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RESUMEN

La cornea es un tejido transparente y avascular, propiedades cruciales para lograr una
vision normal. Esta propiedad puede verse amenazada por enfermedades o traumas que afecten
las llamadas stem cells del limbo esclero-corneal. Estas células, ubicadas en el subepitelio, son
las encargadas de mantener la homeostasis en la superficie ocular y asi evitar la invasion de
células del epitelio conjuntival y vasos conjuntivales en el parénquima corneal. El primer hecho
se conoce con el nombre de conjuntivalizacidon de la cérnea, situacién que se encuentra en el
Sindrome de Steven Johnson, Pénfigo, Pterigion gigantes, quemaduras por alcalis y otras
enfermedades, que causan el déficit de stem cells limbares (DSCL). Esta afeccidon se acompafia
de defectos epiteliales recurrentes, opacidad corneal, y presencia de neovascularizacién. En
estos casos el trasplante convencional de cdrnea fracasa, ya que el DSCL imposibilita a largo
plazo la salubridad del injerto y la presencia de vasos en cornea incrementa significativamente
la posibilidad del rechazo. Por este motivo se han llevado a cabo nuevos tratamientos para estos
casos como el injerto de limbo y el trasplante de stem cells de cérnea. Esta ultima técnica -
incluye biopsia, replicacidon y expansion celular- presenta mejores posibilidades de éxito debido
al avance acaecido en el drea de la bioingenieria de tejidos. Sin embargo, el problema no es facil
de resolver, especialmente en aquellos pacientes con afeccidn bilateral, en quienes no es posible

realizar una técnica autdloga y es necesario buscar una fuente celular homadloga.

El uso de suturas en la cirugia corneal ha sido objeto de muchas investigaciones.
Actualmente el nylon 10.0 es la sutura mas utilizada. Sin embargo, alin en manos de eximios
cirujanos las suturas pueden ser causa de aberraciones refractivas produciendo serios problemas
visuales. Ademas, la presencia de un elemento extrafio favorece la inflamacién corneal, el
desarrollo de queratitis infecciosas, y la invasién de vasos en el parénquima corneal. Por estas
razones varias investigaciones se han llevado a cabo utilizando adhesivos artificiales como el
fibrin glue (FG). No obstante, con la utilizacién de material bioldgico no propio, es decir
proveniente de un animal u otra persona, se corre el riesgo, limitado, de transmitir agentes
infecciosos. Ademas el costo de estos adhesivos suele ser muy elevado. Teniendo en cuenta el
creciente uso del plasma rico en plaquetas (PRP) como adhesivo tisular en varias especialidades
médicas y al ser el PRP un gel autélogo facil de manipular y aplicar en espacios pequefios como
es la cirugia de la cornea, nos propusimos evaluar su aplicacion en el trasplante no perforante o

laminar de cornea.

La insuficiencia de stem cells limbares fue abordada desde la bioingenieria de tejidos con

la cooperacién de Laboratorios Craveri, utilizando la técnica del trasplante de stem cells de
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cornea ex vivo. Se realizé un trabajo de investigacion y desarrollo en el cual fue necesario
innovar muchos pasos de la técnica. Para la biopsia de limbo corneal utilizamos un trépano de
1.8 mm de didmetro, debiendo regular el grado de profundidad de la biopsia, muy cercana a la
superficie. La contaminacion por otras células se evitdé logrando una adecuada asepsia y
desbridamiento de la conjuntiva adyacente. El transporte de la muestra al laboratorio se llevo a
cabo sin mayores inconvenientes. Las stem cells fueron separadas del tejido y aisladas. La
replicacidén, expansion y desarrollo de una membrana para trasplantar llevd 21 dias. Para el
soporte celular fue utilizado Tissucol y plasma pobre en plaguetas (PPP). Este ultimo fue elegido
como la alternativa mas adecuada debido a su elasticidad y consistencia asi como por su
transparencia que permitio la evaluacién celular bajo microscopio. Los implantes se colocaron en
corneas con DSCL producidas con quemaduras alcalinas. La membrana trasplantada se suturd a
la esclera con nylon 10.0. En el postoperatorio se utilizaron colirios con corticoides, antibiéticos y
ciclosporina. Los signos clinicos se documentaron en formato digital bajo el microscopio
operador. Los animales fueron sacrificados a los 90, 180 y 360 dias. Los casos que desarrollaron
neovascularizacion corneal fueron fotocoagulados con laser de argdn sobre la parte escleral,
mds cercana al limbo, del recorrido del vaso. Se realizaron analisis histoldgicos con distintas
coloraciones e inmunohistoquimicos para la identificacién de citoquinas k3, k12, k19. Esta ultima
no deberia encontrarse en la parte central de la cornea. Su hallazgo nos sefiala la presencia de
epitelio conjuntival. Todo el estudio fue autélogo. Posteriormente se realizéd un estudio similar
con seguimiento de 6 meses, con una cantidad de animales que permitiese realizar analisis

estadisticos. Para ello se utilizé un modelo estadistico ad-hoc.

El otro modo de abordar el DSCL fue a través del trasplante homdlogo. Para este fin, se
tomoé como donantes a conejos machos y como receptoras a conejas hembras. La técnica
utilizada fue similar a la anterior, con la diferencia de que en este grupo de conejos el DSCL se
produjo de modo mecanico y solo se utilizé como soporte celular el PPP del animal receptor. Es
decir, se realizd una queratectomia laminar anterior de aproximadamente un tercio del grosor
corneal que incluyo el limbo en los 360 grados y luego se implanté la membrana neoepitelial
homoéloga. La misma técnica se llevd a cabo en dos grupos controles, uno que recibid la
membrana de PPP sin SC y otro que no recibié ni PPP ni SC. Los animales fueron sacrificados a
los 90, 180 y 360 dias. Se llevaron a cabo examenes histoldgicos e inmunohistoquimicos. A
través de técnicas de citogenética se buscé el cromosoma Y en las células epiteliales con el

objetivo de identificarlas y evaluar la sobrevida de ellas.

El PRP se pudo fabricar de la sangre de los conejos a trasplantar con la cooperacién del

Servicio de Hemoterapia del Hospital Universitario Austral. Para actuar como bioadhesivo el PRP
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debe ser activado con cloruro de sodio. En la bibliografia no hay consenso acerca de la
concentracion adecuada a utilizar de esa solucidn. Por este motivo se realizd un estudio in vitro,
para luego aplicar los resultados a un estudio in vivo. El mismo dia de la cirugia corneal la sangre
era extraida del conejo y el PRP formado. El estudio in vivo incluyd un grupo control a quien se le
suturd la cérnea con nylon 10.0. Los animales fueron sacrificados a los 7, 30 y 90 dias. Se
llevaron a cabo examenes histoldgicos, inmunohistoquimicos (anticuerpos anti SMA) y por

microscopia electrénica.

Las SC limbares pudieron ser biopsiadas, aisladas, replicadas y expandidas sobre un
soporte bioldgico para luego ser trasplantadas. El uso del PPP como soporte celular tuvo un
buen resultado. Hubo un proceso de mejora continua, significativa, en la biopsia, aislamiento,
replicacidon, expansion y trasplante de las membranas. El estudio estadistico demostro la eficacia
de esta técnica para mejorar la superficie corneal, logrando mayor transparencia y disminucion
de vasos sanguineos en cérnea. Resultados del estudio homdlogo revelaron la presencia de
células con cromosoma Y a los 4, 6 y 12 meses del postoperatorio. Esto constituye un dato
relevante asociado a la ausencia de signos de rechazo inmunoldgico durante todo el
seguimiento. Por otra parte los dos grupos controles mostraron alteraciones clinicas e

histoldgicas de importancia, sefialando asi efectiva a la terapia celular realizada.

La solucion de PRP que mejores condiciones mostrd fue aquella activada con cloruro de
sodio al 5%. El botdon corneal trasplantado con PRP mostré una adecuada adhesion al lecho
estromal. La histologia no mostré elementos inflamatorios y el analisis inmunohistoquimico
reveld una significativa reduccidn de miofibroblastos estromales comparado con la cantidad
hallada en el grupo control con suturas. En un segundo grupo control sin uso de sutura ni PRP se

observé desprendimiento del botén corneal a los 3 dias del postoperatorio.

El trasplante ex vivo de stem cells de cornea, tanto autélogo como homdélogo, fue capaz
de restaurar la superficie corneal en conejos con DSTL. Los estudios pre-clinicos demuestran la
eficacia de esta técnica. La realizacién de un ensayo clinico en Argentina estd siendo planificada.
Resultados promisorios del uso del PRP como adhesivo en la queratoplastia laminar, nos han

llevado a preparar un estudio similar en el trasplante perforante de cdrnea.
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Figura 11: “Coagulo de Fibrina” del PRP:

Figura 12: Mddulo tedérico computarizado de la red de fibrina del PRP.

Figura 13: Modulo tedérico computarizado del coagulo de PRP.

Figura 14: Fotocoagulacion laser de neovascularizacion corneal.

Figura 15: Modelo de DSCL quimico.

Figura 16: Modelo de DSCL mecanico.

Figura 17: Preparacién del PPP.

Figura 18: Toma de biopsia y cultivo de SC de limbo.

Figura 20: Caracteristicas macroscdpicas de las laminas corneales cultivadas sobre distintos
soportes celulares.

Figura 21: Caracteristicas histoldgicas de las membranas cultivadas.

Figura 22: Cambios histopatoldgicos a un afio de seguimiento luego del implante de SC
autologas sobre un cornea con DSCL secundario a quemadura alcalina (H&E).

Figura 23: Evolucidn clinica durante un afio de seguimiento en conejos con implantes autdlogos
de SC luego de haber sido lesionados con soda cdustica.

Figura 24: Analisis inmunohistoquimico de las queratinas al afio POP.
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Figura 25: Resultados clinicos de los animales con DSCL mecanico que recibieron implantes de
neoepitelio vs grupo control.

Figura 26: Autoregresion de la neovascularizacién corneal en un animal tratado.

Figura 27: Resultados histolégicos de los animales con DSCL mecdnico a un afio de haber
recibido implantes de neoepitelio vs grupo control.

Figura 28: Inmunofluorescencia de los animales con DSCL mecanico a un afio de haber recibido
implantes de neoepitelio vs grupo control.

Figura 29: Resultados clinicos e histopatoldgicos 30 dias luego de haber realizado un trasplante
laminar autdlogo adherido con PRP.

Figura 30: Resultados clinicos e histopatoldgicos 90 dias luego de haber realizado un trasplante
laminar autdlogo adherido con PRP.

Figura 31: Evolucidn clinica del PRP en las horas postoperatorias inmediatas.
Figura 32: Evolucidn clinica de la queratoplastia laminar con PRP como adhesivo en conejos.

Figura 33: Analisis histopatoldgico de la queratoplastia laminar entre los grupos con PRP y con
suturas.

Figura 34: Microscopia electrdnica del estroma del grupo Py grupo S.
Figura 35: Inmunofluorescencia del SMA en el grupo P y grupo S.

Figura 36: Resultados genéticos de las corneas con DSCL mecanico a un ano de haber recibido
implantes de neo epitelio homdlogo.

Figura 37: Resultados clinicos a los 6 meses del POP de los animales con DSCL quimico que
recibieron implantes de neoepitelio montado sobre PPP vs grupo control.

Figura 38: Inmunofluorescencia de K3/12 y K4 a los 6 meses del POP de los animales con DSCL
guimico que recibieron implantes de neoepitelio autélogo montado sobre PPP vs grupo control.

Figura 39: Analisis de imagenes de marcacién de SMA en el estroma de corneas sanas y a los 90
dias de queratoplastias laminares realizadas con PRP o Suturas.
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Figura 1 A: Biomicroscopia con tincion de fluoresceina de una cornea con cicatrizacion de una herida
epitelial con afectacion del limbo: se aprecia la migracion, preferentemente circunferencial, de laminas
de epitelio limbar a partir de sectores de cornea sana (flechas). B: Queratopatia columnar o signo
temprano de DSCL: nombre dado a la tincién de columnas alternantes de epitelio corneal tefiido con
fluoresceina y epitelio corneal sano que corresponden a las palizadas de Vogt (flechas). (Con permiso de
Br J Ophthalmol: Dua et al. 2001; 85:1379-1383).

A

Figura 2: Biomicroscopia del limbo en donde se pueden apreciar las palizadas de Vogt. A: Columnas
pigmentadas que estan migrando dentro de la cornea periférica (flechas). B: Tincion con fluoresceina de
las columnas migrando en respuesta a una lesién abrasiva central de la cornea (flechas). Con permiso de
Reinhard T, Larkin DFP. Essentials in Ophthalmology: Cornea and External Eye Disease 2006."

Figura 3: DSCL. A: Vascularizacion superficial y profunda con pannus fibrovascular que invade el tejido
corneal luego de una herida quimica que afecté 9.5 husos horarios del limbo y 60% de la conjuntiva. B:
Defecto epitelial persistente y pannus fibrovascular en una cénrea con quemadura con cemento
(solucidn alcalina). Con permiso de Br JOphthalmol: Dua et al. 2001; 85:1379-83 y Br JOphthalmol: Dua
HS and Azuara-Blanco A 2000;84:273-8.
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Figura 4: A: Citologia de impresion de una superficie corneal con DSCL y pannus fibrovascular: El
analisis muestra células caliciformes PAS positivas ¥400. B: Biopsia del pannus fibrovascular: Muestra un
epitelio multiestratificado, vascularizacion (flecha) y linfocitos intraepiteliales en las capas basales del
epitelio corneal dafiado (flecha). Con permiso de Reinhard T, Larkin DFP. Essentials in Ophthalmology:
Cornea and External Eye Disease 2006.°%

Figura 5: DSCL por quemadura alcalina: A: Ojo derecho de un paciente con afectacion de 10 husos
horarios del limbo y 70% de la conjuntiva. B: Ojo izquierdo del mismo paciente con afectacién de 12
horas del limbo y 90% de la conjuntiva. Se puede observar cicatrizacion con queratinizacién,
vascularizacion corneal, adhesiones simil simblefaron. La conjuntiva tarsal fue también severamente
dafiada. Con permiso de Reinhard T, Larkin DFP. Essentials in Ophthalmology: Cornea and External Eye
Disease 2006.””

Figura 6: Biomicroscopia de una cornea con
queratoplastia laminar profunda anterior
realizada con diseccién manual y control
optico de la profundidad. Con permiso de
Reinhard T, Larkin DFP. Essentials in
Ophthalmology: Cornea and External Eye
Disease 2006.203
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Figura 7: A Diagrama del "Arco Reflejo de Inmunidad": este circuito conlleva al rechazo del implante
luego de una queratoplastia. El brazo aferente consiste en vasos linfaticos que transportan las células
presentadoras de antigenos de la cornea donante. El proceso de esta informacion se realiza en los
ganglios linfaticos cervicales profundos superiores donde se inicia la produccion de las células
inmunoldgicas efectoras. Estas células llegan a la cornea implantada por medio del brazo eferente, el
cual consiste en vasos sanguineos que neovascularizan la cornea y permiten la entrada e inicio del
rechazo del injerto. B: Arco reflejo de inmunidad en una cornea altamente neovascularizada: La cornea
donante neovascularizada tiene acceso directo al brazo linfatico aferente y por lo tanto a los ganglios
linfaticos cervicales profundos asi como también al brazo arterial eferente del arco de inmunidad reflejo.
Esto explicaria el riesgo mayor de rechazos que ocurre en una cornea implantada que sufra de
neovascularizacién. Modificado de Streilein JW. Immune responses and the eye 1999;17.”

20



21

Figura 8 A-C. Complicaciones de la neovas-
cularizacion corneal que conllevan a la reduc-
cion de la agudeza visual. A: Queratopatia
grasa (flechas). B: Hemorragia intraestromal.
C: Edema estromal secundario a la filtracién de
los vasos sanguineos inmaduros. Con permiso
de Reinhard T, Larkin DFP. Essentials in
Ophthalmology: Cornea and External Eye
Disease 2006.201

Figura 9: Modelo computarizado teérico
p— de las uniones bilaterales de fibrina: Se

puede apreciar la rigidez de su
arquitectura. (D-TEP v1.3).

Figura 10: Modelo computarizado tedrico de la
red de fibrina resultante luego de la activacion
de los adhesivos comerciales. En estos adhesivos
al fibronectina es atrapada en forma de redes




Figura 11 "Coagulo de Fibrina" del PRP: A:
La porcidn inferior de la matriz de fibrina del
PRP esta ocupada por estrias blanquecinas
como agregados de fragmentos celulares.
Estos son los acimulos de plaquetas que
constituyen el "codgulo de fibrina". B: En la
porcién superior no se aprecian plaquetas o
algun otro cuerpo celular. H&E 400X
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Figura 12 Mddulo tedrico computarizado de la
red de fibrina del PRP. 1: Las plaquetas activadas
son atrapadas en la malla de fibrina y liberan una
significativa cantidad de citoquinas que son
retenidas extrinsecamente junto a la arquitectura
de fibrina. 2: Citoquinas plaquetarias en solucion.
(D-TEP v1.3; escalas no respetadas).

Figura 13 Mddulo tedrico computarizado del
coagulo de PRP. Se aprecian distintas
glicoproteinas estructurales, como al fibronectica
y citoquinas extrinsecas en solucion embebidas
dentro de la matriz de fibrina. La activacién del
PRP incluso permitiria retener cadenas
polimerizadas de fibrina y citoquinas,
semejandose a un trombo de fibrina natural. 1:
Citoquinas retenidas en la malla de fibrina
intrinseca. 2: Citoquinas plaquetarias en solucion
asociadas a polimeros de fibrina. 3: Cadenas
polimerizadas de fibrina y citoquinas. 4:
Glicoproteinas circulantes (fibronectina). 5:
Fibrillas de fibrina asociadas a cadenas
polimerizadas de fibrina y citoquins. (D-TEP v1.3;
escalas no respetadas).

Figura 14 Fotocoagulacion laser de neovascularizacion corneal: El laser se aplico sobre el origen de los
neovasos en su porcion conjuntival mas cercana al limbo. No se realizaron disparos sobre la cornea.
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Figura 16: Modelo de DSCL mecanico.
A: Queratectomia laminar mediante
peeling off del tercio anterior de
cornea, epitelio y la totalidad del limbo
esclero corneal. B: Estroma remanente
denudado. C: Botén corneal incluyendo
estroma y totalidad de epitelio

Figura 15 Modelo de DSCL quimico. A:
Se instila 1M NaOH en un papel de fil-
tro sobre la superficie corneal. B: Luego
de 90 segundos se retira el papel y se
lava la superficie ocular con solucién
fisiologica. C: Grado de lesion IV a los
60 dias.
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Figura 17 Preparacion del PPP.
A: Se extraen 20ml de sangre
intracardiaca. B: Luego de la
primer centrifugacion se separa
el plasma vy las plaquetas
(superior) de los globulos
blancos (intermedio) y los
globulos rojos (inferior). Luego
de una segunda centrifugacion,
se obtiene un PPP (C) que es
colocado en un freezer de -20°C
hasta su utilizacion y PRP (D)
que activado con CaCl comienza
a formar el coagulo adhesivo
(flechas).

Figura 18 Toma de biopsia y cultivo de SC de limbo.
A: Mediante un trépano 3,2mm? se biopsia el limbo
esclerocorneal. B: La biopsia se deposita en un medio
de transporte C: Las células epiteliales limbares se
siembran sobre una capa de fibroblastos de ratén 3T3
irradiados durante 21 dias D: La lamina de epitelio
obtenida se ensambla sobre PPP logrando una lamina
elastica, resistente y con gran transparencia en
condiciones de ser utilizada.
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Figura 20: Caracteristicas macros-
copicas de las laminas corneales
cultivadas sobre distintos sopor-
tes celulares. A y C: laminas
corneales con Tissucol como
soporte. B y D: laminas corneales
con PPP como soporte. Las
laminas con Tisucol son opacas
mientras que el PPP otorga gran
transparencia al implante a
suturar.
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Figura 21 Caracteristicas histologicas de las membranas cultivadas. A: Lamina corneal cultivada
sobre PPP. B: Lamina corneal cultivada sobre Tissucol. Ambas imagenes muestran un epitelio
estratificado en 4 capas. Las células inferiores son poligonales y muestran un nucleo prominente. Las
células de las capas intermedias presentan morfologia irregular y la capa superficial esta formada
por células planas con ntcleos compactos de cromatina homogénea.

A

Figura 22: Cambios histopatoldgicos a un afio de seguimiento luego del implante de SC autdlogas
sobre una cornea con DSCL secundario a quemadura alcalina (H&E). A: 30 dias POP. Se observa
una ectasia cicatrizal con endotelio duplicado secundario a la lesion alcalina. La superficie presenta
un epitelio estratificado no queratinizado con una configuracion y morfologia normal. Células simil
epiteliales con citoplasma claro se observan en la porcién profunda del epitelio. B: 1 afo POP. La
cornea presenta un espesor normal y perdida de queratocitos, La membrana de Descemet esta
cubierta de un tejido proliferativo fibrocolagenoso con duplicaciéon del endotelio. El epitelio
estratificado de 5 capas muestra una morfologia normal.
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Figura 23: Evolucion clinica durante un afio de seguimiento en conejos con implantes autélogos
de SC luego de haber sido lesionados con soda caustica. A: Opacificacion y vascularizacion
corneal preoperatoria. B: Implante de la lamina epitelial. C: 30 dias luego del trasplante persiste
un leucoma central e irregularidad del epitelio. D: 90 dias POP. Neovascularizacidon corneal que
fue luego tratada con fotocoagulacién con laser argén. E: 1 afio POP. Se aprecia una cornea claray
ausencia de signos de DSCL.
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Figura 24: Analisis inmunohistoquimico de las queratinas al afio POP. A y C: Inmunoreactividad de
K19 (A) y K3/12 (C) en una cérnea de conejo normal. B y D: Inmunoreactividad de K19 (B) y K3/12
(D) en una cornea con DSCL implantada con neo epitelio cultivado. En ambas corneas se observa
marcacion negativa para K19 y positiva para K3/12. LA expresion de K3/12 en las corneas
implantadas muestra diferentes grados de intensidad mientras que en la cornea normal se ve una
marcacion homogénea.
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Figura 25 Implantes homodlogos de laminas de neo epitelio cultivado sobre PPP. A-B-D: Una vez que la
queratectomia fue realizada, el estroma receptor es cubierto por la lamina epitelial que es suturada a la
esclera mediante puntos simples de nylon 10-0. C: Se puede apreciar una lamina de epitelio
estratificado en 4 capas sobre PPP.

Figura 26: Resultados clinicos de los animales con DSCL mecanico que recibieron implantes de neo
epitelio vs grupos control. A-H: Grupo Tratado. B-C-E-F-G: corneas claras y avasculares con superficie
reepitelizada. No hay signos de DSCL. A: Neovascularizacién. D: leucoma estromal. H: Leucoma
consecuente a neovascularizacion en regression. |: Grupo control sin implante a 3 meses. J-L: Grupo
control con PPP a 4 meses POP (J), 8 meses POP (K) y 1 afio POP (L). En todos los casos se pueden
observer signos de DSCL.
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Figura 27: Autoregresion de la neovascularizacion corneal en un animal tratado. A: 4 meses POP. B: 8
meses POP. C: 10 meses POP. D: 1 afio POP
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Figura 28: Resultados histologicos de los animales con DSCL mecanico a un aifo de haber recibido
implantes de neo epitelio vs grupo control. A-D: Grupo tratado. A: A 90 dias POP, las corneas
implantadas muestran un epitelio de configuracién multilaminar con maduracién de células basales
poligonales a planas superficiales. Debajo del epitelio se observa una capa acelular hialina de
coldgeno con queratocitos aislados (flechas). El estroma medio y profundo, asi como la membrana de
Descemet y el endotelio presentan una configuracién normal (H&E). B: PAS de otra cornea que
muestra células tipo epiteliales con citoplasma claro en la capa basal del epitelio corneal (flecha) y
una membrana basal continua. Una capa acelular PAS positiva se observa entre la membrana basal
epitelial y el estroma corneal (cabeza de flechas). C: En el area central de la cornea, debajo de una
lamina homogénea de epitelio se puede apreciar un estroma corneal remanente con disposicion
laminar y queratocitos normales (Masson). D: En la cérnea periférica se observa, entre el epitelio
implantado y el estroma residual, una ldamina gruesa de miofibroblastos y depdsitos coldgenos que
contienen algunas células inflamatorias (cabeza de flechas) (Masson). E-H: Grupo control. E: Se
distinguen un epitelio irregular regenerativo de la conjuntiva limbar sobre el estroma receptor y una
cicatriz subepitelial con células inflamatorias y neovascularizacion (flecha) (H&E). F: En estas corneas
se aprecia un epitelio de mayor altura comparado con corneas sanas o tratadas, con diferenciacion
celular incompleta (flecha) (H&E). G: PAS de la periferia de la cornea que muestra células caliciformes
intraepiteliales (flecha) y una cicatriz estromal (cabeza de flechas). H: Cornea central de un ojo
control con epitelio corneal escamoso multilaminar y una gruesa cicatriz con miofibroblastos,
depdsitos colagenos y células inflamatorias en la interface con el estroma remanente (cabeza de
flechas) (Masson).

Figura 29: Inmunofluorescencia de los animales con DSCL mecanico a un afio de haber recibido
implantes de neo epitelio vs grupo control. A-B: Epitelio corneal normal. A: K3/12 positivo. B: K19
negativo. C-D: Grupo tratado: C: K3/12 positivo. D: K19 negativo. E-F: Grupo control a 1 afio.

E: K3/12 levemente positivo. F: K19 positivo con patrén parcheado y erratico.
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Figura 30: Resultados clinicos e histopatologicos 30 dias luego de haber realizado un trasplante
laminar autdlogo adherido con PRP. A: Se observa un flap adherido y claro, sin signos de inflamacion.
B: Mediante tincion con Masson se puede apreciar el implante laminar ocupando un tercio de la cornea
sin defectos epiteliales (Masson 60X).
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Figura 31: Resultados clinicos e histopatoldgicos 90 dias luego de haber realizado un trasplante
laminar autélogo adherido con PRP. El implante permanece adherido con caracteristicas macro (A) y
microscopicas (B) normales (H&E 60X)

Figura 32: Evolucién clinica del PRP en las horas postoperatorias inmediatas. A: El PRP activado es
instilado entre el estroma y el flap. B: Un halo periférico opalescente de PRP coagulado se observa a los
10 minutos de haber sido aplicado como adhesivo. C: La coagulacion de las plaquetas da a la cornea un
aspecto blanquecino a las 6 horas de haber sido instilado.
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Figura 33: Evolucién clinica de la queratoplastia laminar con PRP como adhesivo en conejos. A-B:
Flaps corneales adheridos a los 2 dias con interfase opalescente. C-D: Al 7mo dia POP se observa una
opacidad media que progresa a una cornea clara a los 30 dias (E-F) y se mantiene hasta los 90 dias POP
(G-H)
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Figura 34 Analisis histopa-
tologico de la querato-
plastia laminar entre los
grupos con PRP (A-C) y con
suturas (D-F). A y D:
- Interfaces desprendidas al
2do dia POP secundario a la
“ retraccion del propio
analisis histoldogico (PAS y
H&E 60X). B: Depdsitos
# granulares de PRP coagu-
= lado estan presentes al
= 7mo dia POP (flechas)
= compatibles con la aparien-
= cia clinica (Masson 125X).
— C: Flap adherido a los 90d
== POP (H&E 125X). E-F: En el
grupo con susturas los flaps
estan adheridos sin infla-
macion del estroma corneal
al 7mo dia POP (Masson
125X) asi como a los 90d
POP (H&E 215X)

Figura 35: Microscopia electronica del estroma del grupo P (A) y grupo S
(B). A: Se observa una disposicion regular del colageno formando las lamelas
estromales y queratocitos de morfologia normal. B: Se puede apreciar el
desarreglo de las laminas de colageno y células inflamatorias, representado
probablemente leucocitos cerca de los puntos de sutura.

Figura 36: Inmunofluor-
escencia del SMA en el
grupo P (A) y grupo S
(B). A: En el grupo P no
se observa positividad
para SMA. B: El grupo S,
particularmente cerca
de los puntos de sutura,
muestra  positividad
fluorescente para SMA.
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Figura 38: Resultados clinicos a los 6 meses del POP de los animales con DSCL quimico que recibieron
implantes de neoepitelio autélogo montado sobre PPP vs grupo control: La isquemia limbar decliné en
los animales implantados mientras que el grupo control mantuvo o empeord sus signos de DSCL. La
opacidad corneal evolucioné favorablemente en el grupo tratado, no asi en el grupo control. No hubo
signos clinicos de rechazo del injerto. No se observaron dafios en al cornea por la fotocoagulacion.

Normal K3/12 Implantado K3/12 Control K3/12

Implantado K4 Control K4

Figura 39: Inmunofluorescencia de K3/12 y K4 a los 6 meses del POP de los animales con DSCL quimico
que recibieron implantes de neoepitelio autélogo montado sobre PPP vs grupo control: La expresion
de citoqueratinas 4 y 3/12 en las corneas de los 16 animales tratados fue similar a lo hallado en corneas
normales (C 4 negativa y C 3/12 positiva). El grupo control mostré una leve marca positiva para
citoqueratinas 3/12 y una fuerte expresion de citoqueratina 4
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Expression of SMA (cells/FldArea/pixel2) at 90days postoperatively
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Figura 40: Analisis de imagenes de marcacion de SMA en el estroma de corneas sanas (A) y a los 90
dias del queratoplastias laminares realizadas con PRP (B) o Suturas (C). La marcacién del grupo Py
la cornea normal es similar. El grupo S muestra una clara diferencia. Las medidas fueron realizadas
por densitometria cuantitativa y los valores mostrados son las medianas.
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INTRODUCCION Y FUNDAMENTOS

a cornea es un érgano Unico en la naturaleza. Un elemento de intrincada composicion
que permite, a través de su transparencia, lograr su funciéon como el mayor elemento
Optico del ojo. Es un segmento vulnerable pero al mismo tiempo suficientemente fuerte para
actuar como una gran barrera ante el medio externo. La cérnea es expuesta durante gran parte
del dia y asi aun es capaz de mantener su superficie delicada y sensible necesaria para la

formacidn de una imagen efectivamente focalizada en la retina.

El epitelio de su superficie es continuamente reemplazado a través de la regeneracion
efectuada por las stem cells del limbo corneal. La cornea tolera repetidas distorsiones por la
misma frotacién con las manos, y sin embargo vuelve satisfactoriamente a su forma original. A
pesar de que esté en permanente contacto con la flora microbioldgica y otras noxas del medio
ambiente, la cornea generalmente logra defenderse de los mismos. Su envejecimiento es un
proceso extremadamente fabuloso y si las cosas llegan a ir mal, esta misma cornea permite su

reemplazo y aceptacién de un nuevo érgano en su lugar.”

FUNCIONES FISIOLOGICAS DE LA CORNEA

La cornea comprende una sexta parte del ojo. Su unién con la esclera, conocida como el
limbo esclero corneal, es la zona donde se encuentran las células madre o stem cells capaces de
regenerar gran parte de la superficie ocular. La cornea tiene dos funciones principales: proteger
el contenido intraocular y refractar la luz. Para esto debe mantener su integridad vy

transparencia. Cualquier opacidad en la cornea provocara una degradacién en la imagen 6ptica.?

La cornea es una estructura transparente y libre de vasos sanguineos. Todas sus capas
tisulares obtienen oxigeno a través de la superficie anterior, principalmente del film lagrimal. El
resto de los nutrientes son obtenidos por la superficie posterior, salvo el retinol que también
proviene de las lagrimas. Este compuesto es importante para evitar la queratinizacidon de las
células epiteliales superficiales de la cornea. Sin retinol, el epitelio se vuelve queratinizado como

sucede en el déficit de vitamina A, principal causa de ceguera corneal.?

El epitelio se presenta como una estructura continua sobre la superficie anterior de la
cornea, y las células basales del epitelio toman contacto con la membrana basal epitelial. El
endotelio se encuentra en su cara posterior y descansa sobre su membrana basal (Membrana de
Descemet). Entre ambas membranas basales se encuentra el estroma. El epitelio inhibe la

difusién de agua y solutos de las lagrimas al estroma, en parte evitando el edema corneal. En el
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estroma, los proteoglicanos y glicosaminoglicanos (GAGs) mantienen las fibrillas de colageno en
una disposicion ordenadamente laminar requerida para la claridad dptica. A fin de lograr esto,
los GAGs deben estar relativamente deshidratados. El endotelio es quien cumple esta funciéon
de deshidratarlos, impidiendo la entrada de humor acuoso a partir del interior del ojo y
removiendo el agua que se encuentre en el estroma mediante un mecanismo activo de bombeo,

que requiere oxigeno obtenido del film lagrimal por medio del epitelio corneal.*

Ultraestructuralmente, la superficie externa de la cornea de 5 a 7 capas de epitelio plano
estratificado no es lisa. Contiene proyecciones tipo microvellosidades que le dan a esta
superficie un contorno reticular e irregular. Sin embargo, para poder actuar como un elemento
Optico, la superficie ocular de la cornea esta cubierta de una delgada capa de lagrimas conocida
como film lagrimal pre corneal. Esta interfase lagrima — aire es la superficie mas poderosa del
ojo, contando con un 80% (60 dioptrias) del total del poder refractivo del ojo, es decir, un 80%

de la capacidad 6ptica del ojo para poder actuar como érgano de la vision.”

ESTRUCTURA CORNEAL ANTERIOR

EPITELIO CORNEAL — ESTRUCTURA Y FUNCIONES

El epitelio corneal plano, estratificado, no queratinizado, compuesto en 5 a 7 capas,

forma parte del 10% del grosor de la cdrnea. Morfolégicamente se divide en 3 secciones:
1. Una capa simple de células columnares basales y membrana basal.
2. Dos o tres capas de células aladas poligonales.
3. Dos o tres capas de de células planas superficiales.

Normalmente las células basales son las que se replican y sus células hijas se mueven
apicalmente y se convierten en células aladas, que luego migran a la superficie permaneciendo
en forma aplanada hasta que son desprendidas del epitelio y desechadas al film lagrimal. Este
reemplazo total del epitelio corneal dura 1 semana. Este epitelio estd expuesto continuamente a
fuerzas de choque como es el mismo parpadeo, por lo que las células epiteliales deben
permanecer fuertemente adheridas unas a otras y a la estructura basal. Estas uniones son de
oclusidn, conocidas como zoénula occludens, de anclaje, llamadas zénula adherens y de

comunicacién o uniones gap y siné\pticas.6

El citoesqueleto del citoplasma de estas células epiteliales corneales estd compuesto por

tres tipos de filamentos, que son filamentos de queratina o citoqueratinas, microttbulos y
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filamentos de actina. Las citoqueratinas proveen un marco estructural al citoplasma celular y
forman también parte de los desmosomas, estructuras de adhesién intercelular y de los
hemidesmosomas, estructuras de adhesién entre las células basales y la matriz extracelular. Los
microtibulos le proveen polaridad a las células epiteliales y los filamentos de actina son
microaplicaciones densas de la superficie apical de las células planas como asi también forma
parte de las uniones adherentes.' Las células epiteliales también conviven con otras células,

como neuronas, melanocitos, células de Langerhans y ocasionalmente leucocitos.

CELULAS COLUMNARES BASALES Y MEMBRANA BASAL

Las células basales son columnares en forma y estdn adheridas a la membrana basal. Se
interdigitan entre ellas mediante uniones adherentes y desmosomas. Sus citoplasmas contienen
granulos de glicégeno, entre otras cosas, como fuente de energia frente al estrés metabdlico,
por ejemplo la cicatrizacidn tisular. Estas células secretan la mayoria de los componentes de la
ldmina basal, quien cumple con dos funciones principales: actuar como substrato en la
organizacion de las células epiteliales y separar el epitelio del estroma. Ante la ausencia de esta

lamina, las células basales penetran la membrana de Bowman y el estroma superficial.

En corneas lesionadas la l[damina basal evidencia coldgeno tipo IV, asi como también
fibronectina y laminina. Estas sustancias forman un complejo que sirve como sustrato del
epitelio regenerativo. Luego de una queratectomia superficial, donde la lamina basal y las
lamelas anterior del estroma son removidas junto con el epitelio, la fibronectina es depositadas
inicialmente por las lagrimas y luego sintetizada por los propios queratocitos de la cornea. El
agregado exégeno de laminina no acelera la reepitelizacién, pero el agregado de fibronectina ha

demostrado ser Util en esta cicatrizacion epitelial.

CELULAS ALADAS POLIGONALES

A medida que las células basales se van dividiendo, estas dan origen a las células
intermedias del epitelio que migran anteriormente para formar dos o tres capas de células
aladas poligonales. Estas se interdigitan fuertemente mediante abundantes desmosomas
permitiendo un escaso pasaje de fluido intercelular. Cuando existen defectos de la cornea como
erosiones epiteliales recurrentes o alteraciones del epitelio, el liquido que esta cornea enferma
no puede frenar entra y se deposita entre las uniones firmes de esta capa de células, dando el
aspecto caracteristico de una cornea edematosa y difractando la luz con la consecuente visién

borrosa de halos que padecen estos pacientes con edema epitelial.
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CELULAS PLANAS

Estas células que migran desde la base del epitelio hasta la superficie sufren cambios
morfolégicos considerables. Poseen caracteristicas Unicas para mantener el film lagrimal,
poseyendo un alto peso molecular y glicoproteinas fuertemente glicosiladas que forman las
microvellosidades apicales para mantener la capa mucinosa del film adherido a su superficie, y
por lo tanto estabilizando el film precorneal. Estas células poseen fuertes uniones entre ellas que
mantienen un equilibrio en el pasaje de liquido, electrolitos y solutos hacia las capas posteriores

y lograr asi que el estroma permanezca deshidratado.

FUNCIONES

El epitelio corneal tiene 3 funciones principales:

1. Actuar como una barrera mecdnica a cuerpos extrafios y microorganismos y, via

células de Langerhans, como una posta de defensa inmunoldgica.
2. Crear una superficie dptica lisa y transparente.

3. Mantenerse como barrera de difusion frente al agua, solutos y drogas.

CICATRIZACION DEL EPITELIO CORNEAL

El trauma epitelial que no lesiona la ldmina basal es reparado por migracién hacia el
fondo del sitio de injuria de las células epiteliales basales y aladas adyacentes. Una vez migradas
al sitio de injuria, estas células comienzan a proliferar (mitosis) y estratificarse con sintesis

excesiva de queratinas y uniones celulares.

Si la lamina basal es removida durante el evento traumatico, las células epiteliales deben
migrar alrededor y dentro del drea de la herida, donde comienzan a apilarse. Clinicamente esto
es observado como un engrosamiento del borde de la herida. Estas células, para rodear el
defecto, deben migrar, cubrir la herida y comenzar a estratificarse para luego regenerar las
estructuras de anclaje y unidn intercelular. Este extenso camino de cicatrizacion requiere de una
resintesis de las proteinas involucradas. Durante largos periodos de cicatrizacidn, la [ldmina basal
puede presentar soluciones de continuidad y/o reduplicaciones. Habitualmente, después de este
tipo de lesion, se deben aguardar meses para poder observar una correcta adhesion del epitelio

restablecido.’
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LimMBO CORNEAL Y STEM CELLS

El limbo clinicamente es una zona semitransparente transicional de 1 a 2 mm de ancho y
1 mm de profundidad que se encuentra entre la cornea y la esclera en los 360 grados de la
cornea. En la superficie marca la transicion entre el epitelio conjuntival y el corneal (Figura 1). El
limbo se diferencia de la cornea en que tiene solo dos capas: un epitelio y un estroma por
debajo y en que es rico en vasos sanguineos y linfaticos. Histolégicamente, el limbo se define
como una zona con limite anterior en el final de la membrana de Bowman y un limite posterior
en el estroma en un arco céncavo adyacente cercano a la membrana de Descemet, finalizando
en la parte anterior del trabeculado del angulo iridocorneal. El patélogo lo define como una zona
gue va desde una linea perpendicular que une la membrana de Bowman con la de Descemet a
otra linea perpendicular, 1,5mm de la primera, que pasa a través del espoldn escleral. Por lo
tanto, el limbo esta compuesto por tejido proveniente del epitelio y estroma conjuntival, de la

capsula de Tenon, de la epiesclera y del estroma corneoescleral.?

La superficie del limbo estd marcada por pliegues radiales, conocidos como palizadas de
Vogt, que se encuentran entre los vasos sanguineos y linfaticos (Figura 2). Estas palizadas tienen
un largo de 2 a 4 mm y un ancho de 0,5mm y se pueden contabilizar 36 por cuadrante limbar y
proveen un microambiente ideal para la sobrevida de las SC.° Se piensa que estas células son
capaces de mantener su poblacién a partir de una combinacién de caracteristicas inherentes a

ellas y el microambiente que le brinda el propio limbo corneal.™

Las SC son capaces de lograr su auto renovacién ilimitada a través de su propia divisiéon

gue da lugar a dos células hijas: una nueva SC y una célula de amplificacion transitoria (CAT), con
. P . s .. 11

una capacidad, esta ultima, de renovacién limitada.” Por lo tanto se postula que luego de la
division asimétrica de las SC, una célula hija vuelve al nicho en las palizadas de Vogt y la otra CAT
entra en un ciclo de diferenciacion terminal o division finita, donde luego de varias replicaciones
mitéticas pierde esta capacidad proliferativa y se convierte en lo que se llama célula
postmitdtica (CPM). En ultima instancia, estas CPMs terminan diferencidandose en células

epiteliales de la cérnea.™

Las SC deben tener una vida prolongada, equivalente a la vida del huésped en el que se
hallen; deben tener un potencial de division libre de errores, ya que cualquier error genético en
cualquier nivel de su divisién pasaria indefectiblemente y permanentemente a su progenie,
deben ser de ciclo lento, reflejando una actividad mitdtica baja; deben tener una segregacion de

su ADN asimétrica durante la mitosis, de forma tal que mantengan su mensaje genético original
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y pasen una nueva copia a las TACs; y por ultimo poseer un citoplasma primitivo con pocos o

algunos productos diferenciados®® (Tabla 1).

PROPIEDADES DE LAS SC
Vida prolongada

Potencial de division libre de errores
Ciclo lento de division
Segregacion asimétrica de su ADN

Citoplasma primitivo

Tabla 1 Propiedades de las stem cells del limbo esclero corneal

Si bien las SC se dividen relativamente infrecuente en tejidos maduros no traumaticos,
frente a una situacion traumadtica o en condiciones de cultivo in vitro éstas tienen un gran

potencial de proliferacién®® con una alta tasa de divisién.™

DEFICIT DE STEM CELLS LIMBARES DE CORNEA (DSCL)

DEFINICION

Distintas enfermedades o mecanismos destructores del limbo producen
consecuentemente situaciones muy poco favorables de la superficie ocular que determinan que

el paciente presente baja visidn o incluso ceguera.

Las enfermedades de las SC de la cérnea son un problema mayor en oftalmologia y
muchos investigadores han estado trabajando en el desarrollo del tratamiento ideal de esta

SituaCién.ls 17 18 19 20 21 22 23

El DSCL se caracteriza por defectos epiteliales persistentes (DEP), irregularidades del
epitelio, ulceras multiples y con frecuencia abscesos infecciosos o no; que en ultima instancia
permiten que la conjuntiva invada la superficie corneal deficitaria, provocando asi la
conjuntivalizacion de la misma. Esto provoca una reeplitelizacién errdtica con un epitelio simil
corneal. Finalmente se produce la entrada de tejido fibrovascular (vascularizacién corneal)

provocando la ceguera del paciente por causas corneales.?

Clinicamente los pacientes con DSCL presentan un ojo irritable, hiperémico, con
disminucién de su agudeza visual, fotofobia, lagrimeo y frecuentemente padecen de episodios
de gran dolor secundarios a las erosiones corneales recurrentes. Oftalmolégicamente se observa

un epitelio irregular y opaco con areas de neovascularizacion (Figura 3).
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Técnicas de impresidn citoldgica revelan la presencia de células caliciformes de la
conjuntiva (Figura 4). Estudios de inmunohistoquimica demuestran la ausencia de diferenciacion
del epitelio corneal a través de la ausencia de citoqueratina 3 asi como la presencia de mucina
de las células caliciformes.”

El tratamiento de esta entidad es un desafio para la oftalmologia contemporanea.”® *” El

manejo es muy dificultoso, ya que no basta con tratar la enfermedad de base, muchas veces
imposible, ni tampoco con reemplazar el tejido dafiado; porque al no haber un limbo
suficientemente sano como para mantener la salud de injerto corneal implantado, en un plazo

no muy largo de tiempo la superficie ocular vuelve a estar opaca y conjuntivalizada.

ETioLOGIA

El DSCL puede ser causado por distintas entidades, tanto corneales como sistémicas, que
lesionan de forma aguda o en el tiempo la superficie ocular, especialmente el limbo esclero
corneal. Estas entidades pueden ser hereditarias como son la aniridia, la queratitis asociada con
deficiencias enddcrinas multiples o le eritroqueratodermia congénita. También el DSCL es
secundario a enfermedades adquiridas difusas como el dafio quimico o térmico de la cornea, el
sindrome de Stevens Johnson o el uso crénico de lentes de contacto o enfermedades adquiridas
focales como el pterigion, el uso de diferentes antimetabolitos, como el 5 F-Uracilo o la

Mitomicina C o multiples cirugias oculares que depreciaran la cornea de SC.

Entre las causas de mayor frecuencia de DSCL se encuentran las quemaduras quimicas
de la cornea, especialmente las alcalinas, el sindrome de Steven-Johnson y el pterigion gigante.
A pesar de los grandes esfuerzos realizados para mejorar el pronéstico del DSCL, el final comudn

en todas estas entidades es un resultado insatisfactorio.

El dafio de la cornea por quemaduras quimicas puede variar de moderado a severo,
requiriendo en los profesionales un rapido diagnéstico del nivel de injuria y una correcta
instauracién de los pasos a seguir con el objetivo de minimizar la pérdida de la funcién visual. Las
guemaduras oculares alcalinas son consideradas uno de los accidentes de trabajo mas
devastadores ya que las sustancias alcalinas penetran rapidamente las membranas celulares y
logran entrar en cuestién de minutos en el interior del globo ocular, donde mantienen su
actividad destructora. ® * Estas lesiones tienen gran impacto socio econémico debido al alto
costo de los tratamientos y a la invalidez visual que suele quedar como consecuencia de esta

patologia (Figura 5).
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‘ PREVALENCIA

El nimero de personas con ceguera corneal en el mundo no es menor. *3'3? Se estima

gue 1.500.000 de personas desarrollan neovascularizacién corneal anualmente en los Estados
Unidos de Norteamérica por DSCL, lo que conlleva a la opacificacién corneal y la ceguera legal,

con todo el impacto socio econdmico que esto implica.*®

CLASIFICACION

El DSCL ha tenido diversas clasificaciones en base a su origen, dafio de estructuras y
probable prondstico a largo plazo. Nosotros basamos nuestros estudios en la clasificacidn
propuesta por Bagley et al,** quien utiliza criterios clinicos de injuria y propone un prondstico
visual a largo plazo en seres humanos; subrayando que no necesariamente toda lesién alcalina
de la cornea provocara consecuencias fatales en la visién, sin embargo, lesiones de mediana y

gran envergadura predisponen a la pérdida de visidn definitiva tomando en cuenta las terapias

oftalmolédgicas actuales.

Su explicacion se encuentra detallada en la Tabla 2.

CRITERIOS CLINICOS A UTILIZAR EN LA ESTADIFICACION DE LESIONES CORNEALES POR ALCALIS

PARAMETROS\GRADOS GRADO O GRADO | GRrADO |l GRrADO IIl | GRADO IV
ISQUEMIA LIMBAR
(CIRCUNFERENCIA Sin isquemia <25% 25-50% 50-75% 75-100%
AFECTADA, %)
<33% pérdida >33%-100% de
EPITELIO CORNEAL Normal L L Ausente
geografica pérdida
Opacidad causa Opacidad solo Opacidad
s (GO Detalles del iris claramente borramiento de permite total:
visibles los detalles del discernir la pupila no
iris pupila visible
PROFUNDIDAD DEL DANO . L Epitelio y <1/3 Epitelioy Toda la
Totalidad del epitelio .
CORNEAL estroma anterior estroma cornea
. . e Pérdida de Pérdida del
) Sin Recuperacion Recuperacion L
PRONOSTICO . . vision globo
consecuencias total con DSCL parcial
permanente ocular

Tabla 2 Criterios clinicos a utilizar en la clasificacion de lesiones corneales por alcalis. Estadificacion clinica y

prondstico de corneas humanas lesionadas por soda caustica descripta por Bagley et at.
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CULTIVO CELULAR DE STEM CELLS DE CORNEA

A partir del trabajo innovador de Graziella Pellegrini publicado en 1997, las
investigaciones sobre el tratamiento de DSCL con células epiteliales limbares cultivadas ex vivo
han evolucionado en forma imperiosa. Las metodologias de cultivo utilizadas para el tratamiento

clinico son muy variadas.

Mediante la técnica de explante se utilizan pequefias biopsias de tejido limbar que
usualmente se siembran sobre membrana amnidtica, ya sea en forma directa o sobre una
monocapa de fibroblastos murinos (células 3T3) irradiados. El primer pasaje usualmente es el
gue se utiliza para el trasplante y la propia membrana amnidtica se utiliza como soporte durante

aquél.

En el paso siguiente se requiere la digestion enzimatica con tripsina para liberar y aislar
las células epiteliales de la biopsia y asi poder sembrarlas ya sea sobre membrana amnidtica o
sobre cultivos en monocapa de células 3T3 irradiadas. En este ultimo caso, las colonias se
vuelven a sembrar y cultivar hasta obtener ldminas de células confluentes, las cuales
posteriormente se desprenden utilizando para ello dispasa y se colocan en un soporte que
puede consistir en una gaza parafinada, lente de contacto, colageno, fibrina u otros, para

finalmente ser trasplantadas.

A pesar de que el uso de membrana amnidtica se basa en la capacidad de la misma para
permitir el cultivo de las células epiteliales limbares, esta capacidad esta limitada a unos pocos
pasajes, lo cual indica que las células stem necesitan ciertos factores para poder expandirse en
cultivo. La utilizacion de monocapas de células 3T3 pareceria ser mas apropiado para mantener
o preservar un cultivo de stem cells. Debido a que aun no se cuenta con inmunomarcadores
especificos para las SC del limbo corneal, no es posible conocer el porcentaje de sobrevida de
estas células después de ser trasplantadas y saber si ellas son las Unicas encargadas de la
regeneracion epitelial. El hecho de que se hayan observado resultados clinicos similares
utilizando diferentes técnicas de cultivo indica que es posible que otros factores tales como la
repoblacién por células remanentes en el nicho y/o por células provenientes de médula dsea

intervengan en el proceso de re-epitelizacion.

SOPORTES CELULARES COMERCIALES VS AUTOLOGOS

El uso de materiales de soporte para el cultivo, transporte y trasplante de las laminas de

epitelio cultivado también ha tenido una revolucién técnica muy importante en estos ultimos
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afios. Los materiales que habitualmente se utilizan son la membrana amniética y adhesi-
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vos tisulares comerciales.®® La primera presenta beneficios potenciales en la adhesién,
proliferacién y diferenciacién de las células epiteliales mientras que los segundos tienen una
accion mas directa sobre la interaccidon entre el epitelio implantado y las células estromales

luego de la cirugia.*

Los adhesivos tisulares como el Tissucol® han sido desarrollados en un primer momento
solo para técnicas quirdrgicas, ya que promueven la hemostasia y la cicatrizacion tisular, pero
recientemente también han sido utilizados en el cultivo celular. Son compuestos que concentran
fibrindgeno humano mas trombina bovina y calcio. Cuando se mezclan todos los componentes
se logra una sustancia gelatinosa que imita los Ultimos estadios de la cascada de la coagulacién
formando un coagulo de fibrina. El problema es que al ser productos hemoderivados no propios

del paciente, pueden ser capaces de trasmitir distintas enfermedades relacionadas a su origen.

El PPP es una sustancia propia del paciente, y este es el concepto primordial: que es
puramente autdlogo. Al obtenerse del mismo paciente, el PPP no acarrea el riesgo de
transmisién de patdgenos, como los bioadhesivos comerciales. Sus propiedades biocompatibles
y biodegradables previenen que induzca reacciones inmunoldgicas, necrosis tisular o fibrosis
extensa. El PPP se activa con el uso de Ca,Cl formando una sustancia coagulada sin propiedades
adhesivas que rapidamente se absorbe una vez colocado en el sitio de injuria (estroma corneal)
con la membrana cultivada en su superficie. Al no tener propiedades adhesivas, la lamina
epitelial con PPP debe ser sujetada al estroma receptor con técnicas convencionales de sutura o

con el uso de bioadhesivos.

Su uso en oftalmologia varia entre distintos autores, siendo utilizado en muchos casos
como suplemento del medio de cultivo, en reemplazo del suero bovino.* Nosotros hemos
testeado el uso del PPP en el desarrollo de una nueva técnica de cultivo y trasplante de epitelio

limbar en cirugia experimental de cérnea.** >’

TRASPLANTE DE CORNEA

QUERATOPLASTIA LAMINAR CONVENCIONAL

La queratoplastia laminar (QL) consiste en el trasplante parcial de una cornea donante,
sin el endotelio, la membrana de Descemet y el estroma profundo, sobre un lecho receptor que

previamente fue disecado del estroma anterior y epitelio (Figura 6)
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Las indicaciones cldsicas de esta cirugia son la remocién de opacidades estromales
anteriores o de irregularidades de la superficie corneal, |a restauracién de un contorno refractivo

normal o el tratamiento del queratocono.

Comparada con la queratoplastia penetrante, la QL, aunque sea técnicamente mas
dificil, posee grandes ventajas. Con este procedimiento se minimizan la mayoria de las
complicaciones tipicas de una cirugia a cielo abierto, ya que al ser un procedimiento extraocular
se evitan las alteraciones de la anatomia interna del ojo; se logra menor inflamacién
postoperatoria; las suturas pueden ser removidas antes y el riesgo de dehiscencia de la herida o

rechazo del injerto es menor.

Los ojos con QL pueden padecer de algunas complicaciones, como una menor ganancia
visual debido a errores refractivos como el astigmatismo irregular, producto de las suturas o del
“haze”, debris atrapados o pseudo camara en la interfase estroma — donante. También pueden

resultar cicatrices residuales del estroma receptor.

TRASPLANTE DE NEOEPITELIO CORNEAL A PARTIR DE STEM CELLS
AUTOLOGAS

Debido a los avances de la ingenieria de tejidos y la terapia celular nuevas esperanzas
han aparecido en el tratamiento de los pacientes lesionados con quemaduras por &lcalis.”* El
éxito del trasplante de SC corneales se basa en restituir al limbo dafado y con éste lograr una
cornea clara o una mejor superficie corneal sin tejido conjuntival invasor. Esto permite, en una
segunda instancia, el injerto penetrante de cornea, el llamado procedimiento de dos tiempos

(two-steps procedure).*?

El uso de injertos autdlogos de laminas de epitelio corneal en humanos fue
primeramente descripto por Pellegrini et al en 1997* y a partir de ella una gran cantidad de
protocolos en animales y en pacientes se han implementado utilizando esta nueva

444546 47 48 4950 31 yna de las principales ventajas con respecto a lo que hasta el

metodologia.
momento se realizaba con mayor éxito, injerto de limbo autélogo, ha sido lograr un menor grado

de inflamacién.>?

En la mayoria de los casos, las laminas epiteliales fueron cultivadas sobre membrana

amnidtica o sobre geles de fibrina comercial. Los reportes clinicos incluyen grupos de pacientes

18 42 53 54 55

reducidos y muestran diferentes resultados. La mayor complicacién reportada por

estos trabajos es la entrada de vasos sanguineos en la cornea, causando una reduccién de la
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transparencia asociada a una reduccién o pérdida de la visién, que a largo plazo produce el fallo

del injerto, es decir, del tratamiento.> °®

Si bien un gran nimero de pacientes ha sido tratado con esta técnica innovadora y los
resultados son mayoritariamente favorables, es aun necesario incorporar mayor cantidad de
estudios animales y clinicos para establecer la eficacia del tratamiento de esta técnica en

pacientes con DSCL. 5758 59 60

Nosotros evaluamos la eficacia del implante autélogo de neoepitelio corneal a partir de
SC del limbo en recuperar la transparencia corneal en ojos de conejo severamente dafiados con

soluciones alcalinas, como lo es el hidroxido de sodio (NaOH).

TRASPLANTE DE NEOEPITELIO CORNEAL A PARTIR DE STEM CELLS
HoMOLOGAS

El DSCL es considerado una situacidon devastadora desencadenada por multiples causas.
Se presenta como defectos epiteliales persistentes (DEP) y recurrentes que determinan la

1.** Esto desencadena que la cornea sufra de multiples

irregularidad de la superficie cornea
procesos infecciosos e inflamacidn corneal crénica, situaciones promotoras de la opacidad vy la
neovascularizacion del tejido avascular corneal. Finalmente, y como signo mas ingrato del DSCL,
surge la conjuntivalizacién de la cornea; situacion que se cree consecuencia de la incapacidad

del epitelio corneal de regenerar eficazmente.

Cuando el DSCL se presenta en ambos ojos, la situacién cobra aun un grado mayor de
complejidad. Pacientes con esta condicién, al igual que en la lesién unilateral, son pobres
candidatos al trasplante de cornea convencional, ya que el reemplazo de la cornea central no
restituye las células limbares. ® El injerto de limbo autélogo no siempre se puede realizar y el
injerto de limbo homdélogo acarrea multiples complicaciones, como el rechazo del injerto. Mas
aun, a largo plazo la superficie corneal reconstituida suele estar plagada de DEP, inflamacién y
riesgos aumentados de infeccidn. Este proceso promueve la inestabilidad corneal, causando un

serio malestar y alta tasa de morbilidad en el paciente.®

La situacién en estos pacientes con déficit bilateral de SC es complemente diferente ya
gue al no haber alguna porcién de limbo sano en alguno de los ojos no hay posibilidad de
obtener células limbares para su posterior replicacion.

Los avances en el cultivo celular del epitelio limbar han permitido el descubrimiento de

nuevos tratamientos, incluso para estos pacientes con DSCL bilateral.®*
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Las opciones pasibles de brindar a personas con DSCL bilateral son el uso de células
epiteliales limbares alogénicas o la utilizacién de una fuente sana de células epiteliales
autodlogas, por ejemplo de la mucosa bucal, que puedan imitar el crecimiento y propagacién de
las células limbares. Dentro de la primer opcidén se pueden utilizar tanto células de donantes

vivos como de corneas cadavéricas.® %

El uso de materiales de soporte para el transporte y trasplante de las ldaminas de epitelio
cultivado también ha tenido una revolucién técnica muy importante en estos ultimos afios. Los

6768 69 v el fibrin glue.”® La

materiales que habitualmente se utilizan son la membrana amniética
primera presenta beneficios potenciales en la adhesion, proliferacion y diferenciacién de las
células epiteliales mientras que el fibrin glue tiene una accién mas directa sobre la interaccién

entre el epitelio implantado vy las células estromales luego de la cirugia.”

Nuestro estudio intenta mostrar la utilidad de las laminas de epitelio corneal homdélogo
montadas sobre PPP autélogo y su implante en corneas de conejos con DSCL con un seguimiento

postoperatorio de un afio.

FOTOCOAGULACION LASER EN NEOVASCULARIZACION CORNEAL

La invasién de vasos sanguineos en la cornea es un evento desafortunado; al ser ésta un
tejido avascular, la presencia de neovasos perjudica en gran medida el buen funcionamiento y la
transparencia que las distintas capas corneales logran en una situacién de total salud (Figura 8).
Se cree que esta neovascularizacién seria una de las vias principales por las cuales se produce el
rechazo del injerto implantado.”” Se postula que si los neovasos son evitados o en Ultima

instancia eliminados se lograria la prevencién del rechazo corneal (Figura 7).”

Sumado al rechazo inmunolégico, la neovascularizaciéon también produce queratopatia
grasa por depdsito, hemorragias intraestromal e incluso edema estromal secundario a la
filtracion de los vasos sanguineos inmaduros.”® El desarrollo de esta angiogénesis provoca un
lecho receptor de alto riesgo de fracaso en el caso de ser necesaria una subsecuente

queratoplastia.”®

El intento por erradicar esta neovascularizaciéon ha incursionado por distintas dreas. Se

han estudiado tratamientos médicos, antiinflamatorios, fototerapéuticos, fotodinamicos e
. . . . . 75 76

incluso terapia antiangiogénica.

El uso de la fotocoagulacion con laser argdn para el tratamiento de la neovascularizacion

77 78

corneal ha sido descripto por varios autores. El regreso de los neovasos se logrd en algunos

casos;® sin embargo, esta técnica terapéutica aun no se ha utilizado en la neovascularizacién
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corneal en un ojo implantado con ldminas de neoepitelio cultivado a partir de SC del limbo. No
estd demostrado si esta tecnica tiene el potencial de causar algin dafio sobre las SC

implantadas.

Nosotros evaluamos el potencial beneficio de la fotocoagulacién con laser argdn en el
tratamiento de los neovasos secundarios a una cirugia de implante de neoepitelio corneal a

partir de SC autdlogas.

BIOADHESIVOS

Uno de los principales desafios en toda técnica quirdrgica es la correcta cicatrizacién,
qgue conlleva a un menor proceso inflamatorio y por lo tanto mayor bienestar en nuestros
pacientes. Es asi como hoy en dia la busqueda del componente bioldgico cicatrizante ideal

permanece en pie en toda drea de investigacion.

Los bioadhesivos son en su mayoria productos que concentran fibrina. La fibrina es la
forma activada de la molécula plasmatica llamada fibrindgeno. Una molécula fibrilar que se
encuentra en forma masiva tanto en el plasma como en los granulos plaquetarios a y que juega

un rol determinante en la agregacion plaquetaria durante la hemostasia.

El fibrinégeno es un componente soluble de la sangre que representa el 0,2% de la
volemia de cada individuo. Ante la presencia de trombina se convierte en una red de fibrina
insoluble (Figura 9) y esto es lo que sucede en la cascada intrinseca y extrinseca de la
coagulacién. El fibrinégeno contiene 3 pares de cadenas polipeptidicas agrupadas por enlaces
disulfidicos formando una estructura dimérica simétrica.”” El dominio central de la molécula
contiene fibrinopéptidos A y B, unidades monomeéricas de fibrina ensambladas por uniones no
covalentes. En presencia del factor Xl de la cascada de la coagulacién (Factor estabilizantes de
la fibrina), la fibrina se transforma en una red entrecruzada estable. Esta red es lograda frente a
una concentracién de Ca,Cl de entre 5y 20 mM.* La composicidn de las soluciones utilizadas
para polimerizar la fibrina y el grado de degradacién influencian directamente el grado de
cicatrizacion. Este grado de cicatrizacién ha sido reportado solo como importante en los
primeros dias luego de un trauma, durante las fases de proliferacién y granulacién tisular.®" La
lisis de esta red de fibrina (codgulo) luego de la activacidon del plasmindgeno es retrasada
agregando concentraciones adicionales del factor XII1.%2 Esto es especialmente util en lugares

donde las enzimas fibrinoliticas estan presentes en altas concentraciones, como &rganos
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parenquimatosos o vasos sanguineos. El retraso en esta lisis de fibrina también puede ser

obtenido con la adicion de factores como la aprotinina.

En otras palabras, los bioadhesivos corresponden a un mecanismo biolégico natural que
es la polimerizacién de la fibrina durante la hemostasia, amplificada, en estos compuestos,

artificialmente.®

Este tipo de bioadhesivos pueden ser utilizados para controlar el sangrado luego de una
herida traumatica o quirurgica, adherir tejidos entre si o promover la cicatrizacién. Los
bioadhesivos son obtenidos a partir del propio paciente (autdlogos) o a partir de donantes de la
misma especie (homdlogos) o de razas distintas (heterdlogos). El producto verdaderamente
autélogo se llama plasma rico en plaquetas (PRP) que se prepara a partir de la sangre de cada
paciente y consta de una concentracion de los factores pro coagulantes y cicatrizantes propios
del humano, incluyendo en gran medida al fibrindgeno. Los bioadhesivos comerciales, en su
mayoria llamados glue de fibrina o fibrin glue (FG), combinan fibrinégeno comercial humano
concentrado mas trombina comercial humana (fibrin glue homdlogo) o bovina (fibrin glue

heterdlogos).

Las aplicaciones quirurgicas de cada uno de estos productos son mdultiples y son
utilizados por una gran parte de las especialidades quirdrgicas de nuestra medicina,
principalmente por su control sobre el sangrado del lecho quirudrgico y el permitir la unién de los
bordes de una herida. Esto logrado a partir de las propiedades mecanicas del adhesivo como de

las propiedades bioldgicas pro cicatrizantes de la fibrina.®*

Sin embargo, los bioadhesivos comerciales son auln criticados debido a que son
productos hemoderivados no propios de cada paciente y lo que esto implica. Producidos por
industrias farmacéuticas, son labiles de contaminaciones virales, como es la posibilidad de
transmitir el virus de la Hepatitis C. Por esto muchos adhesivos comerciales fueron prohibidos en
Estados Unidos de América desde 1978. Y es a causa de esta posibilidad de infeccion que
consecuentemente hubo tantos intentos por logar bioadhesivos autélogos, que a pesar de no
concentrar tasas altas de fibrindgeno como los industriales, logren de todas formas las
propiedades de estos.

A pesar de que estos bioadhesivos se utilizan desde hace mas de 30 afios en una vasta

8 8% 30N son controversiales sus

variedad de protocolos relacionados con la cicatrizacidn tisular,
resultados, ya sea por la metodologia utilizada en su produccién (bioadhesivos autélogos) o el

riesgo de infeccidn cruzada (bioadhesivos comerciales).?’
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BIOADHESIVOS NO AUTOLOGOS. FIBRIN GLUE

El FG puede ser preparado a partir de un pool de sangre donante. Su purificacién incluye
la desactivacion viral mediante el tratamiento con solventes y detergentes o con calor seco.® El
fibrindgeno es aislado de la sangre entera utilizando centrifugaciones distintas en combinacion
con crioprecipitacion, etanol, sulfato de amoniaco o precipitacion por poli etilenglicol.
Concentraciones resolubilizadas de este fibrindgeno son combinadas con trombina y asi se

obtiene el FG, capaz de adherir tejidos en distintas fases de un procedimiento quirurgico. 2 &

El modo operativo de este adhesivo de fibrina reproduce las Ultimas etapas de la cascada
de la coagulacién, durante el cual el fibrindgeno es transformado en fibrina en presencia de
trombina, factor XllI, fibronectina e iones de calcio.®® Un ejemplo perfecto es el kit de Tiseel de

Baxter Healthcare, que consiste en:

1. Fibrinégeno humano liofilizado concentrado, asociado a fibronectina y factor XIll
2. Unasolucidon de aprotinina como agente antifibrinolitico

3. Un concentrado de trombina bovina
4.

Una solucion de cloruro de calcio

El fibrindgeno es entonces mezclado con la aprotinina y forma asi una solucion “A” a
temperatura ambiente. La solucién “B” se loga mezclando la trombina con el cloruro de calcio.
Luego se unen ambas soluciones en una misma jeringa en el momento de su utilizacion en el

lecho quirurgico.

Desde una perspectiva de propiedades mecanicas, las incisiones en piel tratadas con FG
adquieren su maxima fuerza ténsil luego de dos dias de su aplicacidn, y esta fuerza es a su vez un
75% mayor a la encontrada en heridas no tratadas.’”® En tiempos mas prolongados, las
diferencias no fueron estadisticamente significativas. El cierre de la herida fue Incluso reforzado

por el FG en presencia de infecciones bacterianas.”

BIOADHESIVOS AUTOLOGOS. PLASMA RICO EN PLAQUETAS

Tayapongsak et al describieron su bioadhesivo autdlogo en 1994. Ellos fueron capaces
de mantener fragmentos dseos implantados en la region mandibular. El bioadhesivo fue logrado
a través de la concentracidn de plaquetas a partir de la sangre del propio paciente obtenida 1-3
semanas antes de la intervencién quirurgica y utilizando 2 dias para su preparacion. Sus

esfuerzos en este desarrollo terapéutico reactivaron tecnologias quiescentes y ampliaron el
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campo de investigacion tecnoldgica: el uso de concentrados de plaquetas como bioadhesivo de

fibrina autdlogo basado en el concepto de terapia celular por sus factores de crecimiento.”?

El PRP es un producto bioadhesivo puramente autélogo que concentra gran cantidad de
plaguetas en un volumen reducido de plasma.” Esta sustancia imita la Gltima etapa de la
cascada de la coagulacidn, con la consiguiente formacion del botén de fibrina, que rapidamente
se consolida y se adhiere en la zona donde fue aplicado. Con propiedades hemostaticas y
cicatrizantes demostrables, el PRP es capaz de adherir tejidos o materiales entre si en la posicién
en la que fueron colocados.” Sus propiedades biocompatibles y biodegradables permiten que el
PRP no induzca reacciones tipo cuerpo extrafio, necrosis tisular o fibrosis extensa.® La absorcién
del codgulo de fibrina se logra en las primeras semanas de cicatrizacion luego de la aplicacién y

es naturalmente degradado en 2 a 3 semanas posteriores a su activacion.” %%

A pesar de que el PRP parezca un gel de fibrina autélogo con propiedades cicatrizantes,

el PRP hoy es realmente un nuevo concepto comparado al descripto por Tayapongsak et al.*® ***

102193 Todos los datos clinicos obtenidos desde su primera utilizacion revelan que este
biomaterial seria una matriz favorable que permitiria la correcta cicatrizacién sin exceso de

inflamacion.'%* 1%

Su utilizacién se basa en el tratamiento de una herida con un coagulo de fibrina formado
por una gran cantidad de plaquetas y todas las citoquinas que estas liberan. Estas citoquinas
constituyen el pilar fundamental en la incorporacién de este biomaterial en nuestra terapéutica
médica, ya que su liberacion, por parte de las plaquetas concentradas en un pequefio volumen,

es la clave real de la mediacidn tanto de la inflamacién como de la cicatrizacion.'®

Las plaquetas, estructuras discoideas y sin nicleo con una vida media que ronda los 10
dias, son formadas en la médula ésea por los megacariocitos. En su citoplasma contienen varios
granulos, cuyo contenido es secretado en el momento de su activacion. Los granulos a
contienen varias proteinas especificas de las plaguetas, como la B tromboglobulina y proteinas
no especificas, como la fibronectina, trombospondina, fibrinégeno, factores de crecimiento,
inhibidores de la fibrindlisis, inmunoglobulinas, etc. Los granulos densos contienen calcio y
serotonina entre otras sustancias. La activacién de estas células es fundamental para iniciar y
mantener la hemostasia mediante la agregacion plaquetaria en el sitio de injuria y la interaccidn
con los mecanismos de coagulacion. Mas aun, la degranulacion también implica la liberacién de
citoquinas capaces de estimular la migracion y proliferacion celular dentro de la matriz de

fibrina, iniciando asi los primeros pasos de la cicatrizacion.

50



51

El PRP contiene todos los componentes plasmdticos que contribuyen a la cicatrizacién

tisular.'”” Estas citoquinas plaquetarias son:

1)

2)

3)

4)

El TGFB-1 (Factor de crecimiento transformante B-1 o Agente de fibrosis): forma parte de la
super familia “factor de crecimiento transformante B” con mds de 30 miembros.
Particularmente la isoforma B-1 es la que se produce en forma masiva, tanto en los granulos
a de las plaquetas como a través del didlogo intercelular.’®® In vitro, sus efectos son
extremadamente variados de acuerdo a la cantidad aplicada, el medio en el que se
encuentra y el tipo celular. Es capaz de estimular la proliferacion de osteoblastos asi como
de inhibirlos.’® De todas formas esta molécula es el agente fibrético mas potente entre
todas las citoquinas, capaz de producir una sintesis masiva de colageno y fibronectina, tanto
por los osteoblastos como por los fibroblastos. Es por esto que el TGFB-1 es considerado un

regulador de la inflamacidén a través de su capacidad de inducir cicatrizacidn fibrética.

Los PDGFs (Factores de crecimiento derivado de plaquetas o Estimulante del linaje
mesenquimatoso): son reguladores esenciales de la migracidn, proliferacion y sobrevivencia

10111 cymplen un rol fundamental en el desarrollo

de los linajes celulares mesenquimatosos.
embrionario y en la remodelacién tisular. Por esta razén los PDGFs juegan un papel critico en
los mecanismos fisioldgicos de cicatrizacidon, asi como también en la patogénesis de
aterosclerosis y otras enfermedades proliferativas, como distintas neoplasias y fibrosis

pulmonar.™?

IGFs (factores de crecimiento insulina simil o Agentes celulares protectores): los IGFs | y I
son reguladores positivos de la proliferacién y diferenciacion de casi todas las estirpes

13 A pesar de que estas citoquinas actlan como

celulares, incluyendo células tumorales.
mediadores de multiplicacién celular, en su mayoria constituyen el mayor eje de regulacion
de la muerte celular programada (apoptosis), induciendo sefales de proteccion celular

frente a estimulos de apoptosis. **

EL VEGF (Factor de Crecimiento Vascular Endotelial): es una proteina sefializadora
implicada en la vasculogénesis y en la angiogénesis asi como en la inflamacion. Tiene efectos
sobre el endotelio vascular y otros tipos celulares, estimulando la migracion de
monocito/macréfagos, neuronas, células epiteliales renales y células tumorales. In vitro, se
ha demostrado que el VEGF estimula la division y la migracidon de células endoteliales. El

5

VEGF también es un vasodilatador e incrementa la permeabilidad vascular.’™ Esta

involucrado en el mecanismo de varias enfermedades oculares.


http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Vasculog%C3%A9nesis&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Angiog%C3%A9nesis
http://es.wikipedia.org/wiki/Endotelio
http://es.wikipedia.org/wiki/Vasodilatador
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5) Fibronectina: Las moléculas de fibronectina se organizan en fibrillas en la superficie de
ciertas células. Ello es debido a que para su formacién son necesaria proteinas
complementarias, como las integrinas. En los fibroblastos, las fibrillas de fibronectina se
asocian con las integrinas en regiones de la membrana denominadas adhesiones fibrilares y
éstas suelen alinearse con las fibras de estrés adyacentes. Los filamentos de actina
intracelulares son los que estimulan el ensamblaje y orientaciéon de las moléculas de
fibronectina. El resultado es el estiramiento de la fibrillas que provoca la exposicion de un
lugar de unién criptico (no accesible) mediante el cual las moléculas de fibronectina pueden
unirse directamente unas a otras. De esta forma el citoesqueleto de actina estimula la
polimerizacién de la fibronectina y el ensamblaje de la matriz. Las sefales extracelulares
pueden regular este ensamblaje alterando el citoesqueleto de actina, modificando asi la
fuerza de traccién de las fibrillas. La fibronectina juega un papel importante en la adhesién

de las células a la matriz.

6) La fibrina: es el ultimo eslabdén en la cascada de la coagulacion. Proteina que por su
estructura en forma de malla favorece el depdsito y distribucion de las plaquetas a través de

la heriday la adecuada liberacién de su contenido.

7) Factores de crecimiento epiteliales: estos factores epiteliotréficos se creeria que

promueven la epiteliogénesis.™®

También la matriz lograda por el PRP contiene distintos glicosaminoglicanos (heparina,
acido hialurdnico) que se incorporan a los polimeros de fibrina. Los glicosaminoglicanos tienen
una gran afinidad con los péptidos circulantes, como las citoquinas plaquetarias y una gran

capacidad de mantener la migracién celular y el proceso de cicatrizacién. "’

Debido a su facil manipulaciéon, el PRP puede ser utilizado en pequefias aéreas
quirargicas. El PRP tiene una fuerza extraordinaria y una gran elasticidad y resistencia, es por

esto que ha sido utilizado en zonas de gran impacto por distintas especialidades médicas. En los

seres humanos, el PRP ha sido utilizado por varias especialidades, como en odontologia,118 119120

123 125

ortopedia y traumatologia,’* cirugia maxilofacial,* cirugia  plastica,"*

6 128

otorrinolaringologia,’*® cirugia cardiovascular’”’ vy oftalmologia.’® Incluso, el PRP ha sido

considerado como transportador de agentes bioldgicos activos'®® **°

y sustancias pro-
cicatrizantes causando menor dolor postoperatorio.’** *? Recientemente fue publicado en
revistas oftalmoldgicas el uso del PRP en el tratamiento del ojo seco™? y en el tratamiento de

Ulceras corneales.’
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A pesar de que la preparacién del PRP en humanos esta estandarizada y debidamente
establecida,™’ la preparacion del mismo en conejos es un tanto mas dificultosa debido al escaso
volumen de sangre que se puede extraer del animal por su reducida volemia. Por lo tanto se
debe extraer la menor cantidad de sangre que no sea letal para el animal, y obtener asi una
dosis eficaz de PRP. Los reportes en la literatura difieren sobre la intensidad y duracion de la
centrifugacion de la muestra de sangre, asi como también el nimero de plaquetas presente en
el PRP y el uso de trombina bovina y eventualmente otros factores para activar el PRP.%* %6136 og
investigadores incluso no concuerdan con el sitio de extraccidén ni con el volumen de sangre a ser

136 137138 por Gltimo, los estudios publicados no cuentan con un estudio

extraida en los conejos.
in vivo del testeo de la adhesividad del PRP en conejos, un animal de uso frecuente en cirugias

de trasplante experimental.

Nosotros desarrollamos un método normatizado de preparacién de PRP en conejos e
identificamos los componentes cruciales del procedimiento. También testeamos la adhesividad
del PRP en tejidos blandos realizando implantes laminares de cornea (queratoplastia laminar o

Ilamada también no perforante).

BIOADHESIVO EN CIRUGIA DE CORNEA

La queratoplastia laminar es un procedimiento ampliamente reconocido vy
mundialmente utilizado. La mayoria de los cirujanos estan de acuerdo en que la sutura de la
[dmina corneal (el flap) implantada cumple un rol fundamental en la obtencion del éxito
terapéutico, ya sea logrando la correcta adaptacion del implante sobre el tejido receptor, asi
como brindando bienestar postoperatorio, obteniendo una buena agudeza visual y evitando el
rechazo del injerto. *° Desde los primeros implantes hasta la actualidad se ha trabajado en
descubrir el mejor tipo de sutura asi como de técnica. Suturas bien colocadas minimizan las
aberraciones refractivas y las reacciones inflamatorias, ya que las suturas son consideradas
como un factor de riesgo importante en las erosiones epiteliales, queratitis inflamatorias o

infecciosas, abscesos, errores refractivos y hasta el rechazo del injerto.140

Las cirugias corneales sin el uso de suturas podrian brindarle al paciente ciertos
beneficios, como un tiempo menor de cirugia, menor reaccién inflamatoria y menor riesgo de
neovascularizacion corneal e infecciones. Evitar las suturas podria prevenir la cicatrizacion
asimétrica del implante, por lo tanto, resultaria en menores aberraciones refractivas
postoperatorias. Estas son las razones por las cuales los adhesivos tisulares han estado en la

s 141

mira en varios estudios experimentales desde los afios 60'. Actualmente, se estan

comercializando varios adhesivos tisulares. Se han probado con multiples propdsitos, como el
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2

tratamiento de ulceras corneales perforadas, sea cicatrizando la perforaciéon®** o previniendo

futuras infecciones.'*?

Se han utilizado en cirugias de estrabismo con la intencidn de cerrar la
conjuntiva,*** o en cirugias de pterigion evitando las clasicas molestias postoperatorias de los
multiples puntos de sutura que se realizan en este procedimiento.** También se empleé el uso
de bioadhesivos en las cirugias de trabeculectomia del glaucoma, con intencién de cerrar
debidamente la ampolla conjuntival y lograr un mayor bienestar en el paciente.’*® Muchos
especialistas han utilizado también los adhesivos tisulares en el injerto de parches esclerales,**’
en el cierre de incisiones esclerales luego de una cirugia de extraccién extra capsular de

149
l.

cataratas’*® o en la estabilizacion de heridas de gueratotomia radia Incluso, estos adhesivos

han sido utilizado como suturas biolégicas en queratoplastias laminares en cornea. **°

Nosotros hemos evaluado el PRP como bioadhesivo en cirugias de queratoplastia
laminar en conejos, evaluando la evolucidn clinico - inmunohistolégica del flap corneal asi como

lainteraccién entre el PRPy el tejido corneal en estos animales.
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OBIJETIVOS

1.

Evaluar la eficacia del implante de epitelio corneal autdlogo obtenido a partir de stem cells
limbares con el propdsito de restaurar la transparencia corneal en corneas de conejo

lesionadas con quemaduras por alcalis.

Demostrar la utilidad a largo plazo de los injertos autélogos y homodlogos de células
epiteliales de cornea a partir de células pluripotentes montadas sobre Plasma Pobre en

Plaquetas (PPP).

Experimentar la eficacia de la fotocoagulacion externa en el tratamiento de la

neovascularizacion corneal posterior al trasplante de stem cells de cornea.

Determinar la presencia de células donantes en la cornea receptora de trasplante de

epitelio corneal homdlogo mediante el estudio cromosdémico del implante.

Desarrollar un estudio pre-clinico autélogo en conejos utilizando la combinacién de

implantes laminares de cornea a partir stem cells limbares montados sobre PPP.

Obtener la experiencia y los conocimientos suficientes para desarrollar un ensayo clinico en

pacientes argentinos utilizando la técnica de trasplante autélogo de stem cells limbares

Obtener una solucién bioadhesiva autéloga compuesta por Plasma Rico en Plaquetas (PRP)

en conejos.

Examinar la evolucidn clinica, histolégica e inmuhistoquimica de la interaccién entre el PRP y

el tejido corneal en conejos.

Analizar la efectividad del PRP en la queratoplastia laminar (trasplante no perforante de

cornea) en conejos.
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MATERIALES Y METODOS

urante todas las etapas de esta investigacion mantuvimos los lineamientos
institucionales y gubernamentales acerca del uso ético de animales de laboratorio
asi como también todos los animales fueron tratados de acuerdo a las normas y guias de “Usos y
manejos de animales en investigacidén oftalmoldgica y de la visién” de la Association for Research

in Vision & Ophthalmology (ARVO)."!

‘TECNICAS GENERALES

A continuacién se describen las técnicas generales utilizadas en cada modelo y

protocolo.

‘SACRIFICIO DE LOS ANIMALES

Los animales fueron sacrificados bajo anestesia general utilizando una combinacion
intramuscular de 3mg/kg de midazolam (Roche, Basel, Suiza) y 100 mg/kg de ketamina (Fada,
Buenos Aires, Argentina). Una vez anestesiado el animal, se le inyectd una solucién intracardiaca
de 15 meq de cloruro de potasio (Drawer, Buenos Aires, Argentina) logrando de forma

instantanea el deceso del animal.

OBTENCION DE MUESTRAS PARA ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

El material a estudiar fue el globo ocular in toto. La enucleacidon del mismo se realizd en
la primer hora post mortem del animal, liberando el ojo del tercio intracanalicular del nervio

Optico y desbridando la insercién proximal de los 6 musculos extra oculares.

EL globo una vez enucleado se colocd en paraformaldehido al 10% durante una hora.
Luego la totalidad de la cornea y del iris fueron extraidos mediante una tijera curva y un par de
forceps delicados. El material fue cortado en 3 porciones verticales del total del espesor. Una
porcién para el analisis histopatoldgico, otra para técnicas de inmunohistoquimica y la Ultima se
utilizé para microscopia electrénica (en algunos protocolos) o como reserva de material que fue

guardada en un freezer de -80°C.

El procesamiento posterior de este material varié de acuerdo a las técnicas de analisis

utilizadas.
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EsTuDIOS DE MICROSCOPIA OPTICA

El tejido a estudiar se fijo en paraformaldehido al 4% durante 24 horas. Luego se
deshidraté en pasajes por alcohol crecientes (80%, 90%, 100%) y acetato de butilo. Las muestras
fueron incluidas en parafina y luego se realizaron cortes con espesor entre 5y 7 um que fueron

montadas sobre un portaobjetos con carga positiva o sialinizados.

Previamente a la realizaciéon de las coloraciones y técnicas especiales de tincion, los
cortes fueron desparafinizados con xilol y rehidratados con diluciones decrecientes de alcohol

hasta llegar a agua 100%.

Todas las muestras procesadas para microscopia éptica fueron observadas y analizadas,
y los hallazgos fueron documentados fotograficamente con un microscopio éptico Nikon Eclipse

E800 (Nikon, Tokio, Japdn).

TECNICA DE HEMATOXILINA Y EOSINA DE MAYER

SOLUCIONES

La solucién de hematoxilina de Mayer se obtuvo disolviendo 1 gr de hematoxilina en 1 L
de agua destilada hirviendo durante 15 minutos. Luego se agregé 0,2 gr de yodato de Na+ para

su maduracion y 50 gr de sulfato de aluminio, 1 gr de acido citrico y 50 gr de hidrato de cloral.

La solucién de eosina/floxina fue obtenida a partir de 10 ml de eosina Y al 1%, 1ml de

floxina al 1%, 78 ml de alcohol 95% y 0,4ml de acido acético glacial.

COLORACION

Las muestras se desparafinizaron e hidrataron y se sumergieron en solucidon de
hematoxilina durante 20 minutos. Luego se lavaron en agua corriente durante 10 minutos para
su diferenciacién. Una vez coloreadas con hematoxilina, las muestras se sumergieron en la
solucién de eosina/floxina durante 1 minuto, se deshidrataron en alcohol 95%, después se

pasaron por xilol y se cubrieron con balsamo de Canadd y portaobjeto para su observacién.

TECNICA DE PAS (PERIODIC ACID SCHIFF) DE MCMAMUS

SOLUCIONES

El reactivo de Schiff se obtuvo hirviendo durante 4 minutos 100 cm3 de agua destilada
con 1 gr de fucsina bdsica. Se dejd enfriar a 60°C y se agregd 2 gr de bisulfito de Na+. Una vez

enfriado a 20°C se agregd 20 cm3 de solucion de HCl normal. La solucidon sulfurosa se compuso
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de 6 ml de metabisulfito de Na al 10%, 5 ml de HCl normal y volumen necesario de agua

destilada para un total de 100 ml.

COLORACION

Las muestras luego de ser desparafinadas e hidratadas se sumergieron en una solucién
de acido periddico al 0,5 % durante 10 minutos y luego del lavado en agua destilada se
sumergieron en reactivo de Schiff durante 30 minutos, seguido de lavado en solucién sulfurosa
al 10% durante 2 minutos. Las muestras fueron coloreadas con solucién de hematoxilina durante

5 minutos, lavadas en agua corriente, deshidratadas y montadas para su observacion.

TRICROMICO DE MASSON

SOLUCIONES Y COLORACION

Los cortes histoldgicos se postfijaron en solucidn de Bouin precalentada a 56°C — 60°C
durante 1 hora seguido de lavados en agua destilada. Se coloreé con hematoxilina de la forma
habitual y luego se sumergieron en solucidon de Ponceau (90 ml Biebrich Scarlet solucion acuosa
al 1%, 10 ml fucsina acida solucion acuosa al 1% y 1 ml 4cido acético glacial) durante 5 minutos
seguido de lavado rapido en agua acetificada. Luego se diferencié en la solucién de 200 ml de
acido fosfomolibdico (5 gr) — fosfotungstico (5 gr) durante 15 minutos y finalmente en solucién
de azul de anilina (2,5 gr de azul de anilina, 2 ml de acido acético glacial y 100 ml de agua
destilada) durante otros 5 minutos. Se lavé rapidamente en dacido acético glacial al 1%, se

deshidrataron y se montaron de la manera habitual para su observacidon microscépica.

EsTuDIOS DE MICROSCOPIA ELECTRONICA

Un segmento de la cornea de cada animal fue fijado en glutaraldehido al 3,2%, pH 7,4 a
4°C durante 12 horas, lavados en solucién buffer y postfijados en tetréxido de osmio 1%. Las
muestras de 2 x 2 mm se deshidrataron e incluyeron en resina (Der Resin, Polysciences, Inc.,
Warrington, PA) mediante polimerizacidon en estufa. Se realizaron cortes gruesos (1 pum) con
cuchillas de vidrio que fueron coloreados con una solucién de azul de toluidina 1% alcalina para
determinar la orientacién adecuada y el area a observar. Los cortes finos (60 um) realizados con
cuchilla de diamante se suspendieron en grillas de cobre (200 Mesh) y fueron coloreadas con
soluciones de acetato de uranilo 1% y citrato de plomo 1% en atmdsfera libre de CO, seguidas de
lavado en agua destilada. Las grillas fueron examinadas utilizando un microscopio electrénico

Zeiss EM-109 (Carl Zeiss, Overckochen, Alemania).’**

60



61 |

ESTUDIOS DE INMUNOHISTOQUIMICA

Un tercio corneal de cada animal se fijé en paraformaldehido al 4% durante una hora.
Luego se comenzaron los pasajes por sacarosa, comenzando con sacarosa al 5% durante 12
horas y posteriores pasajes por sacarosa al 7,5%, 10% y 15% durante dos horas cada
concentracion llegando a concentraciones de sacarosa al 20% durante 12 horas. Luego el
preparado fijado fue cortado en el criostato a -20°C en ldminas de 14pm. Se despilidizd en
alcoholes crecientes hasta el xilol y luego se volvié a hidratar en alcohol 96°. Se inhibid la
peroxidasa enddgena con una mezcla de 200ml de alcohol 96° y 1ml H,0, durante 20 minutos.
Se bloquearon las uniones inespecificas con suero normal diluido 1:30 en primer diluyente

durante 30 minutos.

Se incubd con el anticuerpo primario de suero monoclonal de ratén contra el epitope
especifico de cada protocolo durante 12 horas en cdmara hiumeda a 4°C. Se hicieron dos lavados
en PBS. Se incubd con el anticuerpo secundario IgG biotinilada de cabra anti ratéon en una
concentracién 1:100 (Vector, CA, USA) durante una hora a temperatura ambiente. Se hicieron
dos lavados de 5 minutos con PBS. Se incubd en el complejo Avidina-Biotina (Vectastain, Vector,
CA, USA) diluido en segundo diluyente 1:100 durante 1 hora. Luego las muestras fueron
reveladas con DAB enriquecido en Sulfato de Niquel Amonio. Se hicieron dos lavados en PBS y
0,1M acetato. Se deshidraté en alcoholes crecientes, aclarandolo en xilol y montandolo en

balsamo.

En todos los experimentos se incluyeron controles negativos, donde el anticuerpo

primario fue reemplazando por diluyente.

ESTUDIOS DE INMUNOFLUORESCENCIA

Un tercio corneal de cada animal se fijo en paraformaldehido al 4% durante una hora.
Luego se comenzaron los pasajes por sacarosa, comenzando con sacarosa al 5% durante 12
horas y posteriores pasajes por sacarosa al 7,5%, 10% y 15% durante dos horas cada
concentracién llegando a concentraciones de sacarosa al 20% durante 12 horas. Luego el
preparado fijado fue cortado en el criostato a -20°C en |dminas de 14um. Se despilidizé en

alcoholes crecientes hasta el xilol y luego se volvié a hidratar en alcohol 96°.

Se incubd con el anticuerpo primario de suero monoclonal de ratén contra el epitope
especifico de cada protocolo durante 12 horas en cdmara himeda a 4°C. Se hicieron dos lavados
en PBS. Se incubd con el anticuerpo secundario IgG fluorescente de cabra anti ratén por una

hora en una concentracién 1:40 (Jackson Immune Research Laboratories, PA, USA) y luego las
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muestras fueron lavadas y montadas en glicerol y PBS en una proporcidn de 3:1 conteniendo

para-fenilenediamina.’?

En todos los experimentos se incluyeron controles negativos, donde el anticuerpo

primario fue reemplazando por diluyente.

FOTOCOAGULACION CON LASER ARGON

En casos de hallar signos de neovascularizacidon se implementd la fotocoagulacion con
laser argdn a través de un oftalmoscopio binocular indirecto Eye Lite, Ophthalas (Alcon, Texas,
USA) y una lupa de 20 dioptrias. Los disparos fueron realizados sobre el origen de los neovasos
en su porcién conjuntival mas cercana al limbo, logrando su oclusidn. No se realizaron disparos
sobre la cornea implantada. Se utilizé una intensidad de 550 mV y una exposicién de 0,3

segundos y no se realizaron mas de 150 disparos por sesion (Figura 14).

Las sesiones de fotocoagulacion fueron repetidas en un lapso no menor a 3 semanas en
caso de que nuevos neovasos aparecieran o la sesién anterior no haya ocluido la totalidad de los

mismos.
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DEFICIT STEM CELLS LIMBARES (DSCL)

MoDELO ANIMAL QuimMmico DE DSCL

El DSCL secundario a una lesidon quimica alcalina se logré utilizando una soluciéon de 1 M

NaOH sobre la superficie corneal de cada animal.

Se utilizaron conejos albinos neozelandeses de 2000gr de peso. Se anestesié al animal
por via general, regional y tépica con anestesia general utilizando una combinacion
intramuscular de 1mg/kg de midazolam (Roche, Basel, Suiza) y 70 mg/kg de ketamina (Fada,
Buenos Aires, Argentina), anestesia subtenoniana de 1ml de lidocaina al 4% (Laboratorio Chile,
Santiago de Chile, Chile) S.A y anestesia tdpica de proparacaina 0,5% (Alcon, Buenos Aires,

Argentina) cada 5 minutos durante 15 minutos.

Una vez dormido el animal se le colocd un blefaréstato pediatrico y luego se aplicé un
papel de filtro millipore de 14mm de didmetro sobre toda la superficie corneal y parte de la
conjuntiva bulbar. Se instilaron con un microgotero 0,33 ml de 1 M NaOH sobre el papel de filtro
(Figura 15 A). A los 90 segundos se retiro el papel y se realizaron 5 lavajes con solucidn fisioldgica

sobre la superficie ocular (Figura 16 B).

Los animales fueron depositados en el bioterio y a los 60 dias se avaluaron y registraron
los signos clinicos de LSCD (Figura 15 C), momento en el cual fueron intervenidos

quirdrgicamente segun el protocolo al que pertenecieran.

Las heridas corneales por alcalis fueron registradas de acuerdo a la clasificacion ILSI

descripta por Bagley et al,** levemente modificada por nosotros.

MoDELO ANIMAL MECANICO DE DSCL

El DSCL secundario a una lesidn mecdnica se realizd mediante la extirpacidn de los 360

grados del limbo y la totalidad del epitelio corneal.

Se utilizaron conejos albinos neozelandeses de 2000gr de peso. Se anestesid al animal
por via general, regional y tdpica con anestesia general utilizando una combinacidn
intramuscular de 1mg/kg de midazolam (Roche, Basel, Suiza) y 70 mg/kg de ketamina (Fada,
Buenos Aires, Argentina), anestesia subtenoniana de 1ml de lidocaina al 4% (Laboratorio Chile,
Santiago, Chile) y anestesia tépica de proparacaina 0,5% (Alcon, Buenos Aires, Argentina) cada 5

minutos durante 15 minutos.
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Sobre el animal dormido, se colocd un blefardstato pediatrico y bajo estrictas normas de
asepsia de la conjuntiva y antisepsia del pelaje del animal con iodopovovidona al 10% y 5%
respectivamente, se realizd una periotomia de 360 grados. Luego se efectud, con una pinza 0.12
y una hoja de bisturi Nro.15, una queratectomia laminar total que incluyd la totalidad del
epitelio y tercio anterior del estroma extendiéndose hasta el limbo esclero corneal inclusive.
Todo procedimiento quirdrgico se realizo bajo un microscopio quirurgico ZEISS S5-Pro (Zeiss C,

Overckochen, Alemania) (Figura 16 A-B).

El tejido extirpado fue fijado en paraformaldehido al 4% para su posterior corroboracion

y documentacion del tejido faltante en el animal a tratar (Figura 17 C).

Sin retirar al animal del quiréfano, se efectuaron los distintos tratamientos sobre el

estroma denudado de acuerdo al protocolo que perteneciese.

PLASMA POBRE EN PLAQUETAS COMO SOPORTE CELULAR

Se utilizaron conejos albinos neozelandeses de 2000gr de peso. Se anestesié al animal
por via general con una combinacion intramuscular de 1mg/kg de midazolam (Roche, Basel,

Suiza) y 70 mg/kg de ketamina (Fada, Buenos Aires, Argentina).

Se obtuvo 1,5 ml de sangre periférica de cada animal que se colocd en un tubo con EDTA
como anticoagulante y se realizé un hemograma completo. Si los resultados eran compatibles
con un hemograma de conejo normal se procedia a extraer 20 ml de sangre intracardiaca de
cada animal con 2,60 ml de ACD (Anticoagulante citrato-dextrosa). Esta muestra fue
centrifugada durante 15 minutos a 1300 revoluciones por minuto (rpm) a 4°C. Asi se separo el
plasma y las plaquetas de los gldbulos rojos y blancos que fueron aspirados con una pipeta.
Luego el plasma vy las plaquetas fueron centrifugados durante 5 minutos a 4000 rpm, obteniendo
asi 7 ml de PPP en la parte superior del tubo y 3 ml de PRP en el fondo del mismo. El PPP fue

congelado a -20°C por un tiempo méximo de 90 dias para su posterior utilizacién (Figura 17).
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TRASPLANTE AUTOLOGO DE STEM CELLS DE CORNEA EN CONEJOS
CON DSCL

GRUPO DE ESTUDIO

Se utilizaron 14 conejos albinos neozelandeses con un peso promedio de 3000gr. Todos
los procedimientos invasivos fueron realizados bajo anestesia general, regional y tdpica con
anestesia intramuscular de 1mg/kg de midazolam (Roche, Basel, Suiza) y 70 mg/kg de ketamina
(Fada, Buenos Aires, Argentina), anestesia subtenoniana de 1ml de lidocaina al 4% (Laboratorio
Chile, Santiago, Chile) y anestesia topica de proparacaina 0,5% (Alcon, Buenos Aires, Argentina)

cada 5 minutos durante 15 minutos.

‘ MODELO ANIMAL DE LESION

Seglin el modelo previamente descripto, se lesionaron con 1 M NaOH las corneas

izquierdas de cada animal utilizado en el protocolo.

‘ BlOPSIA, CULTIVO Y EXPANSION DE LAS CELULAS EPITELIALES LIMBARES DE CORNEA

Se tomd una pequefia biopsia de 1,8mm de didmetro de células epiteliales del limbo
esclero corneal. La misma fue obtenida del cuadrante supero temporal del ojo sano
contralateral. El procedimiento requirié inicialmente el desbridamiento de la conjuntiva con una
pequefia periotomia de la zona y luego el lavaje con solucién de NaCl con el fin de evitar la
contaminacién de la muestra por otras células. Luego se utilizé un trépano descartable 1.8 de
diametro que se colocd sobre el limbo temporal superior y se roto 360 grados horarios y con una
pinza 0.12 y el dorso de una hoja bisturi Nro. 15 se debridé el mini flap de tejido corneal. Esta
biopsia, con las stem cells, se colocd en un tubo Eppendorf con HAM F12 que contiene penicilina
100U/ml, estreptomicina 100ug/ml, anfotericina B 2,5ug/ml y gentamicina 20ug/ml y se

mantuvo a temperatura ambiente.

Una vez entregada en el laboratorio a 50km del lugar de toma, la muestra fue lavada en
3 instancias con soluciones antibidticas y antimicéticas. Fue enzimaticamente procesada con
tripsina para obtenerse asi células aisladas. Las células epiteliales limbares fueron sembradas
sobre una capa de fibroblastos de ratéon 3T3 irradiados. El cultivo se hizo en un medio
compuesto por una solucién 3:1 de DMEN y HAM F12 suplementado con suero fetal bovino 10%,
hidrocortisona 0,4pug/ml, transferrina 5pg/ml, insulina 5pug/ml, toxina Cholera A 10M, adenina

1.8 x10™M, tri-iodotironina 2 x10™'M, penicilina 100U/ml y estreptomicina 100pg/ml. Asi las
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células epiteliales sobre los fibroblastos en el medio de cultivo fueron colocados en una

incubadora a 37°Cy 5% CO, (Figura 18).

ENSAMBLADO DEL INJERTO

PPP autdlogo o FG comercial (Tissucol®) fueron utilizados como soportes celulares. Estos
se activaron, segun la metodologia descripta, en el fondo de las placas de cultivo circulares. Estas
placas de 14mm de didmetro fueron hechas a medida segun el diametro corneal del animal con
el fin de lograr una lamina de neoepitelio de la misma circunferencia del lecho quirdrgico a

cubrir.

Sobre los coagulos de PPP o Tissucol® se sembraron 4x10” células epiteliales limbares de
conejo por cm” montadas sobre la capa de fibroblastos irradiados y luego de 10 +/- 3 dias se
logré una monoldmina. Para lograr su estratificacion, se agregd al medio de cultivo Factor de
Crecimiento Epitelial (EGF) en una concentracidn final de 10ng/ml 4 dias antes de ser utilizada la
ldamina epitelial en la cirugia del conejo. En todos los casos, el medio de cultivo fue
suplementado con 50000 KIU/ml de aprotinina con el fin de prevenir la fibrindlisis. En el
momento de la cirugia, todas las laminas de neoepitelio pudieron ser facilmente removidas de

las camaras de cultivo utilizando un forceps delicado (Figura 18).

TRASPLANTE DEL NEOEPITELIO AUTOLOGO Y TRATAMIENTO POST QUIRURGICO

Se anestesid al animal por via general, regional y tdpica segin el procedimiento

explicado anteriormente.

Una vez dormido el animal se le colocd un blefarostato pediatrico en el ojo previamente
lesionado con alcalis. Se clasificd la herida corneal segun la clasificacion ILSI previamente
descripta y se procedié al implante de neoepitelio corneal. Para esto se realizd la asepsia de
conjuntiva y antisepsia del pelaje del animal con iodopovovidona al 10% y 5% respectivamente.
Luego se realizd una periotomia de 360 grados y se extrajo la membrana nictitante o tercer
parpado. Posteriormente, con una pinza 0.12 y una hoja de bisturi Nro.15, se realiz6 una
gueratectomia laminar anterior total que incluyé la totalidad del epitelio y tercio anterior del

154

estroma. Se utilizé la técnica de peeling off descripta por Malbran.™" Consiguientemente se

extrajo el tejido corneal fibrovascular y el limbo esclero corneal.

Sobre el estroma denudado se colocd la lamina de neoepitelio autélogo corneal
cultivado que fue suturada a la esclera utilizando 8 puntos interrumpidos con nylon 10-0. Los

nudos fueron enterrados en el estroma receptor. Finalmente se realizé una tarsorrafia parcial de
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los dos tercios anteriores de la abertura palpebral con puntos en “X” de seda 5-0. Hasta que el
animal despertd se le colocé una mascarilla con O, al 21%. Todo procedimiento quirurgico se

realizo bajo un microscopio quirargico ZEISS S5-Pro (Zeiss C, Overckochen, Alemania).

El animal fue enviado al bioterio y los puntos de la tarsorrafia fueron retirados a los 3
dias del POP). El tratamiento médico se constituyd en colirios de ciprofloxacina 0,3% vy
dexametasona 0,1% (Bausch & Lomb, Buenos Aires, Argentina) 5 veces al dia por 2 semanas,
prednisolona 0,1% (Allergan, TX. USA) 4 veces al dia y ciclosporina 1% (Allergan, TX. USA) una

vez al dia por un mes.

La evaluacion clinica se realizé periddicamente a los 3, 7, 15, 30, 60 y 90 dias, 6 meses y
1 afio del POP bajo el mismo microscopio quirdrgico. Todo lo observado fue fotograficamente

documentado con una camara Nikon Coolpix 5700 Digital Camera (Nikon, Tokio, Japdn).

‘ FOTOCOAGULACION CON LASER ARGON

Se realizaron en promedio 5 sesiones (rango 1 a 8) de 100 a 150 disparos de

fotocoagulacidn con laser argdén en 7 de 14 conejos.

‘ SACRIFICIO Y TOMA DE MATERIAL

Los animales fueron sacrificados en los dias 30, 60, 90, 180 y 360 del POP.

‘ANALISIS HisTOPATOLOGICO

Un tercio de la cornea e iris fueron procesados mediante tinciones con H&E, PAS y

Masson segun las técnicas previamente descriptas.

‘ ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO

Se utilizaron anticuerpos monoclonales contra las citoqueratinas K3/12 (Mab AES5,
Chemicon, CA, USA) y K19 (Mab 1675, Chemicon, CA, USA) para identificar al presencia de estas
gueratinas en el epitelio corneal. El mismo analisis se realizé en el ojo contralateral que no

recibid tratamiento alguno (grupo control).

Las concentraciones fueron de 1:200 y 1:50 de anti K3/12 para el analisis por IHQ e IFI

respectivamente y 1:600 Y 1:100 de anti K19 para el andlisis por IHQ e IFl respectivamente

Se siguid la metodologia segun la técnica descripta previamente.
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ESsTUDIO COMPARATIVO ENTRE SOPORTES CELULARES COMERCIALES
VS AUTOLOGOS

Se estudiaron 20 laminas de neoepitelio corneal a partir de SC limbares cultivado sobre
dos soportes celulares: FG comercial (Tissucol®) o PPP autdlogo. Estos se activaron, segun la
metodologia descripta y se colocaron en el fondo de las placas de cultivo circulares. Sobre los
coagulos de PPP o Tissucol® se sembraron 4x10* células epiteliales limbares de conejo por cm?
montadas sobre la capa de fibroblastos irradiados y luego de 10 +/- 3 dias se logrd una
monolamina. Para lograr su estratificacion, se agregé al medio de cultivo Factor de Crecimiento
Epitelial (EGF) en una concentracidn final de 10ng/ml 4 dias antes de que la lamina epitelial sea
retirada. En todos los casos, el medio de cultivo fue suplementado con 50000 KIU/ml de
aprotinina con el fin de prevenir la fibrindlisis. Las [dminas fueron estudiadas por métodos de

observacién directa asi como por histopatologia e inmunohistoquimica.

‘ANI—’\LISIS HisTorPATOLOGICO

Las laminas corneales fueron procesados mediante tinciones con H&E, PAS y Masson

segun las técnicas previamente descriptas.

‘ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO

En todos las l[dminas se utilizaron anticuerpos monoclonales contra las citoqueratinas
K3/12 (Mab AE5, Chemicon, CA, USA) y K19 (Mab 1675, Chemicon, CA, USA) para identificar la
presencia de estas queratinas en el epitelio corneal. Las concentraciones fueron de 1:200 y 1:50
de anti K3/12 para el analisis por IHQ e IFI respectivamente y 1:15 Y 1:5 De anti K4 para el

analisis por IHQ e IFl respectivamente.

Se siguid la metodologia segun la técnica descripta previamente.
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TRASPLANTE HOMOLOGO DE STEM CELLS DE CORNEA EN CONEJOS
CON DSCL

GRUPOS DE ESTUDIO

Se utilizaron 31 conejos albinos Neozelandeses con un peso promedio de 3000gr. Diez
animales machos actuaron como donantes de limbo corneal. El grupo de estudio se constituyé
en 21 conejas hembras con DSCL mecanico. Quince de ellas recibieron un injerto de neoepitelio
homologo y fueron evaluadas durante un afo (grupo tratado), 3 no recibieron ningin implante y
fueron seguidas durante 3 meses (grupo control 1), 3 recibieron un implante que sélo contenia

PPP coagulado y fueron evaluadas durante un afio (grupo control 2).

Todos los procedimientos invasivos fueron realizados bajo anestesia general, regional y
topica con anestesia intramuscular de 1mg/kg de midazolam (Roche, Basel, Suiza) y 70 mg/kg de
ketamina (Fada, Buenos Aires, Argentina), anestesia subtenoniana de 1ml de lidocaina al 4%
(Laboratorio Chile, Santiago de Chile, Chile) S.A y anestesia tépica de proparacaina 0,5% (Alcon,

Buenos Aires, Argentina) cada 5 minutos durante 15 minutos.

‘ SOPORTE CELULAR

Segun la técnica descripta previamente se obtuvo PPP de 21 conejas hembras.

‘ BiOPSIA, CULTIVO Y EXPANSION CELULAR

Se tomd una pequefia biopsia de 1,8mm de didmetro de células epiteliales del limbo

esclero corneal siguiendo la misma técnica descripta previamente.

Una vez que crecieron varias colonias, la feeder layer fue removida del disco de cultivo.
Se re suspendieron las células de cada cultivo y fueron contabilizadas y sembradas nuevamente
o crio preservadas en presencia de DMSO 10% y FCS 20% en una densidad aproximadamente de

10° células/ml.

ENSAMBLADO DEL INJERTO

Como soporte celular se utilizé PPP autélogo (extraido de la hembra con LSCD). Estos se
activo con Ca,Cl que inhibe el efecto anticoagulante del ACD. El PPP asi coagulado se colocd en
dos placas de cultivo circulares de de 14mm de didametro. Aproximadamente 4x10* células
epiteliales limbares por cm® de conejos macho se sembraron sobre una feeder layer de

fibroblastos y previamente colocados sobre el PPP en las placas. Luego de 10 +/- 3 dias se logré



TesIS DOCTORAL
TRASPLANTE DE STEM CELLS DE CORNEA Y BIOADHESIVOS EN LA QUERATOPLASTIA LAMINAR

una monolamina. Para lograr su estratificaciéon, se agregd al medio de cultivo Factor de
Crecimiento Epitelial (EGF) en una concentracidn final de 10ng/ml 4 dias antes de ser utilizada la
ldmina epitelial en la cirugia del conejo. En todos los casos, el medio de cultivo fue
suplementado con 50000 KIU (Kallikrein inhibitory units)/ml de aprotinina con el fin de prevenir
la fibrindlisis. En el momento de la cirugia, todas las ldminas de neoepitelio estaban
estratificadas y pudieron ser facilmente removidas de las camaras de cultivo utilizando un

forceps delicado.

La deshidratacion de los implantes se evitd con la aplicacion de gotas de

hidroxipropilmetilcelulosa cada 5 minutos.

‘ MODELO ANIMAL DE LESION

El modelo de DSCL se realizé mediante una lesion mecdnica con la extirpacion de los 360

grados del limbo y la totalidad del epitelio corneal como previamente fue descripto.

‘TRASPLANTE DEL NEOEPITELIO HOMOLOGO Y MANEJO POST QUIRURGICO

Las 15 conejas hembras previamente lesionadas mecdnicamente recibieron las laminas
de neoepitelio homologo sobre su estroma denudado. Estas laminas fueron suturadas con 8
puntos no continuos de nylon 10-0 a la esclera. Las laminas cubrieron la totalidad de la cornea y

los margenes limbares.

Los nudos fueron enterrados en el estroma receptor. Finalmente se realizd una
tarsorrafia parcial de los dos tercios anteriores de la abertura palpebral con puntos en “X” de
seda 5-0. Todo procedimiento quirurgico se realizo bajo un microscopio quirdrgico ZEISS S5-Pro

(Zeiss C, Overckochen, Alemania)

En animal fue enviado al bioterio y los puntos de la tarsorrafia fueron retirados a los 3
dias post operatorios (POP). El tratamiento médico se constituyd en colirios de ciprofloxacina
0,3% y dexametasona 0,1% (Bausch & Lomb, Buenos Aires, Argentina) 5 veces al dia por 2

semanas y prednisolona 0,1% (Allergan, TX. USA) 4 veces al dia por 30 dias.

El seguimiento clinico se realizd6 durante un afo en forma periddica y mensual y los
resultados clinicos fueron registrados con una cdmara Nikon Coolpix 5700 Digital Camera (Nikon,

Tokio, Japon).
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‘ SACRIFICIO Y TOMA DE MATERIAL
Cinco animales del grupo tratado y los 3 animales del grupo 1 fueron sacrificados a los

90 dias del POP mientras que el resto de los animales tratados y el grupo control fue sacrificado

al afio del POP.

‘ANALISIS HisTOPATOLOGICO

Un tercio de la cornea e iris fueron procesados mediante tinciones con H&E, PAS y

Mason segun las técnicas previamente descriptas.

‘ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO

En todos los animales se utilizaron anticuerpos monoclonales contra las citoqueratinas
K3/12 (Mab AE5, Chemicon, CA, USA) y K19 (Mab 1675, Chemicon, CA, USA) para identificar al
presencia de estas queratinas en el epitelio corneal. El mismo andlisis se realizé en el ojo
contralateral que no recibid tratamiento alguno (grupo control sano). Las concentraciones
fueron de 1:200 y 1:50 de anti K3/12 para el analisis por IHQ e IFI respectivamente y 1:15Y 1:5

de anti K4 para el andlisis por IHQ e IFl respectivamente

Se siguid la metodologia segun la técnica descripta previamente.

ESTuDIO GENETICO

Se tomaron muestras de cdrnea en el 4to, 7mo y 12vo mes del POP en 2 animales en

cada estadio.

Se utilizé un trépano de 1,8mm de diametro, una hoja de bisturi Nro. 15 y una pinza
delicada para extraer de cada animal una muestra de cérnea periférica. Cada muestra fue
enviada al laboratorio en donde, luego del procesamiento, se aislaron las células epiteliales y se
expandieron hasta lograr la semiconfluencia obteniendo aproximadamente 3.10° céls/cm?,
suficiente para la realizacién de estudios citogenéticos cldsicos. El resto de las células se

criopreservaron.

Para obtener metafases se expusieron las células a 4,5 horas de colchicina,
desprendimiento de la “feeder layer”, shock hipotdénico en KCl 0,075 M Yy fijacién con solucion

compuesta por metanol:acido acético (3:1).

Las metafases fueron cariotipadas utilizando el bandeo G. Estas bandas G fueron
obtenidas con el uso de tinciéon de Wright segun el siguiente procedimiento: los preparados se

dejaron “envejecer” por dos semanas a temperatura ambiente y en oscuridad; luego de un pre-
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tratamiento por 20 segundos con 2xSSC a 65°C se lavaron en agua destilada y fueron tefiidos con
solucion de Wright:Buffer Sorensen (1:2) por 2,5 minutos. Finalmente fueron lavados
rapidamente con abundante agua de la canilla y dejados en oscuridad hasta ser estudiados por
microscopia. Cada metafase fue documentada a 1000X con un fotomicroscopio Olympus. Por

cada coneja fueron examinadas un minimo de 40 metafases.
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EsTuDIO PRE CLiNICO DE TRASPLANTE DE NEOEPITELIO CORNEAL A
PARTIR DE STEM CELLS AUTOLOGAS MONTADAS SOBRE PLASMA
POBRE EN PLAQUETAS AUTOLOGO EN CONEJOS CON DSCL

GRUPOS DE ESTUDIO

Se utilizaron 24 conejos albinos neozelandeses con un peso promedio de 3000gr en los

cuales se realizé el DSCL quimico con 1M NaOH segun la metodologia previamente descripta.

El grupo tratado fue de 16 animales que recibieron un implante de neoepitelio. El grupo
control se constituyéd de 8 conejos que recibieron solo una membrana de PPP suturada la

esclera.
El seguimiento clinico fue durante 6 meses.

Todos los procedimientos invasivos fueron realizados bajo anestesia general, regional y
topica con anestesia intramuscular de 1mg/kg de midazolam (Roche, Basel, Suiza) y 70 mg/kg de
ketamina (Fada, Buenos Aires, Argentina), anestesia subtenoniana de 1ml de lidocaina al 4%
(Laboratorio Chile, Santiago de Chile, Chile) S.A y anestesia topica de proparacaina 0,5% (Alcon,

Buenos Aires, Argentina) cada 5 minutos durante 15 minutos.

‘ SOPORTE CELULAR

Segun la técnica descripta previamente se obtuvo PPP de los 24 animales que fue

utilizado como soporte celular.

‘ BioPSIA, CULTIVO Y EXPANSION CELULAR
Se tomd una pequefia biopsia de 1,8mm de didmetro de células epiteliales del limbo
esclero corneal. La misma fue obtenida del cuarto superior temporal del ojo sano contralateral.

Todo el procedimiento continud segun lo descripto anteriormente

‘ ENSAMBLADO DEL INJERTO
Como soporte celular se utilizé6 PPP autélogo (extraido de la hembra con DSCL). Estos se
activo con Ca,Cl que inhibe el efecto anticoagulante del ACD. Se siguié el procedimiento

descripto previamente.

La deshidratacion de los implantes se evitdé con la aplicacion de gotas de

hidroxipropilmetilcelulosa cada 5 minutos.
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‘ MODELO ANIMAL DE LESION

Segun el modelo previamente descripto, se lesionaron con 1 M NaOH las corneas

izquierdas de cada animal utilizado en el protocolo.

‘TRASPLANTE DEL NEOEPITELIO AUTOLOGO Y MANEJO POST QUIRURGICO

Los 15 conejos del grupo tratado previamente lesionados quimicamente recibieron las
ldaminas de neoepitelio homologo sobre su estroma denudado. Estas laminas fueron suturadas
con 8 puntos no continuos de nylon 10-0 a la esclera. Las ldminas cubrieron la total de la cornea

y los margenes limbares.

Los nudos fueron enterrados en el estroma receptor. Finalmente se realizd una
tarsorrafia parcial de los dos tercios anteriores de la abertura palpebral con puntos en “X” de
seda 5-0. Todo procedimiento quirurgico se realizo bajo un microscopio quirurgico ZEISS S5-Pro

(zeiss C, Overckochen, Alemania)

En animal fue enviado al bioterio y los puntos de la tarsorrafia fueron retirados a los 3
dias del POP. El tratamiento médico se constituyé en colirios de ciprofloxacina 0,3% vy
dexametasona 0,1% (Bausch & Lomb, Buenos Aires, Argentina) 5 veces al dia por 2 semanas y

prednisolona 0,1% (Allergan, TX. USA) 4 veces al dia por 21 dias.

El seguimiento clinico se realizd6 durante un afio en forma periddica y mensual y los
resultados clinicos fueron registrados con una cdmara Nikon Coolpix 5700 Digital Camera (Nikon,
Tokio, Japdn). La evolucidn clinica se estadificd segun la clasificacion ILSI descripta por Bagley et

al,** levemente modificada por nosotros.

‘ FOTOCOAGULACION CON LASER ARGON

Se realizé una sola sesidn de 100 disparos de fotocoagulacidén con laser argén en 6 de 16

conejas del grupo tratado y en 8 de los 8 controles.

‘ SACRIFICIO Y TOMA DE MATERIAL

Todos los animales del grupo tratado y del grupo control fueron sacrificados a los 180

dias del POP.

‘ANALISIS HisToPATOLOGICO

Un tercio de la cornea e iris fueron procesados mediante tinciones con H&E, PAS y

Mason segun las técnicas previamente descriptas.
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ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO

En todos los animales se utilizaron anticuerpos monoclonales contra las citoqueratinas
K3/12 (Mab AE5, Chemicon, CA, USA) y K19 (Mab 1675, Chemicon, CA, USA) para identificar al
presencia de estas queratinas en el epitelio corneal. El mismo andlisis se realizé en el ojo
contralateral que no recibid tratamiento alguno (grupo control sano). Las concentraciones
fueron de 1:200 y 1:50 de anti K3/12 para el andlisis por IHQ e IFl respectivamente y 1:15Y 1:5

de anti K4 para el andlisis por IHQ e IFl respectivamente

Se siguid la metodologia segun la técnica descripta previamente.

ANALISIS ESTADISTICO

El anadlisis estadistico de los resultados con respecto al DSCL luego de recibir el

tratamiento propuesto en este protocolo se realizé con:

1. R Development Core Team (2009). R: A language and enviroment for statistical
computing (R foundation for Statistical Computing, Viena, Austria). Se utilizé el

software R package v 3.1-90 para modelos de efectos mixtos lineales y no lineales.™”

156 157

Se consideraron dos tratamientos, por un lado el grupo tratado y por el otro el grupo
placebo o control. Con el fin de tener un estudio balanceado se trabajo solo con los conejos
observados hasta los 120 dias. Los sacrificados o no observados entre los 90 y 120 dias fueron
excluidos del anadlisis. En el grupo de los tratados, las unidades experimentales (conejos) fueron

10. En el grupo de los no tratados, las unidades experimentales (conejos) fueron 7.
Se analizé:
a) ISQUEMIA LIMBAR

Lo que se observd en 9 tiempos fue el porcentaje de isquemia limbar (dividido en 5
categorias: no isquemia, <25%, 25 a 50%, 50 a 75% y >75%) afectado en cada animal, se debid
considerar como valor observado el porcentaje medio de cada categoria, es decir 0.5 (sin

isquemia), 12.5, 37.5, 60.5 y 80.5 respectivamente para cada una de las restantes categorias.
Esto fue realizado para poder aplicar un modelo con variable respuesta continua.

En este analisis se consideré el porcentaje afectado en el preoperatorio como una

variable predictiva.
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Se utilizé un modelo lineal con efectos mixtos (fijos y aleatorios) (Linear Mixed-Effects

Models) dado que permite una estructura heterocedastica y errores correlacionados dentro del

158 159
grupo.

Las variables utilizadas fueron:

1. Variable respuesta:

a. Porcentaje afectado (para cada conejo en 8 tiempos)

2. Variables predictivas: porcentaje

a. Porcentaje afectado en el preoperatorio (para cada conejo)
b. Tiempo (8 tiempos)

c. Tratamiento (2)

d. Conejo

Se considerd la variable conejo como un efecto aleatorio, los restantes como efectos

fijos y se planted un modelo con interaccién entre Tiempo y Tratamiento.

Se asumié un modelo de heterocedasticidad y se modelé asumiendo igual variabilidad
en cada tiempo. La correlacion entre un mismo sujeto en el tiempo se modelé como un
autoregresivo de orden 1. Las estructuras de correlacion se utilizaron para modelar la
dependencia entre observaciones, es decir datos observados secuencialmente a través del

tiempo.

Los modelos autoregresivos expresan la observacion actual como combinacién lineal de
observaciones previas mas un término de ruido homocedastico que se asume independiente de
las observaciones anteriores, si el nUmero de observaciones anteriores a incluir en el modelo es

p, se denomina orden del modelo autoregresivo y se denota AR(p).
b) ESTROMA CORNEAL

Lo que se observd en 9 tiempos fueron los datos encontrados dentro de las 4 categorias
ordenadas de cémo se encontraba el estroma corneal. Estas 4 categorias fueron las descriptas

en la tabla 2:
1. Detalles del iris claramente visible
2. Opacidad de la cornea que causa visidn borrosa de los detalles del iris

3. Opacidad de la cornea que solo permite discernir la pupila
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4. Opacidad de la cornea total: la pupila no es visible
Pudimos considerar entonces a la variable respuesta ordinal.

Se utilizd un modelo de Regresion logistica de probabilidades proporcionales a medidas

repetidas (Repeated Measures Proportional Odds Logistic Regression)
Las variables utilizadas fueron:

1. Variable respuesta:

a. Grado de opacidad estromal (respuesta Ordinal)

2. Variables predictivas:

a. Tiempo
b. Tratamiento
c. Conejo

Como funcién de enlace se tomo el logit y la correlacidon entre un mismo sujeto en el

tiempo se modelé como un autoregresivo de orden 1.
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BIOADHESIVOS

PLASMA RiICcO EN PLAQUETAS (PRP)

La investigacidon fue realizada en dos etapas. Primero, un estudio in vitro fue realizado
con la idea de determinar el mejor método de obtener PRP a partir de sangre de conejos. En
segunda instancia, se evalud la efectividad del PRP utilizdndolo como bioadhesivo en trasplantes

laminares de cornea en conejos.

Se utilizaron 40 conejos Neozelandeses albinos adultos, con un peso promedio de 3000
gramos. Dieciocho fueron hembras y veintidds machos. Fueron mantenidos en jaulas
individuales, bajo condiciones controladas de temperatura, humedad y ciclo de luz de 12 horas.

Se los alimentd con alimento balanceado y agua ad libitum.

EsTuDIO IN VITRO

GRUPO DE ESTUDIO

Se obtuvieron 73 muestras de sangre intracardiaca de 28 animales. Todo procedimiento
fue realizado bajo estrictas normas asépticas. Los animales recibieron anestesia general
intramuscular con 0,2mg/kg de midazolam (Roche, Basilea, Suiza) y 1.4mg/kg de ketamina (Fada,
Buenos Aires, Argentina). La sangre fue aspirada con una aguja 21G colocada en una jeringa de
10ml que contenia previamente 1.3ml de ACD (Anticoagulant Citrate Dextrose), solucion que
utilizamos para evitar la coagulaciéon de la muestra. Por otro lado se obtuvo 1ml adicional de

sangre para realizar el conteo celular.

TECNICA UTILIZADA

Cada muestra de sangre fue centrifugada a 1300 rpm y 49C durante 15 minutos con la
posterior obtencion de las tres capas celulares. La inferior que comprende los glébulos rojos, la
intermedia de glébulos blancos y la superior que es el plasma. La capa de plasma de 6 ml fue
nuevamente centrifugada a 2600 rpm durante 5 minutos y asi se obtuvieron dos partes: la
superior de 5,5 ml que comprendio el plasma pobre en plaquetas (PPP) y una inferior de 0,5 ml
donde se encontrd el plasma rico en plaquetas (PRP). El PPP fue aspirado con el fin de evitar la

dilucion del PRP y luego éste fue aspirado con otra pipeta y colocado en un tubo estéril.
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A posteriori se activo el PRP con Ca,Cl, compuesto que inhibe el efecto anticoagulante
del ACD. Inmediatamente a esta activacion, el PRP se transforma en una solucién tipo gel con

capacidades adhesivas (Figura 17).

La activacion del PRP fue evaluada en muestras de 250ul colocadas en tubos Eppendorf
con distintas concentraciones de Ca,Cl. El primer analisis se realizé con concentraciones de Ca,Cl
al 5%, 10%, 25% y 50%, que fueron instiladas en dos muestras de PRP de cada uno de dos
animales. Luego se realizd una comparacidén entre concentraciones de Ca,Cl al 5y 10% en 9
muestras obtenidas de 5 animales distintos. Finalmente, el test se realizd con soluciones de
Ca,Cl al 5% en 47 muestras de PRP de 21 animales. Las muestras fueron observadas durante 2

horas y se clasificaron como “no-activadas” si la coagulacién no ocurria dentro de ese tiempo.

El recuento plaquetario fue realizado en la muestra de sangre de 1ml y en la muestra de

PRP con una camara de Neubauer utilizando el método directo y manual de Brecher y

Cronkite. ¢!

EsTuDIO IN VIVO

GRUPO DE ESTUDIO

EL PRP y el PPP se prepard en 12 animales utilizando la misma técnica que en el estudio
in vivo. Luego fue activado con Ca,Cl al 5% y se lo utilizé como bioadhesivo en el implante

laminar de cornea autdlogo.

TECNICA UTILIZADA

La tecnica quirdrgica constd de la colocacion de iodopovidona al 10% y 5% para lograr la
asepsia y antisepsia de piel y conjuntiva respectivamente. Luego se colocé una gota de
ciprofloxacina al 0,3% (Alcon, San Pablo, Brasil). La queratectomia laminar se realizé con un
trépano de 6mm de didmetro colocado sobre el ojo derecho de cada animal bajo un microscopio
quirargico ZEISS S5-Pro (Zeiss C, Overckochen, Alemania). El flap corneal se obtuvo mediante la

técnica de peeling-off descripta por Malbran ES.™*.

Luego el flap se embebid en el PPP autdlogo y se mantuvo a 49C durante 3 minutos,
tiempo en el cual se activd el PRP y una vez transformado en gel se lo colocé sobre la superficie
denudada del estroma receptor. A continuacion el flap corneal fue colocado sobre el estroma
con el PRP activo en la interfase. La adherencia del implante autdlogo fue verificada a los 30
minutos mediante delicadas tracciones manuales realizadas con dos pinzas 12-0. Verificada ésta,

se procedi6 a realizar una tarsorrafia parcial con tres puntos de suturas de seda 5-0 colocados en
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los dos tercios internos de la fisura palpebral. Los animales recibieron oxigeno al 21% por una
hora luego de ser despertados. El tratamiento postoperatorio consté de ciprofloxacina al 0,3% y
dexametasona al 0,1% (Poen, Buenos Aires, Argentina) colocando una gota 4 veces por dia

durante 2 semanas. Las suturas de la tarsorrafia se retiraron a los dos dias.

MANEJO POSTOPERATORIO

El seguimiento postoperatorio fue realizado diariamente prestando atencién a la
adhesividad corneal y a la reaccién inflamatoria. Estas caracteristicas fueron documentadas
fotograficamente a los 2, 7, 30 y 90 dias postoperatorios con una cdmara digital Nikon Coolpix

5700 (Nikon, Tokio, Japdn).

ANALISIS HISTOPATOLOGICO

El analisis histopatoldgico se realizé en las mismas fechas. Se utilizaron en todos los

casos tinciones histoldgicas con H&E, PAS y Tricromico de Masson.
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QUERATOPLASTIA LAMINAR UTILIZANDO PRP cOmMmO BIOADHESIVO
VS. SUTURAS CONVENCIONALES

GRUPO DE ESTUDIO

Se utilizaron 30 conejos albinos neozelandeses con un peso promedio de 3000 gramos
(2500 a 3500 gramos). El grupo tratado consté de 12 conejos en los que se utilizd el PRP como
bioadhesivo de la queratoplastia laminar. Los grupos controles fueron dos. Uno de 12 conejos
donde se utilizaron suturas convencionales de nylon 10-0 (Grupo Control con Sutura) y otro de 6

animales donde no se utilizé medio de sostén alguno (Grupo Control sin PRP y sin sutura)

‘PREPARACIGN DEL PRP

Segun metodologia previamente descripta.

‘TECNICA QUIRURGICA

La técnica quirurgica constd de la colocacién de iodopovidona al 10% y 5% para lograra
la asepsia y antisepsia de piel y conjuntiva respectivamente. Luego se colocdé una gota de
ciprofloxacina al 0,3% (Alcon, San Pablo, Brasil). La queratectomia laminar se realizé6 con un
trépano de 6mm de didmetro colocado sobre el ojo derecho de cada animal bajo un microscopio
quirargico ZEISS S5-Pro (Zeiss C, Overckochen, Alemania). El flap corneal se obtuvo mediante la

técnica de peeling-off descripta por Malbran ES.

1. Grupo Tratado con PRP: Queratoplastia laminar utilizando PRP: En este grupo, el flap
corneal obtenido luego de la queratoplastia laminar se embebié en el PPP autdlogo y se
mantuvo a 49C durante 3 minutos, tiempo en el cual se activé el PRP y una vez transformado en
gel se lo colocd sobre la superficie denudada del estroma receptor. A continuacion el flap
corneal fue colocado sobre el estroma con el PRP activo en la interfase. La adherencia del
implante autdlogo fue verificada a los 30 minutos mediante delicadas tracciones manuales

realizadas con dos pinzas 12-0.

2. Grupo Control con Suturas 10-0: Queratoplastia laminar utilizando suturas de nylon
10-0: Una vez que el botdn corneal fue retirado del estroma, el tejido extraido fue embebido en
solucién fisioldgica por un minuto y luego colocado nuevamente sobre el estroma receptor.
Posteriormente fue suturado con 8 puntos interrumpidos de nylon 10-0. Los puntos fueron

rotados y enterrados en el estroma receptor.
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3. Grupo control Sin PRP, Sin Suturas: Queratoplastia laminar sin adhesivos o suturas:
Se realizd la queratectomia laminar, el botén corneal fue irrigado con solucién fisiolégica

durante un minuto y luego colocado nuevamente sobre el estroma sin ningdn medio de sostén.

MANEJO POSTOPERATORIO Y SEGUIMIENTO
En todos los casos se realizé una tarsorrafia parcial de 2/3 de la fisura palpebral con
puntos interrumpidos de seda 5-0. Se coloco durante 21 dias 1 gota cada 6hs de ciprofloxacina al

0,3% y dexametasona al 0,1% (Poen, Buenos Aires, Argentina).

La tarsorrafia fue removida al segundo dia postoperatorio. El seguimiento clinico se
realizd diariamente durante la primera semana y semanalmente a partir de la segunda semana
hasta la fecha del sacrificio. Todo seguimiento fue realizado con el microscopio quirurgico y con
el animal bajo anestesia general. Se presté especial atenciéon a la adhesividad del flap, las
posibles reacciones inflamatorias y la claridad corneal. La adhesividad del flap fue testeada
mediante la traccién manual suave del flap con un férceps delicado. Todas estas caracteristicas
fueron fotograficamente documentadas en los dias postoperatorios 2, 7, 30 y 90 utilizando una

camara digital Nikon Coolpix 5700 (Nikon, Tokio, Japdn).

‘ SACRIFICIO Y TOMA DE MATERIAL

Tres animales de cada grupo fueron sacrificados en los dias POP 2, 7, 30 y 90.

‘ANI—’\LISIS HISTOPATOLOGICO
El analisis histopatoldgico se realizdé en las mismas fechas. Se utilizaron en todos los
casos tinciones histoldgicas con H&E, PAS y Tricrémico de Masson segun la metodologia

descripta previamente.

‘ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO E INMUNOFLUORESCENTE

Anticuerpos primarios contra la actina del musculo liso (Anti SMA) fueron usados para
identificar la presencia de miofibroblastos en un tercio del estroma corneal de los animales
tratados y del grupo control con suturas. Se utilizéd una concentracién de 1:500 y 1:100 de anti

SMA (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) para el analisis por IHQ e IFI respectivamente.

Este andlisis se realizé en los dias POP 7, 30 y 90. Dos corneas de conejos normales se

utilizaron para tener un dato de comparacion.

Se siguid la metodologia segun la técnica descripta previamente.
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‘ANI—’\LISIS POR MICROSCOPIA ELECTRONICA

Un tercio de la cornea fue estudiado por esta metodologia utilizando la técnica descripta

previamente.

‘CONTEO DE CELULAS ESTROMALES SMA POSITIVAS

El conteo celular fue realizado segtin el método descripto por Andreoni et al. ***

El analisis, conteo y registro de las imagenes positivas y negativas se realizoé utilizando el
sistema KS400 (Kontron Elektronic/Zeiss, Zeiss C, Overckochen, Alemania) y una videocamara
blanco y negra Hyper HAD Sony CCD IRIS montada sobre un microscopio Optiphot-2 Nikon. Se
evaluaron 6 areas etiquetadas, cada una de 47730 pixels’, que fueron seleccionadas de forma

randomizada en cada muestra corneal. Al menos 3 muestras de cada animal fueron evaluadas.

Las imagenes fueron digitalizadas en un recuadro rectangular de 640 x 480 pixeles
utilizando un objetivo 10X en el modo fotografico con la intensidad de luz estandar. Con
intencidén de corregir algln posible defecto de la iluminacién del sistema dptico, se realizaron
imagenes de toma lenta con correccién del brillo de fondo. Luego de esto, una imagen positiva
segmentada fue elegida. Definiendo la intensidad de grises, todos los pixeles con informacién
gris mayor o menor al establecido fueron seteados a blanco y los restantes fueron seteados a
negro. Estos elementos negros fueron contabilizados con el sistema Kontron y luego se

calcularon las células SMA positivas de cada muestra evaluada.

ANALISIS ESTADISTICO
El analisis estadistico fue realizado mediante el Student-T-test. Se consideré una P

significativa <0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

TRASPLANTE AUTOLOGO DE STEM CELLS DE CORNEA EN
CONEJOS CON DSCL

Una biopsia de limbo de 1,8 milimetros de diametro fue suficiente para lograr la
replicacién de stem cells in vitro. Las laminas de neoepitelio corneal estuvieron disponibles para
ser implantadas luego de tres semanas de procesamiento. Las matrices de PPP demostraron
tener una muy buena elasticidad y adecuada transparencia. Por el contrario, las ldminas de gel

comercial (FG) fueron opacas y no elasticas (Figura 20).

Durante la primer semana postoperatoria se obtuvo una total reepitelizaciéon de las
pequeias ulceras producto de la toma de muestras de limbo y no se hallaron efectos clinicos

colaterales en los ojos biopsiados.

Todos los ojos con quemaduras alcalinas presentaron signos clinicos de LSCD en el
momento de la cirugia (neovascularizacidon corneal, irregularidades de superficie y opacidad
corneal). La figura 23 muestra signos del progreso clinico de los conejos implantados, evaluados
durante un afio postoperatorio. La opacidad corneal resolvid en forma no lineal en el grupo de
animales tratados, pero aun asi todos los animales demostraron una clara mejoria en el tiempo

(Tabla 3).
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CLASIFICACION EvOLUTIVA DE LOS ANIMALES coN DSCL Quimicoy

TRATADOS CON IMPLANTES AUTOLOGOS DE SC
ANIMALES AFECTADOS / TOTAL ANIMALES, (%)

GRADOO GRrADOI GRADO I GRrADO Il GRADO IV
SIN
ISQUEMIA LIMBAR <25% 25-50% 50-75% 75-100%
ISQUEMIA

PREOPERATORIO

1/14 (7,14%)

2/14 (14,28%)

11/14 (78,57%)

300 POP 6/14 (42,85%)  6/14 (42,85%) 2/14 (14,28%)
60D POP 2/8 (25%)  1/8 (12,5%) 3/8 (37,50%) 2/8 (25%)
90p POP 2/5 (40%) 2/5 (40%) 1/5 (20%)
1800 POP 14 (25%)  1/4 (25%) 214 (50%)
3600 POP 1/2 (50%)  1/2 (50%)
DETALLES DEL IRIS BORRAMIENTO SOLO PUPILA OPACIDAD TOTAL:
ESTROMA CORNEAL
CLARAMENTE VISIBLES DEL IRIS VISIBLE PUPILA NO VISIBLE
PREOPERATORIO 1/14 (7,14%) 1/14 (7,14%) 12/14 (85,71%)
30o POP 2/14 (14,28%)  5/14 (35,71%) 7/14 (50%)
60p POP 2/8 (25%) 1/8 (12,50%) 5/8 (62,50%)
90p POP 2/5 (40%) 1/5 (20%) 2/5 (40%)
180p POP 3/4 (75%) 1/4 (25%)
3600 POP 12 (50%)  1/2 (50%)
PROFUNDIDAD CORNEAL DE EPITELIOY<1/3  EPITELIOY >1/3
EPITELIO ENDOTELIO
LA LESION ESTROMA ESTROMA

PREOPERATORIO

14/14 (100%)

Tabla 3: Clasificacion evolutiva de los animales con DSCL quimico tratados con implantes autélogos de SC

Una clara reduccion de los defectos epiteliales fue vista en la mayoria de los casos

tratados, aun en aquellos con neovascularizacién corneal.

Los injertos corneales no presentaron signos de neovascularizacién durante el primer
mes postoperatorio. A partir del segundo mes, sesiones de fotocoagulacidon con laser argén

fueron necesarias en 9 animales de acuerdo a la aparicidn de los neovasos.

El estudio histoldgico revelé un epitelio de multiples capas estratificado en todo
momento. Se hallaron células de citoplasma claro en el tercio inferior del epitelio a partir de los
30 dias de la cirugia y estas permanecieron vigentes hasta el afio postoperatorio. No hubo signos
de pannus vascular asi como tampoco de células caliciformes intraepiteliales en las corneas
implantadas. En todos los animales se pudo detectar el dafio corneal posterior de la quemadura

alcalina a través de la replicacion de la membrana de Descemet (Figura 22).

Los resultados de inmunohistoquimica mostraron expresion de citoqueratinas K3 y K12
en todo el epitelio central de la cornea. La expresién de citoqueratina 19 no fue hallada. Estos

resultados son similares a los encontrados en corneas normales (Figura 24).
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Cinco animales desarrollaron ectasia corneal y/o endoftalmitis a los 30 dias de la
guemadura alcalina y no fueron sometidos al tratamiento con implantes de neoepitelio corneal
a partir de stem cells autdlogas. Estos animales fueron excluidos del estudio y reemplazados por

nuevos conejos.

DISCUSION

En nuestro estudio, las laminas de neoepitelio corneal a partir de SC autélogas fueron
capaces de regenerar satisfactoriamente la superficie ocular en la mayoria de los animales con
DSCL. Esto fue documentado por la ausencia o reduccion de los defectos epiteliales persistentes,
el simbléfaron o la neovascularizacion corneal. Los casos que padecieron de neovasos corneales
parciales luego de algunos meses de instaurado el tratamiento y tratados con fotocoagulacion
con laser argdén respondieron siempre con regresion de los mismos, en distintos grados. La
fotocoagulacidon fue bien tolerada por los implantes de SC. El fenotipo del epitelio corneal
corroborado con anticuerpos contra citoqueratinas presentes en dicho epitelio fue concordante

con los estudios previos.*? 164 169 166 167
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ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE SOPORTES CELULARES
COMERCIALES VS. AUTOLOGOS

Las ldminas montadas sobre PPP comparadas con las montadas sobre Tissucol®
mostraron mayor transparencia durante el cultivo y al momento de ser desmontadas para su
utilizacién. Estas primeras mostraron una gran elasticidad y gran resistencia ante tracciones
normales con dos pinzas enfrentadas y con fuerzas opuestas asi como también soportaron la

técnica de sutura corneal convencional utilizando 8 puntos de nylon 10-0.

La histologia de las |[dminas cultivadas sobre distintos soportes no reveld diferencias
significativas en la estratificacion. Ambas |[dminas mostraron un epitelio estratificado en 4 a 7
capas. Las células inferiores poligonales evidenciaron un nucleo prominente. Las células de las
capas intermedias presentaron morfologia irregular y la capa superficial se constituyd de células
planas con nucleos compactos de cromatina homogénea. No se observaron células

mucosecretantes (Figuras 20y 21).

En ambas l[dminas se observo un epitelio estratificado multilaminar compuesto por 4 a 7

capas de epitelio organizado en células cuboides y ovoideas sin mucosecretantes.

Todas las ldminas fueron K3/12 positivas y sélo 2 de 20 (1 sobre PPP y 1 sobre Tissucol®)

fueron K4 positivas.

DISCUSION

Nosotros creemos que el uso de PPP, al ser una sustancia autdloga, seria una buena
alternativa como soporte celular. De esta manera, logramos que las ldminas de epitelio corneal
pueden ser facilmente manipuladas durante su replicacion in vitro asi como también durante la
cirugia. Mas aun, la transparencia del PPP permite a los especialistas en cultivo la facil
visualizacidon de todo el proceso de estratificacion, hecho dificil de conseguir con el uso de
Tissucol®. Las reacciones inmunoldgicas son raramente observadas al utilizar sustancias
autodlogas. Esta caracteristica representa una gran ventaja con respecto a los adhesivos

comerciales o a la membrana amnidtica disponible en el mercado.

El PPP es facilmente manipulado, lo que facilita su instrumentacién sobre la superficie
ocular. No se hallaron dificultades con la técnica de sutura ya que estos implantes presentaban
buena elasticidad y fuerza suficiente que toleraron sin inconvenientes los 8 puntos
interrumpidos de nylon 10-0. El PPP es incluso una opcién costo efectiva, y su obtencién puede

ser realizada con procedimientos estandar.
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FOTOCOAGULACION LASER DIRECTA EN NEOVASCULARIZACION
CORNEAL

Los neovasos comenzaron su regresiéon en todos los casos a partir de las 48hs de

aplicado el Iaser. No fue necesaria la reaplicacién de esta terapia sobre terreno ya tratado.

No se hallaron signos clinicos ni histolégicos de dafio corneal secundario a la

fotocoagulacidon con laser argon.

DISCUSION

El uso de fototerapia con argdn laser surge como un tratamiento prometedor en la
neovascularizacién corneal luego del implante de neoepitelio limbar, reduciendo, su aplicacién,
el riesgo siempre presente de falla del injerto por invasién de la neovascularizacién. Hubo una
clara tendencia a la reduccién de los neovasos durante el tiempo. Animales que han recibido
varias sesiones de esta terapéutica mantuvieron una cornea clara, lo que sugiere que el laser

aplicado sobre los vasos esclero conjuntivales no causaria efecto deletéreo sobre la cornea.
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TRASPLANTE HOMOLOGO DE SC DE CORNEA EN CONEJOS CON
DSCL

GRUPO TRATADO

En todos los animales se implanté un epitelio estratificado de 4 capas en el momento de
la cirugia. Los botones de PPP autélogo mostraron gran elasticidad y transparencia, facilitando el
seguimiento de los cultivos durante su estratificaciéon y la correcta visualizacion del estroma
receptor y del globo ocular en si durante la cirugia. Las ldminas de neoepitelio corneal, asi como
los botones de fibrina toleraron sin inconvenientes los 8 puntos de sutura no continuos de nylon
10. La deshidratacidon del PPP pudo ser prevenida durante la cirugia. EL lado correcto de la
lamina epitelial a implantar fue claramente identificado y no se experimentd ninguna rotacion

antero posterior de las mismas.

No hubo complicaciones durante el procedimiento quirdrgico, salvo una pequefia
perforacion corneal en uno de los animales que resolvid satisfactoriamente, logrando una

cornea clara y un ojo sin complicaciones al final del protocolo.

Como era de esperar, signos minimos de queratitis fueron vistos durante las dos
primeras semanas. De las 15 conejas hembras tratadas, 5 fueron sacrificadas a los 90 dias
postoperatorios y 8 al afio. Del resto de los animales, uno murié sin causa aparente al mes de
ser implantado y el otro tuvo que ser sacrificado en el mismo tiempo por una queratitis
infecciosa que progresé durante las primeras semanas y que no respondié al tratamiento

168

antibidtico recibido, terminando en una severa infeccién corneal (absceso grado IV™"°) y luego en

una endoftalmitis resistente a los medicamentos establecidos.

Al afo postoperatorio, solo un animal de 8 mostréd signos clinicos de LSCD,
especificamente neovasos en un solo huso horario (Figura 25 A). Un segundo animal presenté un
leucoma estromal intermedio en un cuadrante corneal (Figura 25 D) y un tercero desarrolld
neovascularizacién corneal en un cuadrante a partir del cuarto mes postoperatorio que comenzé
su regresidon sin tratamiento hasta su desaparicidon al afno de sobrevida. Sélo quedaron los

rastros clinicos de los neovasos (Figura 26).

El resto de los 5 animales evidenciaron una superficie corneal normal, sin defectos
epiteliales (Figura 25 B-C-E-F-G). La claridad corneal evolucioné favorablemente en todos estos

animales con el transcurso del tiempo. El margen pupilar y las criptas del iris pudieron ser
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identificados en todos los conejos. Signos de rechazo corneal, como los descriptos por

Maumenee,® no fueron identificados.

Tanto a los 90 dias como al afio postoperatorios, el estudio histoldgico de las corneas
implantadas reveld un epitelio estratificado en multiples capas con células epiteloides con
citoplasma claro en la porcién mas profunda del epitelio y una membrana basal en todos los
animales. No se encontraron signos de pannus vascular o células mucinosas. En el tercio medio y
superior del estroma, ya sea central o periférico, se observd una cicatriz no inflamatoria de

coldgeno (Figura 27).

Los resultados de inmunofluorescencia mostraron expresién positiva de citoqueratinas
K3 y K12 en todo el espesor epitelial, no asi con K19, que fue negativo en todo momento. Este

hallazgo es similar a lo encontrado la cornea normal (Grafico 1y Figura 28).

Trasplante Homdlogo de SC de Cornea
IFl de K3/12 y K19 entre Tratado vs Control
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Grafico 1: Estudio comparativo de IFI con anticuerpos anti K3/12 y anti K19 entre los grupos tratado y control del
protocolo de trasplante homdélogo de SC de cérnea en conejos con DSCL

La expresion de queratinas en las laminas de epitelio cultivado mostré marca positiva

para K19 en la base del epitelio y marca positiva para K3/12 en las capas superficiales (Tabla 4).
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INMUNOFLUORESCENCIA DE K3/12 Y K19 EN CORNEA CENTRAL Y PERIFERICA

CORNEA LimBO
Tenpo\Ac K3/12 K19 K3/12 K19
CORNEA NORMAL +++ - - +
GRUPO TRATADO 90D POP ++ - ++ +
GRUPO TRATADO 1 ANO POP ++ - ++ +
GRUPO CONTROL 90D POP + ++ + +
GRUPO CONTROL 1 ANO POP + ++ + +
LAMINAS DE CULTIVO + (suprabasal) + (basal)

Tabla 4: Inmunofluorescencia de los animales con DSCL mecdanico a un afo de haber recibido implantes de
neoepitelio vs grupo control. Inmunofluorescencia de las laminas de cultivo

GRUPO CONTROL C1 (NO LAMINA DE EPITELIO, NO PPP. 90 DiAS
POSTOPERATORIOS)

Todos los animales mostraron signos de isquemia limbar y defectos epiteliales
persistentes (DEP), definidos, estos ultimos, como defectos del epitelio corneal que permanecen
mas de 2 semanas luego de la epitelizacidén corneal. Estos animales sufrieron de irregularidades
de la superficie ocular asi como de ulceras estromales moderadas. Dos de estos conejos
desarrollaron neovascularizacion a partir del dia 75 POP. La visualizacidon del margen pupilar fue
practicamente imposible, acompafiandose en todos los casos de una imagen borrosa (Figura

25Figura 25).

El estudio histolégico revelé un epitelio erratico y regenerativo con minima
diferenciacion celular en la superficie y una intensa proliferacion fibrovascular. La membrana

basal no fue identificada.

El analisis inmunohistoquimico mostré una elevada expresion de K19 y una débil marca

de K3/12.
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GRUPO CONTROL C2 (NO LAMINA DE EPITELIO, BOTON DE PPP, UN
ANO POSTOPERATORIO)

Un animal murid sin causa aparente a los 240 dias postoperatorios y otro tuvo que ser
sacrificado a los 120 dias debido a una infeccién severa de la superficie corneal que se

transformé en un absceso grado 1V.'%®

Todos los animales desarrollaron isquemia limbar a los 90 dias postoperatorios y
mostraron DEP en una superficie corneal irregular, con multiples ulceras estromales. Todo esto
imposibilitd la correcta visualizacidn del margen pupilar y al mismo tiempo la no distincidn de las
criptas del iris. Estos animales evidenciaron signos de DSCL con keratitis corneal, irregularidades
del epitelio y vascularizacién del centro y periferia de la cornea. Al afio postoperatorio, se

observé una superficie ocular totalmente irregular (Figura 25)

El animal que fallecié espontdneamente a los 240 dias mostraba un pequefio leucoma
inferior y defectos epiteliales en dos husos horarios (Figura 25 K). En el momento del sacrificio,
el animal con el absceso corneal presentaba neovascularizacién de los 360 grados de la corneay

una gran opacidad central que obstruia la visualizacién de la pupila (Figura 25Figura 25 J)

Las secciones histoldgicas revelaron un epitelio regenerativo a partir de la conjuntiva
limbar sobre el estroma remanente y una cicatriz subepitelial con gran cantidad de células
inflamatorias y neovascularizacion (Figura 27 E). El epitelio de estas corneas presenté mayor
altura comparado con corneas normales o tratadas de este protocolo, con una diferenciacién
celular incompleta (Figura 27 F). Células intraepiteliales mucinosas de la conjuntiva fueron
identificadas en un animal a los 120 dias (Figura 27 G). Todos los animales presentaron un
epitelio simil plano multiestratificado y una gran cicatriz estromal activa con miofibroblastos,
depdsitos de colageno y células inflamatorias en la interfase con el resto del estroma corneal
(Figura 27 H).

El andlisis de IFI mostrd una débil expresion de K3/12 y un patrén parcheado de K19
(Figura 28).

ESTUDIO GENETICO

Cromosomas donantes (XY) fueron detectados en una de cada dos conejas implantadas

y biopsiadas alos 4, 7 y 12 meses postoperatorios (Figura 36).
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DISCUSION

Nuestros resultados demuestran que los implantes de epitelio limbar obtenido por
bioingenieria a partir de SC donantes, montado sobre PPP autélogo como soporte celular podria
ser una alternativa en el tratamiento del DSCL bilateral. Los implantes epiteliales favorecieron la
reepitelizacion y sobrevivieron durante un extenso periodo de tiempo sin el uso de
inmunosupresores sistémicos. Los resultados beneficiosos a los 3 meses continuaron

confirmandose al afio del POP.
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PREPARACION DEL PRP Y PPP

ESTUDIO IN VITRO

Todos los animales sobrevivieron a la extraccidn de sangre. Las muestras sanguineas no

contenian coagulos. El proceso de preparacion del PRP durd 40 minutos +/- 2.

El recuento de plaquetas en el PRP fue mayor que en el hemograma de la muestra de
sangre. En el PRP, la concentracidon de plaquetas promedio fue de 807.564 plaquetas/mm?
(rango 622.000 — 1.350.000, SD 211.490) a partir de un recuento en sangre venosa de 320.133
plaquetas/mm*® (rango 280.000 - 408.000, SD 42.323). El Factor de Enriquecimiento
Plaquetario®’® fue de 152% (Tabla 5).

RECUENTO DE PLAQUETAS EN SANGRE VS. PLASMA RicO EN PLAQUETAS EN CONEJOS

MUESTRA \ PARAMETROS MEDIANA RANGO SD FE
RECUENTO DE PLAQUETAS EN SANGRE
3 320.133 280.000 — 408.000 42.323 -
(PLAQUETAS/MM")
RECUENTO DE PLAQUETAS EN PRP
3 807.564 622.000 -1.350.000 211.490 152%
(PLAQUETAS/MM")

Tabla 5: Recuento de Plaquetas en Sangre vs. Plasma Rico en Plaquetas en Conejos. SD (standard desviation), FE
(factor de enriquecimiento plaquetario).

En la fase 1, el PRP activado con concentraciones de Ca,Cl de 25% y 50% no coagulo en
las primeras 12 horas, mientras que en la fase 2 el PRP activado con dosis concentradas de Ca,Cl
de 10% coaguld en 26 minutos. En la fase 3, el tiempo de coagulacion promedio de 47 muestras
de PRP tratadas con concentraciones de Ca,Cl de 5% fue de 19 minutos (rango 7 — 39 minutos,

SD 7,4) (Tabla 6).
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PARAMETROS EVALUADOS EN LA PREPARACION IN VITRO DEL PRP EN CONEJOS

PARAMETROS \ FASES 1ER FASE 2D0 FASE 3ER FASE
CONCENTRACION DE CA,CL (%) 5% 10% 25% 50% 5% 10% 5%
NUMERO DE ANIMALES 2 2 2 2 5 5 21
NUMERO DE MUESTRAS DE PRP 2 2 2 2 9 9 47
COAGULACION DEL PRP Si Si No No Si Si Si
TIEMPO DE COAGULACION (MINUTOS)

—  MEDIANA 23 27 - - 17 26 19
— RANGO 18-25 25-31 - - 10-20 20-50 7-39
— SD - - - - 3.9 10.2 7.4

Tabla 6: Parametros evaluados en la preparacién In vitro del Plasma Rico en Plaquetas en conejos durante las 3
fases del estudio. SD (Standard Desviation).

ESTUDIO IN VIVO

Los animales que fueron sometidos a una queratoplastia laminar y PRP como
bioadhesivo mostraron una adherencia del flap corneal dentro de los primeros 20 minutos.
Todos los conejos sometidos a este procedimiento tuvieron el flap debidamente adherido y
mostraron una adecuada claridad corneal a partir de los primeros 30 dias postoperatorios
(Figura 29).

Durante el proceso quirdrgico, no se evidenciaron complicaciones en el flap como

desplazamientos o rotaciones del mismo sobre el lecho receptor.

En el postoperatorio, no hubo signos clinicos ni histoplatolégicos de reaccion
inflamatoria. El estudio histolégico revelé una interfase flap—estroma normal en los 90 dias

postoperatorios, asi como también un epitelio de caracteristicas normales (Figura 30).

El flap mantuvo signos clinicos saludables de normalidad durante todo el periodo POP,

sin hallazgos de queratitis difusa, edema corneal o arrugas del tejido implantado.

El grupo control en el cual no se utilizd ningln bioadhesivo mostré un flap corneal

desprendido en todos los casos luego de remover la tarsorrafia al dia 3 postoperatorio.

DISCUSION

Desarrollamos una nueva metodologia en la obtencidn del PRP y PPP en conejos.

Demostrado en un estudio controlado y estandarizado.
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QUERATOPLASTIA LAMINAR UTILIZANDO PRP como
BIOADHESIVO VS. SUTURAS CONVENCIONALES

En las primeras 6 horas del postoperatorio, el lecho quirdrgico adquirid un halo
opalescente por la cicatrizacidn de la fibrina, seguido de un botdn corneal implantado blancuzco,

debido al glue y al edema corneal (Figura 31).

La opacidad fue aclarando con el paso de los dias pero estuvo presente hasta el primer
mes postoperatorio, momento en el cual las corneas se encontraron transparentes y

permanecieron asi hasta el final del protocolo (Figura 32).

Los animales del grupo P y S mostraron un botdn corneal firmemente adherido desde las
primeras horas del postoperatorio hasta que fueron sacrificados. Ambos grupos tuvieron edema
corneal. El aspecto blanquecido de la cornea no se evidencié en el grupo S (Figura 32). Los
animales del grupo N mostraron un desprendimiento total del flap a partir del segundo dia

postoperatorio, momento en que fue retirada la tarsorrafia.

El anadlisis histoldgico (Figura 33) no evidencié signos de inflamacion en el grupo P. El
epitelio se encontré levemente adelgazado en el dia 2. Su morfologia comenzé a normalizarse
desde el dia 7 en adelante. Restos de PRP fueron encontrados solo en la primera semana del
postoperatorio (Figura 33 B). |Infiltrados celulares con células inflamatorias se encontraron
alrededor de las suturas intraestromales. Una gran cicatriz errdtica con ausencia de epitelio
corneal se manifestd en el grupo control No P No S. La microscopia electrénica mostré
caracteristicas normales del flap, con un lecho estromal e interfase libre de células o debris en el
grupo P. No asi el grupo S que mostré una desorganizacion laminar con presencia de leucocitos

alrededor de los puntos de sutura (Figura 34).

El nimero de miofibroblastos estromales (células SMA positivas) fue similar entre los
grupos P (1117 cells/FdaArea/Pixel’) y S (1242 cells/FdaArea/Pixel?) una semana después de la
cirugia. A los 90 dias postoperatorios se evidencid un numero significativamente mayor de
células SMA en el grupo S (2502 cells/FdaArea/Pixel’). Mientras que el grupo P mostrd un valor a
los 90 dias de células SMA similar lo encontrado en una cérnea sana (75, 75 y 81,75

cells/FdaArea/Pixel®) (Grafico 2 y Figuras 32 y 39)
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MIOFIBROBLASTOS ESTROMALES EN GRUPOS P vsS S
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Grafico 2: Miofibroblastos (células SMA positivas) entre los grupos con PRP y con Suturas, comparados con una
cornea normal

DISCUSION

El PRP fue un instrumento eficaz en la adhesién del implante laminar en conejos en los

cuales se realizd una queratoplastia laminar con autoinjerto.
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ESTUDIO PRE CLINICO DE TRASPLANTE DE NEOEPITELIO
CORNEAL A PARTIR DE STEM CELLS AUTOLOGAS MONTADAS
SOBRE PLASMA POBRE EN PLAQUETAS AUTOLOGO EN CONEJOS
CON DSCL

En el grupo tratado la isquemia limbar declind significativamente en 14 de los 16
animales. La misma comenzd a disminuir a partir de los 30 dias POP y se mantuvo hasta la fecha
del sacrificio del animal. Dos de estos animales sufrieron queratitis que progresé a un absceso
corneal grado IV. El grupo control mantuvo o empeoré sus signos de LSCD (Figura 37, Tabla 7,

Gréfico 3 y Grafico 4).

ISQUEMIA EN EL TIEMPO EN GRUPO TRATADO
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Grafico 3: Isquemia limbar representada por areas durante los 6 meses del POP del grupo tratado con neoepitelio
corneal autélogo cultivado sobre PPP
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ISQUEMIA EN EL TIEMPO EN GRUPO CONTROL
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Grafico 4: Isquemia limbar representada por areas durante los 6 meses del POP del grupo control con laminas solo
de PPP.

Con respecto a la opacidad corneal, ésta evoluciond favorablemente en todos los
animales tratados, pudiéndose observar todos los detalles del iris. No asi en el grupo control que

se mantuvo igual o empeord (Figura 37 y Tabla 7).
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GRADOS DE EVOLUCION CLINICA EN GRUPO TRATADO VS. CONTROL

ANIMALES GRUPO TRATADO (%) VS ANIMALES GRUPO CONTROL (%)

GRADO O | GRADO | GRraADO Il GRrADO Il | GRADO IV 2-
ISQUEMIA '6
SINISQUEMIA | <25% 25-50% 50-75% | 75-100%
LIMBAR -
0 0,00% 2 12,50%| 8 50,00% 6 37,50% 0 0,00% 16
PREOPERATORIO ! ! ! ! !
0 0,00% 3 4286%| 3 42,86% 1 14,29% 0 0,00% 7
30D POP 2 12,50%| 4 25,00%| 4 25,00% 5 31,25% 1 6,25% 16
0 0,00% 0 1 14,29% 2 28,57% 4 57,14% 7
45D POP 4 25,006 5 31,25%| 3 18,75% 4 25,00% 0 0,00% 16
0 0,00% 0 0,00% 1 14,29% 2 28,57% 4 57,14% 7
90D POP 4 25,00%| 2 12,50%| 5 31,25% 5 31,25% 0 0,00% 16
0 0,00% 1 1429%\| 0 0,00% 2 28,57% 4 57,14% 7
120D POP 3 30,00%| 1 10,00%| 5 50,00% 1 10,00% [0  0,00% 10
0 000%| 0 000% | 3 50,00% 0 000% |3 5000% 6
0, 0, 0, 0, 0,
180D POP 4 40,00%| 3 30,00%| 2 20,00% 0 0,00% 1 10,00% 10
0 0,00% 0 0,00% 0 0,00% 2 33,33% 4 66,67% 6
ESTROMA DETALLES DEL IRIS BORRAMIENTO DEL SOLO PUPILA OPACIDAD F_tl
CORNEAL CLARAMENTE VISIBLES IRIS VISIBLE TOTAL E
1 6,25% 2 12,50% 6 37,50% 7 43,75% 16
PREOPERATORIO < 2 - z
3 42,86%| 2 28,57% 1 14,29% 1 14,29% 7
0, 0, 0, 0,
30D POP 1 6,25% 4 25,00% 6 37,50% 5 31,25% 16
0 000% | 0 0,00% 3 4286% |4 57,14% 7
0, 0, 0, 0,
45D POP 2 12,50%| 6 37,50% 6 37,50% 2 12,50% 16
0 0,00% 0 0,00% 3 42,86% 4 57,14% 7
0, 0, 0, 0,
90D POP 2 12,50%| 6 37,50% 6 37,50% 2 12,50% 16
0 0,00% 1 14,29% 2 28,57% 4 57,14% 7
1 10,00% | 4 40,00% 4 40,00% 1 10,00% 10
120D POP : z 2 2
0 0,00% 2 33,33% 1 16,67% 3 50,00% 6
0, 0, 4 4 0, 0, 1
180D POP 3 30,00 | 3 30,00% 0,00% 0 0,00% 0
0 0,00% 0 0,00% 2 33,33% 4 66,67% 6

Tabla 7: Evolucion clinica de los animales del estudio pre-clinico durante los 6 meses del POP. Se realizé la
ops . . or: 34
clasificacion por grados segun Bagley et al levemente modificado por nosotros.

Una ldmina de epitelio corneal estratificado y continuo con su membrana basal presente
se pudo observar en todas las corneas implantadas. El grosor del epitelio (mediana 60y, rango
40 a 80um) tuvo una relacidén lineal con la estratificacidn celular (mediana 6 capas, rango 3 a 8)
(Grafico 5). Células de citoplasma claro tipo epiteliales se observaron en la porciéon mas profunda
del epitelio. No se hallaron signos de neovascularizacién o células mucinosas intraepiteliales en
15 de los 16 animales tratados. El grupo control demostrd signos de LSCD con un epitelio

adelgazado, pobremente estratificado y regenerativo, con células caliciformes en su interior. Se
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evidencid delaminacién estromal, neovascularizacion, disqueratosis y una marcada proliferacion

fibrovascular.

Estudio Preclinico de Trasplante de Neoepitelio corneal sobre
PPP a partir de SC autdlogas
Relacion entre Grosor y Estratificacion del epitelio implantado
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Grafico 5: Relacion entre el grosor y la estratificacion del epitelio implantado del grupo tratado del estudio pre
clinico de trasplante de neoepitelio corneal a partir de SC autélogas montadas sobre PPP autdlogo en conejos con
DSCL

No hubo evidencia clinica ni histopatoldgica de rechazo del injerto. No se observaron

dafios causados por la fotocoagulacién con laser argon.



La expresion de citoqueratinas 4, 19 y 3/12 en las corneas de los 16 animales tratados
fue similar a lo hallado en corneas normales (C 4 negativa, C 19 negativa y C 3/12 positiva). El

grupo control mostré una leve marca positiva para citoqueratinas 3/12 y una fuerte expresion de

citoqueratina 4 (Figura 38 y Grafico 6).

Estudio Preclinico de Trasplante de Neoepitelio
corneal sobre PPP a partir de SC autdloga
IHQ de K3/12 y K4 en Tratados vs Control
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Grafico 6 Analisis comparativo de IHQ con anticuerpos anti K3/12 y anti K14 entre los grupos tratado y control del
estudio pre clinico de trasplante de neoepitelio corneal a partir de SC autélogas montadas sobre PPP autdlogo en

conejos con DSCL

ANALISIS ESTADISTICO

ISQUEMIA LIMBAR

Se asumidé un modelo de heterocedasticidad y se modeld asumiendo igual variabilidad

en cada tiempo, sin embargo a partir del grafico no pareciera cumplirse este supuesto.
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Grafico 7 Analisis estadistico de los resultados con respecto al DSCL luego de recibir el tratamiento propuesto en el
grupo tratado y no tratado del estudio pre clinico de trasplante de neoepitelio corneal a partir de SC autdlogas
montadas sobre PPP autélogo en conejos con DSCL

Los resultados obtenidos son los observados en |la Tabla 8.
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MODELO LINEAL CON EFECTOS MIXTOS F1J0OS Y ALEATORIOS

VARIABLES \ VALORES NUMDF DENDF F-VALUE P-VALUE
INTERCEPT 1 117 58.24540 <.0001

BASE 1 14 1.41596 0.2539
TRATAMIENTO 1 14 19.20543 0.0006
TIEMPO 1 117 2.93100 0.0895
TRATAMIENTO:TIEMPO 1 117 0.42662 0.5149

Tabla 8 Modelo lineal con efectos mixtos fijos y aleatorios. Variables utilizadas: Variable respuesta: porcentaje
afectado (para cada conejo en 8 tiempos). Variables predictivas: Porcentaje afectado en el preoperatorio (para cada

conejo), Tiempo (8 tiempos), Tratamiento (2), Conejo
Los valores obtenidos indicarian que con un p-valor =<0.0006 hay diferencia entre

tratados y no tratados.

El % afectado en el preoperatorio, el tiempo y la interaccién tiempo tratamiento no

resultaron significativas.

ESTROMA CORNEAL

El estadistico del test de scores (score test statistics) para el modelo propuesto resultd
no significativo con un valor de 4.532 con 6 grados de libertad y un p-valor 0.605 (4.532 on 6
d.f; p-value 0.605).

Los valores obtenidos para los parametros ajustados, positivo para el tiempo (z-value=
4.977) indicaria que los scores decrecen con el tiempo vy el valor negativo para la interaccion
tiempo-tratamiento (z-value= -2.687) indicaria que esto ocurre en mayor medida en el grupo

tratado respecto del grupo control.

DISCUSION

Implantes de neoepitelio corneal obtenido a partir de SC autélogas sobre PPP autdlogo
mostraron efectividad estadisticamente significativa en el tratamiento del LSCD en conejos

durante 6 meses

El trasplante de epitelio corneal autdlogo podria ser probado en un ensayo clinico en la

Argentina.
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CONCLUSIONES

TRASPLANTE AUTOLOGO DE STEM CELLS DE CORNEA EN
CONEJOS cON DSCL

El implante de [dminas de neoepitelio corneal expandido ex vivo a partir de SC del limbo
fue una terapéutica eficaz en el tratamiento del DSCL. La mayoria de los ojos no evidenciaron
signos de neovascularizacidon en al menos 6 husos horarios de la cornea. La opacificacidn de la
cornea fue asociada a fibrosis estromal o a la replicacién de la membrana de Descemet, ambas
situaciones secundarias al modelo de lesion alcalina y no a la falla terapéutica. Sin embargo,
todos los casos presentaron una superficie corneal normal. El grado de lesidon pre operatorio
suele implicar en personas humanas una agudeza visual compatible con la denominada ceguera

legal.*

Sin duda, en una situacién clinica las lesiones podrian involucrar no solo el globo ocular,
sino también la conjuntiva, los musculos extraoculares, las bolsas grasas periféricas y los
parpados en toda su estructura, por lo que el prondstico dependera del grado de lesidn inicial,
gue puede ser extremadamente variable. En nuestro modelo, produjimos una opacidad corneal
total, inflamacién conjuntival crénica y simbléfaron que sugieren la posible anormalidad de la

integridad del film lagrimal y la susceptibilidad aumentada a las infecciones oculares. Estas

situaciones no fueron observadas luego del tratamiento.

Luego del implante, los ojos de los conejos mostraron un buen progreso clinico y un
grado de injuria disminuido. Pareceria ser razonable pensar que estos casos se beneficiarian en
gran medida de un injerto penetrante de cornea en un segundo tiempo.

La biopsia de limbo corneal es un procedimiento seguro y libre de complicaciones.* ***"*

El epitelio limbar que contiene las SC se encuentra en gran cercania con la conjuntiva, un tejido
ricamente vascularizado, por lo que medidas de extrema precaucién fueron tomadas con el fin
de evitar la contaminacion de los cultivos de SC con eritrocitos provenientes de la conjuntiva o

172

de células propias de esta mucosa. ~*“ Fuimos capaces de llevar a cabo esta precaucién en forma

satisfactoria en nuestro estudio.

El uso de fototerapia con laser argdén surge como un tratamiento prometedor en la
neovascularizacion corneal luego del implante de neoepitelio limbar, reduciendo su aplicacidn el
riesgo siempre de falla del injerto por invasién corneal de la neovascularizacién. Hubo una clara

tendencia a la reduccién de los neovasos durante el tiempo. Animales que recibieron varias
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sesiones de esta terapéutica mantuvieron una cornea clara, lo que sugiere que el laser aplicado
sobre los vasos esclero conjuntivales no causaria efecto deletéreo sobre la cornea.
Los resultados aqui expuestos facilitarian su desarrollo y aplicacién de esta nueva

terapéutica en pacientes.
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TRASPLANTE HOMOLOGO DE STEM CELLS DE CORNEA EN
CONEJOS cON DSCL

Segln nuestro conocimiento, este trabajo es el primer reporte del uso de plasma
autélogo y calcio como soporte de laminas epiteliales homdlogas. Esta metodologia provee no
solo una gran ventaja sobre lo comercialmente disponible hasta el momento, sino que también
brinda una matriz mds segura con respecto a la posibilidad de transmitir enfermedades o
provocar inmunogenicidad. Las células epiteliales pudieron crecer de forma satisfactoria sobre

los coagulos de PPP.

Las enfermedades o destruccién del limbo esclero corneal conlleva el ingreso de células
derivadas de la conjuntiva, incluyendo las células caliciformes y los vasos sanguineos. Estos
derivados conjuntivales, al invadir un territorio avascular afectan en gran medida las
propiedades dpticas de la cérnea provocando el déficit visual e incluso la ceguera.'”® El privilegio
inmunoldgico del ojo es conocido como el mecanismo por el cual la mayoria de los injertos

ortdpticos sobre éste son crénicamente aceptados.'’

Se cree que este privilegio inmunoldgico
es adquirido y activamente mantenido por fuerzas de regulaciéon inmunoldgica del globo ocular.
Estas fuerzas incluyen la naturaleza avascular de la cornea y la presencia local en células

epiteliales y endoteliales de la cornea de factores inhibitorios."”

Ya que nosotros implantamos
células homdlogas de macho sobre un estroma y limbo denudados en hembras, se esperaria
observar al menos minimos signos de rechazo. Pero estos no fueron observados ni comprobados
en ninguno de los animales implantados. El epitelio corneal fue encontrado como normal tanto
clinica como inmunohistoquimicamente, evidenciando una reepitelizacién no patoldgica. No
hubo signos de reaccidon inmunoldgica durante todo el seguimiento del POP luego del implante
homologo, asi como tampoco rechazo epitelial. Esta condicidon desfavorable observada en los
injertos de cornea, tanto la linea epitelial o linea de Khodadoust y la epiteliopatia corneal

punteada difusa sumada a inflamacidn conjuntival difusa son levemente frecuentes en la

queratoplastia laminar.'”®

Una posible hipdtesis para poder explicar la ausencia de este desafortunado desenlace
es que el rechazo del injerto ocurra de manera crénica, dando tiempo a que el injerto recibido
en estos animales actle regenerando parte de la poblacidn de stem cells. Estas estimaciones son
acordes a las observadas por Daya et al, quienes investigaron el desenlace de aloinjertos
expandidos ex vivo en el tratamiento de DSCL en 10 pacientes. Ellos analizaron la sobrevida de
las células donantes en 7 pacientes utilizando la técnica de PCR y pudieron comprobar la

persistencia de las mismas en solo 2 pacientes durante los 9 primeros meses POP, no mas alla de
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esta fecha.'”’

La metodologia utilizada por nosotros para detectar el DNA donante tiene
limitaciones inherentes a la sensibilidad pero no a la especificidad, significa que la presencia del
cromosoma Y indudablemente indica que las células donantes estan presentes en la cornea
receptora XX, como asi también significa que no se puede determinar conclusién alguna ante la
ausencia del cromosoma Y. Mds aln, el porcentaje de las metafases XY determinado en cada
muestra depende de la capacidad de proliferacién de las células en cultivo y del procedimiento
de aislamiento y que este porcentaje no tiene relacion con el porcentaje de células XY presentes
en el epitelio. Paralelamente, un resultado negativo no prueba la ausencia de células donantes
en la biopsia. Nosotros consideramos de gran importancia el hecho de encontrar células
donantes que estén formando parte del epitelio de las corneas tratadas durante los 12 meses
del postoperatorio, especialmente cuando la biopsia fue obtenida de la periferia de la cornea
donde la posibilidad de obtener células autélogas es aun mayor que en el centro. Esta
consideracion es debido a que esas células donantes expandidas in vitro tuvieron que mantener
un estado prolongado de indiferenciacién para mantenerse viables en la periferia del tejido
durante tanto tiempo, un estado indiferenciado de por lo menos 12 meses. Demostrando la
persistencia y aceptacién de un injerto con genotipo XY sobre un lecho receptor XX avala en
forma intensa el éxito de la estrategia terapéutica. Mas aun, estos injertos alogénicos podrian
ser potenciales vehiculos para ser utilizadas en terapia génica en algunas distrofias epiteliales de

la cornea con origen genético como lo es la distrofia de Meesmann.*”®

La neovascularizacion corneal lleva a una pérdida de la visién y habitualmente es una
consecuencia devastadora y dificil de manejar. Los neovasos recientemente formados elevan el

7% Terapias medicas o

riesgo del subsecuente rechazo del implante corneal luego de la cirugia.
quirdrgicas usadas para reducir estos neovasos incluyen corticoesteroides, agentes anti
inflamatorios no esteroideos, fotocoagulacidn con laser, diatermia focal y recientemente el uso

del drogas antiangiogénicas como el bevacizumab. % &

Muchas de estas terapéuticas no solo
demostraron limitado éxito sino que también se asociaron a devastadores efectos secundarios.
Como es visto en nuestros pacientes, una vez que el rechazo del injerto se impone, se debe
establecer un nuevo tratamiento del individuo con una segunda queratoplastia e injerto de
limbo con el fin de recuperar la superficie ocular. En nuestro estudio, la neovascularizacién
corneal con resolucidn espontanea solo sucedidé en el grupo tratado. Obtenido este resultado

favorable,, nosotros remarcamos la utilidad de los implantes de neoepitelio corneal homdlogo

en el mantenimiento de la integridad y salud de la cornea.

En general, un desarrollo favorable - definido como cornea clara — pudo ser detectado a

los 30 dias del POP en todos los casos. En el grupo tratado la transparencia permanecio sin
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cambios durante todo el seguimiento de un afo. Células claras no mucosecretantes fueron
halladas en la base del epitelio corneal de los animales implantados, de la misma forma que se
ven en las corneas humanas implantadas. Probablemente esto sea resultado de la constante
reepitelizacién y estas células representen en cierta forma a las células de amplificacidn
transitoria. Por el contrario, en los grupos control, la neovascularizacion, las irregularidades de la
superficie y la opacidad corneal comenzaron a ser visibles a partir de las 3 semanas del POP y se
mantuvieron presentes hasta el final del protocolo. Basdandonos en estos resultados, nosotros
creemos que la persistencia del tejido implantado y la restauracién del limbo receptor actuarian
en conjunto evitando la invasion corneal por la conjuntiva y la consecuente neovascularizacion

de este tejido avascular como es la cornea.

Las queratinas 19 y 3/12 fueron elegidas meramente para comparar la expresion en los
epitelios de los grupos tratados, control y corneas sanas. Hasta el presente no hay datos
consistentes que se relacionen con el éxito clinico de un ojo tratado y un patrén de expresién de
gueratinas determinado. En la caracterizacion de las SC de cornea es necesario identificar la
presencia de caracteristicas morfoldgicas de las células y varios marcadores en combinacidn con
la ausencia de marcadores de diferenciacién celular especificos. De todas formas, un modo

certero para identificar las SC del limbo es aun incierto.®

Los resultados arriba presentados y obtenidos en el analisis por inmunofluorescencia
sugieren que el neoepitelio cultivado a partir de SC del limbo seria una estrategia util para el
tratamiento del DSCL, capaz de devolver a la superficie ocular un microambiente saludable y

asegurar un fenotipo epitelial sano.

En conclusidn, el aloinjerto de epitelio corneal fue capaz de recuperar y mantener la
normalidad de la superficie ocular sin signos de rechazo inmunolégico. La tecnica por nosotros
reportadas pareceria ser un procedimiento prometedor en el tratamiento del DSCL bilateral y
constituye asi un paso importante en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para
nuestros pacientes. EL acceso a corneas de banco es dificultoso y tiene un costo muchas veces
imposible de afrontar por lo que pacientes con DSCL bilateral podrian beneficiarse al recibir
implantes de neoepitelio corneal a partir de SC de limbo homologo cultivado sobre PPP como

soporte celular.
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PREPARACION DEL PLASMA RICO Y POBRE EN PLAQUETAS

Desarrollamos una nueva metodologia en la obtencién del PRP en conejos que fue
utilizado satisfactoriamente en el trasplante de cornea no perforante. Un estudio comparativo

de la distinta metodologia en la preparacidn del PRP se muestra en la Tabla 9

COMPARACION DE METODOS UTILIZADOS EN LA PREPARACION DEL PRP

CONTEO
MUESTRA CENTRIFUGA H
—~ 8 CONEJOS AC ) PRP | PLAQUETAS X FE z =
n & SANGRE CION (RPM) | TO w O (w g
g MIL I
S =2 g5 a
2 o F G- Z
o T H M| S ML (Tipo| 1IRA 2DA | % | ML \') PRP % < <
EFEOGLU 3000 4000 No
23 13 10| Vv 11 EDTA ) A NE NE 555 3.134 465
ET AL /10 /5 Hecho
BUTTERFIE 2100 3500 Ca,Cl+
12 0 12| A 21 ACD ) o | NE 1 468 2.061 340
LD ET AL /20 /10 8
o
HokuGo 2400 3600 ) S
15 NE NE | NE 10 ACD ) | NE| 08 200 1.200 500 | Fib+TB | 2
ET AL /10 /10 3
2
OHYAET 2500 5000 Ca,Cl +
18 18 0 | NE 30 NS , A NE 3 227 864 281
AL /5 /5 B
JUNGETAL 16 NE NE | NE 9 ACD 2100 2800 1| o NE NE NE Ca,cl+
= /20 /20’ ! T8
LUENGO ET 1300 2600/ 2
0 18 2| c 10 ACD 41 1 320 807 152 CayCl S
AL /15’ 5 T

Tabla 9: Comparacion de métodos utilizados para la preparacion de PRP en conejos entre distintos autores. AC
(anticoagulante), Hto (hematocrito), PRP (plasma rico en plaquetas), FE (factor de enriquecimiento plaquetario), T
(total), H (hembras), M (machos), S (sangre), NE (no expresado), V (vena), A (arteria), C (corazén), Fib (fibrindgeno),
TB (trombina bovina).

Los problemas de coagulacién sanguinea son aparentemente mas frecuentes en los
conejos hembras que en los machos.”® Esta observacion podria influenciar en la obtencién del
PRP en los conejos. De todas maneras, estas diferencias no parecen ser relevantes en los seres

humanos.*®®

Es de notar que la muestra de sangre obtenida en nuestro protocolo tuvo que ser
tomada intracardiacamente ya que no fuimos capaces de evitar la coagulacién de la misma
utilizando distintos puntos de venopuntura, como lo son la vena auricular o femoral. Esto por la

dificultad de extraer mas de 10 ml de sangre de una vena periférica. Es importante conseguir el
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balance entre la sobrevida del animal y la cantidad de sangre a extraer, ya que estos animales

presentan una volemia acorde a su peso, menor a la de un neonato.

Existe una gran variacidon en la intensidad y duracién de la centrifugacion utilizada en
distintos estudios. El recuento de plaquetas ideal también difiere entre los investigadores. La
aparatologia y el software jugarian un papel importante, ya que las plaquetas de los conejos son
menores en tamafio comparadas a la de los humanos.'*® Los conejos requieren de un software
especifico que se adapte a sus caracteristicas. Es por esto que nosotros preferimos realizar el
conteo plaquetario por observacion directa. Nosotros creemos, que haciendo el conteo manual,
Ilegariamos a un conteo de plaquetas mas acertado que utilizando el software convencional para
nuestros pacientes. A pesar de que algunos cientificos han acordado que la mejor concentracién
para lograr un PRP utilmente adhesivo es de 1 millén de plaquetas/dl, nosotros hemos testeado
la adhesividad del mismo y esta fue eficaz en tejidos blandos utilizando un PRP que tenga al
menos un Factor de Enriquecimiento Plaquetario de 152%.

Otros adhesivos tisulares también se han utilizado en queratoplastia laminar en conejos

184 185

y en pacientes como asi también nuevos pegamentos sintéticos como el biodendrimero*®

87 La mayoria de ellos tienen grandes

o el adhesivo activado por luz (Light Activated Adhesive).
similitudes en su funcionalidad aunque difieran en su origen o sus componentes. La mayor
diferencia del PRP con respecto a estos productos comerciales es que éstos no son autélogos.*
El PRP, por definicidn, siempre es autdlogo y hoy se lo considera como tal, a pesar de que
publicaciones del pasado han activado el PRP con trombina bovina.*® ¥ ¥ *%° En nuestra
investigacion, una sustancia quimica como el Ca,Cl al 5% fue efectiva en la activacidn del PRP, es
decir, en su coagulacién. Esto evita el uso de componentes sanguineos homélogos, capaces de

producir reacciones inmunoldgicas y, consecuentemente, producir un resultado negativo que

podria ser falsamente adjudicado al PRP.

La concentracion de Ca,Cl también debe ser la indicada, ya que mayores o menores
valores a los descriptos logran que esta muestra no se active y convertirse en una muestra a

descartar.

Distintas variables deben ser consideradas y monitorizadas en la preparacién del PRP.
Especial atencion se debe dar tanto en el instrumental utilizado para la extraccién de sangre,
como en la maquinaria aplicada en la centrifugacién y obtencidn del PRP. El proceso de
separacion de las plaquetas de los glébulos rojos y blancos debe ser realizado bajo extremas
medidas de esterilidad y cuidando que la centrifuga esté correctamente calibrada, ya que de

otra forma el PRP obtenido seria con plaquetas dafiadas y éstas no serdn capaces de liberar las
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citoquinas con las cuales logra su efectividad y que diferencia a este bioadhesivo de los otros. La
falla del PRP descripta en estudios previos podria ser resultado de que los autores no se hayan

adherido a estas recomendaciones.™’

El PRP, un gran adhesivo tisular, tiene distintas aplicaciones en medicina.™*® Fue incluso
utilizado como transportador de moléculas farmacoldgicas, como agentes antiangiogénicos o

191192 parte de la terapia génica se podria beneficiar del

factores de crecimiento enriquecidos.
PRP en futuras investigaciones, ya que por ejemplo la presencia de vectores adenovirales en el
PRP activado no afecta sus propiedades.’® Es incluso importante mencionar el uso reciente del
PRP como bioadhesivo en cirugias de queratoplastia laminar a partir de un neoepitelio corneal

cultivado de SC limbares, como previamente lo hemos demostrado.™

En nuestro estudio experimental en conejos, el PRP es un adhesivo capaz de adherir la
ldmina corneal en una queratoplastia laminar. El flap corneal con un grosor aproximadamente

de un tercio del grosor corneal, se mantuvo adherido durante 3 meses luego de la cirugia.

Si bien nuestro estudio sobre PRP sefiala algunas dificultades que aun deben ser
superadas, la metodologia descripta podria servir como guia en la preparacion de PRP en
conejos y de este modo facilitar el desarrollo de investigaciones sobre trasplante experimental

en conejos en lineas de investigacion.
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QUERATOPLASTIA LAMINAR UTILIZANDO PLASMA RICO EN
PLAQUETAS COMO BIOADHESIVO VS. SUTURAS

Los hallazgos clinicos e histoldgicos muestran la correcta adhesividad del flap corneal en
todos los animales tratados. EI PRP fue debidamente tolerado por el tejido corneal. No hubo
signos de toxicidad. La cicatrizacién de la herida corneal evolucioné satisfactoriamente en el
grupo que se utilizé PRP como adhesivo y en el grupo con suturas se evidencié la evolucién
normal esperada. La claridad corneal y la falta de inflamacién fueron una caracteristica de todos

los animales estudiados a 90 dias del POP.

El PRP es una sustancia autéloga con un gran nimero de plaquetas y todos sus
componentes de liberacién concentradas en un pequeiio volumen de plasma que contribuyen a
la adhesividad tisular y su cicatrizacion."™ Mas aun, al ser el PRP una sustancia propia de cada

individuo, éste es facilmente asimilado por el sistema inmunolégico sin causar su rechazo.

Es importante reconocer cémo ocurre la degradacion del PRP en el tejido corneal. Una
opacidad manifiesta, resultado de la agregacion plaquetaria y la coagulacion de sus
componentes, estuvo presente durante los dos primeros dias del postoperatorio. A partir del
tercer dia la opacidad comenzé a disminuir llegando a desaparecer a la semana. Esta tendencia
continud y una cornea clara cristal fue documentada en las observaciones posteriores. Los
hallazgos histoldgicos se correlacionaron con la apariencia clinica. Luego de los primeros 30 dias,
la interfase estroma-corneal fue hallada libre de plaguetas, como lo hemos documentada por
microscopia electrénica.

El proceso de apoptosis de los miofibroblastos es considerado un factor clave par lograr

195

la correcta cicatrizacién de la herida.”” Este proceso juega también un rol clave destacado en el

1. En nuestro estudio el hecho de que el conteo de

desarrollo de la transparencia cornea
miofibroblastos a los 3 meses del POP sea similar al hallado en corneas normales, no asi el
numero mayor encontrado en la corneas con suturas, sugieren que el PRP no interfiere con el
proceso de apoptosis celular normal en una cicatrizacion tisular. Estudios de mayor profundidad
seradn requeridos para confirmar esta observacién.

Los tejidos alogénicos implantados en la cornea causarian reacciones inmunoldgicas.™’

Realizando el implante del botén corneal propio del conejo adherido con su propio PRP
descartamos la posibilidad de que exista el rechazo del huésped vs implante. Reaccién que

influenciaria en los resultados de la interaccidn del PRP con el tejido corneal.
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Algunos reportes sostienen que el PRP podria prevenir infecciones de la herida
quirurgica debida a la presencia de plaquetas y algunos glébulos blancos, asi como también a

facilitar una mayor rapidez del proceso de cicatrizacién.'” **®

Esto ayudaria a evitar posibles
infecciones en la queratoplastia laminar. Algunos de los elementos presentes en el PRP fueron
reportados como pro angiogénicos, sin embargo no hubo signos de neovascularizaciéon en los

implantes con PRP.115

La fuerza de la adhesividad del PRP fue reportada como satisfactoria en investigaciones
quirdrgicas no oftalmoldgicas.'*® ° 124 126 127 En nyestro estudio, los resultados satisfactorios
tanto clinicos como histolégicos e inmunohistoquimicos constituyen signos de una correcta
adhesividad del PRP utilizado en la queratoplastia laminar en conejos. Sin embargo, en nuestro
estudio no utilizamos un modelo cuantitativo con medidas objetivas. La fuerza del implante fue
subjetivamente cuantificada. De todas maneras, estamos de acuerdo en la importancia de medir
el poder adhesivo del PRP de manera objetiva. Esta tarea queda pendiente para nuestras futuras

investigaciones.

En la actualidad, los flaps del LASIK (laser-assisted in situ keratomileusis) son liberados
sobre el estroma corneal sin la necesidad de suturarlos. Estos se adhieren luego de algunas
horas. En nuestro estudio, los flaps son de una profundidad considerablemente mayor ya que se
realizan con un tercio del estroma corneal en comparacién con un quinto del mismo obtenido en
los flaps del LASIK. Esto justificaria el hecho de que los flaps corneales se desprendieron en todos
los conejos que no recibieron bioadhesivos o suturas. Sin embargo, la mayor diferencia entre los
flaps del LASIK y los realizados por nosotros es el hecho de que los primeros poseen una bisagra
del mismo tejido, que no existe en los flaps libres. Mas aun, podria haber una diferencia en el
comportamiento de la cicatrizacién entre los humanos y los conejos que juegue un rol en los

resultados obtenidos.

En sintesis, el PRP es una sustancia autéloga, econdmica, facilmente maniobrable con
propiedades adhesivas y pro cicatrizantes que es muy bien tolerado por la cornea de los
animales en estudio, como previamente fue concluido en el capitulo anterior o en la bibliografia

publicada.’

El PRP podria ser incluso util en la cirugia de pterigion y en cirugias recientes de
mayor complejidad como lo son las queratoplastias con el laser Femtosegundo. Nuevos estudios

estan siendo llevados a cabo en nuestro laboratorio para determinar estas nuevas aplicaciones.
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ESTuDIO PRE CLiINICO DE TRASPLANTE DE EPITELIO CORNEAL A
PARTIR DE STEM CELLS AUTOLOGAS MONTADAS SOBRE
PLASMA POBRE EN PLAQUETAS EN CONEJOS CON DSCL

El modelo de analisis estadistico utilizado es especifico para poder realizar un analisis
lineal con efectos mixtos, tanto fijos y aleatorios como los observados en nuestro protocolo. El
modelo estadistico fue publicado recientemente en una revista cientifica de su especialidad. Su
eleccidén para ser utilizado en nuestro estudio consideramos que es efectiva teniendo en cuenta
la existencia de dos grupos de animales (tratados y controles), con distintos grados de evolucidn,
de porcentaje de isquemia limbar, con diferentes resultados clinicos e histopatoldgicos, y que,
siguiendo el disefio del protocolo, fueron sacrificados en plazos de tiempos diferentes. Su

aplicacidn sirvio para demostrar la eficacia terapéutica de la técnica utilizada.

Sumado a lo menciodo anteriormente, creemos haber podido demostrar que los
resultados favorables solo dependen del trasplante realizado y no del tiempo transcurrido o del
grado de la lesién inicial. Consideramos el implante de SC autélogas cultivadas sobre PPP como

una opcidn efectiva a tener en cuenta en el manejo del DSCL secundario a una lesién por alcalis.
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