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Generación y caracterización de 
un modelo lesional corneal ex vivo 
para su uso en ingeniería tisular

Resumen
Objetivos: En el presente estudio se pretende generar y caracterizar un modelo lesional corneal ex vivo, con 
el fin de poder evaluar la viabilidad de los tejidos artificiales creados mediante Ingeniería Tisular a través de 
la aplicación de una causticación controlada con NaOH sobre córneas de cerdo.
Métodos: Se llevó a cabo un estudio descriptivo tomando 18 ojos de cerdos adultos, inmediatamente des-
pués de morir. Los globos oculares se introdujeron en NaOH 1,5 M durante 1, 2, 3 y 5 minutos. Tras lo cual 
se lavaron con agua corriente (5 minutos) y se realizó un lavado rápido con PBS, seguido de un lavado de 2 
minutos en PBS. Se incluyeron dos grupos control: uno de córneas no tratadas, y otro de córneas a las que 
se les realizó lavados de agua corriente y PBS. Las muestras fueron procesadas para el análisis histológico 
mediante microscopía óptica con las tinciones de hematoxilina eosina, picrosirius y azul alcian. Se determinó 
la significación de los resultados obtenidos mediante el análisis estadístico ANOVA.
Resultados: Se observó una pérdida del endotelio y del epitelio corneal en todos los grupos tratados con 
NaOH. Asimismo se objetivó una tendencia a la compactación de las fibras colágenas tras el tratamiento 
con NaOH en la tinción de picrosirius y la pérdida de fibras de coloración verde en las muestras tratadas 
con NaOH con respecto a los controles. Pese a observarse una menor intensidad en la tinción de azul alcian 
en la región posterior con respecto a las otras dos y entre las distintas muestras tratadas con NaOH, no se 
encontraron diferencias significativas en este aspecto.
Conclusiones: se ha logrado crear un modelo lesional sencillo, de bajo coste y que no implica problemas 
éticos, que permitiría evaluar los tejidos artificiales creados mediante Ingeniería Tisular. 

Abstract
Purpose: This study aims to generate and characterize an ex vivo corneal injury model, in order to assess the 
feasibility of artificial tissues created by using tissue engineering through the application of a corneal alkali 
burn with NaOH on porcine corneas.
Methods: We conducted a descriptive study taking 18 eyes of adult pigs immediately after their death. Eyes 
were introduced on 1.5M NaOH for 1, 2, 3 and 5 minutes. After, they were washed with running water (5 
min) and rapid washing with PBS, followed by a 2 minute wash in PBS was performed. Two control groups 
were included: untreated corneas and another corneas were performed running water washes and PBS 
whashes. Samples were processed for histological analysis by light microscopy with hematoxylin and eosin, 
alcian blue and picrosirius staining. The significance of the results was determined by ANOVA statistical 
analysis.
Results: We observed a loss of endothelium and the corneal epithelium in all groups treated with NaOH. 
A tendency to compaction of collagen fibers after treatment with NaOH and picrosirius stain loss of green 
coloration fibers in samples treated with NaOH with respect to controls was also observed. Despite lower 
intensity observed in alcian blue staining in the posterior region compared to the other two and between 
samples treated with NaOH, no significant differences were found in this area.
Conclusions: it has created a single lesion model, low cost and does not involve ethical issues, to assess the 
tissue created by Tissue Engineering.
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INTRODUCCIÓN:

Las enfermedades que afectan a la córnea son una de las prin-
cipales causas de ceguera en el mundo, situándose entre las tres más 
prevalentes a nivel mundial (1). Actualmente los únicos tratamientos 
disponibles son la queratoplastia o trasplante de córnea mediante 
un injerto de donante, y la queratoprótesis (2). El acceso a ambos 
tratamientos en los países donde más se precisan es muy limitado 
por la falta de donantes y medios sanitarios (3). Además, en relación 
con el trasplante de córnea, existe una baja supervivencia del injerto. 
Esto se debe a la alta probabilidad de rechazo inmunológico asociada 
a la neovascularizacion e insuficiencia limbar que presentan la mayo-
ría de los pacientes con ceguera corneal (4).

En relación a este contexto, la Ingeniería Tisular emerge con 
el objetivo de dar respuesta a la ausencia de una terapia eficaz para 
estos pacientes mediante la creación de tejidos artificiales que reem-
placen la córnea dañada del paciente. Existen múltiples propuestas de 
sustitutos para la córnea, realizadas a partir de diversos biomateria-
les como la fibrina (5), la fibrina agarosa (6), el colágeno (7), la seda 
(8), o las córneas descelularizadas (9). Los sustitutos corneales han de 
biointegrarse con la zona dañada de la córnea nativa del paciente para 
conseguir una unión perfecta con el tejido receptor. Dicha región, se 
caracteriza generalmente por una reacción de fibrosis donde los que-
ratocitos cambian su fenotipo para convertirse en fibroblastos cornea-
les o en miofibroblastos (10). De este modo, se hace necesario realizar 
una evaluación óptima en la fase preclínica de la integración de las 
córneas artificiales en un órgano previamente dañado.

La evaluación de un sustituto corneal sobre una córnea previa-
mente dañada se puede realizar usando modelos lesionales previa-
mente caracterizados. Idealmente, dichos modelos han de mimetizar 
las condiciones patológicas que se encuentran en las córneas de los 
pacientes que precisan estos tratamientos, como son: la desestruc-
turación del estroma corneal asociando una reacción de fibrosis, así 
como una pérdida de transparencia. Hasta la fecha, sólo se han descri-
to modelos lesionales corneales in vivo basados la mayoría en quema-
duras alcalinas infligidas sobre animales de experimentación (11,12).

Ante los inconvenientes tanto éticos como materiales que sub-
yacen al uso de modelos in vivo, es preciso encontrar nuevos mo-
delos lesionales corneales que puedan emplearse en el laboratorio 
sin la necesidad de usar animales de experimentación. El objetivo de 
nuestro estudio es generar y caracterizar un modelo lesional corneal 
ex vivo para la evaluación de tejidos artificiales creados por Ingenie-
ría Tisular mediante la aplicación de una quemadura caústica sobre 
córneas porcinas.

MATERIAL Y MÉTODOS:

Obtención de córneas y proceso de causticación:

Se obtuvieron 18 ojos de cerdos adultos de un matadero lo-
cal, inmediatamente después de su muerte. Tras ello, se realizó un 
proceso de causticación con NaOH 1,5 M a tiempos crecientes (1, 
2, 3 y 5 minutos) sobre los globos oculares completos (n=3). A con-
tinuación, se realizó un lavado con agua corriente continua durante 
5 minutos, seguido de una inmersión rápida en PBS, para continuar 
con un nuevo lavado en PBS de 2 minutos. Posteriormente, se trepa-
naron los 8mm centrales corneales usando un punch de 8mm (Inte-
gra® Miltex®) para su evaluación histológica. Se incluyeron dos gru-
pos control para su comparación con los anteriores (n=3): córneas no 
tratadas, trepanadas directamente tras la extracción del globo ocular 
y córneas sólo tratadas con los lavados de agua corriente y PBS sin 
inmersión en NaOH.

Evaluación histológica:

Las muestras fueron fijadas en formaldehído al 4%, se deshidra-
taron en una serie de etanol, tras lo cual se incluyeron en parafina. 
Las secciones transversales fueron cortadas, a 5 micras de espesor, se 
tiñeron con tinciones de: Hematoxilina y Eosina (HE), PicroSirius y Azul 
Alcian. En primer lugar, la parafina fue retirada de los cortes de tejido 
empleando xileno. Posteriormente la muestra se rehidrató con agua a 

través de una serie decreciente de alcoholes (100%, 96%, 70%, 50%, y 
agua). Tras este proceso se realizaron las diferentes tinciones.

Para evaluar el patrón de tejido con el fin de reconocer los nú-
cleos de las células, el material citoplásmico, la membrana celular 
y algunas estructuras extracelulares, se realizó una tinción con HE. 
Para evaluar la presencia de fibras de colágeno, el componente ma-
yoritario del estroma corneal, se realizó tinción Picrosirius Red usan-
do solución Sirius F3B roja durante 30 minutos, que se contrastó con 
hematoxilina de Harris durante 5 minutos, usando para su visualiza-
ción microscopía de luz polarizada. Para determinar el contenido de 
proteoglicanos, componente fundamental para la organización ca-
racterística de las fibras de colágeno en el estroma corneal, las mues-
tras se incubaron en solución de azul Alcian durante 30 minutos y se 
contrastaron con solución de rojo nuclear rápido durante 1 minuto.

Las imágenes histológicas se tomaron con un microscopio óptico 
empleando las mismas condiciones para todos los grupos (tiempo de 
exposición, balance de blancos, fondo, etc.) a diferentes aumentos (4x, 
10x y 20x). Posteriormente, para cuantificar los daños producidos en el 
tejido corneal, las muestras se analizaron cuantitativamente utilizando 
el software de análisis de imagen ImageJ. Se analizaron de forma inde-
pendiente tres regiones diferentes del estroma corneal de cada mues-
tra, correspondiente a la región anterior, la región media y la región 
posterior de cada córnea, tomando para ello una selección rectangular 
del mismo área para las tres regiones analizadas.

Para cuantificar la intensidad de la tinción específica de cada 
componente de la matriz extracelular (ECM), tanto de las muestras 
como de los controles, se usó el software de análisis de imagen Ima-
geJ. Con cada una de las regiones seleccionadas (anterior, media y 
posterior) de las imágenes captadas con el aumento de 10x, se llevó 
a cabo el mismo procedimiento: se seleccionó el color de interés que 
deseábamos analizar (para seleccionar el azul alcian y el rojo picro-
sirius se usó la función Color Function- Color deconvolution, y para 
seleccionar el verde se usó la función Color Split Channel), se pasó 
la imagen a 8 bits y después se invirtieron los colores de la imagen 
mediante el comando Invert. Tras esto, se seleccionó el área rectan-
gular y se cuantificó la intensidad media de los pixels de la imagen 
mediante el uso de la función Analyze/Measure del software ImageJ.

Para evaluar el grado de compactación estromal, se tomó en 
cuenta el grado de separación de las fibras colágenas en la tinción 
de Picrosirius. Todo ello se calculó mediante el programa ImageJ, 
tras seleccionar las regiones anterior, media y posterior. Para ello, se 
seleccionó el canal rojo y se convirtió la imagen a binario, se invirtie-
ron los canales y se analizó posteriormente mediante un histograma 
la cantidad de pixels de intensidad 0 (color máximo negro, corres-
pondiente al colágeno) y de intensidad 255 (color máximo blanco, 
correspondiente al espacio vacío entre fibras). El grado de separa-
ción de las fibras colágenas se calculó dividiendo el número de pixels 
blancos entre los pixels negros.

Análisis estadístico:

El análisis estádistico se realizó usando ANOVA con normaliza-
ción de Bonferroni para el análisis de las diferencias entre los diferen-
tes grupos para cada región corneal evaluada. Para la comparación 
entre los dos grupos controles utilizados en el estudio, se realizó la 
prueba T-Test. Para la evaluación entre las regiones dentro de cada 
grupo, se usó T-Test con corrección de Bonferroni. Para el análisis es-
tadísticos ANOVA, se usó el software estadístico Stata/SE 12.0. Para 
el resto de análisis, se empleó el software Excel 2010. p<0.05 se con-
sideró como significativo en todos los tests realizados.

RESULTADOS:

Evaluación histológica

La tinción con HE (Figura 1) mostró la ausencia de epitelio y en-
dotelio corneal en los cuatro grupos tratados con NaOH. No se obser-
varon alteraciones evidentes, tanto a nivel estromal entre las mues-
tras tratadas con NaOH y los controles, siendo el componente celular 
como extracelular similares entre los grupos.
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Figura 1. Análisis histológico con hematoxilina y eosina (HE), picrosirius y azul alcian. Primera fila: córneas en NaOH 1 minuto; segunda fila: 
córneas en NaOH 2 minutos; tercera fila: córneas en NaOH 3 minutos; cuarta fila: córneas en NaOH 5 minutos; quinta fila: control de córnea; 
sexta fila: control hidratado de córnea. Escala: 300 micras.
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La evaluación mediante tinción de Picrosirius (Figura 1) reveló 
la existencia de un patrón de separación de las fibras colágenas con 
una tendencia a la compactación de las fibras tras el tratamiento 
con NaOH (Figura 2). Se observó una mayor separación de fibras 
en los controles hidratados respecto al resto de grupos, siendo 
estadísticamente significativo en los grupos de las regiones me-
dias y posteriores.

En relación con las diferencias de intensidad de rojo, no se 
observó ninguna diferencia estadísticamente significativa entre 
los distintos grupos evaluados, no existiendo tampoco diferen-
cias regionales dentro de los mismos (p>0.05). Sin embargo, la 
evaluación de la intensidad de verde en la tinción de Picrosirius, 
reveló diferencias estadísticamente significativas entre el con-
trol hidratado y las muestras tratadas con NaOH durante 1, 2 y 
5 minutos tanto para la región anterior como para la posterior 
(p<0.05) (Figura 3). En la región intermedia, sólo los tiempos de 
1 y 2 minutos fueron diferentes al control hidratado significati-
vamente (p<0.05). No hubo diferencias significativas entre los 
controles no hidratados e hidratados, ni tampoco entre el resto 
de grupos (p>0.05). Sin embargo, se observó una tendencia a la 
pérdida de verdes de las muestras tratadas con NaOH respecto de 
los controles. En relación con las muestras tratadas con NaOH, se 
apreció una tendencia irregular en los cambios de intensidad del 
verde, presentando una disminución a los 2 minutos respecto al 
tiempo de 1 minuto, para ascender nuevamente a los 3 minutos y 
volver a caer a los 5 minutos (Figura 3).

La evaluación de proteoglicanos mediante la tinción Alcian 
Blue (Figura 1) reveló que no existen diferencias estadísticamente 
significativas entre los controles no hidratados y los hidratados 

(p>0.05) (Figura 4). En relación con las diferentes regiones ana-
lizadas en los controles, no existieron diferencias significativas 
entre éstas aun cuando se observa una menor intensidad en la 
región posterior respecto a las dos regiones más superficiales 
analizadas. A pesar de las diferencias observadas entre las dis-
tintas concentraciones de NaOH en relación con la intensidad de 
tinción mostrada por las distintas áreas, sólo se observaron di-
ferencias estadísticamente significativas en la región anterior del 
grupo tratado durante 2 minutos con NaOH frente al grupo de 
controles hidratados (p<0.05), mostrando una mayor intensidad 
las muestras tratadas con NaOH (Figura 4).

DISCUSIÓN:

En este trabajo hemos logrado generar y caracterizar un 
modelo lesional corneal a través de la causticación de córneas 
provenientes de cerdos. Dicho modelo facilitaría evaluar los 
tejidos artificiales creados mediante Ingeniería Tisular sin la 
necesidad de emplear para ello animales de experimentación.

La caracterización del modelo se llevó a cabo a través de 
una evaluación histológica mediante diversas tinciones. En pri-
mer lugar pudimos observar cómo el epitelio y el endotelio 
se pierden en su totalidad tras la aplicación de NaOH, inde-
pendientemente del tiempo aplicado. Además, la tinción de 
Picrosirius reveló la existencia de un patrón de separación de 
las fibras colágenas con una tendencia a la compactación de 
las fibras tras el tratamiento con NaOH.

En relación con las variaciones en la composición estro-
mal evaluadas con la medición de intensidades de las distintas 
tinciones empleadas, no se observaron alteraciones eviden-
tes en la mayoría de los grupos tras la aplicación de NaOH. 
Este hecho puede deberse posiblemente a que el colágeno y 
los proteoglicanos soportan en gran medida la acción de los 
agentes químicos (13). Sí pudimos observar ciertas tendencias 
de daño tisular que no demostraron significación estadística 
como la pérdida de verdes de las muestras tratadas con NaOH 
respecto de los controles. Dicha pérdida de intensidad de ver-
de podría asociarse a una alteración de los distintos tipos de 
colágenos que existen en la córnea o al grado de compactación 
de fibras, ya que existe una controversia en relación con el ver-
de en la tinción de picrosirius que lo asocia a ambos aspectos 
(14,15,16). No obstante, el número de muestras empleados 
era muy bajo, por lo que la potencia estadística era muy limi-
tada.

Se han empleado con anterioridad otros modelos lesio-
nales de córnea mediante causticación alcalina con NaOH para 
evaluar una gran variedad de elementos: expresión de diversas 
proteínas (17), mejora de la cicatrización mediante el bloqueo 
de receptores (18,19), aceleración de la cicatrización mediante 
células madre mesenquimales (20,21,22), evaluación de medi-
camentos (23, 24, 25, 26) o neovascularización (27), etc. Todos 
ellos se han realizado en modelos in vivo, lo cual implica gran-

Figura 2. Grado de separación de fibras colágenas de la córnea 
observado en la tinción de picrosirius. S1: córneas en NaOH 1 
minuto; S2: córneas en NaOH 2 minutos; S3: córneas en NaOH 3 
minutos; S5: córneas en NaOH 5 minutos; CTR: control de córnea; 
CH: control hidratado de córnea. ANT: área anterior; MED: área 
intermedia; POS: área posterior.

Figura 4. Intensidad de azul en la tinción de azul alcian tras el 
tratamiento de las córneas con NaOH. S1: córneas en NaOH 1 
minuto; S2: córneas en NaOH 2 minutos; S3: córneas en NaOH 3 
minutos; S5: córneas en NaOH 5 minutos; CTR: control de córnea; 
CH: control hidratado de córnea. ANT: área anterior; MED: área 
intermedia; POS: área posterior.

Figura 3. Intensidad de las fibras verdes observadas en la tinción 
de picrosirius tras el tratamiento con NaOH. S1: córneas en NaOH 
1 minuto; S2: córneas en NaOH 2 minutos; S3: córneas en NaOH 3 
minutos; S5: córneas en NaOH 5 minutos; CTR: control de córnea; 
CH: control hidratado de córnea. ANT: área anterior; MED: área 
intermedia; POS: área posterior.
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des limitaciones éticas y materiales para su realización, a ex-
cepción de uno de ellos, en el que se llevó a cabo la evaluación 
de medicamentos en un modelo ex-vivo bovino (26).

En Ingeniería Tisular, la evaluación de constructos para la 
regeneración corneal suele realizarse en modelos in vivo que no 
asocian lesión. Sólo en algunos casos se han empleado mode-
los lesionales in vivo creados a partir de quemaduras alcalinas11 

12 . Al tratarse de modelos in vivo, asocian las mismas barreras 
que los anteriores. Por ello, la existencia de un modelo ex vivo 
lesional que pueda utilizarse en el laboratorio sin ningún tipo de 
barrera ética o material, puede suponer un avance significativo 
en la Ingeniería Tisular de la córnea. La importancia de nuestro 
modelo radica en su fácil empleo para la evaluación de tejidos 
artificiales y la posibilidad de valorar cómo se integran dichos 
tejidos en un ambiente tisular dañado.

Además, nuestro modelo lesional podría ser empleado 
para la evaluación de la farmacodinámica y otros cambios 
histológicos o fisiológicos en pacientes con patología corneal 
similar a la provocada por la quemadura alcalina en nuestro 
modelo lesional.

En relación con el modelo aquí descrito, existen diver-
sas limitaciones en las cuales continuamos trabajando. Por un 
lado, es necesario comparar nuestro modelo con lo que ocu-
rre en la córnea humana normal tras dañarse con NaOH. Esto 
conlleva una seria de limitaciones difíciles de franquear. Por 
un lado, la falta de córneas humanas para experimentación, 
ya que la mayoría se usan para trasplantes corneales en clíni-
ca. Por otro lado, existiría la posibilidad de usar muestras de 
anatomía patológica obtenidas tras realizar un trasplante cor-
neal en pacientes que han sufrido una causticación. Sin em-
bargo, el número de muestras existentes en nuestro medio es 
muy bajo y además, presentan un daño tisular crónico, siendo 
imposible evaluar el daño agudo asociado a la exposición a 
NaOH como presentamos en nuestro modelo. La realización 
de un modelo ex vivo que presente daño crónico implicaría 
mantener las córneas en tratamiento durante largos periodos 
de tiempo, lo cual conllevaría una gran dificultad y un alto 
coste. Además, hemos de tener en cuenta que al ser un mo-
delo ex vivo estamos excluyendo la reacción sistémica al daño 
ejercido ya que no existe sistema inmune o vascularización en 
este modelo.

En el futuro, y teniendo en cuenta los grandes avances 
en la Ingeniería Tisular, los constructos corneales y las quera-
toprótesis podrían representar una nueva alternativa a los do-
nantes humanos de córnea. Por lo tanto, necesitamos modelos 
corneales donde estos constructos puedan evaluarse de forma 
óptima. De este modo, si conocemos los diferentes cambios 
que se producen en la córnea lesionada y su correspondencia 
con el modelo lesional propuesto, nos permitiría seleccionar 
el más apropiado para cada caso. Por otra parte, no podemos 
olvidar el posible uso del modelo ex vivo aquí descrito para la 
evaluación de fármacos y la posibilidad de evaluar la fisiopato-
logía de la fibrosis corneal.

CONCLUSIÓN

En conclusión, el modelo corneal aquí descrito aporta un 
modelo lesional para la evaluación de constructos corneales ge-
nerados por Ingeniería Tisular, el cual es sencillo y de bajo coste, 
no asociando ningún tipo de barrera ética. Sin embargo, la gene-
ración del modelo ha de mejorarse con el aumento del número 
de muestras y la realización de otro tipo de estudios sobre el 
mismo, como la evaluación óptica.
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