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RESUMEN



GENERACION DE SUSTITUTOS BIO-ARTIFICIALES DE ESCLEROTICA PARA LA
REPARACION MICROQUIRURGICA DE LA TUNICA OCULAR EXTERNA

INTRODUCCION: La tdnica ocular externa esta compuesta por la conjuntiva, esclera,
coérnea y el limbo (1). La esclera es la estructura mas rigida de la misma, concediéndole
la forma e integridad al ojo (2). No obstante, esta Ultima se puede ver afectada con
patologias como el trauma, infecciones, enfermedades autoinmunes y neoplasias que la
invaden, cuyo desenlace final terapéutico es el injerto en la zona escleral afectada. En la
actualidad, en la practica médica rutinaria se utilizan injertos cadavéricos, pero el
manejo y los resultados no son del todo satisfactorios (3).En este sentido, las técnicas
de ingenieria tisular ofrecen la posibilidad de crear nuevos sustitutos para la reparacion
de defectos estructurales del globo ocular, y por tanto el objetivo de esta tesis doctoral
fue generar y caracterizar un nuevo modelo biomimético de esclerética artificial basado
en la utlizacibn de biomateriales de fibrina-agarosa nanoestructurados para la
reparacion quiruargica de defectos de esclera en un modelo animal.

MATERIALES Y METODOS: Se utilizaron 18 conejos de raza New Zealand, machos,
los cuales se distribuyeron en 6 grupos, con tres conejos cada uno. Se realizo la
elaboracion de los biomateriales de hidrogel de fibrina agarosa (HFAN), combinandose
con cross-linking quimico con glutaraldehido al 0.5 % o genipin al 0.1%. Previa asepsia
y antisepsia, bajo anestesia, se procedio a la reseccion quirargica parcial de la esclera
de los conejos. Se evaluo el injerto a los 40 dias, momento en el cual los conejos fueron
sacrificados. Se analizaron las caracteristicas morfolégicas macroscoépicas, histologicas
e histoquimicas. Los grupos se separaron segun el injerto colocado de la siguiente
manera: HFAN, HFAN-GP, HFAN-GA, injerto cadavérico (C-CTR).Ademas, se dejo
evolucionar la lesion sin reparacion como control negativo (N-CTR). El ojo derecho sano
de cada animal se utilizé como control sano (H-CTR).

RESULTADOS: Las caracteristicas de biocompatibilidad y biodegradacion del HFAN
fueron mejores que los materiales contrastados (p<0.005). A la evaluacion a los 40 dias,
la respuesta inflamatoria fue mayor en los biomateriales con cross-linking quimico,
siendo nula para el C-CTR. El tejido regenerado mas similar al H-CTR fue el del HFAN.
En cuanto a la integracion del injerto, el grupo C-CTR presentd una integracion
incompleta del injerto. EI hecho de no reparar el defecto (N-CTR) provoca una
disminucién del 50% del grosor escleral final (p=0.000) (consultar los resultados en
extenso la referencia 4).

CONCLUSION: Este estudio demuestra, por primera vez, que la utilizacion de
biomateriales es una alternativa prometedora para la reconstruccién de esclerales. Los
resultados fueron especialmente prometedores tras la utilizacion de hidrogeles de
fibrina-agarosa nanoestructurada. Este biomaterial mostr6 un alto grado de
biocompatibilidad, biodegradacion y regeneracion tisular a los 40 dias posterior a la
cirugia. Finalmente, este estudio sugiere que la fibrina-agarosa nanoestructurada podria
ser un biomaterial idéneo para la reparacion de defectos esclerales. Sin embargo,
estudios futuros determinaran la potencial traslacién clinica de este producto en la
cirugia reconstructiva del globo ocular.
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INTRODUCCION



La busqueda constante de soluciones a problemas de salud no resueltos en la
actualidad y los que tienen una resolucion parcial o insatisfactoria hacen que la
ingenieria tisular rompa paradigmas en la medicina tradicional, convirtiéendose en una
fuente innovadora de la investigacion médica. Los avances en este campo proporcionan
estrategias y soluciones impensables hasta hace poco tiempo; pues sus aportes marcan
un hito en la solucion de problemas.

La ingenieria tisular establece por tanto unaherramienta fundamental en las estrategias
de salud del futuro. La patologia del globo ocular constituye un importante problema de
salud publica a nivel mundial, y algunas de dichas patologias carecen de soluciones
satisfactorias. El desarrollo de la ingenieria tisular esta permitiendo abordar la solucién a
alguno de estos problemas desde la perspectiva de la terapia sustitutiva.

En la presente tesis doctoral abordamos la terapia sustitutiva de la tunica esclerotica
mediante la generacion de sustitutos bio-artificiales que permitan la reparacion de la
misma en circunstancias patologicas de distinta naturaleza para las que hasta el
momento no se han obtenido resultados terapéuticos eficaces. Para el desarrollo de
esta tesis abordaremos, en un primer capitulo, el estado actual del conocimiento de la
anatomia, histoldgica y la fisiologia de la tunica esclerética. En un segundo capitulo, nos
ocuparemos de la patologia y el tratamiento actual de la esclerética, y especialmente de

aquella que es susceptible de una terapia sustitutiva.

En un tercer capitulo, desarrollaremos el concepto y las técnicas actuales de ingenieria
tisular y su significacion en el contexto de la medicina. A continuacion, expondremos los
objetivos que se pretenden alcanzar en la presente tesis doctoral, asi como
sucesivamente la metodologia utilizada al respecto, los resultados experimentales
obtenidos, y finalmente, la discusion de los mismos en el contexto de la bibliografia
existente. Finalmente, enumeraremos las conclusiones y la relacion de referencias

utilizadas en el desarrollo de la tesis doctoral.



2. Anatomia, histologia y fisiologia de la tinica ocular externa

El sistema visual es el encargado capturar la informacién de la composicién luminosa
de las estructuras y ubicaciones topogréficas de la realidad, su registro y organizacion.
Ademas, correlacionar la informacion visual para su uso e interaccion con el mundo que
nos rodea. El ojo ejerce su funcién de manera similar al de una camara, ya que posee
lentes, un sistema de apertura y la retina ejerce la funcion equivalente a la pelicula. El
proceso de acomodacion del cristalino permite enfocar imagenes a diferentes
distancias. Esto lo logra gracias a ligamentos y fibras musculares que lo suspenden a su
alrededor que ejercen su funcion mediados por el sistema parasimpatico. La pupila se
cierra y abre para controlar la cantidad de luz que entra al globo ocular dependiendo de

la iluminacién externa, aumentando la profundidad del enfoque cuanto mas se cierre

().

El globo ocular contiene 2 tipos de liquidos que mantienen su presion interna en
conjunto con las estructuras sdlidas. EI humor acuoso, que se encuentra delante del
cristalino, y el humor vitreo, detras de este (2). EI humor acuoso es producido por el
cuerpo ciliar en cantidades de 2.5 pl/min por minuto y es drenado por el conducto de
Schlemm que lo conduce a las venas extraoculares. La presion intraocular normal se

encuentra entre los 12 mmHg hasta 20 mmHg (3).

La capa mas interna del ojo es la retina. Esta posee conos y bastones, los cuales son
células encargadas de recibir las sefiales de luz. Dichas sefiales pueden ser de colores,
en el caso de los conos, y blanco y negro percibidas por los bastones. La retina lleva la
informacion a través de fibras neuronales que van al nervio Optico. Esto se logra gracias
a los pigmentos en los bastones, rodopsina; y en los conos, pigmentos de color (3). Los
cuales al recibir la luz cambian su composicion y producen sefiales eléctricas que seran
enviadas al cerebro para producir las imagenes visuales. Las sefiales eléctricas viajan a
través de los nervios opticos, llegan al quiasma optico, los tractos 6pticos, ndcleos
geniculados laterales dorsales y por ultimo al I6bulo occipital a las cortezas visuales

primaria y secundaria, donde es almacenada la informacién (Figura 1) (4).
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CORTEZA VISUAL PRIMAFRIA (V1)

Figura 1. Vias visuales. Fuente: http://neuroaprende.blogspot.com/2016/07/par-craneal-

ii-nervio-optico_32.html

El globo ocular es un 6rgano fotosensible y hueco. Su forma es consecuencia directa de
la traccion de los musculos que se insertan en él, la grasa periorbitaria y las distintas
estructuras que lo conforman, razon por la cual no posee una forma totalmente esférica.
Las Orbitas se encuentran a ambos lados de las fosas nasales, tienen forma de piramide
cuadrangular, con la base en direccion anterior y cuyo veértice corresponde a la
ubicacion del conducto Optico. Su eje se dirige hacia atras y hacia dentro, con un angulo

con respecto al plano medial de 23 grados (5, 6, 7).

En los recién nacidos, el globo ocular tiene un tamafio de un tercio del globo ocular del
adulto. Este crece aceleradamente durante los primeros 5 afios de vida y para antes de
gue empiece el aumento de la estatura. Se encuentra en direccidén sagital y oblicua en
plano postero-anterior y estd rodeado por la capsula de Tenon, cuya funcién es
separarlo de las 6rbitas. Su contenido esta clasificado en 2 areas, dentro y fuera del
cono muscular (5, 6). Posee 6 masculos encargados de girarlos: 2 rectos horizontales, 2
rectos verticales y 2 masculos oblicuos. El trabajo conjunto de contraccion y relajacion

de los musculos extraoculares guia el ojo hacia la direccién que se desee mirar (8).

El globo ocular esta lleno de liquidos transparentes. El vitreo se encuentra posterior al
cristalino y el humor acuoso, delante del cristalino. El iris se toma como division de las

camaras anterior y posterior del ojo (6).
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2.1. Anatomia de la tunica ocular externa del humano

La conjuntiva es la capa correspondiente al tejido mucoso que cubre la cara interna de
los parpados y la cara anterior del globo ocular (Figura 2.a). Es una continuacion de la
coérnea que empieza en el limbo y continda en los puntos lagrimales con el tejido de
estos. La conjuntiva palpebral surge del borde libre donde estan las glandulas de
Meibomio. El fondo de saco superior es de tejido conjuntivo laxo, se encuentra de 8 a
10 mm del limbo y en él se adhiere una expansion del elevador y del recto superior,
mientras que el fondo de saco inferior estd a 8 mm del limbo y a él llega el ligamento de
Lockwood. El fondo de saco externo se encuentra a 14 mm del limbo, en él se adhiere
el reborde orbitario externo. La conjuntiva bulbar, en relacion con el globo ocular se
divide en escleral y pericorneal. La pericorneal tiene 3 mm de ancho alrededor de la
cérnea y estd muy adherida a la capsula de Tenon, mientras que la escleral esta

separada de la capsula de Tenon por tejido subconjuntival (6).

Figura 2. Conjuntiva. a. Biomicroscopia de la conjuntiva. b. Microscopia 4x. c.
Microscopia 40x. Fuente: Biblioteca Fotografica Servicios de Oftalmologia Dr. Gerson

Vizcaino Lépez.

Desde el punto de vista histolégico posee un epitelio y un corion (Figura 2.b). El epitelio
es cilindrico con una capa superficial de células con nucleos ovalados y basales. En su
capa profunda contiene células planas de nucleo ovalado horizontal (Figura 2.c).
Ademas, posee células caliciformes encargadas de secretar mucina. En el corion se
pueden diferenciar 2 capas también: la superficial adenoide, posee linfocitos; y la capa
fiborosa profunda con fibras de coldgeno y elasticas. Las multiples glandulas de la
conjuntiva tienen la funcién de lubricar, hay diferentes tipos: glandulas de Henle, de
Wolfring, de Krause y de Manz. La vascularizacidon de este tejido esta proporcionada por
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las arterias palpebrales y ciliares anteriores. El drenaje esta dado por varias venas
palpebrales y ciliares anteriores. Posee un drenaje linfatico superficial debajo del epitelio
y uno profundo debajo de la capa fibrosa. La inervacion de esta area esta
proporcionada por ramas nasales, lagrimales, frontales y sub orbitarias (6).

El ojo se suele dividir en 3 tlnicas o capas: interna, media y externa. La tanica ocular
externa estad conformada por 2 componentes la cOrnea y la esclera. El limbo
esclerocorneal es el area de transicion entre estas 2 zonas. Esta zona se caracteriza
por la presencia de fibras colagenas con disposiciones variables que dan su
transparencia en el caso de la cérnea y opacidad, en el caso de la esclera. Ademas, de
otros componentes y caracteristicas que se describiran mas adelante (9).

La cérnea estd constituida principalmente por tejido extracelular, colageno vy
proteoglicanos, ysu funcién es esencialmente refractiva. La cérnea posee un diametro
de 11.5 mm en su eje vertical y 12.5 mm en el eje horizontal en los recién nacidos. Las
medidas correspondientes desde los 2 afos de edad en ojo humano ascienden a un
didmetro horizontal de 9.5 a 10.5 mm. Por otra parte, su grosor que varia desde 0.5 a
1.0 mm. La cérnea presenta un radio de curvatura menor que el del globo ocular. Dentro
de sus funciones destaca como lente convergente y posee una capacidad refringente
de 45 dioptrias. Dentro de sus propiedades, la cOrnea se caracteriza por ser
transparente y produce reflejo corneal al ser tocado debido a su abundante inervacion
nerviosa (Figura 3) (7, 10, 11).

Figura 3. Cdrnea. a. Biomicroscopia. b. Biomicroscopia con haz de hendidura. Fuente:

Biblioteca Fotogréfica Servicios de Oftalmologia Dr. Gerson Vizcaino Lopez.
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La cOrnea es avascular y se divide en 5 capas:

o Epitelio escamoso: muestra de 5 a 7 capas celulares.

o Membrana de Bowman: acelular, compuesto por fibrillas en material amorfo.

o Estroma: posee fibras de colageno en organizacion lamelar y queratinocitos.

o Membrana de Descemet: posee fibras hexagonales y estriaciones transversales
(5).

o Endotelio: el cual es una capa de células hexagonales (7, 10, 11).

La esclera esta formada por tejido conjuntivo denso de colageno tipo 1 con escasas
fibras elasticas entrelazadas. Las bandas fibrosas que lo conforman tienen un ancho de
10 a 16 micras y una longitud de 100 a 140 micras, estas tienen disposiciones en malla
de balén y en abanico dependiendo del area. La esclera cubre s partes del globo
ocular y tiene forma de anillo (Figura 4.a). Para su analisis anatomico suele dividirse en
cara externa e interna, borde anterior y borde posterior. Posee una apertura anterior

para la cornea y una posterior para el nervio optico (Figura 4.b)(12).

Figura 4.Esclera. a. Biomicroscopia de ojo con atencion a conjuntiva y esclera. b. Corte
anteroposterior horizontal del ojo enfocado en esclera. Fuente: Biblioteca Fotogréafica

Servicios de Oftalmologia Dr. Gerson Vizcaino Lépez.

En general, la esclera tiene pocos vasos sanguineos, por lo que consigue nutrientes de
las capas vecinas. La esclera, que se encuentra rodeada por la capsula de Tenon, le
confiere la forma del ojo debido a la dureza de su estructura. Ademas, esta conformada
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por una serie de capas. Entre estas se encuentra la epiesclera, que es una capa
vascularizada con presencia de coldgeno que esta en relacion con la capsula de Tenon
y la conjuntiva. Asociada a esta se encuentra el estroma, que se compone
principalmente por fibras de coldgenas oblicuas y entrelazadas, y algunos elementos
celulares. Esta ultima es la capa que contribuye al color blanco y la opacidad de la
esclera. Otra de las capas esclerales es la lamina fusca, que se conforma por
melanocitos. La capa emisaria, contiene tejido uveal pigmentado, vasos sanguineos
(arterias ciliares anteriores, posteriores, venas ciliares, venas vértex) y nervios (rama del

nervio de Axenfeld) pasan a través de esta (5, 6, 7, 11, 13).

La esclera es mas fina en las areas de insercion de los musculos rectos y en el limbo.
La importancia de lo anteriormente citado se encuentra en el momento de realizar
procesos quirargicos. Ejemplo de estos son la correccion de estrabismo vy
desprendimientos de retina. El espesor de la esclera varia de 0.3 a 1 mm. Es mas fina
en donde se insertan los rectos 0.3 mm; mas gruesa alrededor de la entrada del nervio
optico, 1 mm; alrededor del ecuador tiene un ancho de 0.4 a 0.5 mm; y 0.6 mm
anteriormente en las demas inserciones musculares. Alrededor del nervio éptico se
encuentra el circulo arterial de ZinnHaller, conformado por ramas de las arterias ciliares
posteriores. Esta inervada por ramas de los nervios ciliares largos que penetran
alrededor del ecuador, los nervios suelen formar bucles subiendo y bajando entre las
diferentes capas (5, 6, 7, 11, 13).

El limbo esclerocorneal constituye la zona de transicién entre la cérnea y la esclera
(Figura 5). Su color varia de manera gradual de transparente a blanco en un area con
un ancho de 1 a 1.5 mm. Su importancia radica en su relacion con la camara anterior
del ojo y su uso para intervenciones quirdrgicas. En el limbo se encuentran la
conjuntiva, la capsula de Tenon, la epiesclera, el estroma esclerocorneal y la estructura

de flujo acuoso (14).
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Figura 5. Limbo esclerocorneal. a. Biomicroscopia con vista del limbo nasal. b.
Biomicroscopia del limbo inferonasal. Fuente: Biblioteca Fotografica Servicios de

Oftalmologia Dr. Gerson Vizcaino Lopez.

Su inicio se encuentra en unidon con la membrana de Bowman y la linea de Schwalbe.
Esta area comienza en el espolon escleral y termina la membrana de Descemet. Desde
el punto de vista quirdrgico se divide en: zona anterior, de color gris azulado sobre la
cornea transparente, y en la zona posterior, de color blanco, sobre la malla trabecular o

la raiz del iris (13).
2.2. Histologia de la tunica ocular externa del humano

En la tdnica fibrosa externa se pueden encontrar diversos tipos de tejidos en sus
diferentes componentes, formado por varias capas con estructuras especializadas para
otorgar al ojo las propiedades que necesita para mantener su forma y recibir la luz del

exterior.

La cornea es basicamente material extracelular cubierto por 2 capas de células anterior
y posteriormente. En su parte anterior, se disponen varias capas de epitelio. Mientras
gue posteriormente se encuentra una capa simple de endotelio (Figura 6) (15). In vivo,
se puede observar sobre el ojo una lamina de lagrima, la cual posee 3 capas. Estas
capas se distribuyen de la siguiente manera: una de glicoproteinas proveniente de la
conjuntiva, una de agua provenientes de los tejidos lagrimales y una de aceite externa

producida por las glandulas de Meibomio, Moll y Zeis (6).
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Figura 6. Cornea. Microscopia a 4x con tinciéon H-E de la cérnea donde se observa la

distribucién de sus cinco capas. b. Microscopia a 10x con tincion H-E con atencién a
epitelio, membrana basal, membrana de Bowman y porcion del estroma. c. Microscopia
a 40x con tincion H-E del estroma corneal. d. Microscopia a 40x con tincion PAS de
estroma corneal, membrana de Descemet y endotelio corneal. Fuente: Biblioteca

Fotografica Servicios de Oftalmologia Dr. Gerson Vizcaino Lopez.

Se pueden observar en un corte de la cornea 5 capas:

e Epitelio con membrana basal: mide 32 micras de grosor, es no queratinizado y
posee 5 capas de epitelio escamoso con la mayor organizacion regular encontrada en
todo el cuerpo; la membrana basal consiste en células columnares irregulares con
ndcleos centrales y hemidesmosomas como uniones. Se puede dividir en capa basal,
posee células claras deformes y planas y células oscuras alargadas; capa intermedia,
posee 2 o 3 capas de células con una cara basal concava y citoplasma granuloso; y
superficial, posee 2 a 3 capas de células aplanadas, citoplasma aciddfilo, denso y
nacleos aplanados. Se continta con la conjuntiva bulbar y el limbo.

e Membrana de Bowman: tiene un grueso de 8 a 14 micras, es tejido conectivo de
fiboras de coldgeno dispuestas de manera irregular, es una capa especializada de

estroma, posee diversos canales y poros para permitir que los nervios lleguen al
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epitelio. Su cara anterior es regular y la posterior irregular, termina en el limbo con un
borde redondeado con puntas.

e Estroma: tiene 500 um de grosor, posee fibras de colageno oblicuas en forma de
lamelas que le otorgan una apariencia de panal de abejas, tiene un 5 % de fibroblastos,
sus nucleos son aplanados y alargados que ocupan la mayor parte del citoplasma.

e Membrana de Descemet: con un espesor entre 5 a 10 um, esta constituido por
diversos tipos de fibras colagenas y glicoproteinas secretadas por el endotelio.Tiene
propiedades elasticas y también se considera una membrana basal hiper desarrollada.

e Endotelio: compuestos por células planas hexagonales unidas por uniones
terminales estrechas en los apex de las células, la membrana plasmética de las células

basales es plana (6, 15).

La esclera es una continuacion de la c6rnea compuesta en su mayoria por material
extracelular y fibrocitos aplanados en menor cantidad. Posee la capa emisaria, en esta
pasan los vasos sanguineos y nervios a través de canales, posee tejido uveal
pigmentado; la epiesclera, compuesta por unas cuantas capas de colageno
vascularizado debajo de la capsula de Tenon; el estroma, compuesto por fibras de
colageno de diferentes diametros (10 a 16 micras de ancho por 100 a 140 micras de
largo) oblicuas y entrelazadas; la lamina fusca, compuesta por capas sueltas con
melanocitos. La opacidad de la esclera se debe en parte a su alto contenido de agua
(Figura 7) (6).

Figura 7.Esclera. a. Microscopia a 10x con tincién H-E. b. Microscopia a 40x con tinciéon
H-E. c. Microscopia a 100x con tincion H-E Fuente: Biblioteca Fotogréafica Servicios de

Oftalmologia Dr. Gerson Vizcaino Lopez.
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La esclera se compone por tejido conjuntivo denso, formado principalmente por
fibroblastos y matriz extracelular (MEC), donde prevalece el colageno tipo | (16). Las
caracteristicas de la esclera dependen del area analizada. Se ha observado que tanto la
organizacion como el grosor de las fibras varian en toda la esclera. Las regiones de la

esclera se dividen en calota anterior, posterior y region ecuatorial (6).

La presencia de fibras de colageno tipo | caracteriza a la MEC de la esclera. En cuanto
a la MEC escleral, dispuestas de manera irregular en multiples direcciones. Del mismo
modo, se puede observar en la MEC la presencia de una fina malla de fibras elasticas y
de fibras de colageno del tipo lll y IV. En la calota anterior las fibras externas se
disponen en forma circunferencial. Consecuentemente, le confiere a esta regién la
rigidez necesaria para la implantacion de la coérnea y los musculos rectos
extraoculares. Por el contrario, la region ecuatorial es la zona mas delgada. En esta

Ultima se agrupan las fibras de colagenos y las fibras elasticas (6).

La calota posterior tiene una distribucién diferente de la calota anterior, y las fibras
externas se abren en forma de malla de balén, mientras que las internas lo hacen en
forma de abanico. Ademas, los haces de fibras contienen células, con nucleo irregular,
gue se unen entre si. Por otra parte, la sustancia fundamental escleral se encuentra en
menor proporcion. Su composicion estd dada principalmente por proteoglicanos y

glicoproteinas (6).

Debido a que el limbo esclerocorneal es un area de transicion, no tiene una histologia
gue lo diferencie de forma exclusiva. Histolégicamente tiene las caracteristicas de las
estructuras que convergen en esta area con cambios graduales (6, 17, 13). A nivel
microscopico, el limbo se observa de forma triangular con base corneal. Su disposicion
es mas irregular a medida que da paso a la esclera, donde se evidencian algunos vasos

sanguineos y adosamiento de la Uvea (Figura 8).

19



Figura 8. Limbo esclerocorneal. a. Microscopia a 4x, donde se observan las estructuras
relacionadas: conjuntiva, cérnea, esclera y por dentro el cuerpo ciliar. b. Microscopia a
10x, donde se observan estructuras de transicion. Fuente: Biblioteca Fotogréafica
Servicios de Oftalmologia Dr. Gerson Vizcaino Lépez.

2.3. Fisiologia de la tunica ocular externa del humano

La tunica fibrosa logra llevar a cabo sus funciones de refraccion, proteccion vy rigidez
gracias a su alta composicion en fibras colagenos con disposiciones, tamafios y
entrelazamientos especificos segun el area.La refraccion de la luz ocurre en la cara
anterior de la cérnea y el cristalino. La cornea tiene un indice refractivo de muy parecido
al del humor acuoso. La luz que pasa por la cérnea se refracta en la cara corneal
anterior debido a su radio de incurvacion de aproximadamente 8 mm y por la diferencia
con el indice de refraccion del aire. La capacidad Optica de la cornea es de 40 a 45
dioptrias. Su tercio central es casi totalmente esférico y posee un didmetro de 4 mm. El
epitelio corneal superficial tiene sus células conectadas por medio de zénulas, estas
ofrecen la semipermeabilidad de esta capa, al microscopio se puede observar que tiene
una superficie muy irregular debido a la presencia de microvellosidades, pero resulta
emparejada por la lamina de lagrimas que producen las glandulas. Las células
epiteliales migran continuamente de su area basal y de manera centripeta desde las
células madres en el limbo, si estas sufren algun dafio se producen defectos epiteliales
superficiales crénicos. En el epitelio corneal también se pueden encontrar histiocitos,
macroéfagos, linfocitos, melanocitos y células de Langerhans (6).
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En el estroma corneal se podran encontrar queratinocitos productores de colageno y
lamelas de coldgeno orientadas oblicuamente con entrelazamientos moderados en la
parte anterior y lamelas paralelas en el area posterior. Estas fibras dan la vuelta a la
cornea de manera circunferencial. Estas son muy uniformes y consisten en colageno
tipo 1, 3, 5y 6; el tipo 7 puede ser encontrado en las fibras que anclan el epitelio. La
sustancia fundamental es alta en glucosaminoglucanos como el queratan sulfato,

encargado de las propiedades inflamatorias del estroma (6).

La esclera junto a la cornea, forma la cubierta ocular externa, en conjunto dan la forma 'y
estructura del globo ocular. Sirviendo como medio de contencidn para aislar el globo
ocular del medio exterior. La esclera presenta varias areas las cuales ejercen funciones
diferentes (6).

El borde anterior de la esclera se continta con el limbo y este su vez con la estructura
corneal. La esclera en el borde anterior sirve de anillo de sujecién a las fibras corneales
en su porcion central. Mientras, que la porcion superficial permite el adosamiento de la
conjuntiva y con ello logra la impermeabilizacion selectiva de sustancias a traves de si.
La esclera perilimbar en su tercio superficial posee el canal de Schlemm, este tiene la
funcidén de sistema de drenaje del humor acuoso y comunicacion del sistema venoso
utilizando las venas acuosas epiesclerales. En esta zona sirve de paso a los vasos
nutricios de la Uvea anterior e inervacion de la cérnea. La porcion anterior profunda de
la esclera sirve de insercion de la raiz del iris, y el cuerpo ciliar a través del espolon
escleral. Con esto se logra mantener todos los componentes internos del globo ocular

en su lugar permitiendo su funcionalidad (6).

El tercio anterior externo en sus regiones superior, inferior, externa e interna sirve para
la insercion de los tendones musculos rectos lo que le confiere propiedades de polea,
junto antes del ecuador. En la regién superior externa posterior al ecuador le sirve de
insercién al oblicuo mayor y el oblicuo inferior se inserta detras del ecuador en la region
infero-externa. Todas las areas esclerales donde se insertan los tendones; sirven de
bucle para la insercion de las fibras en la esclera para el desplazamiento del globo

ocular en su centro de rotacion (6).
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La porcion posterior ya delgada, se empieza a engrosar en el polo posterior y da pasos
a las fibras nerviosas del nervio Optico a través de la organizacion perpendiculares de
las fibras. En resumen, las funciones esclerales se agrupan en proporcionar, contencion
y forma ocular. Ademas, permite el acceso de vasos y nervios en ambas vias aferentes
y eferentes al o0jo y servir de medio de sujecién de los musculos para la motilidad ocular
y hacer eficiente la visién, funcion final del globo ocular (6).

El limbo es una zona de transicion entre la cérnea y la esclera, donde se encuentran las
células madre corneales. En el limbo también se unen la conjuntiva y el cuerpo ciliar.
Esta union ayuda al mantenimiento de la forma del globo ocular. Al unirse la cérnea con
la conjuntiva se impide el paso de microorganismos nocivos para el ojo debido a la
impermeabilizacion que se logra gracias a estas estructuras. Por otra parte, al unirse la
cornea con la esclera, hay fibras que se organizan en forma arqueada y circular para
mantener las estructuras fijadas en su lugar correspondiente. Ademas, sirve de

adhesion de los componentes uveales anteriores (iris y cuerpo ciliar) (18).
2.4. Anatomia ocular comparada entre humanos y conejos

Los conejos son animales ampliamente utilizados en las investigaciones de oftalmologia
con fechas que datan desde el siglo XVII (19). Con fines para investigaciones clinicas
son criado bajo condiciones especiales, dependiendo de su objetivo. La seleccion del
conejo para estudios cientificos esta dada por su similitud anatomica y fisiolégica con
los ojos humanos, ademas de que son animales de facil manejo y cuidado. Las razas
mas utilizadas son los conejos albinos Nueva Zelanda y los conejos Dutch Belt, siendo
los primero los mas estudiados. No se han encontrado diferencias significativas en los
estudios de ojos entre conejos New Zealand proveniente de conejos hembras y
machos. No obstante, la edad de los conejos ha representado un factor importante en la
respuesta inflamatoria postquirargica. Al igual que en los nifios humanos, los conejos

mas joévenes suelen desarrollar en el postquirtdrgico mas signos de inflamacion (20).
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Figura 9. Vista macroscopica del globo ocular normal de conejo. a. Camara anterior. b.

Cuerpo ciliar. Fuente: Conejo de experimentacion de la tesis doctoral.

Figura 10. Conjuntiva de conejo. a. Microscopia a 4x. b. Microscopia a 20x. c.
Microscopia a 40x. d. Microscopia a 40x. Fuente: Conejo de experimentacion de la tesis
doctoral.
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Figura 11. Cérnea de conejo. Microscopia a 10x. Fuente: Conejo de experimentacién

de la tesis doctoral.

Figura 12.Esclera de conejo. a. Microscopia a 4x. b. Microscopia a 10x. c. Microscopia

a 40x. d. Microscopia a 100x. Fuente: Conejo de experimentacion de la tesis doctoral.

24



Figura 13. Limbo de ojo de conejo. a. Microscopia a 4x, estructuras que conforman el
limbo. b. Microscopia a 10x. c. Microscopia con PAS a 100x. d. Microscopia a 10x.

Fuente: Biblioteca Fotografica Servicios de Oftalmologia Dr. Gerson Vizcaino Lopez

En algunas caracteristicas, el ojo de humano es similar al del conejo por ejemplo en su
disefio general, pero en algunos aspectos es diferente. A continuacién, se mostrara las
similitudes y diferencias de las caracteristicas generales entre los 0jos humanos y
conejo con enfoque dirigido a las particularidades de la tanica ocular externa y los

componentes involucrado en su funcionamiento y composicion (6).

En cuanto a la ubicacion orbitaria el ojo humano se localiza en la 6rbita con una
separacion entre la linea media y la pared laterales que forman un angulo de 30 grados,
ubicando ambos ojos en la region centro-facial, mientras que las érbitas de los conejos
estan colocadas a 85 grados permitiendo una mayor amplitud del campo visual. Los
globos oculares estan ubicados dentro de la 6rbita humana haciendo que los parpados
cierren la cavidad, mientras que en esta especie animal son prominente logrando una
rotacion que abarque una superficie territorial de evaluacién mas compleja (ojo usado

en anatomia del globo ocular y esclera) (6).
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Caracteristicas anatéomicas Humano Conejo

Orbita
Numero de Paredes 4 5
Presencia de cartilago No Si
Eje de vision lateral 850 1200
Globo ocular
Medida anteroposterior (mm) 24,0-26,0 17,0- 18,5
Medida del ecuador (mm) 235 14,5-16,5
Cérnea
Eje vertical (mm) 11 11,5-14,0
Eje horizontal (mm) 11,7 12,5-14,0
Grosor 0,5-0,6 0,3-0,5
Esclera
Grosor
Préximo al limbo (mm) 0,8 04
En el ecuador (mm) 0,4-0,6 0,2
Posteriormente (mm) 1,0 0,3
Insercion a los musculos extraoculares (mm) 0,3 0,2

Tabla 1. Anatomia comparada del globo ocular del conejo con atencion a tunica externa

fibrosa.

En cuanto a la forma del globo ocular en humano es mayor en su eje antero posterior y
el conejo particularmente esférico con eje antero posteriores parecidos a los didmetros
verticales y horizontales con un promedio de 17.5 mm. Mientras que el ojo humano

tiene un eje de 23.5 mm el conejo en promedio tiene y ecuador 20 mm o menos (21).

En cuanto a la envoltura del globo ocular, ambas especies son similares ya que
presentan tres tdnicas, fibrosa externa constituida por la corneo-escleral, la Uvea y la
retina, el contenido es muy similar en componentes aun cuando difieren en tamafio y
algunas variantes de su organizacién. La especie evaluada se caracteriza por no
mostrar pigmento haciendo transparente la mayor parte de sus estructuras mientras que
el humano la Uvea es muy pigmentada e impregna de pigmento las estructuras
adyacentes (21, 22).

El cristalino animal y humano tiene el mismo didmetro de 10 mm en promedio mientras
que el grosor del humano es de 4 mm y en el conejo es de 7 mm. No obstante, el
cristalino en el humano ocupa una posicion mas anterior, mientras en el conejo es mas
central y grueso. Entonces, el cristalino del conejo ocupa mas espacio del contenido
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total del globo ocular. Por otra parte, la cAmara anterior es mas estrecha y desplazada
anteriormente por el cristalino, siendo en el humano mas profunda por protrusion
anterior de la cornea que le confiere mayor capacidad didptrica central. La cavidad
vitrea en ambas especies el vitreo es transparente y gelatinoso y ocupa todo el espacio
retrolental (21, 22).

Las caracteristicas vasculares son similares pues la vascularizacion intraocular en el
humano va a tener varios vasos aferentes como son arteria central de la retina, las
arterias ciliares cortas, arterias largas y las arterias musculares perforantes y el conejo
su vascularizacion se origina y distribuye en las estructuras oculares de la misma forma
(23).

El globo ocular es movido por los musculos extraoculares, que se insertan en sus capas
externas. en el humano se insertan los cuatro rectos por delante del ecuador y los
oblicuos por detras, mientras que en el conejo estan colocados delante del ecuador y al

tener un diametro antero posterior inferior, tiene un mayor campo de rotacion (24).

La cOrnea en ambos especimenes es arqueada en su forma, mientras que el radio de
curvatura de la cérnea de conejo es mayor que la del humano. La disposicion de sus
capas en la cornea de conejo la membrana basal del epitelio es delgada similar a
cualquier membrana basal, no asi con la cornea humana llegando a formar una

membrana densa que recibe elnombre de membrana de Bowman (21).

La esclerotica debe proporcionar suficiente elasticidad para resistir cualquier fluctuacion.
En la presion intraocular. Estos requisitos se cumplen mediante una matriz de tejido
conectivo de muchas laminillas superpuestas de ramificacion, cada una de las cuales
consta de fibrillas de colageno de diametro variable, establecido en alineacién paralela y
en el humano las disposicion de las fibras varian las anteriores a los musculos se
disponen paralelas y circunferenciales y las posteriores en Ovalos abiertos en forma de
balén de futbol (6, 25).

El conejo y la esclerdtica humana se componen de una serie de superposiciones,
ramificaciones y entrelazando las laminillas, cada una formada por muchas fibrillas de

colageno en alineacion paralela en algunas areas. Poseen fibras de elastina muy
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delgadas y escasas con algunos fibrocitos dispersos también se encuentran dentro de
la esclerdtica. El estroma se atraviesa en algunas regiones por vasos sanguineos y
estructuras neurales ampliamente espaciados entre los elementos. Se observd una
considerable variacion en el diametro de las fibrillas de coladgeno escleral, tanto
regionalmente en cualquier nivel y también entre diferentes niveles dentro del tejido. En
el conejo, las fibrillas en el estroma externo oscilaron entre 75 nm y 220 nm, mientras
gue el estroma interno las fibrillas generalmente contenidas de menor diametro, 81 nm
en promedio, con un tamafio mas estrecho distancia. En la escler6tica humana, las
fibrillas exhibieron un tamafio general mas pequefio y oscilaron desde 58 nm a 160 nm
en el exterior, y de 50 nm a 76 nm en las laminas internas (25). En el estroma escleral
humano, las fibrillas de colageno individuales son en promedio mas finas y mas
densamente empaquetado que en las regiones correspondientes de la esclerotica en el

conejo (23).

El ojo de conejo es la mejor opcion para la investigacion oftalmologica humana; el
animal es décil, facil de tratar, disponible y en numerosos tamafos. Todas estas
razones que ofrecen tranquilidad. El ojo de conejo ha demostrado ser beneficioso para
la evaluacion de cada una de las nuevas tecnologias, asi como la cirugia oftalmologica.
El conejo blanco de Nueva Zelanda (NZW) Se utiliza regularmente en evaluacion de

cirugia oftalmologica. (26)

3. Patologias de la esclerdtica susceptibles de tratamiento

sustitutivo

El ojo posee mecanismo de defensa contra las agresiones externas que se pudieran
presentar. Este puede soportar la inflamacién hasta cierto grado. Las inflamaciones
producidas por mecanismos inmunitarios pueden causar dafios en el globo ocular. Se
considera como mecanismo evolucionario logrado mediante la seleccion natural la
inflamacion limitada que se expresa en el 0jo. La respuesta inmunitaria que producida

en el ojo es similar a las de otras mucosas del organismo (27).

La conjuntiva tiene una funciéon fundamental en la inmunidad, ya que sirve como
barrera. Este posee vasos sanguineos y canales linfaticos que llevan a las células del

sistema inmune. Se pueden encontrar células principalmente dendriticas (Langerhans y
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no Langerhans), células T, células B, linfocitos, mastocitos y neutrofilos. Los linfocitos T
son los principales actores en casos de reacciones de hipersensibilidad o citotoxicidad.
Puede encontrarse células plasméticas en las glandulas lagrimales (27). Las células
plasméticas utilizan como inmunoglobulina principal la IgA, la cual es un componente
excretado en la ldmina de lagrima, ejerciendo la funcion de cubrir los receptores
superficiales que pudieran ser puerta de entrada para virus y bacterias. Cuando se
presenta un antigeno desconocido se activan la respuesta innata y la adaptativa. Las
células T helper IgA estimulan los linfocitos B IgA para producir células plasmaticas
secretoras de IgA, constituyendo el sistema de tejido linfoide asociado a conjuntivas y

glandulas lagrimales (27).

Los mastocitos se encuentran predominantemente alrededor del limbo y la conjuntiva
bulbar, estos liberan sustancias vasoactivas en respuestas a alérgenos y lesiones. Las
lagrimas también poseen lisozimas para destruir la pared celular de ciertas bacterias. La
inmunoglobulina G de las lagrimas puede neutralizar virus y bacterias y formar

complejos inmunes, mientras que la lactoferrina es bactericida y bacteriostatica (27).

Las enfermedades autoinmunes que pueden afectar a la conjuntiva son el penfigoide
cicatricial, el pénfigo vulgar mediante reacciones de hipersensibilidad tipo 1 en
enfermedades 6rgano especificas; el eritema multiforme y colagenopatias mediante
reacciones de hipersensibilidad tipo 3 y 4 en enfermedades 6rgano inespecificas. Estas
enfermedades hacen que la capa fibrosa externa se afecte logrando trascender la

conjuntiva (27).

La cornea central y periférica se diferencian en sus reacciones inmunologicas debido a
gue la cornea periférica estd mas cerca de los vasos sanguineos, por lo que algunas
inmunoglobulinas y células se encuentran a mayores concentraciones en la periferia. Lo
cual convierte a la cornea periférica en un area mas vulnerable frente a la inflamaciéon y
enfermedades. Por otro lado, la esclera obtiene sus nutrientes principalmente de la
coroides. En esta area se utilizan como mecanismos de defensa inmunitarios las
diferentes vias del complemento y se pueden encontrar linfocitos, macréfagos, células

de Langerhans y neutrdéfilos que se activan si sucede alguna injuria al tejido (27).
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El edema y las cicatrices alteran la transparencia de la cérnea debido a que las
reacciones inflamatorias producidas pueden alterar la disposicion de sus fibras al tratar
de regenerar el tejido dafiado. Bacterias, virus, hongos y protozoos pueden producir
queratitis, Ulceras (Herpes, Acanthamoeba); o ampollas (queratopatia ampollosa)
consecuencia del edema. En la cornea se producen los anillos de Kayser-Fleischer por
deposito de cobre en la membrana de Descemet (28).

Por otro lado, estan las llamadas degeneraciones no hereditarias entre las que se
puede mencionar la queratopatia en banda calcificada en la cual se acumula calcio en
la membrana de Bowman. La queratopatia en banda actinica por la alta exposicién a
rayos ultravioleta se produce elastosis en las capas exteriores. La pinguécula que suele
producirse consecuente con la exposicion solar por dafio del colageno. Mientras que las
distrofias son hereditarias y entre estas se destacan, la distrofia de Reis-Buckler, afecta
la capa de Bowman; la distrofia polimorfa posterior, afecta el endotelio. La distrofia
endotelial de Fuchs, en la cual ocurre una pérdida de las células endoteliales
provocando edema y ampollas corneales, logrando un aspecto de vidrio esmerilado y
las distrofias estromales que ocasionan depdésitos que dafian la transparencia de la

vision (28).

La esclera es blanco de infecciones bacterianas (celulitis, escleritis), hongos
(mucormicosis) o enfermedades autoinmunes o del tejido conectivo, destacando las
vasculitis que suelen producir las enfermedades esclerales mas graves. La inflamacion
cronica de la érbita conlleva a su fibrosis, infiltracion por linfocitos, células plasmaticas y
eosindfilos. La cicatrizacion de la esclerética suele ser mala por su composicion y puede
sufrir adelgazamiento luego de periodos de inflamacion o presion intraocular elevada
(28, 29).

En la epiescleritis se inflama de manera subita una regién escleral, no se produce dolor,
molestias, tumefaccion, suele presentarse con hiperemia localizada y es un proceso
autolimitado por lo general. Pero, no suele ser raro que en estos individuos se desarrolle
con el tiempo algun trastorno autoinmune con afectacibn mas profunda y extensa del
ojo (30). Por ejemplo, la artritis reumatoide con depdsito de inmunocomplejos y la

granulomatosis de Wegener pueden llegar a producir necrosis (28, 29).
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3.1. Afecciones traumaticas

Hay diversos tipos de heridas trauméaticas que puede sufrir el globo ocular dependiendo
del tipo de golpe o injuria que se haya presentado. Es muy importante un adecuado
diagnéstico y tratamiento para poder preservar el érgano visual. Existe la clasificacion
de traumas oculares de Birmingham para estandarizar las lesiones y permitir un rapido

diagnéstico, sin diagnosticar las lesiones especificas (Figura 14) (30).

TRAUMA
OCULAR
1
| 1
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1 1
| 1 1 1 | 1 | |
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b Mixto .
luminosa luminosa

Figura 14. Clasificacion de Birmingham del trauma ocular. Fuente: Kuhn F, Morris R,
Withersponn D, Heinmann K, Jeffers JB, Treister G. A standardized classification of
ocular trauma. Ophthalmol. 1996;103(2):240-3. (30)

Estan los traumas contusos, originados por lo general por un objeto romo que causa un
golpe contusional que puede afectar el ojo en diferentes grados. Este trauma ejerce una
compresion del globo que al volver a su forma inicial complicara en mayor grado el
trauma, es frecuente que suceda en accidentes de transito, domésticos o agresiones
fisicas. Se dividen en contusiones cerradas o abiertas dependiendo de su hay rotura de
las membranas o no, entre estas Ultimas suceden con mas frecuencia: los desgarros de

la conjuntiva, las Ulceras corneales, la iridociclitis, hematocérnea, el hifema, el glaucoma
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postraumatico, las luxaciones del cristalino, las cataratas traumaticas, hemorragia vitrea

y la conmocion o desprendimiento retinal (31, 32).

Los traumas penetrantes pueden dafiar de manera importante la anatomia del globo
ocular. Son causantes de laceraciones tisulares o heridas penetrantes. Debido a estos
la cérnea puede ser victima de laceraciones simples, mayores o estrelladas, heridas
con prolapso de iris, dafio del cristalino o pérdida del vitreo. Por otro lado, pudieran
estar presentes aunque en menor frecuencia lesiones esclerocorneales con prolapso

uveal o no, pudiendo ser irreparables en ciertos casos (Figura 15) (31).

En el segmento anterior del ojo se pueden presentar como complicaciones: la
iridodidlisis; el hipema; la hipotalamia; el cristalino puede sufrir cataratas, luxaciones,
roturas y reabsorciones; el desprendimiento del cuerpo ciliar; y crecimiento epitelial que
puede llegar a formar quistes o tumoraciones. En el segmento posterior son frecuentes
las hemorragias o tractos hemorragicos del vitreo, incarceracion del vitreo en el area de
entrada de la herida, desprendimiento de retina, de la coroides o pliegues esclerales por

el colapso que sufren las paredes al ser descomprimidas repentinamente (33).

Figura 15. Trauma ocular. a. Trauma penetrante inferonasalesclerocorneal con Uvea
abocada al defecto. b. Trauma ocular abierto corneoescleral. 3 mm por dentro de la
cérnea hasta 2.5 mm por fuera, hipema y edema corneal. c. Herida penetrante que
incluye desde el eje visual hasta 4 mm por fuera de ella, en sentido horizontal. d.
Herida escleral arqueada a 2.5mm del limbo, hemorragia subconjuntival. (Zona 2 del
trauma). Fuente: Biblioteca Fotografica Servicios de Oftalmologia Dr. Gerson Vizcaino

Lépez.
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En el examen clinico resulta importante tomar en cuenta ciertos signos en la evaluacion
del trauma ocular con involucro escleral. Estos signos pueden ser de perforacion
escleral y signos de hipotonia ocular. Los signos de perforacién escleral se dividen en
directos, conformados por la pérdida de la continuidad de la pared ocular, e indirectos,
dentro de los que se encuentran la incarceracion vitrea o retiniana, el desprendimiento
de retina perilesional, el hematoma coroideo, la hemorragia extraocular y la presencia

vitrea extraocular (Figura 16) (33).

Por otra parte, los signos de hipotonia ocular son la protrusion del nervio éptico, el
engrosamiento de la coroides, la presencia de pliegue escleral y el desprendimiento
ciliar o coroideo. Estos hallazgos se pueden evidenciar en el estudio por imagenes del

globo ocular, auxiliandose de la ecografia ocular (33).
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Figura 16. Evaluacion por ecografia modo B de la perforacion escleral. a. Incarceracion
vitrea. b. Incarceracion vitrea. c. Incarceracion vitrea. d. Ruptura escleral posterior con
fluido periocular. Fuente: Imagen cedida por la Dra. Suheidy Gutiérrez, ecografista

ocular, Centro Cardio-Neuro Oftalmolégico y Trasplante.
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Las quemaduras quimicas pueden darse consecuencia del contacto con sustancias
acidas o alcalinas, estas ultimas tienen un peor prondstico debido a la licuefaccion del
las capas oculares y rapida penetracion, mientras que los acidos producen coagulacion
de las proteinas del ojo. Estos sucesos pueden conllevar a queratitis, glaucoma,

cataratas, uveitis, perforaciones, entre otros (31).

Los cuerpos extrafios pueden ser organicos o inorganicos, imantables o no imantables,
y dependiendo del dafio que ocasionen externos si se encuentran en el parpado,
conjuntiva, cornea o esclera; internos, si afectan el globo ocular en sus segmentos
anterior o posterior o intraorbitarios. Se debe realizar la extraccion debida del cuerpo
extrafio. Cabe destacar, las fracturas orbitarias, siendo las mas frecuentes las del piso
orbitario. Este tipo de lesiones se pueden complicar con trombosis, fistulas o celulitis
orbitaria (31, 32).

Las cicatrices del estroma corneal suelen producir fibrosis. Los neutrofilos llegan desde
la pelicula de lagrimas, los bordes lesionados se inflaman, los glucosaminoglucanos se
desintegran en la lesion y se produce migracion de fibroblastos para producir el
colageno necesario. La esclera debido a su alta complejidad estructural, molecular y su
limitada capacidad de regeneracion, no suele repararse por si sola; en casos de injurias
suele producirse tejido granular que proviene de la coroides y la epiesclera, la

reparacion espontanea es practicamente imposible (10, 34, 35).
3.2. Afecciones neoplasicas

Un dafio genético que conlleva a un desequilibrio de proto oncogenes y genes
supresores de tumores, reguladores de la reproduccion celular, suele ser aceptado
como causa de mayor relevancia para la produccion de una neoplasia. El ojo puede ser
blanco de tumores benignos o, malignos como el melanoma de la conjuntiva (Figura
17). En los adultos el tumor maligno ocular mas prevalente es el melanoma uveal y en
nifios el retinoblastoma, tomando en cuenta que en los adultos son mas frecuentes los
tumores metastasicos oculares, en este Ultimo grupo ganan en frecuencia el carcinoma

pulmonar en hombres, el cancer de mama en mujeres y los carcinomas digestivos (41).

34



Figura 17. Melanoma conjuntival. a. Biomicroscopia de melanoma conjuntival (Imagen
cedida por el Laboratorio de Patologia Ocular, APEC, México). b. Vista microscopia 4x
c. Vista microscopia 100x. Fuente: Biblioteca Fotografica Servicios de Oftalmologia Dr.

Gerson Vizcaino Lopez.

Es importante resaltar que, por area, en los parpados es mas frecuente el carcinoma
basocelular; en la conjuntiva, el carcinoma epidermoide(Figura 18); en la glandula
lacrimal, el carcinoma pleomorfico o los de origen linfoide; para el nervio 6ptico y la
orbita son mas frecuentes los gliomas; en las meninges que recubren el nervio éptico, el
meningioma meningiotelial; en la infancia, el rabdomiosarcoma; y en los adultos, el

histiocitoma fibroso maligno (36).

Figura 18. Carcinoma epidermoide de la conjuntiva. a. Biomicroscopia. b. Vista
microscopia 10x c. Vista microscopia 4x. d. Vista microscopia 10x. Fuente: Biblioteca

Fotogréfica Servicios de Oftalmologia Dr. Gerson Vizcaino Lépez.
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Los tumores conjuntivales como el melanoma conjuntival y el carcinoma epidermoide
(Figura 17 y 18) requieren escision quirdrgica, pudiendo extraerse parte de la esclera
con fines de obtener una pieza quirargica con margenes libre de tumor.
Consecuentemente, el adelgazamiento del &area resecada puede ser un foco de

debilitamiento estructural del globo ocular (37).

El melanoma maligno coroideo es el tumor maligno intraocular mas prevalente y es raro
gue se presente en la poblacién general, pero son mas frecuentes en individuos de raza
blanca. Surgen de melanocitos pluripotentes del tubo neural y se identifican mas
frecuentemente en individuos de 60 a 70 afos. Se clasifican en 5 grupos: tipo A de
células fusiformes, tipo B de células fusiformes, fasciculares, de células epitelioides y
mixtos (37).

El histiocitoma fibroso maligno es el tumor sarcomatoso mas frecuente entre los 50 a 70
afios de edad. Suele crecer como una tumoracidén solitaria, multilobulada, puede
presentar necrosis, sangrado, metastasis y recidivas locales. Es frecuente que induzca
fiebre y leucocitosis en los pacientes. Se suele dividir en tipos: pleomoérfico verticilado,
mixoide, de células gigantes, inflamatorio y angiomatoide. Es frecuente que surja post
terapia de radiacion de carcinomas mamarios, retinoblastomas, enfermedad de Hodgkin

0 mieloma multiple (38).

36



Figura 19. Carcinoma epidermoide de la conjuntiva con invasion escleral. a.
Biomicroscopia. b. Vista microscopia 10x c. Vista microscopia 40x. d. Vista microscopia
100x. Fuente: Biblioteca Fotogréafica Servicios de Oftalmologia Dr. Gerson Vizcaino

Lopez.
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Figura 20. Carcinoma epidermoide de la conjuntiva. Ecografia ocular modo B con
evidencia de invasion escleral del tumor. Fuente: Imagen cedida por la Dra. Suheidy

Gutiérrez, ecografista ocular, Centro Cardio-Neuro Oftalmol6gico y Trasplante.
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3.3. Afecciones inmunoldgicas

Las enfermedades sistémicas se asocian con escleritis en un 40 % a 50 % y en la
mayoria de los casos son enfermedades autoinmunes (39). En los pacientes con
epiescleritis un 3 % a 6 % tiene alguna enfermedad autoinmune del tejido conectivo,
mientras que en aquellos con escleritis es mucho més frecuente, 10 % a 33 % de las
personas con artritis reumatoide (AR). En las personas con artritis reumatoide se
presentan nodulos epiesclerales solitarios y por lo general recurrentes en la misma

ubicacion (29).

Las escleritis pueden ser anteriores o posteriores de acuerdo a su localizacion (Figura
18). La escleritis puede ser la primera manifestacion de la artritis reumatoide o una
vasculitis y se puede presentar como enfermedad difusa, nodular o necrotizante, esta
tltima consecuencia de la vasculitis producida, aunque también puede evolucionar
entre estos estadios. La escleromalacia perforans es una condicion en la cual hay pocos
signos inflamatorios, ausencia de dolor y necrosis de la esclera, suele presentarse con
mas frecuencia en los pacientes con artritis reumatoide de sexo femenino, entre los 35 a

75 afios. El globo se vuelve mas fragil y propenso a las lesiones fisicas (29).
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Figura 21.Escleritis. a.Ecografia ocular modo B de paciente con Escleritis Nodular
anterior. b. Ecografia ocular modo B de paciente con Escleritis posterior: Signo de la T.
Fuente: Imagen cedida por la Dra. Suheidy Gutiérrez, ecografista ocular, Centro Cardio-

Neuro Oftalmoldgico y Trasplante.
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Por otro lado, la cérnea puede sufrir ulceraciones y necrosis central o periférica por los
procesos vasculares envueltos (Figura 22.a). La presentacion inicial periférica es rara,
inicia con la aparicion de &reas hinchadas y grises de pocos milimetros alrededor del
limbo pudiendo llegar a causar una perforacion. Mientras que la patologia de inicio
central o queratolisis es la afeccion corneal mas severa que se puede presentar en la
artritis reumatoide, es esencial cubrir el &rea afectada. La reparacion se puede realizar

con tejido conjuntivo, membranas amnidticas o escleras cadavéricas(29).

Por ultimo, la escleritis posterior suele ser afectada por continuidad en los casos de
artritis reumatoide, es infradiagnosticado y debe ser sospechado en los casos que se
presente desprendimiento anular coroidal, pliegues coroidales, desprendimiento
exudativo de retina y en casos con inflamacién macular y de disco 6ptico (29). El
tratamiento consiste utilizar supresores del sistema inmune, biolégicos o no,
antiinflamatorios no esteroideos, antihistaminicos y esteroides para evitar la reaccién
inflamatoria y su consecuente lesién ocular lo mas antes posible (40).

Figura 22. Afecciéon escleral autoinmune. a. Perforacién corneal autoinmune con datos
inflamatorios esclerales intensos. b. Escleritis necrotizante inactiva zonal. c. Escleritis
necrotizante activa. d. Escleritis necrotizante inactiva. Fuente: Biblioteca Fotogréafica
Servicios de Oftalmologia Dr. Gerson Vizcaino Lépez.
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El diagnostico de la inflamacion escleral es meramente clinico. En casos de uveitis
cronica o0 necrotizante la esclera puede atrofiarse y consecuentemente puede
producirse una protrusion de tejido uveal simulando una neoplasia. Por otro lado, la
escleritis posterior suele presentarse con mucho dolor, pérdida de la vision e
inflamacion periocular. Los especialistas suelen auxiliarse de la ecografia para
esclarecer el diagndstico y descartar complicaciones (33).

La escleritis nodular o epiescleritis circunscrita consiste en inflamacion focal, primaria,
necrotizante y granulomatosa. Son mas frecuentes los nédulos Unicos a los multiples
gue tienden a resolverse espontdneamente. En estos casos es frecuente que los
pacientes tengan artritis reumatoide activa y los nédulos son histolégicamente parecidos
a los nodulos reumatoideos. La escleritis necrotizante es una patologia que causa
adelgazamiento escleral hasta poder observar la Uvea y se complican con
perforaciones, estafloma y herniacion del tejido uveal. Suele asociarse con la

granulomatosis de Wegener y presenta riesgo de recurrencias (38).

En los casos severos de escleritis necrotizante se produce destruccion de la esclera y
cérnea contigua (Figura 22.b-d). Esto sucede debido a la activacion de las
metaloproteinasas, enzimas con funciones proteoliticas que son reguladas por las
citoquinas de los fibroblastos en la esclera, macréfagos y células T. por otro lado
también actia el factor de necrosis tumoral alfa, un inductor de las metaloproteinasas
producido por las células plasmaticas. Se considera de manera general que esta

enfermedad es causada por un desbalance entre estos factores (40).

3.4. Afecciones infecciosas

La esclera puede ser afectada por bacterias, virus, hongos y parasitos produciendo
Ulceras, pudiendo llegar inclusive a la ceguera total o pérdida del ojo, entre las mas
frecuentes estan: la queratitis por Acanthamoeba, la queratitis micética o por herpes
simplex. El tratamiento consiste en evitar la cicatrizacidbn para que no suceda la
opacificacion de la cornea y el tratamiento erradicador del agente causal (28). El
tratamiento suele retrasarse dias o meses al igual que el diagndstico y por lo general
esta precedido por una contaminacién traumatica o quirdrgica el ojo. Se encuentran en
mayor riesgo aquellas personas con inmunodeficiencias (41).
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El herpes zoster es una de las causas mas frecuentes de escleritis y queratitis (Figura
23). Otras causas menos frecuentes son el Treponema pallidum y las Pseudomonas. La
infeccidn herpética debe ser sospechado en los casos de inicio agudo de los sintomas,
dolor severo, afectacion de un solo ojo y cuando se evidencia uveitis o queratitis (36).
Otras causas raras de infeccién ocular son la tuberculosis pudiendo causar escleritis,
coroiditis, vasculitis, es frecuente en pacientes que han estado en paises en vias de
desarrollo y pacientes con VIH o enfermedades sistémicas como la anemia falciforme,
sindrome de Behcet, entre otras. Puede causar coroiditis multifocal, granulomas y

abscesos en el globo ocular (33, 42).

Figura 23.Escleritis secundaria a infeccion por herpes zoster. a. Cuadro inflamatorio de
15 de evolucién con presencia de escleritis y queratitis. b. Absceso corneal asociado a
escleritis con hipopion refractario a tratamiento. Fuente: Biblioteca Fotografica Servicios

de Oftalmologia Dr. Gerson Vizcaino Lépez.

Las escleritis de causas infecciosas pueden presentarse con ciertos patrones de
comportamiento. Los sintomas mas comunes son el enrojecimiento, dolor y epifora;
mientras que la escleritis necrotizante es la mas comun de sus presentaciones. La
mayoria de las veces la causa es una contaminacion por bacterias, destacando que en
los paises desarrollado las escleritis de causas fungicas son algo mas frecuentes, pero
no mas que las bacterianas. Las bacterias causan dafio al ojo debido a que activan la
via del complemento. El agente etiologico de las escleritis bacterianas es la

Pseudomona aeruginosa (43).
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Las escleritis infecciosas por Staphylococcus aureus suelen cursar con hipopion,
polimiositis, adelgazamiento escleral focalizado y por lo general tienen un absceso en
los miembros inferiores, debe pensarse en resistencia a la meticilina en casos que
tengan una mala respuesta al tratamiento convencional. En nifios y adultos con
infecciones cardiovasculares, gastrointestinales, genitourinarias o articulares es mas
comln encontrar Streptococcus pneumoniae como causa de escleritis. Esta Ultima
también suele ser frecuente en pacientes sometidos a cirugias de pterigion con

exposicion a radiaciéon beta o mitomicina C (43).

La infeccién por tuberculosis puede causar microangiopatia, escleritis inflamatoria,
inflamaciéon granulomatosa no caseosa; suele presentarse en pacientes con alguna
situacion de inmunosupresion. La lepra lepromatosa suele causar dafio unilateral,
uveitis anterior granulomatosa y queratitis intersticial. La toxoplasmosis, enfermedad
causada por el parasito Toxoplasma gondii, debe ser sospechada en caso de pacientes
con escleritis en conjunto con retinocoroiditis, tomando en cuenta que es mas

prevalente en pacientes inmunosuprimidos (43).

Por otro lado, destacando las infecciones virales, han sido relacionados con dafio
corneal y escleritis el herpes simple y la varicela. Los pacientes con escleritis causado
por herpes se caracterizan por ser mujeres adultas con dolor moderado a severo, la
afectacion suele ser difusa con desvascularizacion alrededor del limbo, adelgazamiento
de la cérnea periférica. Algunos casos pueden llegar a presentar uveitis y estos
pacientes tienen un riesgo elevado de presentar pérdida de la visiobn que casos

idiopaticos de escleritis (43).

Con respecto a las escleritis por hongos, estas se caracterizan porque tienen peor
prondstico en comparacion con las bacterianas y virales, los patdgenos mas prevalentes
son Nocardia y Aspergillus. Esta patologia predomina en pacientes que viven en
ambientes calientes, himedos y que han sido sometidos a cirugia o trauma ocular. Se
caracterizan por inflamacién de la cornea en todo su grosor en conjunto que inflamacién
escleral en el area adyacente. Algunos casos muestran progreso de la afeccion a
cataratas, desprendimientos de retina, endoftalmitis y evisceracion, todo esto a pesar
del tratamiento. Las infecciones por Nocardia son mas prevalentes en pacientes

agricultores (43).
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4. Ingenieria tisular

La ingenieria tisular es la rama de la medicina encargado de la regeneracion de tejidos
y 6rganos. Se basa en utilizar manipular el microambiente celular para producir una
proliferacién de un tejido, proceso muy complicado porque se deben manejar un sin
namero de sefiales celulares endocrinas, paracrinas, autocrinas, de la matriz
extracelular, estimulaciones fisicas, entre otros. Para la produccion de un tejido se
utilizan fuentes alogénicas, aloplasticas o xenogénicas. Aunque algunos tipos tienen un
uso limitado por la probabilidad de rechazo de parte del receptor. La ingenieria de
tejidos es uno de los pilares de la medicina regenerativa y busca reducir la morbilidad y
complicaciones en los pacientes. Consecuencia de las limitaciones de los trasplantes de
tejidos y la escasez de donantes han aumentado las investigaciones en esta area,

logrando cada vez tejidos mas semejantes a los fisiologicos (44).

Para el sistema de sefializacion se deben implementar citoquinas, hormonas y factores
de transcripcion para incentivar la diferenciacion de las células y su crecimiento. Estos
pueden incluirse en el constructo tisular a implementar o afiadirse a la matriz de este.
Ciertas propiedades determinantes del constructo que deben tomarse en cuenta son la
capacidad de carga, patréon de distribucién de sustancias bioactivas, afinidad de union,
cinética de liberacion, estabilidad y actividad biologica de las biomoléculas. Ademas, los
constructos deben cumplir varios requisitos como biocompatibilidad, soportar la
adhesion y proliferacion de las células, poder incorporar factores inductivos, promover el
crecimiento vascular, proporcionar integridad mecanica, permitir la degradacion no
toxica de los componentes de desecho y poder ser manejados mediante técnicas de
impresion 3D para crear tejido del tamafio necesario para suplir las necesidades

prevalentes (44, 45).
4.1. Historia de laingenieria tisular

La ingenieria tisular busca generar sustitutos bioartificiales con el fin Ultimo de que
puedan ser utilizados para el tratamiento de diversas patologias. A pesar de que se
considera una disciplina emergente, los primeros informes de su aplicacién remontan

del afio 3000 a.C. ubicados en los escritos de Sanscrit de la India, tratando los injertos
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de piel. Posterior a esto, en 1794 se reportan el uso de injertos de piel autlogo en
Europa, siendo en 1881 donde se incluyen los injertos cadaveéricos de piel (46).

En el Siglo XX, con la introduccion del microscopio y el estudio celular con mayor
detalle, para 1949 se estudid la criopreservacion de las células con temperaturas
inferiores al 0°. En la década de 1970, un ortopeda pediatrico realizé experimentos no
exitosos para generar nuevo cartilago a partir de condrocitos implantados en ratones
(47). No obstante, no fue hasta 1987 donde el término "Ingenieria Tisular" fue por
primera vez acufiado (46). En 1991, un nifio con sindrome de Poland en el Hospital de
Boston fue el primero en recibir un tejido sintético cultivado con implante de condrocitos
autologos para reemplazar su ausencia de esternon (47).

En 1994 se formo la Sociedad de Ingenieria Tisular (TES) fundada por los doctores
Charles A. y Joseph P. Vacanti en Boston. A esta sociedad se unieron las directivas de
Asia y Europa, conformando la Sociedad Internacional de Ingenieria Tisular y Medicina
Regenerativa (TERMIS) en 2005 (47). En 2006, se fabrico la primera vejiga bioartifical
cultivada in vitro, que posteriormente fue implantada in vivo de manera exitosa (46).
Paralelamente se han aplicado técnicas de ingenieria tisular para la creacion de tejidos

y organos en las distintas areas de la medicina.

4.2. Técnicas de ingenieria tisular

Un constructo ideal debe ser biocompatible y biodegradable, permitiendo a las células
adherirse y proliferar, pero con una respuesta inflamatoria minima. Este constructo debe
permitir a las células reemplazarlo, sirviendo como andamio para su proliferacién. Sus
propiedades mecanicas y estructurales deben ser similares a las del tejido donde sera

implantando (48).

Dentro de los biomateriales se encuentran mas utilizados los hidrogeles, los cuales son
matrices de polimeros hidrofilicos. La cantidad de agua en el gel varia, estimandose
gue pueden absorber hasta miles de veces su peso seco. Estos andamios poseen
poros y su ambiente acuoso protege las células a su alrededor. Los hidrogeles son
ampliamente utilizados en modelos para Ingenieria tisular por ser biocompatible. Su

aplicabilidad va en aumento en la generacién de mdultiples tipos de tejidos. Ademas, se
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ha implementado en la administracion dirigida de drogas y diagnostico por imagen. No
obstante, las facultades mecénicas de los hidrogeles no son las 6ptimas, por lo que se
han disefiado técnicas potenciadoras aplicado agentes fisicos o quimicos (49, 50, 51,
52).

La nanoestructuracion consiste en un método fisico por el cual se incrementa la
resistencia y densidad de las fibras de un determinado biomaterial. Lo anterior es el
resultado de compresién y deshidratacién controlada (53).

En el area de la ingenieria tisular, los constructos més utilizados son los ortofosfatos de
calcio, los cuales se han utilizado para tejidos 6seos; el b-fosfato tricélcico (B-FTC), un
tipo de ceramica biodegradable utilizado para tejidos 6seos, ya que es reabsorbido por
este, es famoso su uso en cirugias maxilofaciales; la hidroxiapatita, usado mas
comunmente para defectos 6seos por su alta adsorcion. Por otro lado, esta el vidrio
bioactivo, son muy reactivos, aumentan la adhesion de las proteinas al material y se ha
utilizado en procedimientos reconstructivos debido a que se une directamente a los
huesos. Los polimeros naturales o sintéticos poseen como ventaja el reconocimiento
biologico del organismo. Algunos ejemplos de los biopolimeros son el colageno, matriz
tridimensional porosa, de tejidos, hidrogel termosensible y las microesferas porosas. Por
otra parte, existen constructos naturales minerales, vegetales o animales como la
fibrina, el colageno, la agarosa, el quitosan, el alginato, el acido hialurénico, la seda, la
gelatina, entre otros. Estos tienen la ventaja de ser biodegradables, bioactivos y faciles
de obtener (44, 45).

Destacando que el fin mas comun en la actualidad de la ingenieria tisular es la
produccion in vitro de tejidos autélogos para utilizarlos con fines terapéuticos y devolver
funcionalidad al o6rgano y el individuo u organismo. En los Ultimos afios, las
investigaciones en esta area han tenido mas auge debido a que la produccion de tejidos
autélogos reduce la transmision de enfermedades e infecciones, presentan ausencia de
rechazo autoinmune y reducen la morbilidad y mortalidad de los donantes de tejidos u

organos (45).

El grupo de ingenieria tisular de la Universidad de Granada logré generar en laboratorio

un modelo de piel humana bioartificial. Esto fue posible tras el aislamiento y cultivo de
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fibroblastos y queratinocitos, los cuales fueron combinados con un material de fibrina y
agarosa para la generacion de un modelo 3D de piel de espesor completo. Este modelo
fue evaluado en ratones atimicos demostrando un alto grado de integracion sin efectos
adversos. A los 20 dias tras el trasplante se observo la diferenciacion en capas de la
piel artificial en estratos basal, espinoso, granuloso y corneo. Sin embargo, no se
formaron papilas, foliculos, ni glandulas. Ademas, se demostr6 que al implantar el
medio de fibrina-agarosa sin células epiteliales humanas en el ratdn, sélo se form6 un
tejido epitelial de 2 a 3 capas pseudodistréfico, similar a la cicatrizacion del animal. Este
estudio demostré que la combinacion de células con el nuevo biomaterial de fibrina-
agarosa permite la generacién de un sustituto de piel humana en laboratorio con un alto

grado de integracion, biocompatibilidad y regeneracion tisular (54).

La produccion de mucosa oral mediante ingenieria tisular es un campo con mucha
atencion debido a que esta mucosa puede usarse dentro de la cavidad bucal y fuera
como en coérneas, conjuntiva, parpados, uretra o vagina. Se han producido utilizando
como constructo el medio de fibrina-agarosa y sumergiendo los fibroblastos y
gueratinocitos de la mucosa oral en este. Logrando células con buena viabilidad y

parecidas a las naturales (55).
4.3. Ingenieriatisular en oftalmologia

Se han producido multiples reemplazos de cérnea de globo ocular y se han creado
numerosas técnicas para su produccion. Existen sustitutos artificiales que semejan a la
cérnea natural, pero no ha sido producido un sustituto natural que sea histolégicamente
igual al original. Los sustitutos corneales suelen implementar un cultivo en 3
dimensiones de 3 tipos diferentes de células corneales y biomateriales. En estas
investigaciones han sido utilizados un sin nimero de sustitutos estromales, por lo
general se prefieren transparentes y con una adecuada consistencia, pero que ademas
permita la adherencia y crecimiento de las células corneales. Para la produccion de
cérnea se han utilizado colageno tipo 1y fibrina como constructos. El colageno tipo 1 ha
sido utilizado para la produccion de tejido humano, mucosa oral, cérnea, entre otro.
Pero, el colageno es caro, tiende a encogerse cuando se le adhieren las células y es
rapidamente degradado. La fibrina de origen humano también ha sido propuesta como

sustituto estromal, destacando que es mas barata, de facil obtencion y no tiende a
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encogerse. La agarosa es otro material que se ha utilizado en hidrogel, pero se ha
destacado porgue en él las células crecen mas lento que en otros medios (56).

Se han realizado cultivos tratando de producir las diferentes capas del ojo en diversos
estudios. Estos tejidos se utilizan para investigaciones en el estudio de medicamentos,
su permeabilidad, estudios de toxicidad medicamentosa, patologias o estudios de
criopreservacion, evitando el uso de animales completos. Se han realizado cultivos de
células corneales utilizando la mezcla de fibrina-agarosa como sustituto estromal y
utilizando células mesenquimales extraidas de la gelatina de Wharton logrando
resultados deseables al analizar la histologia y diferenciacion de los tejidos (56, 57).

El glaucoma consiste en un conjunto de enfermedades que producen muerte de
ganglios retinales causando pérdida de la vision y dafo al nervio Optico. Puede ser
mediado por aumento de la presidn intraocular, trastornos isquémicos, autoinmunes o
herencia. Como terapia de bioingenieria podrian utilizarse los injertos de células madre
para inducir reparacion celular. Otras opciones son activar estas células para que se
diferencien reprimiendo o activando ciertos factores de crecimiento. Por otro lado, se ha
explorado la opcion de reemplazar ciertos tejidos nerviosos con tejido nervioso
periférico para modificar la produccion de sefiales inhibidoras. En investigaciones
experimentales en animales se ha recobrado la funcionalidad del nervio optico
utilizando injertos de tejido nervioso periférico y se estd investigando el uso de
nanofibras autoensamblables para modificar las sefales inhibitorias de los axones de

nervios en regeneracion (58).

Las patologias oculares son muy frecuentes en toda la poblacibn y amenazan de
manera directa la calidad de vida. Estos tejidos tienen una capacidad de regenerarse
muy limitada. Ademas, los trasplantes, aloinjertos, pueden producir rechazo del
organismo y precisan terapia inmunosupresora para evitar su rechazo, sin contar la
probabilidad de transmision de agentes patolégicos muy graves como el VIH o la
hepatitis. Por esta y otras razones la produccion mediante ingenieria tisular de tejido
esclerdtico, autélogo, supondria un gran avance en la medicina por su biocompatibilidad

y integracion (45).
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La retinitis pigmentaria en un grupo de degeneraciones hereditarias de la retina con
disfuncion de los fotorreceptores y atrofia final. La presentacion clinica de esta patologia
consiste en ceguera nocturno que suele surgir alrededor de la primera y segunda
décadas de la vida, disminucion del campo visual que comienza medialmente, fotopsias
y cefaleas frecuentes. Al realizar un fondo de ojo se puede observar un disco Optico
seroso y palido, acumulaciones de pigmento alrededor de los vasos, atrofia coriocapilar
en casos avanzados. Debido a la muerte de las células de la capa pigmentaria, los
pigmentos residuales migran a la superficie (59, 60).

Actualmente, no existe cura definitiva para la retinitis pigmentaria. A pesar de esto, se
ha demostrado que altos consumos de vitamina A y Omega 3 disminuyen la tasa de
disminucién de fotorreceptores, pero no hay evidencia que sugiera que retrase la
pérdida de la vista. Se encuentran en etapa experimentales tratamiento basados en
terapia genética, trasplantes de células madre, trasplante de epitelio pigmentario y
protesis de retina electronicas. También hay tratamientos enfocados en tratar el edema
macular y las cataratas para evitar la pérdida de la vision, basados en la utilizacion de

acetazolamida o triamcinolona intravitrea (59, 60).

Se han aislado células madre del ojo para producir células retinianas, principalmente las
del cuerpo ciliar han dado buenos resultados produciendo fotorreceptores. Los
problemas mas importantes para conseguir un cultivo de células retinianas que pueda
ser utilizado para trasplantar es la necesidad de una gran cantidad de células para
restablecer la vision. Las investigaciones de trasplantes no demuestran que los injertos
celulares puedan madurar hasta convertirse en fotorreceptores. Sin embargo, este es
un campo prometedor de investigacion debido a que los injertos pudieran ser una

posible cura para las degeneraciones retinianas (61).

4.4. Diseio de esclera

Para el tratamiento de las lesiones esclerales que necesitan injertos se han realizado
investigaciones para probar injertos autélogos de la cdpsula de Tenon en conjunto con
colgajos conjuntivales en individuos con escleromalacia post cirugia de pterigion
encontrando buenos resultados. También se ha probado el uso de membrana

amnidtica, pericardio, dermis, duramadre, mucosa oral, fascia lata y esclera como
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injertos para la reparacion escleral. Utilizando como medio de desarrollo la ingenieria
tisular se ha utlizado submucosa intestinal porcina lamelar debido a que es
transparente en pacientes con glaucoma en conjunto con la implantacion de dispositivos
de drenaje, pero después de revisar la bibliografia existente no se encontraron
investigaciones sobre la produccion mediante bioingenieria de tejidos esclerales, razon
por la cual los injertos cadavéricos siguen siendo el gold standard para estos trasplantes
(59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66).
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OBJETIVOS
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Objetivo general: Generar y caracterizar un nuevo modelo biomimético de esclerdtica
bio-artificial basado en la utlizacion de biomateriales de fibrina-agarosa

nanoestructurados para la reparacion quirargica de la pared ocular.

Objetivos especificos:

e Elaborar nuevos sustitutos de esclerdtica bio-artificial con biomateriales de fibrina-

agarosa nanoestructurados y biomateriales sometidos a entrecruzamiento quimico

con genipin y glutaraldehido de acuerdo con estandares de calidad preclinica.

e Generar un modelo animal de lesion y reparacion de la pared de la esclerética para

la evaluacion de sustitutos esclerales.
e Determinar la eficacia y grado de integracion de los sustitutos escleréticos

generados en el modelo animal mediante evaluacién preclinica, técnicas

histoldgicas, histoquimicas y analisis morfométrico.
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MATERIALES Y METODOS
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6.1 Animales de laboratorio

Para esta investigacion se utilizaron 18 conejos raza New Zealand machos, distribuidos
en 6 grupos experimentales de 3 conejos cada uno. Los animales fueron mantenidos
durante el transcurso del estudio en la Unidad Experimental de la Universidad Hospital
Virgen de las Nieves de Granada en Espafia. Los animales se mantuvieron con libre
acceso a agua y comida en un ambiente de temperatura de 21 + 1 °C luminosidad de
12 horas de luz/oscuridad controlada. Este estudio y proyecto de investigacion fue
aprobado por el Comité de Etica Local (ref. PI400/2016) y los procedimientos se
realizaron siguiendo la normativa nacional y europea sobre el manejo y experimentacion

con animales de laboratorio (67).

6.2 Generacion de biomateriales

Para la produccion de biomateriales se siguieron protocolos previamente descritos por
nuestro grupo de investigacion (53, 54, 68). En primer lugar, se procedié a generar los
biomateriales y posteriormente se procedio con la nanoestructuraciéon de los mismos.
Los sustitutos bioartificiales de esclerética se elaboraron con hidrogeles naturales de
fibrina-agarosa (HFA) (Figura 24). Para producir el HFA se mezclé 70 % de plasma
humano (22.8 mL), 13.5 % de fosfatos amortiguadores (2.25 mL) (PBS, 0.1M) con un
pH de 7.2 a 7.4y 1.5 % de acido tranexamico (0.45 mL). Esta solucion fue mezclada
con cloruro de calcio al 2 % (3 mL), para lograr la solidificacion y 2 % de agarosa tipo VII
(1.5 mL) (Sigma Aldrich). Como resultado de esta mezcla se obtuvo un volumen de 30
mL de hidrogel. Se mantuvieron las condiciones estandares de cultivo hasta que se

logro la polimerizacién (53, 54, 68).
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Figura 24.Biomateriales de FA. a. Constructos HFAN nanoestructurados en PBS. b.

Constructos nanoestructurados en medio de cultivo para fibroblastos.

Para producir la nanoestructuracion de los biomateriales, estos se colocaron en un par
de filtros de nylon con poros de 0.22 um y papel absorbente Whatman.Posteriormente
se procedioé a la compresion de los biomateriales aplicando un peso uniforme de 500
gramos por 2.5 minutos a temperatura ambiente. Se obtuvo un HFA nanoestructurado
(HFAN) de alta densidad con un espesor de 50 a 60 um, y un 80 % de hidratacién,
compuesto por 70 % de fibrina y 0.1 % de agarosa, el cual fue utilizado en la reparacién

de los defectos esclerales (67).

En este proyecto, los HFAN fueron sometidos a la accion de los agentes quimicos,
genipin y glutaraldehido, para promover el entrecruzamiento de las fibras con la
consecuente mejora de las propiedades biomecanicas (53, 54, 68, 69). En este sentido,
los HFAN fueron inmersos en una solucién de glutaraldehido al 0.5 % (HFAN-GA 0.5 %)
o genipin al 0.1 % (HFAN-GP 0.1 %) de acuerdo a protocolos previamente descritos por
nuestro grupo de investigacion. La accion de los agentes quimicos incrementaron
significativamente la totalidad de propiedades biomecénicas, y su reacciéon cambié la

consistencia y color de los hidrogeles generados (Figura 25)(70, 71).
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Figura 25. Generacién de biomateriales. a. Fibrina-agarosa nanoestructurado con

genipin. b. Fibrina-agarosa nanoestructurado con glutaraldehido.

Para el entrecruzamiento con glutaraldehido, este fue diluido en una solucion de
tampon fosfato (STF), y los hidrogeles fueron completamente inmersos en esta solucién
durante 72 horas. Posteriormente, los HFAN fueron profusamente lavados con una
soluciéon de PBS. Esta solucién se cambi6 varias veces durante un periodo de al menos
24 horas. Finalmente, los HFAN fueron mantenidos en una solucion de STF
suplementada con un 5 % desolucion de antibiéticos (Sigma Aldrich, Alemania) durante

al menos un periodo de 24 horas hasta su utilizacion (67).

El entrecruzamiento de los HFAN con genipin se realizé con una solucion de este
producto al 0,5% en STF durante 72 horas a 37 °C de acuerdo al protocolo
recientemente descrito por nuestro grupo de investigacion (70, 71). Al culminar el
proceso de entrecruzamiento, los hidrogeles fueron profusamente lavados en STF
durante 24 horas y mantenidos en una solucion de STF suplementado con un 5 % de

una solucion comercial de antibioticos y antimicéticos hasta su implantacién (67).

Los injertos de esclera cadavérica alogénicos, fueron obtenidos de conejos sacrificados.
Durante las primeras horas del sacrificio de retiraron los globos oculares de las orbitas.
Se procedi6 a eliminar los tejidos perioculares, conjuntiva musculos y Tenon. Se corté la
estructura ocular en el eje antero posterior, el contenido y las capas internasfueron
retiradas (cristalino, iris cuerpo ciliar y coroides).Las dos calotas obtenidas, les fue
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retirada la cornea incluyendo el limbo. Se procedié a lavar con solucion PBS durante 24
horas con PBS suplementado con antibi6tico al 5% (Sigma Aldrich, Alemania) luego se
almacenaron a —40 °C, hasta el momento de ser utilizados en el grupo de controles,
donde se descongelaron. Una vezdescongelados se colocaron en medio de cultivo
DMEM suplementado con antibidtico y antimicético (Sigma Aldrich) hasta su
implantacion (67).

Este proyecto de investigacion, fue aprobado por el Comité de Etica de la Universidad
de Granada de Espafia.Los procedimientos experimentales ex vivo se llevaron a cabo
en los laboratorios del departamento de histologia y grupo de ingenieria tisular. Por otro
lado, los analisis in vivo se realizaron en la Unidad Experimental del Edificio Licinio de la
Fuente del Hospital Virgen de las Nieves de Granada en Espafia (67).

6.3 Cirugia

Para utilizar los sustitutos de esclerotica de manera terapéutica se diseiid un modelo
animal de lesion y reparacion escleral. En este sentido, se realizd una lesion en las
esclerdticas de los globos oculares izquierdos en un total de 19conejosmachos,
adultos, de la raza New Zealand (Figura 27). Primero, los animales fueron
anestesiados con una inyeccion intramusular compuesta por ketamina (25 mg/kg) vy
xilacina(5 mg/kg) y posteriormente se procedio a colocar el blefarostato y una gota de
antibidtico pre- quirdrgico de gatifloxaciono al 0.3%. Se expuso la region supero
temporal, se realiz6 peritomia regional de 90 grados de la cérnea desde hora 9 a hora
12. Se retird conjuntiva y Tenon exponiendo la esclera. Utilizando un punch de biopsia
de 5 mm de didmetro se llevo a cabo la esclerectomia a 1.5 mm del limbo
esclerocorneal. En primer lugar se delimitd la zona de la lesion y se procedié a la
profundizacién de la lesién y remocién del fragmento de esclera utilizando una tijera
Wescott cortante. Las areas expuestas evidenciaban la transparencia del contenido
ocular para garantizar la profundidad del defecto realizado. Tomando en cuenta que las
lesiones realizadas no fueron transmurales (Figura 27). Luego, se repard la lesion
qguirdrgicamente, implantando discos de 5 mm de diametro de los biomateriales
nanoestructurados o aloinjertos esclerdticos de cadaveres. En todos los casos, los
biomateriales y aloinjertos fueron implantados utilizando cuatro puntos de sutura

equidistantes con una sutura de nylon 10-O (sutura colchonero simple). Luego se
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procedio a cubrir la zona reparada con la conjuntiva con un punto de sutura con nylon
10-0 y aplicacion de antibidticos de gatifloxacino a manera de profilaxis. Finalmente, se
ocluyo el parpado de cada animal con una sutura de 6-0, la cual fue retirada a los 7 dias
posteriores a la cirugia. En este estudio los animales fueron divididos en 6 grupos

experimentales con un n=3 en cada uno de ellos, como se detalla a continuacion.

Figura 26. Realizacion del procedimiento quirdrgico. a. Abordaje quirdrgico. b. Conejo

sin defecto escleral.

6.4 Grupos experimentales

Grupo control negativo (N-CTR)

En este grupo se realiz6 el defecto escleral como se detallé con anterioridad y este no
fue reparado con ningun biomaterial. Sin embargo, el defecto fue cubierto por conjuntiva
con un punto de sutura con nylon 10-0, y se coloco antibiéticos topicos. Finalmente, se

procedio a la oclusion del parpado como se describid en el parrafo anterior.

Control clinico (C-CTR)

En este grupo control el defecto escleral fue reparado con un fragmento de esclera
cadaveérica, tal y como se realiza en clinica. Este método es el mas utilizado y podria ser
considerado el método gold standard. La esclera se obtuvo como se detalla en el punto

6.2, y se implanté siguiendo la metodologia descrita en el apartado 6.3 Cirugia.
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Hidrogel de fibrina-agarosa nanestructurada (HFAN)

Conformado por 3 conejos, los cuales recibieron fibrina-agarosa nanoestructurada. Se
utilizé el hidrogel de fibrina-agarosa nanoestructurado (HFAN) que se obtuvo con
plasma humano, amchafibrina y medio de cultivo antes descrito. Se lesionaron sus
globos oculares y suturaron de la misma manera que en los grupos anteriores. Se

implanto en el defecto una doble capa de HFAN de 5 mm de diametro.

Hidrogel de fibrina-agarosa nanoestructurada con genipin (HFAN-GP)

Este grupo estuvo conformado por 3 conejos con implantes de fibrina-agarosa
nanoestructurada con genipin al 0.1 % (HFAN-GP 0.1 %). Para evaluar estos sustitutos
de esclerética se realiz6 una lesion mecéanica de esclerdtica y suturas utilizando los
mismos protocolos de los grupos anteriores. Se implanté un fragmento de 5 mm de

diametro del tejido producido con el HFAN-GP 0.1.

Hidrogel de fibrina-agarosa nanoestructurada con glutaraldehido (HFAN-GA)

Los 3 conejos de este grupo recibieron fibrina-agarosa nanoestructurada con
glutaraldehido al 0.5 % (HFAN-GA 0.5 %). Para evaluar estos implantes se realiz6 una
lesion mecanica y suturas de la manera antes descrita y se implanté una capa de 5 mm
de diametro de HFAN-GA 0.5 %.

Controles sanos (H-CTR)
Este grupo fue conformado por los ojos derechos de cada conejo de experimentacion
evaluado, en los cuales no se realiz6 ningun procedimiento siendo los casos controles,

se analizaron 18 ojos derechos. A este grupo se le denominé control sano (H-CTR)(67).
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Procedimiento Quirurgico

Figura 27. Procedimiento quirdrgico. a. Peritomia. b. Drepanacion escleral. c. Retiro de
tejido escleral. d. Esclerotomia. e. Exposicion del defecto. f. Sutura del biomaterial. g.

Sutura de conjuntiva.

Posteriormente a la cirugia los animales fueron mantenidos en la Unidad de
Experimentacion Animal bajo supervision técnica y veterinaria. A los 40 dias, posterior a
la cirugia los animales fueron sometidos a una evaluacién clinica y finalmente a un

analisis histologico.
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6.5 Analisis postquirurgico clinico

Durante la reparacién escleral se valoré durante el proceso de implantacion de los
diferentes tipos de injertos la facilidad para manejarlos, su estabilidad, adhesién, rigidez,
elasticidad y facilidad para suturarlos, utilizando una escala del 0 al 5, siendo O la
puntuacién mas baja y 5 la maxima. Después de 40 dias de seguimiento general, los
animales fueron analizados para evaluar la presencia de inflamacion, rechazo delos
injerto o procesos infecciosos relacionado con el globo ocular, especialmente el
implante. También se valor6 el edema, los defectos en las reparaciones realizadas, la
presencia de deformaciones y la integracion, rechazo o degradacién de los injertos y
biomateriales utilizados (67).

6.6 Histologia

Para analizar el proceso de regeneracion tisular, a los 40 dias se sacrificaron los
conejos con una sobredosis de anestesia y posterior inyeccion de cloruro de potasio
intracardiaco. Se enuclearon los globos oculares sanos y operados, se fijaron por
inmersion por 28 horas en formaldehido neutral al 4 % y en un contenedor de biopsias.
Previa colocacion de una aguja de 20 G en la camara posterior y camara vitrea de cada
ojo para favorecer la fijacion. Se analizo e identificd el grosor del parche escleral, la
esclera subyacente, la esclera total y la esclera nativa en triplicados. Después de 24
horas, se diseco la zona de regeneracion con margenes amplios, se fijé por 24 horas

adicionales, y se proceso para su analisis histologico convencional (67).

Las muestras fueron fijadas e incluidas en parafina (86), se seccionaron a 5 um vy se
sometieron a los analisis histoldgicos. Se valoraron morfolégicamente de manera
general y se evalud el grosor de manera rutinaria utilizando la tincibn de hematoxilina-
eosina. La matriz extracelular se evalud utilizando los métodos histoquimicos de azul
Alcian para proteoglicanos, y tincion de Schiff (PAS) para glicoproteinas. Las fibras de
colagenos tipo 1y 3, se evaluaron con las técnicas de tricromo de Masson y Picrosirius.
Estos métodos se realizaron siguiendo los protocolos previamente descritos. Con el
método de orceina se evalu6 la neoformacion y organizacion de las fibras elasticas. Los

cortes realizados se fotografiaron con aumentos de 4X, 10X, 20X, 40X. Se siguieron
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estos procesos de manera documentada y se realizaron bajo las mismas condiciones
(72, 73, 74, 75).

6.7 Morfometria y estadistica

En este proyecto, se determind el grosor del injerto, la esclera adyacente y la esclera
total utilizando la tincibn de hematoxilina-eosina y la esclera sana como control. Las
mediciones fueron procesadas con el programa ImageJ del Instituto Nacional de Salud
de Estados Unidos. La morfometria se realiz6 en cortes histoldgicos procedentes de 3
muestras independientes de cada grupo (n=3), y se realiz6 un total de 10 mediciones
por corte en direccion perpendicular a la superficie esclerocorneal. Finalmente, se
calcularon las medias, desviaciones estandares y las variables fueron comparadas con
la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. Los valores de p< 0.05 fueron

considerados estadisticamente significativos.
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7.1 Aspectos clinicos

El seguimiento postquirdrgico clinico evidencio que los tejidos producidos con ingenieria
tisular permitieron la reparacion exitosa de la lesion en la esclera. Destacando que en el
grupo control negativo la lesion no se repar6 completamente, evidenciandose dafio
macroscopico. Al realizar las cirugias se observé que los implantes provenientes de
cadaveres no sufrieron complicaciones, fueron faciles de suturar y manejar, pero se
debe tomar en cuenta el mayor grosor a ser aplicado, dependiendo de la profundidad de
la lesion. En este grupo los resultados fueron satisfactorios, pero los bordes irregulares

entre el injerto y el tejido nativo eran muy visibles debido a su sobre elevacion.

Al utilizar los injertos de HFAN se observd que eran muy elasticos, faciles de utilizar y
mostraban buenas propiedades adhesivas. Al realizar la evaluacion después de 40 dias
de estos injertos (HFAN), los defectos en el area reparada eran invisibles. Por otro lado,
al evaluar los injertos HFAN-GA, se encontr0 que presentaban mejor estabilidad y
fragilidad en comparacién con los injertos HFAN y tenian menos adhesion que los
anteriores. Los injertos HFAN-GA demostraron ser mas fragiles que los injertos
cadavericos. Al evaluarlos después de 40 dias no era evidente la presencia de defectos

en el area de la lesion.

Los injertos HFAN-GP demostraron mas estabilidad que los HFAN, mas fragilidad que
los HFAN y C-CTR (cadavéricos), pero menor adhesidon que estos. Los injertos HFAN-
GP al ser evaluados a los 40 dias eran notables en el area que fueron trasplantados
debido a su color azul. Para evitar la ruptura de los injertos se tuvieron que manejar con
suma cautela. Todos los resultados de este estudio fueron evaluados con puntuaciones

semicuantitativas (Figura 28 y Tabla 2) (67).
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N-CTR C-CTR HFAN HFAN GP HFAN GA

Cirugia

Postquirurgico
40 Dias

Figura 28. Imagenes macroscépicas representativas de los defectos esclerales y la

reparacion quirdrgica al inicio y 40 dias postquirdrgico in vivo.

Biomateriales Manejo Estab,|I|§jad Rigidez  Elasticidad Adhesion  Suturabilidad
mecanica
HFAN 4 3 3 4 4 3
HFAN-GP 5 3 4 2 3 3
HFAN-GA 4 3 4 2 3 3
C-CTR 5 5 5 1 2 3

Puntuacion: 0-5; 0= puntuacién minima y 5= puntuacion maxima

Tabla 2. Propiedades de los biomateriales desde la perspectiva quirdrgica. HFAN:
hidrogel de fibrina-agarosa nanoestructurado; HFAN-GP: hidrogel de fibrina-agarosa
nanoestructurado con genipin; HFAN-GA: hidrogel de fibrina-agarosa nanoestructurado

con glutaraldehido; C-CTR: grupo control clinico (esclera cadavérica).
7.2 Regeneracion tisular

En el grupo de control negativo, la tincion de hematoxilina eosina mostré que las
lesiones producidas se encontraban parcialmente reparadas después de 40 dias
(Figura 29). Se observo el adelgazamiento de la pared ocular en el area lesionada y
reparada. La parte externa de la lesidon se encontraba cubierta por tejido conectivo, en
vez de colageno escleral. Al realizar las tinciones de Tricrdbmico de Masson y Picrosirius
se mostré una reaccion positiva en la pared escleral, pero al realizar la microscopia
polarizada con la tincion Picrosirius se evidencié una organizacion irregular del coladgeno
en comparaciéon con los globos oculares de injertos cadavéricos (Figura 30). La matriz
extracelular no fibrilar evaluada con las tinciones azul alcian y PAS causaron una
reaccion débil positiva por los proteoglicanos presentes y ningin cambio muy

importante en comparacion con los injertos de cadaveres (Figura31l).
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Al evaluar los ojos con trasplantes cadavéricos, el area injertada era evidente a nivel
macroscopico. El grupo de injertos cadavéricos tenia las paredes oculares engrosadas y
los injertos no fueron integrados. A nivel histolégico no se encontré evidencia de
degradacion o inflamacién, pero se encontré una reaccién una reaccion a cuerpo
extraiio asociado a las suturas no reabsorbibles utilizadas. La matriz extracelular se
encontraba organizada en laminas longitudinales con matriz interlamelar muy
incrementada, siendo esta la causadel engrosamiento tisular ya mencionado. Se
observé la organizacién de las fibras colagenas por hematoxilina eosina. La matriz
extracelular presentd proteoglicanos en altas cantidades y no se observaron resultados
positivos con el PAS (Figura31).

Los injertos de HFAN repararon la pared celular de una manera comparable a los
controles sanos. Destacando que no se encontraron biomateriales remanentes en el
area. En la pared externa de los injertos HFAN se observaron algunos macrofagos
alineados y se encontré reaccion a cuerpo extrafio alrededor de los materiales de
sutura. Se encontraron fibras colagenas y proteoglicanos y glicoproteinas en

moderacion (Figura 29).

Con respecto a los injertos de HFAN-GA y HFAN-GP, ambos lograron reparar la pared
celular y aumentar su grosor. Después de 40 dias los biomateriales se encontraban
presentes. Se encontrd una reaccion inflamatoria con macréfagos alineados alrededor
de la superficie de los biomateriales y se encontraron linfoplasmocitos. Se identificé una
pseudocapsula de colageno alrededor de los biomateriales con las tinciones de Masson
y Picrosirius, pero se encontré mas desarrollada en el grupo HFAN-GP. Se encontraron
proteoglicanos alrededor de los biomateriales y no se produjo reaccion alguna con la
tincion PAS (Figura31l).
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HE

N-CTR

C-CTR

HFAN

HFAN-GP

HFAN-GA

H-CTR

Figura 29. Histologia de la esclera luego de la reparacion quirdrgica con injerto
alogénico y biomaterial. Flecha negra: borde; Gr: Injerto; St: sutura asociada a reaccion
inflamatoria; Reg: tejido de regeneracion; Cap: capsula alrededor de biomateriales
entrecruzados e injertados. Escala de la barra: 500 ym en imagenes de baja
magnificacién y 100 ympara proporcion moderada e imagen del borde.
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TRICROMICO MASSON PICROSIRIUS

HFAN-GP ' ‘ , -
- - ’ ‘ -

Figura 30. Analisis histoquimico del colageno en controlesde ojos sanos y escleras
reparadas y no reparadas. Dos imagenes representativas de la tincion Ticrémico de
Masson son presentadas. La tincion Picrosirius fue analizada en luz y microscopia
polarizada, la cual revel6 el patron de organizacién de las fibras de colageno. Escala de

la barra: 100 um
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ORCEINA PAS ALCIAN BLUE

E—— -

N-CTR

C-CTR

HFAN

HFAN-GP

HFAN-GA

H-CTR

Figura 31. Andlisis histoquimico de las fibras elasticas y de las moléculas de la MEC no
fibrillar en escleras sanas, reparadas y no reparadas. No fue observado reaccion
histoquimica positiva para las fibras elasticas con orceina. La tincion PAS fue difusa y
no reveld alteraciones en las glicoproteinas, pero fue positivo para macréfagos. La
tincién azul alcian reveld una reaccion positiva para acidos proteoglicanos en todas las

condiciones. Escala de la barra: 100 um
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7.3 Morfometria

El analisis morfométrico revel6 la presencia de esclera nativa en el area injertada con un
grosor promedio de 313.85 um. En el grupo de control negativo, sin reparacién alguna,
la pared escleral habia perdido la mitad de su grosor, con un valor de p
estadisticamente significativo, p= 0.000. Por el contrario, mediante el uso de injertos se
produjo un aumento en el grosor de la pared escleral en comparacién con el grupo de
controles sanos. Los injertos de HFAN-GP produjeron las paredes mas gruesas (Figura
32).

El grupo con HFAN obtuvo una capa pequefia y fina de tejido conectivo con ungrosor
medio de 34.09 um. Al comparar las escleras subyacentes a los injertos, el grupo
HFAN-GP obtuvo una reduccion en su grosor y no se encontraron diferencias de grosor
en los grupos de injertos cadavéricos y el grupo HFAN-GA. Al calcular el valor de p
comparando todos los grosores de las paredes esclerales, sélo se observé un aumento

del grosor estadisticamente significativo con el grupo HFAN, p < 0.05.
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Figura 32. Diferencias morfométricas en la reparacion escleral. Grosor de los implantes,
esclera del receptor y pared escleral completa (implante y esclera del receptor), los
resultados estan mostrados como medias con desviaciones estandar. Valores de p
menores a 0.05 fueron considerados estadisticamente significativos con la prueba de
Mann-Whitney.

a: diferencias significativas entre grupos quirurgicos y H-CTR

b: diferencias significativas entre los injertos cicatrizados y N-CTR

c: diferencias significativas entre los biomateriales de los injertos y C-CTR
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Esta investigacion permitio evaluar la conveniencia de los tejidos producidos con
diferentes constructos y estrategias como posibles alternativas a los trasplantes
alogénicos esclerales en un modelo de conejos con lesiones esclerales. La
regeneracion y reparacion tisular fue medida de manera macroscopica e
histologica.Desde un punto de vista quirirgico y bioldgico, los biomateriales sustitutos
implementados en ingenieria tisular deben cumplir una serie de criterios para asegurar
la regeneracion adecuada del tejido u 6rgano. Ademas, deben ser faciles de manejar,
proregenerativos, biocompatibles y responder a las demandas mecanicas y biologicas
del tejido en el que seran implantados (76, 77, 78, 79).

En esta investigacidn, los injertos resultaron faciles de manejar de una manera similar a
los injertos cadavéricos. En el grupo de controles negativos, la esclera se encontraba
semitransparente y parcialmente cubierta por tejido conectivo, demostrando el proceso
regenerativo fallido resultante. Desde la perspectiva anatdmica y quirurgica se evidencio
gue después de 40 dias las estrategias implementadas fueron capaces de reparar
anatémicamente el defecto, encontrando diferencias de biodegradacién e integracion

entre los distintos tipos de injertos (67).

Extraordinariamente, los injertos cadavéricos y HFAN-GP no fueron integrados
completamente después de 40 dias. Por el contrario, no se encontraron residuos
observables macroscépicamente a los 40 dias en los injertos HFAN y HFAN-GA,
sugiriendo la integracion, biodegradacion o reemplazo de estos injertos esclerales. Los
injertos HFAN fueron biodegradables y reemplazados por nuevo tejido. Los resultados
obtenidos con respecto a la velocidad de biodegradacién observada son congruentes

con otros estudios realizados (54, 68, 80).

Por otro lado, los injertos HFAN-GP demostraron ser una estrategia que se puede
utilizar en caso de querer controlar la biodegradacién en vivo de los injertos de fibrina-
agarosa fabricados con ingenieria tisular. El genipin es un agente natural, cuya funcion
es regular la porosidad, incrementar las propiedades mecanicas, biologicas y reducir la
degradacion (71, 81). Desde un punto de vista clinico, los constructos utilizados
resultaron ser alternativas Utiles en comparacion con los injertos de cadaveres,

destacandose los injertos HFAN por haber producido un tejido homogéneo (67).
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Con respecto al modelo animal, los resultados muestran que el grupo de control
negativo no fue capaz de regenerar completamente la esclera lesionada. Esto sugiere
gue los conejos New Zealand pueden ser una buena alternativa para investigaciones
quirargicas y de estrategias de ingenieria tisular para reconstrucciones esclerales. El
analisis microscopico del grupo de controles negativos reveld una reparacion parcial de
la herida realizada con tejido conectivo suelto que no presentd un patron histolégico y
grosor comparable con la esclera de los controles positivos (67).

La lesién causada no fue critica, pero fue util para estudiar las diferencias en las
condiciones experimentales establecidas. Ademéas, el uso de conejos en las
investigaciones oftalmoldgicas esta aprobado en investigaciones de ingenieria genética
corneal (56), en la produccion y refuerzo de estrategias (82) o el andlisis de cruces
esclerales para el tratamiento de la miopia progresiva (83). La histologia juega un papel
central para evaluar los procesos moleculares, regeneracion y patologias en los tejidos
(74, 84, 85).

La histologia mostr6 que los injertos utilizados eran capaces de reparar la herida
escleral en 40 dias. Una matriz abundante en colageno es lo que provee las
propiedades biomecanicas que necesita la esclera para permitir la rotaciéon ocular
normal y la opacidad necesaria para aislar la luz. Esta investigacion demostré que los
injertos cadavéricos respondian a las demandas biomecanicas y biolégicas suficientes
para reparar el dafio realizado, inclusive cuando no estaban completamente integradas,
pero con un incremento en el grosor del tejido como efecto adverso. No se produjeron
signos de degradacion, inflamacion, remodelado o rechazo después de 40 dias en el
grupo de injertos cadavéricos. Esto podria ser debido a la cercania genética y la poca

vascularizacion escleral (67, 86).

Los injertos proporcionaron una matriz extracelular adecuada para la proliferacion
celular, tomando en cuenta que su eficacia no se debe a las células que poseen, porque
estas no son funcionales como consecuencia de los procesos de preservacion (87). La
histologia de los injertos que utilizaron fibrina-agarosa mostré produccion de tejido
conectivo capsular con grados variables de inflamacion y degradacion de los
biomateriales superficialmente. Los resultados obtenidos concuerdan con otros estudios

en los que los injertos cruzados incrementan la resistencia de los constructos a la
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degradacion (81, 88), lo cual sugiere que los constructos cruzados son menos
permeables, posiblemente debido al aumento de las propiedades biomecénicas o a
una modificacion molecular, causando como resultado una disminucién de la velocidad

de regeneracion y el consecuente aumento del grosor escleral (67).

Con respecto a los injertos HFAN, la histomorfometria mostré esclera recientemente
formada con fibras de colageno y proteoglicanos en disposiciones y cantidades
similares al grupo de controles sanos. No se observaron signos de inflamacion o
remanentes de biomateriales en los tejidos conectivos esclerales analizados, pero se
encontraron algunos macréfagos superficiales. Estos resultados apuntan a que existe
cierto balance entre la degradacion de los biomateriales y la regeneracion tisular que se
observa en los tejidos con injertos HFAN (54), nervios periféricos (68) o paladar en la
cavidad bucal (80). El tejido de reparacién formado no es completamente idéntico a la
esclera nativa, pero esto pudiera relacionarse con un tiempo de regeneracion muy corto,
por lo cual deberian realizarse investigaciones de largo plazo para demostrar si es

posible una regeneracion completa (67).

En la actualidad, los injertos de donantes cadaveéricos o los autoinjertos se consideran
las técnicas preferidas para reparar y/o reforzar el globo ocular en diversas
enfermedades o traumas (87, 89, 90). Algunos pacientes no son aptos para los
autoinjertos y en esos casos surgen las demandas de otros métodos, encontrandose
muchas veces con ausencia de donantes y riesgos potenciales de enfermedades
infecciosas que podrian transmitirse (46, 86). Estos inconvenientes han mantenidos a
los investigadores buscando alternativas. Asi mismo, la fascia lata, los injertos de piel,
membrana amnidtica, submucosa intestinal xenogénica, entre otros materiales naturales

han sido utilizados obteniendo diversos resultados (65, 66, 67, 87, 91).

Este estudio demuestra que el uso de injertos HFAN son una opcién eficaz para reparar
heridas esclerales debido a que promueven la regeneracion del tejido en un modelo de
conejos. El uso de injertos HFAN como sustitutos esclerales se encuentra apoyado por
su indice de biocompatibilidad, biodegradacién y actividad proregenerativa en el campo
de la ingenieria de tejidos (54, 56). Los injertos HFAN en Espafia, utilizando las
regulaciones estadounidenses, se encuentra aprobados en preparados autdlogos

obtenidos por procedimientos baratos y faciles en comparacién con otros métodos (67).
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Esta investigacion, realizada en un modelo de lesion escleral en conejos New Zealand,
demostrd por primera vez que los injertos HFAN son alternativas prometedoras a la
utilizacion de alotrasplantes esclerales en la reparacion quirargica de defectos o dafos
estructurales de la pared escleral. Los injertos HFAN fueron altamente biocompatibles,
tuvieron un adecuado indice de biodegradacién y promovieron un aceptable grado de
regeneracién escleral en el modelo animal y periodo estudiado.Sin embargo, para
determinar la potencial utilidad clinica de estos productos de terapias avanzadas es
necesario realizar estudios futuros que nos permitan conocer con exactitud los procesos

celulares y moleculares involucrados en el proceso de regeneracion de la esclera.
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1. La utilizacién de protocolos de ingenieria tisular sustentados en el uso del
biomaterial polimérico fibrina-agarosa y en la combinacion del mismo con procesos
de nanoestructuracion generados por compresion plastica y/o los agentes quimicos
genipin y glutaraldehido, ha permitido la elaboracion de tres modelos de sustitutos
escleréticos bioartificiales que, al cumplir los estandares preclinicos de calidad
establecidos, son susceptibles de posible aplicacion terapéutica a distintas
patologias vinculadas a la tlnica externa del globo ocular.

2. La estructura tisular de la esclerotica del conejo New Zealand, asi como su abordaje
quirargico, ha permitido establecer un modelo de lesién esclerética biomimética con
el sustrato patolégico-lesional que presentan las distintas afecciones de la
esclerdtica susceptibles de terapéutica sustitutiva. Los tres modelos desarrollados
en la presente tesis doctoral permiten su implantacion quirdrgica de acuerdo con los
protocolos quirdrgicos existentes sin que se generen alteraciones artefactuales

vinculadas a dicho proceso.

3. La evaluacion in vivo de los tres modelos sustitutos de esclerética, desarrollados en
la presente tesis doctoral, permiten, en comparacion con la esclerotica control, el
control negativo y la esclera cadavérica, utilizada como gold standard, establecer
tres patrones histologicos e histoquimicos diferentes de respuesta tras cuarenta dias
desde su implantacion quirdrgica. Frente al control (H-CTR) y la esclera cadavérica
(C-CTR) que presentan patrones de coldgeno mas orientados y los modelos de
hidrogeles de fibrina—agarosa nanoestructurados con genipin y glutaraldehido
(HFAN-GP y HFAN-GA) que presentan pseudocapsulas de fibras colagenas que
rodean al biomaterial, el modelo formado solo por hidrogel de fibrina-agarosa
nanoestructurado (HFAN) muestra una presencia y distribucién equilibrada de
colageno y glicoproteinas a la vez que una reaccion de monocitos y macréfagos mas

limitada.

4. La evaluacion conjunta de los patrones histolégicos e histoquimicos del implante, del
analisis morfométrico de la pared escleral y de la evolucion clinica en los tres
modelos desarrollados en la presente tesis doctoral , pone de relieve que el modelo
formado solo por hidrogel de fibrina-agarosa nanoestructrada (HFAN) puede

constituir una prometedora alternativa al uso de la esclera cadavérica en la
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reparacion quirdrgica de los defectos esclerales debido a su mayor grado de
biocompatibilidad, biodegradabilidad y regeneracion tisular.
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