 30 tras la
causticacion (“momento precoz”), a diferencia de lo sugerido por otros autores. Dado
que, dependiendo del parametro estudiado, los resultados son mas favorables en el grupo
TMA 7 d (opacidad corneal, neovasos, alteracion conjuntival) que en el grupo TMA 30d
(“momento tardio”)(ilcera corneal) no creemos oportuno, tras los resultados de este
estudio, aventurarnos a sugerir el momento mas adecuado para la realizacion del TMA.
Estamos de acuerdo con los autores que sugieren que las técnicas, en general, de
reconstruccion de la superficie ocular (trasplante de limbo, trasplante de conjuntiva,...)
deben practicarse tan pronto como se superen los procesos inflamatorios, pero no tan
tarde como para que los cambios observados, condicionados por la inflamacion cronica

sean irreversibles (Thoft RA 1984, Barraquer JI 1965).
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V1.4. APLICACIONES CLINICAS EN OFTALMOLOGIA DE LA
MEMBRANA AMNIOTICA. Revisién de la literatura y comparacion con
nuestra experiencia clinica.

VI1.4.1. Queratopatia bullosa.

Es una de las complicaciones de la cirugia de la catarata. Actualmente es una
patologia bastante frecuente dado el fendémeno de universalizaciéon de la
facoemulsificacion y a la precocidad de la indicacidn de la cirugia de la catarata. Esta
patologia es el resultado de la descompensacion del endotelio corneal. Clinicamente se
caracteriza por edema estromal y epitelial con produccién de bullas. La mayoria de los
pacientes se quejan de intenso dolor dependiendo de la mayor o menor extension de la
lesion. Habitualmente el tratamiento suele ser paliativo del dolor hasta la espera de
realizar un procedimiento mds definitivo como es la queratoplastia penetrante. Muchos
de estos pacientes son portadores cronicos de una lente de contacto terapéutica que
vamos reponiendo peridodicamente para calmar el dolor.

En 27 casos de descompensacion corneal secundaria a cirugia catarata (8
mediante extraccion extracapsular y el resto facoemulsificacion) hemos realizado
trasplante de MA previa desepitelizacion corneal con alcohol absoluto al 20% (véase
Material y Métodos-Resultados). Hemos empleado la MA como “parche o sobrecapa”,
funcionando esencialmente la MA como una lente de contacto bioldgica temporal. La
MA se estira alrededor de toda la cornea y se sutura de manera continua a limbo sano.
En 10 de los 27 pacientes intervenidos hemos tenido que repetir la técnica en 2
ocasiones. En todos los pacientes ha habido disminucion, incluso desaparicion de la

sintomatologia (dolor, lagrimeo y fotofobia). Se consiguié que durante varios meses (14
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+ 4,6 meses) los pacientes estuvieran sin sintomatologia o con ella mas larvada, sin
necesidad de emplear lentilla de contacto terapéutica. La evaluacion de la cérnea
mediante lampara de hendidura ha mostrado también en todos los casos una disminucidon
del edema. En cuanto a la recuperacion de agudeza visual, en nuestra experiencia es una
recuperacion subjetiva por parte del paciente, al ganar trasparencia la cornea. No hemos
detectado ganancia de lineas de visidn franca como otros autores (Mrukwa-Kominek E,
2002).

En este grupo, hemos obtenido en general resultados clinicos muy satisfactorios
con el empleo de MA, reduciendo la inflamacion y facilitando la epitelizacién (Meller D
2000). Mientras algunos autores tienen una experiencia positiva con el empleo de MA
para el tratamiento de esta patologia (Mrukwa-Kominek E 2002, Espana EM 2003,
Petric 12002). Otros como Siennicka A (Siennicka A 2003) no la consideran una técnica
eficiente en el tratamiento de la queratopatia bullosa. Probablemente estos autores parten
de queratopatias bullosas mas severas, asociadas en la mayoria de los casos a
quemaduras oculares térmicas o quimicas, de ahi que sus resultados sean menos

satisfactorios.

VI1.4.2. Pterigion primario y recidivante/simbléfaron (Patologia

predominantemente conjuntival)

La literatura reporta, con resultados satisfactorios en la mayoria de los casos, el
empleo de MA para reconstruir la superficie ocular tras la reseccidon mas o menos
extensa de lesiones conjuntivales como pterigion primario y recidivante (Prabhasawat P

1997, Shimazaki J 2003, Kawasaki S 2003), simbléfaron (Tseng SCG 1997, Tsubota
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1996, Barabino S 2003). Con el implante de MA conseguimos facilitar la epitelizacion,
manteniendo el fenotipo epitelial normal con células caliciformes reduciendo la
inflamacidn, vascularizacion y cicatrizacion.

Tras la reseccion de una lesion conjuntival (simbléfaron, pterigion, ..) queda una
zona escleral descubierta, que si es extensa, puede llevar a un proceso de cicatrizacion
importante con abundante tejido de granulacion. Esta cicatrizacion puede desembocar,
en casos extremos, en una restriccion de la motilidad ocular, o mas raramente en
problemas de necrosis. La alternativa, para evitar esta complicacion eran los implantes
de mucosa oral (Hosni FA 1974, Shore JW 1992) o autoinjertos de la propia conjuntiva,
si estaba disponible (Vastine DW, 1982), y asi recubrir el defecto resultante. Estas
técnicas no estan exentas de complicaciones, en el caso de la mucosa bucal se plantea un
problema de comportamiento fisiologico distinto y un problema estético importante. En
los autoinjertos de conjuntiva se trasladaba el problema a una amplia reseccion
conjuntival del ojo contralateral, que muchas veces no esta disponible. Con el empleo de
MA los resultados de estos casos ha mejorado significativamente consiguiendo una
curacion de las lesiones a partir del tejido circundante segiin multiples autores
(Prabhasawat P 1997, Shimazaki J 2002, 2003, Tseng SCG 1997, Tsubota 1996....). Para
ellos, el trasplante de MA se muestra como técnica de primera eleccidn tras reseccion de
patologias conjuntivales minimas o extensas (pterigion, simblefaron, penfigoide ocular
cicatricial, sindrome de Stevens Johnson,...). Sin embargo, nuestra experiencia con la
MA no es tan positiva en es estas patologias predominantemente conjuntivales.

Hemos empleado injertos de MA como sustituto de la conjuntiva en el

tratamiento de 19 pterigiones (Peris-Martinez C, 1998, 1999, 2002). Doce de ellos son
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casos severos de recidivas. Cinco de estos 12 casos habian recidivado 3 veces 6 mas.
Los 7 casos restantes fueron casos de pterigion primario. Si embargo en nuestra
experiencia, con MA so6lo hemos obtenido buenos resultados en 3 casos de los 7
primarios y en 4 de los 12 recidivantes, tras un periodo de seguimiento d e 22+ 4 meses.
Hemos observado con los pterigiones recidivantes, que algunos permanecen estables y
sin recidivar 2-3 meses, pero con el paso del tiempo, 12-24 meses, la mayoria han
recidivado. Por ello, al igual que otros autores (Prabhasawat P 1997), consideramos que
el autoinjerto de conjuntiva rotatorio o libre sigue teniendo, un indice de recidivas menor
tras la reseccion del pterigion primario o recurrente, superando a la MA.

Realizamos TMA en 3 casos de simbléfaron de parpado inferior recidivantes con
bridas extensas (2 tras causticacion con lejia durante labores domésticas y 1 traumatico
tras herida perforante con objeto punzante. Los resultados han sido relativamente
satisfactorios. Dos de los casos se han mantenido sin sinequias desde la intervencion,
hace 25 y 39 meses respectivamente. Mientras que el tercer caso recidivd a los 11 meses
de la cirugia, posteriormente se volvio a realizar la misma técnica permaneciendo hasta
ahora sin recidivar (4 meses después). Es importante realizar amplios fondos de saco
conjuntivales con MA para evitar recidivas (Peris-Martinez 1999, Solomon 2003).

En el tratamiento del simbléfaron con MA es muy importante valorar el periodo
de seguimiento de estos pacientes. Al los pocos meses tras la cirugia podemos tener muy

buenos resultados y con el paso del tiempo encontrar recidivas.

VI.4.3. Ulceras profundas y microperforaciones
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Es controvertido el empleo de MA en el tratamiento de microperforaciones y
ulceras profundas. Para muchos autores la MA resulta un método eficaz tanto de manera
aislada (Solomon. A 2002, Kruse FE, Messmer EM, Peris Martinez C 1999, 2001) como
acompafiada de pegamentos tisulares (Duchense B 2001) para el tratamiento de
microperforaciones incluso con descemetocele. Otros autores se muestran reacios en
cuanto a la utilidad de la MA en el tratamiento de perforaciones oculares (Ferreira de
Souza R 2001), especialmente perforaciones tras quemaduras quimicas con
descemetocele.

Seglin nuestra escasa experiencia en el tratamiento de microperforaciones
oculares, (6 casos), para tratamiento con éxito de estas lesiones se requiere mas de una
capa de MA (Técnica multicapa) para conseguir resultados satisfactorios, como

concluyen la mayor parte de los autores citados.

VI1.4.4. Limitaciones clinicas de la MA

El trasplante de MA tiene sus limitaciones. El trasplante de MA es un trasplante
sustrato y por lo tanto, no puede ser empleado para tratar patologias con una deficiencia
total de las células madre. Dado que el trasplante de MA atin depende del tejido huésped
para proveer células epiteliales y mesenquimales no se puede esperar que reconstruya la
superficie ocular que tenga deficiencia lagrimal acuosa severa, queratinizacion, difusa
(Tsubota K 1999), ausencia de parpadeo en estados neurotroficos severos e isquemia
estromal. Si estas situaciones (deficiencia limbar total) no son tratadas previamente, son

contraindicaciones para el trasplante de MA.
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Una membrana amniotica crioconservada no tiene componentes celulares viables
(Adds PJ 2001), su influencia sobre el tejido receptor circundante es temporal. La
membrana trasplantada que llega a cubrirse con epitelio receptor estard eventualmente
incorporada al receptor a través del “turnover” de una matriz extracelular normal. La
membrana trasplantada que se emplea como parche de injerto (sobrecapa) se deshara

una vez que el epitelio de regeneracion se cure por debajo.
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Del analisis de los resultados discutidos anteriormente se llega a las siguientes

conclusiones:

VIL1. INVESTIGACION EXPERIMENTAL

1. Se ha empleado un modelo experimental de causticacién corneal con

implicacion limbica que produce una lesion reproducible.

2. El modelo experimental descrito cumple criterios clinicos de fracaso de células
primordiales corneales, como lo demuestran las observaciones clinicas (defectos
epiteliales persistentes y tendencia a la neovascularizacion) e histologicas
(epitelio de caracteristicas atroficas, presencia de células caliciformes y signos de

inflamacion cronica).

3. Los hallazgos clinicos e histologicos observados apoyan la hipotesis de la
necesidad de las células primordiales corneales para la regeneracion de un

epitelio corneal normal tras causticacion.

4. El trasplante de membrana amnidtica permite la regeneracion de un epitelio

corneal similar al normal tras causticaciones reproducidas segin el modelo

propuesto, segun se ha comprobado histoldgicamente.
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5. La regeneracion epitelial inducida por la realizacion del trasplante de
membrana amnidtica mejora los procesos de reparacion estromal facilitando la
regresion de la opacidad y la de los neovasos corneales permitiendo con ello una

mejor recuperacion de la trasparencia corneal.

6. De 1o mencionado en los epigrafes 4 y 5, puede concluirse que el trasplante de
membrana amniotica mejora la evolucion clinica de las causticaciones

reproducidas segin el modelo experimental propuesto.

VIL2. INVESTIGACION CLINICA

De los pacientes que hemos intervenido realizando trasplantes de membrana
amnidtica, los mejores resultados, en nuestra experiencia, los hemos obtenido
especialmente con 2 patologias:

1 -Tratamiento de las descompensaciones corneales (queratopatia bullosa) post-
cirugia de la catarata. En estos casos la MA nos ha resultado muy util como
procedimiento paliativo hasta un posterior trasplante corneal. Ha servido como
alternativa a las lentes de contacto terapéuticas para disminuir el dolor. Hay que tener en
cuenta que la mayoria de estos pacientes operados de cataratas, debido a su edad
avanzada, tienen mayor dificultad para recambiarse la lente de contacto, asi la MA actua

de lente de contacto permanente. En algunos casos se ha conseguido también ganancia
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de agudeza visual debido a una mayor ganancia de trasparencia corneal, pero es sdlo

subjetiva, ya que no se ha traducido en ganancia de lineas de vision.

2 -Tratamiento de microperforaciones corneales con técnica de trasplante

multiple de MA consiguiendo la oclusion temporal en la mayoria de los casos.

Sin embargo, en otras patologias de la superficie ocular con mayor implicacion
conjuntival, (pterigion especialmente primarios, simbléfaron y procesos sinequiantes con
restriccion de la motilidad ocular), hemos encontrado una mayor recidiva de la patologia
previa y con mayor agresividad tras el trasplante de membrana amnidtica. En estos casos
hemos encontrado superior a la membrana amnidtica el empleo de injertos conjuntivales

libres tanto del ojo contralateral como del mismo ojo afecto.
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