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RESUMEN

Se compara la viabilidad endotelial de cérneas de conejo, con-
servadas en tres medios diferentes durante 48, 72 y 96 horas
valoradas mediante la tincion con azul de tripano, microscopia
de luz y microscopia electronica. Material y métodos: Fue-
ron analizadas 20 coérneas divididas de la siguiente manera:
ocho se conservaron en Optisol, 10 en MCB y dos en solucion
salina balanceada, mantenidas a 4° C. Resultados: En las
corneas mantenidas en solucion salina balanceada se observo
destruccion de las células endoteliales a las 48 horas. En cér-
neas preservadas en MCB y Optisol se apreci6 destrucciéon de
un 5-10% de las células a las 72 horas. La destruccién fue del
20% después de 96 horas y de 30% luego de 105 horas en las
células preservadas en el medio MCB. El estudio de microsco-
pia electrénica de transmision también confirmé que las célu-
las estructuralmente se encuentran preservadas hasta las 90
horas tanto en Optisol como en MCB. Conclusién: El medio
de preservacion para corneas producido en México (MCB)
mantiene el tejido corneal hasta por 90 horas, de manera si-
milar al Optisol, pero a un costo considerablemente menor.
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INTRODUCCION

En 1974, Mc Carey y Kaufman describieron una téc-
nica para la preservacion de endotelio corneal hasta
por 96 horas. Existen otros medios que preservan el
endotelio corneal durante 14 dias.'?
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ABSTRACT

We compared the endothelial viability of rabbit corneas,
preserved in three different storage medium for 48, 72 and
96 hours, being evaluated with trypan blue, light microsco-
py and transmission electron microscopy. Methods: The 20
cases were divided as follows: 8 corneas conserved in Opti-
sol, 10 in MCB and 2 corneas in balanced saline solution,
maintaining their temperature at 4° C. Results: We ob-
served at 48 hours in balanced saline solution, endothelial
cell destruction. Preserved corneas in MCB and Optisol, ap-
preciated destruction in a 5%-10% of the cells at 72 hours
of the preservation, after 96 hours in MCB the destruction
is about 20%, and after 105 hours the destruction is 30% in
the same medium. This cases, observed by the transmission
electronic microscopy, confirm that the cells have been
structurally preserved up to a 90 hours in Optisol and
MCB. Conclusion: The medium produced in Mexico (MCB)
preserved the corneal tissue for 90 hours, like Optisol, but
being less expensive.

Key words: Preservation, cornea,
corneal endothelium, transplantation.

El trasplante corneal es una técnica quirdrgica que
en los ultimos afios se ha perfeccionado, lo que permi-
te pronosticar los resultados con mayor seguridad, al-
gunos de los casos mas favorecidos por este tipo de
técnicas son: opacidades secundarias a traumatismos,
gueratocono, Ulceras, queratitis intersticial, quema-
duras térmicas o quimicas poco intensas, degenera-
ciones corneales y leucomas rodeados por tejido cor-
neal sano. Este procedimiento proporciona mejor cali-
dad de vida para los pacientes. Uno de los objetivos
primarios del almacenaje corneal en medios de culti-
vo, es mantener la viabilidad endotelial desde la ob-
tencion del botén donador hasta antes del trasplante.

El tejido fresco aln lo usan algunos, si es que
pueden localizar al paciente a tiempo ya que solo
permanece el tejido viable por 24 horas.
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El tejido congelado se utilizé como en el caso de la
epiqueratofaquia que consistia en un lenticulo cor-
neal tallado que se suturaba sobre la cérnea desepi-
telizada de un paciente, generalmente nifio afaco, al
cual no se le implanto6 lente intraocular por el riesgo
gue esto implica.1?.1920

Frueh y colaboradores publicaron datos clinicos
de cuenta de células endoteliales a los treinta dias de
preservacion; sin embargo, no ha habido un estudio
histopatoldgico de cambios durante un prolongado
periodo de cultivo, lo cual podria arrojar luz de las
capacidades y limites del sistema establecido.?!

El objetivo de este estudio es comparar la eficacia
del medio de preservacion corneal MCB (elaborado en
México) con el Optisol (elaborado en los Estados Uni-
dos de Norteamérica) y la solucion salina balanceada
(SSB). EI MCB es un medio de costo considerablemen-
te menor al Optisol y puede ser usado en los bancos
de ojos para almacenamiento a corto plazo: 90 horas,
tiempo necesario para llevar a cabo las pruebas de la-
boratorio requeridas, localizacion del paciente recep-
tor y transporte del tejido a su destinatario, logrando
con ello una disminucién en los costos para poder ser
utilizado en los hospitales mexicanos.

MATERIAL Y METODOS

La preparacion del medio de cultivo MCB se llevo a
cabo de la siguiente manera: Al medio 199 se le afa-
dié dextran hasta alcanzar una concentracion de 5%,
gentamicina 10 mg/mL, citrato trisodico dihidratado
0.02 g/mL, 0.025 M Herpes buffer a pH 7.4. La esteri-
lizacion se realizo por filtracion a traveés de filtros de
0.22 U.M, se prepararon pequefios volumenes esterili-
zados en una jeringa de 50 mL y se conecto a un fil-
tro de Swinnex de 47 mm de diametro. El medio asi
tratado se distribuy6 en viales de 20 mL, previamente
esterilizados. A diferencia del Optisol, este ultimo
contiene condroitin sulfato 2.5% y dextran 1%.

El medio Mc Kaufman original, contenia dextran
para la deshidratacién artificial del tejido, mante-
niendo asf su transparencia y grosor.*

Se sacrificaron 10 conejos de Nueva Zelanda, poste-
riormente los ojos les fueron enucleados y las cor-
neas?? fueron almacenadas de la siguiente manera: 12
en MCB, 10 en Optisol y 2 en SSB durante 48, 72,96 y
105 horas a 4°C. Las corneas se estabilizaron a tempe-
ratura ambiente (24° C) y se valord la viabilidad del
endotelio a través de la aplicacion de azul de tripano al
1% diluido en NaCl al 5% en una proporcion de 4:1 du-
rante 2 minutos las preparaciones fueron revisadas
mediante microscopio de luz a 40X y 200X.°
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Se estudiaron cortes anteroposteriores de cérneas
tefiidos con hematoxilina-eosina en el microscopio de
luz a 100X y 200X después de 48, 72 y 96 horas de
almacenamiento en los tres medios de preservacion
previamente mencionados.

Se practicé microscopia electronica de transmision,
con preparacion de las muestras de la siguiente ma-
nera: se fijaron dos muestras en glutaraldehido al
2.5% una hora; se lavaron tres veces con PBS con pH
7.4 (con tiempo de cinco minutos cada uno), después
se fijo en tetradxido de osmio al 1% durante una hora
y se lavé como se menciond anteriormente. Se deshi-
draté en alcohol del 60% y absoluto con cambios de
10 minutos en cada porcentaje de alcohol y al llegar a
la concentracion del 100% (absoluto) se hicieron tres
cambios con intervalo de 15 minutos; se infiltraron
en resina Spurr en concentraciones: 1:1, 3:1 y tres
cambios en resina pura de tres horas cada uno. Pos-
teriormente se polimerizo6 a 60° C por 36 horas. Se ob-
tuvieron cortes semifinos, se tifieron con azul de to-
luidina y se observaron al microscopio de luz. Se hi-
cieron los cortes finos y se contrastaron con metales
pesados (acetato de uranilo y citrato de plomo).

En cuanto a la estadistica se realizaron céalculos
de prueba de hipotesis con (nivel de significancia)
a = 0.01 con t de Student.

RESULTADOS

Todas las cérneas preservadas en MCB y Optisol por
96 horas permanecieron transparentes macroscopi-
camente y a la lampara de hendidura.

Las células recién obtenidas y tefiidas con azul de
tripano eran de forma hexagonal, con citoplasma uni-
forme en forma y tamario. A las 48 horas tanto en el
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Figura 1. Porcentaje de destruccion celular de acuerdo al tiempo de con-
servacion.
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Figuras 2y 3. Fotomicrografias que muestran iguales condiciones de cé-
lulas endoteliales de cérnea con una viabilidad 6ptima a las 72 horas de
preservacion tanto en el medio MCB como en el Optisol. Se aprecian cé-
lulas endoteliales con nucleos alargados y conservacion de la membrana
plasmatica, preservando sus limites intercelulares. (Azul de tripano. 40X).

medio Optisol como en el MCB se observaron las mis-
mas caracteristicas morfologicas del anterior, lo cual
refleja una buena conservacién del endotelio corneal.

Después de las 72 horas de preservacion, tanto en
MCB como en Optisol se observaron células endote-
liales con nucleos alargados, pero limites celulares
bien definidos, lo cual denot6 buena viabilidad endo-
telial. El 10% de células conservadas en MCB y 8.6%
de las conservadas en Optisol se encontraron altera-
das y no viables (Figura 1).

A las 96 horas de preservacion, en Optisol se ob-
servo el 83.4% de células viables y el 16.63% de cé-
lulas con numerosas granulaciones anormales (Fi-
gura 1). En el medio MCB, el 80.6% de las células
endoteliales eran viables y el 19.4 % se encontra-
ron dafiadas con nucleos picnéticos préximos a ca-

riorrexis o fragmentacion incipiente, vacuolacion
de su citoplasma (granular) con mala definicién de
los bordes celulares asi como aumento en el espacio
intercelular (Figuras 2 a 4).

En corte sagital de cdrnea tefiido con hematoxilina
y eosina, después de 48 horas de preservacion del teji-
do corneal en Optisol y MCB, el endotelio corneal se
encontro intacto. La preservacién en SSB por 48 ho-
ras provoco una destruccion celular severa, con re-

Figura 4. Fotomicrografia que muestra células endoteliales preservadas a
las 96 horas en MCB. Se observan algunas células sanas (cabeza de fle-
cha) y células dafiadas con amplios espacios intercelulares, con ncleos pic-
néticos proximos a cariorrexis, vacuolizacion de su citoplasma (granular) sin
preservacion de sus bordes celulares (flechas). Las células normales conser-
van sus limites intercelulares y su viabilidad. (Azul de tripano. 200X).

Figura 5. Fotomicrografia que muestra corte sagital de cérnea de conejo
alas 48 horas de preservacion en solucion salina balanceada. Se observa
destruccion severa del endotelio corneal con disminucién del nimero de
células e incremento del espacio intercelular y alteracion de la forma de la
célula. (Hematoxilina y eosina. 100X).
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Figuras 6y 7. Fotomicrografias que muestran adecuada conservacion del
endotelio corneal a las 96 horas (flechas) de preservacion, tanto en medio
MCB como en Optisol. (Hematoxilina y eosina. 100X).

traccion del citoplasma de las células y separacion de
las mismas, la forma de las células se torn6 redonday
se incrementd el espacio intercelular (Figura 5).

A las 72 horas de preservacion corneal tanto en el
medio Optisol como en el MCB los cambios fueron si-
milares, los nicleos de forma alargada y el citoplas-
ma granular, pero hubo buena viabilidad endotelial.

A las 96 horas se observo mayor aplanamiento de
las células endoteliales conservadas en MCB que
aquellas conservadas en Optisol, pero con buena via-
bilidad (Figuras 6y 7).

En el estudio por microscopia electrénica de
transmision se encontraron los siguientes hallazgos:

El tejido preservado en solucion salina por 48 ho-
ras mostré marcados cambios de muerte celular, di-
chos cambios son: edema de las mitocondrias, va-
cuolas citoplasmaticas y aumento de los espacios in-
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tercelulares por cambios degenerativos, estas altera-
ciones no se presentan en el control (Figuras 8 y 9).
A las 96 horas hubo buena viabilidad celular en teji-
do preservado en el medio MCB, sin edema de mito-
condrias, ni formacion de vacuolas intracitoplasma-
ticas en la mayor parte del endotelio corneal, la
membrana celular se mantuvo integra con preserva-
cion de los espacios intercelulares. A los cinco dias
(110 horas) se observo claramente, conservacion de
la union intercelular, se mantuvo en algunos puntos

Figura 8. Electromicrografia de tejido preservado en solucién salina ba-
lanceada a las 48 horas. Se observan cambios de muerte celular, tales
como edema mitocondrial (cabeza de flecha), vacuolas citoplasmaticas y
aumento de los espacios intercelulares (flecha). (X 40,000 K).

Figura 9. Electromigrograffa que muestra preservacion de células endoteliales
en MCB alas 96 horas. Se observa buena viabilidad celular, no hay edema de
mitocondrias (cabeza de flecha) ni formacion de vcacuolas; membrana celular
integra con preservacion de los espacios intercelulares (flecha), conservacion
del complejo de Golgi y reticulo endoplasmico rugoso. (X 30,000 K).
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Figura 10. Electromicrografia que muestra preservacion de las células en-
doteliales en MCB a las 110 horas (cinco dias). Se observa la conserva-
cion de los complejos de unién intercelular s6lo en algunos puntos por con-
densacién incipiente del citoplasma de las células. (X 10,000 K).

por condensacién incipiente del citoplasma de las cé-
lulas (Figura 10).

En cuanto a la estadistica se realizaron célculos
de prueba de hipotesis con (nivel de significancia) a
= 0.01 con t de Student.

En cuanto al porcentaje de destruccién celular
con el mismo nivel de significancia y la t critica de
2.92 para 16 grados de libertad se encontrd lo si-
guiente: Entre el medio nacional e internacional no
hubo diferencia estadisticamente significativa a las
48 y a las 72 horas.

Se tuvo una t critica de 1.31 a las 48 horas y a las
72 horas una t critica de 1.70.

Mientras que a las 96 horas la t critica encontra-
da fue de 3.04, lo que indica una diferencia estadisti-
camente significativa a favor del medio importado.
Lo cual se reafirma a las 120 horas (cinco dias) al
presentar unat critica de 8.71. Se puede concluir que
el medio nacional preserva menos de 96 horas.

Al calcular el porcentaje de destruccion celular
para 90 horas se encontro que era de 17.55%, con lo
cual se concluye que durante las primeras 90 horas
la cérnea puede ser viable para su trasplante.

DISCUSION

La conservacion de las células endoteliales en el me-
dio M-K entre las 24 y 96 horas no presentan altera-
ciones morfolégicamente significativas?, al igual a lo
encontrado en corneas preservadas tanto en MCB
como en Optisol. En este trabajo la viabilidad endote-
lial e integridad ultraestructural del 80% de las célu-

las, se mantuvo en cérneas por mas de 90 horas. Por
microscopia electrénica de transmision se demostro
que, en las corneas con 98 horas y 105 horas de pre-
servacion en el MCB, la destruccion endotelial fue del
30%, lo cual es similar a lo reportado por Van Horn 'y
colaboradores (1975) quienes refieren una pérdida de
20% o més de células endoteliales en 17 de 21 corneas
almacenadas en M-K.2 El remanente de células viables
80% es capaz de restituir de manera intacta la mono-
capa de células después de la cirugia.

Ultraestructuralmente, a las 96 horas se encon-
traron cambios de buena viabilidad en cérneas pre-
servadas en MCB, ya que organelos del tipo de las
mitocondrias carecian de edema y/o formacion de va-
cuolas. Van Horn y colaboradores refieren una pre-
servacion estructural con cambios minimos en orga-
nelos subcelulares aun después de 10 dias de almace-
namiento en M-K modificado (con sulfato de
condroitin). A las 105 horas se observo por ultraes-
tructura que las uniones intercelulares se mantuvie-
ron en algunos puntos por condensacién incipiente
del citoplasma de las células. Stein y Laibson MD
(1987) refieren un promedio minimo de separacion
de las células centrales tanto en el medio M-K como
en el medio M-K modificado, aun después de 10 dias
de almacenamiento; sin embargo, la separacion de
las células periféricas fue comin en ambos medios a
cualquier periodo de almacenamiento. Con la mi-
croscopia electronica el mosaico de células endotelia-
les era visible, pero habian areas de separacion celu-
lar las cuales indicaban muerte celular.®

La preservacion de corneas en solucion salina ba-
lanceada durante 48 horas provocé importante des-
truccion celular caracterizada por retraccion del
citoplasma de las células, separacion e incremento
en el espacio intercelular, asi como células de con-
torno redondo. Aquavella y colaboradores (1975) re-
fieren que en corneas preservadas en una camara es-
tandar a 4° C hubo un incremento en la tincion de
las células en mas del 50%, mientras que en aquéllas
preservadas en medio M-K s6lo hubo un 20% de au-
mento en la tincién de las mismas.?

Lo anteriormente descrito se debe a que el medio
TC 199 que forma parte del MCB y Optisol contiene
glutation, vitamina E y acido ascérbico.

Los dos primeros son antioxidantes que apoyan al
sistema redox-intracelular del endotelio (sistema que
colabora en el mantenimiento de la barrera endote-
lial) y la oxidacion del glutation intracelular del en-
dotelio rompe las uniones celulares apicales y expone
la membrana de Descemet ocasionando edema severo
de la cdrnea. Se ha visto que el almacenamiento de
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corneas en M-K por cuatro dias preserva la misma
cantidad de glutatién endotelial. Se ha reportado que
el condroitin sulfato (material contenido en el estro-
ma endotelial y que se agrega en el Optisol) es un
antioxidante y el grupo sulfidrilo es importante en
el sitio activo de Na+ K+, activando la adenosin-tri-
fosfatasa (ATPasa) requerida para la actividad de la
bomba endotelial. Los antioxidantes actian como ra-
dicales libres para eliminar sustancias toxicas que
pueden interferir con la funcién endotelial .*

Kaufman HE y colaboradores* demostraron, por
ultraestructura, que la capa de células endoteliales de
una cornea donadora producto de una enucleacién de
13 dias de evolucion mantenida en K-Sol, mostraba
un mosaico endotelial completamente intacto, de bor-
des celulares prominentes, regulares, aparentemente
normales y nudcleos de localizacién central. Por mi-
croscopia electronica de transmision se pudo demos-
trar que las células endoteliales mantuvieron algunas
mitocondrias con crestas bien desarrolladas, forma-
cion de algunas vacuolas y hendiduras en escasa can-
tidad que tradujera deterioro de la funcién endotelial.
A diferencia de lo anteriormente citado, los cambios
presentes en las células endoteliales conservadas en
MCB se hicieron aparentes desde las 96 horas y fue-
ron mas acentuadas a las 105 horas, cambios que
pueden explicarse debido a que la conservacion en
este ultimo medio carece de condroitin sulfato.

Por todo lo anteriormente expuesto se puede con-
cluir que el medio MCB puede preservar las corneas
utilizadas para trasplante en condiciones éptimas
durante 90 horas de manera muy similar al Optisol;
pero, a diferencia de este Ultimo, el costo es conside-
rablemente menor, por lo que puede ser una gran al-
ternativa para su uso en numerosos hospitales de
paises como el nuestro, ya que el tipo de poblacion
gue se atiende generalmente es de bajos recursos.
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