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Terminologia

Condiciones escotopicas:

Condiciones con niveles bajos de iluminacion.

Paracentesis ocular:

Puncion del ojo con una aguja, que generalmente se realiza a través de la

camara anterior.

Pleomorfismo celular:
Alteracion de la tipica forma de las células, mostrando formas variadas. En el
caso del endotelio corneal, el pleomorfismo disminuye el porcentaje de

hexagonalidad considerado como fisioldgico para cada especie.

Polimegatismo celular:

Incremento de tamafio celular que induce aumento del coeficiente de

variacion.

Tapetum lucidum:
Capa reflectante situada en la coroides, en la mayoria de las especies
animales, que refleja la luz visible con el fin de aumentar la luz disponible
para los fotorreceptores. Este efecto mejora la vision en condiciones

escotdpicas.

Vision estereoscopica:

En Optica, optometria y oftalmologia, la vision estereoscopica o binocular es

el tipo de vision en el que los dos ojos se utilizan conjuntamente.

12
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1. Cornea

1.1. Embriologia ocular
El origen embrionario de las distintas estructuras oculares es diverso y sigue

una secuencia muy parecida en totas las especies de mamiferos.
A grandes rasgos, el desarrollo embrionario y fetal del ojo ocurre en tres fases:

1. Embriogénesis: empieza con la fertilizacion y termina con la diferenciacion
de las distintas capas germinales.

2. Organogénesis: formacion de los diferentes érganos.

3. Diferenciacion: desarrollo especifico de las caracteristicas estructurales

de cada 6rgano.*

La especie canina es una de las especies animales en la que se ha estudiado
el desarrollo embrionario ocular en profundidad. Tras la fertilizacion, el zigoto
se divide por mitosis sucesivas hasta alcanzar un clister de 12-16 células,
también denominado mérula, que continda con la proliferaciéon celular, hasta
llegar a la fase de blastocisto. En esta fase, las células se diferencian y
reubican, formando parte de la capa externa del blastocisto (trofoblasto) o de
la masa celular interna 0 embrioblasto (Fig. 1). Este ultimo se diferencia a su
vez en dos capas, el hipoblasto y el epiblasto (fase de disco bilaminar). Las
células de estas dos capas se reestructuran dejando dos cavidades, una

inferior llamada saco vitelino, y otra superior llamada cavidad amnioética.

15
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Figura 1. 1. Blastocisto: A, Masa celular interna; B, Trofoblasto; C, Blastocele. 2. Disco bilaminar: A:
Sincitiotrofoblasto; B: Citotrofoblasto; C: Hipoblasto; D: Cavidad amniética; E: Epiblasto; 3. Blastula: A:
Sincitiotrofoblasto; B: Lagunas trofoblasticas; C: Sinusoide materno; D: Citotrofoblasto; E: Saco vitelino; F: Cavidad
amniética; G: Epiblasto; H: Hipoblasto; I: Celoma extraembrionario; J: Vellosidades primarias; K: Estroma del
endometrio. Fuente: modificado a partir de http://sosembriologiahumana.blogspot.com.es/2010_09_01_archive.html

La gastrulacién, o formacion de la capa germinal mesodérmica, se inicia en el
perro el dia 10 de gestacion, en direccién craneo-caudal y consiste en la
migracion celular de algunas células del epiblasto hacia el espacio entre el
epiblasto y el hipoblasto (Fig. 2). De este modo, se formaran las tres capas
germinales: el ectodermo (a partir del epiblasto), el endodermo (a partir del
hipoblasto) y el mesodermo (a partir de las células que se han invaginado del

epiblasto).

Epiblasto

Figura 2. Representacion de las capas del disco
embrionario: epiblasto e hipoblasto. Las células
del epiblasto se invaginan para formar el
mesodermo. Fuente: modificado a partir de
http://viarevision.wikia.com/wiki/origin_of_cells.

Hipoblasto Mesodermo

El ectodermo aumenta de grosor dando lugar a la placa neural, para

posteriormente invaginarse siguiendo el eje antero-posterior y formar el surco
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neural. Simultdneamente a la formacion del éste, se crean dos pliegues
(pliegues neurales), que daran lugar al futuro cerebro, que se fusionan
formando el tubo neural y las crestas neurales. El ectodermo superficial con
aspecto columnar se denominara a partir de este momento ectodermo neural.
A medida que los pliegues neurales se elevan y se acercan uno a otro, una
poblacion de células mesenquimales especializadas, las crestas neurales,
emigran desde la zona de union entre el ectodermo neural y el ectodermo
superficial (Fig. 3). Esta migracion esté facilitada por la matriz extracelular (rica
en acido hialurénico), que producida por el epitelio superficial y las crestas
neurales, forma un espacio por el que las células de las crestas puedan migrar.
La fibronectina, producida por las células del ectodermo neural, marcara los

limites de la migracion.

Pliegues neurales

Ectodermo

Mesodermo

Endodermo

Surco dptico

Ectodemo superficial

Crestaneural

ik \\_A Mesodermo
2 A —

Tubo neural

Figura 3. A, Seccion vertical del disco embrionario que muestra las tres capas: ectodermo, mesodermo y endodermo;
B, Formacion del surco neural en la placa neural del ectodermo; C, El surco neural se invagina y se forman los pliegues
neurales; D, Los pliegues neurales avanzan el uno hacia el otro; E, En el momento en que se fusionan los dos pliegues,
se forma el tubo neural y las células de las crestas neurales se separan del ectodermo. El tubo neural quedara por lo
tanto formado por ectodermo neural, y el ectodermo superficial vuelve a ser continuo; F, Se crean unas evaginaciones
formando los surcos dpticos. Fuente: modificado a partir de Ofri R. Development and Congenital Abnormalities. In:
Slatter’s Fundamentals of Veterinary Ophthalmology. St. Louis, Missouri: Sunders Elsevier; 2008:20-32.
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La primera manifestacion del desarrollo ocular en el perro ocurre con la
aparicién de un surco éptico, a cada lado del cerebro anterior (diencéfalo), el
dia 13 tras la fertilizacion.® El dia 15 estos surcos se transforman en
evaginaciones localizadas a ambos lados del cerebro, denominadas vesiculas
Opticas, marcando el inicio de la organogénesis. Estas vesiculas crecen hacia
fuera y contactan con el ectodermo superficial de la cara del embrion, lo que

induce el engrosamiento de sus células, llamado placoda cristaliniana (dia

17) (Fig. 4).2
Ectodermo
superficial
Placoda
cristaliniana
Ectodermo
neural
Tallo éptico

Figura 4. Estadio de vesicula éptica. El ectodermo superficial que cubre la vesicula 6ptica acabara
formando la placoda cristaliniana. Fuente: Cook CS. Ocular Embryology and Congenital
Malformations. In: Kirk N. Gelatt Veterinary Ophthalmology. New York: Wiley-Blackwell; 2007:3-38.

Tanto la placoda cristaliniana como la vesicula Optica se invaginan —de inferior
a superior—, para dar lugar a la vesicula lenticular y a la copa 6ptica,
respectivamente. La copa Optica es una estructura de pared doble que dara
origen a la retina neural (derivada de la pared interna) y al epitelio pigmentario

de la retina (Retinal Pigment Epithelium (RPE); derivado de la pared externa).
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En esta etapa, la copa Optica presenta una hendidura a lo largo de su parte

inferior, conocida como fisura éptica (Fig. 5).

Fisura optica

Figura 5. Formacion de la vesicula optica (A), copa Optica (B) y vesicula lenticular (C). Fuente:
modificado a partir de Ofri R. Development and Congenital Abnormalities. In: Slatter's Fundamentals of
Veterinary Ophthalmology. St. Louis, Missouri: Sunders Elsevier; 2008:20-32.

La vesicula lenticular, que ha seguido invaginandose, se despega totalmente

del ectodermo superficial, lo que dara lugar al inicio de las cAmaras del ojo. En

este momento, la arteria hialoidea, de origen mesenquimatoso y cuya funcion

es vascularizar al cristalino, entra por la fisura 6ptica de la copa optica (Fig. 6).

Figura 6. Secciones del desarrollo del
0jo, mostrando la evolucién de la copa
optica y la vesicula lenticular. Fuente:
modificado a partr de Ofri R.
Development and Congenital
Abnormalities. In: Slatter's Fundamentals
of Veterinary Ophthalmology. St. Louis,
Missouri: Sunders Elsevier; 2008:20-32.

Capa externa de la copa dptica

Capa interna
de la copa dptica

Vesicula lenticular

Fisura dptica

Arteria
hialoidea

Vena hialoidea

Arteria hialoidea

Vesicula lenticular

Espacio intraretiniano
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En este punto, se da por finalizada la organogénesis y se inicia la fase de
diferenciacion.

El dia 27 de gestacion la vesicula lenticular se recubre de una capa formada
por células cuboidales de la placoda, que dard lugar a la futura cdpsula del
cristalino. Dos dias mas tarde (dia 29), la fisura Optica se fusiona,
estableciendo la presion intraocular (IOP) definitiva. La retina primitiva
promueve la formacion de las fibras lenticulares a partir de las células
epiteliales adyacentes (células de la capsula posterior). Estas fibras daran lugar
al futuro nucleo embrionario del cristalino.

El dia 32 de gestacion, se fusionan los parpados, la camara anterior del ojo
empieza a formarse, y se unen ademas las capas de la copa Optica. También
es en esta fase cuando se diferencia el endotelio corneal, el estroma corneal
acelular y la esclera. Tanto el endotelio como el estroma corneal provienen de
las crestas neurales, mientras que el epitelio corneal proviene del ectodermo
superficial. Las células endoteliales se encargan de producir la membrana de

Descemet durante toda la vida del individuo (Fig. 7).

Ectodermo superficial

Camara

Vesicula lenticular anterior Ec?ri;gia?
Borde de la
copa optica .
Nee S R N
S333ee, 54 “ OO 2ot
AT BT
— —
Céamara
vitrea G
Mesénquima Mesénquima Endotelio
Mesénquima
Epitelio
corneal Estroma primario =
- Cristalino
Endotelio Estroma Endotelio Mesénquima
secundario Mesénquima

Figura 7. Desarrollo embrionario de la cérnea. Se puede apreciar como el endotelio corneal proviene de la invasion
de la cornea por parte de células mesenquimales de las crestas neurales. Fuente: Zavala J, Lopez Jaime GR,
Rodriguez Barrientos CA, Valdez-Garcia J. Corneal endothelium: developmental strategies for regeneration. Eye.
2013;27(5):579-588.
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En el espacio comprendido entre la cornea y el cristalino se forman las
camaras anterior y posterior. Seguidamente, la membrana pupilar, situada en
el aspecto central del iris, desaparecera para formarse la pupila, que permitira

el flujo de humor acuoso desde la cAmara posterior a la anterior (Fig. 8).>

Futuro iris  Copa dptica Epitelio corneal

Futura coérnea

Cristalino : : © 1 B anterior
: ‘ ' Mesotelio
Membrana
Camara e
posterior |
Mesodermo

Figura 8. Formacion de la cAmara anterior i de la cérnea. La membrana pupilar aparece cubriendo la

futura pupila. Fuente: modificado a partir de Ofri R. Development and Congenital Abnormalities. In:

Slatter's Fundamentals of Veterinary Ophthalmology. St. Louis, Missouri: Sunders Elsevier; 2008:20-32.
Durante el dia 40 de gestacidon se forman las fibras secundarias del cristalino,
ubicandose alrededor del nacleo embrionario y uniéndose unas con otras en la
zona conocida como “suturas en Y”. Durante esta fase aparece el cuerpo ciliar,
el iris y los musculos extraoculares. Una zona de concentracién del vitreo,

denominado vitreo terciario, dara lugar a la zonula ciliar. Las capas de la

coroides estan completas y pigmentadas.

El dia 45 de gestacioén los procesos ciliares tocan el ecuador del cristalino, se

observa pigmento en el iris y aparecen los primeros y rudimentarios
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fotorreceptores. Tras el inicio de la produccion de humor acuoso en el cuerpo
ciliar, ya no hay necesidad de nutrir el cristalino de forma directa, por lo que se
empieza a atrofiar la arteria hialoidea, en direccion anteroposterior. La atrofia

debe completarse antes del dia 14 después del nacimiento.

Durante el dia 56 de gestaciéon, aparece el musculo ciliar, y el Tapetum

lucidum y el RPE finalizan su desarrollo.

1.2. Anatomia corneal

La cérnea es un tejido transparente que, junto con la esclera, forma la tinica
externa del ojo (tunica fibrosa). Su curvatura y transparencia permiten que sea
la estructura con mayor poder de refraccion del ojo. La transparencia se
establece y mantiene gracias a una serie de caracteristicas tales como:
densidad celular baja, estado de deshidratacion relativo, superficie ocular lisa,
correcta ordenacion de las fibras de colageno estromales y ausencia de vasos,

queratina y pigmento.*

La histologia y anatomia de la cOrnea varian ligeramente segun las especies,
pudiendo estar formada por 4-6 capas, que de exterior a interior son: epitelio,
membrana de Bowman, estroma, capa de Dua, membrana de Descemet y

endotelio.

» El epitelio corneal es el epitelio estratificado, escamoso y no queratinizado
mas organizado del organismo. El nUmero de capas varia segun la especie
animal, siguiendo en todas ellas la siguiente estructura basica: capa de
células basales, capas de células aladas y capas de células escamosas
superficiales.* La adherencia de las células basales a su membrana basal se

consigue mediante dos mecanismos principales: a través de la interaccion
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molecular directa de receptores con ligandos situados en la matriz
extracelular (integrinas, cadherinas y neural cell adhesion molecule (N-
CAM)), y a través de hemidesmosomas de unién.®

* La membrana de Bowman es una capa transparente, linear, continua y
elastica que estd presente en la mayoria de primates (incluyendo al ser
humano), aves y herbivoros (conejo, ciervo, jirafa, buey, cebd,...).? Se
considera la membrana basal del epitelio corneal.

= El estroma constituye el 90% del espesor corneal y estd compuesto
principalmente por fibras de colageno, sustancia fundamental y queratocitos
(fibroblastos modificados). A su vez, la sustancia fundamental esta formada
por proteoglicanos y glicosaminoglicanos asociados, mayoritariamente
condroitin sulfato y dermatan sulfato.
Las fibrillas de coldgeno se ordenan colocandose en paralelo y formando
laminas que intercalan queratocitos con linfocitos, macréfagos y neutréfilos
ocasionales. La distribucion regular de las fibrillas de colageno mantiene la
transparencia corneal y distingue este tipo de colageno del que encontramos
en la esclera. La separacion equidistante de las fibrillas se mantiene gracias
a la accién de mucoproteinas, glicoproteinas y otros componentes de la
sustancia fundamental. Esta separacion exacta impide la dispersion de la luz
y promueve la transparencia corneal (Fig. 9).* La ordenacién normal de las
fibrillas puede verse alterada por edema corneal, alteraciones en la
sustancia fundamental, formacion de cicatrices, o la infiltracion de los
espacios interlaminares por células (inflamatorias o tumorales) o sustancias

(minerales o lipidos).
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Figura 9. Estroma corneal. A, Laminillas de colageno colocadas en paralelo en un angulo determinado;
B, Seccion de la orientacion normal de las fibrillas de colageno estromales; C, Representacion de
fibrillas de coldgeno que no siguen una correcta ordenacion, resultando en dispersién de la luz y
pérdida de transparencia. Fuente: Maggs DJ. Cornea and Sclera. In: Slatter’'s Fundamentals of
Veterinary Ophthalmology. St. Louis, Missouri: Saunders Elsevier; 2008:175-202.

* La membrana de Dua es una capa descrita recientemente en humanos, que
se encuentra situada entre el estroma y la membrana de Descemet. Se
caracteriza por ser fina (15 um) pero muy resistente, estar compuesta
principalmente por colageno tipo | y no presentar queratocito.®

* La membrana de Descemet es la membrana basal del endotelio corneal y
se sitla entre el estroma posterior y el endotelio. La produce el endotelio de
forma continua durante toda la vida, lo cual hace que vaya engrosandose
con la edad. De hecho, es la Unica estructura corneal que sigue creciendo a

partir de los 2 afios de edad en los seres humanos. Es una membrana muy

elastica, pero puede llegar a romperse/adelgazarse en casos de buftalmia
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secundaria a glaucoma. La elasticidad se pierde progresivamente con la

edad.*™

* El endotelio corneal (CE) es una fina monocapa semipermeable de células
poligonales (mayoritariamente hexagonales) —también denominadas células
endoteliales corneales (CECs)- situada en la parte mas interna de la cérnea,
en contacto directo con el humor acuoso y la membrana de Descemet (Fig.

10). Su grosor varia segn las especies (4 y 20 pm).>*1%13

Figura 10. Imagen microscopica de la cornea felina, que permite apreciar claramente sus capas: A, Epitelio; B,
Estroma; C, Membrana de Descemet; D, Endotelio. Fuente: Maggs DJ. Cornea and Sclera. In: Slatter’'s
Fundamentals of Veterinary Ophthalmology. St. Louis, Missouri: Saunders Elsevier; 2008:175-202.

1.3. Fisiologia corneal

Funciones del epitelio

El epitelio corneal lleva a cabo multiples funciones, entre ellas: actuar de
barrera fisica evitando la entrada de organismos patdgenos, actuar de barrera
lipofilica disminuyendo la absorcion de sustancias hidrofilicas, proteger

indirectamente el globo ocular mediante la induccion del reflejo del parpadeo,
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contribuir al mantenimiento del estatus inmunoprivilegiado del ojo e inhibir la

proliferacién neovascular corneal.**

Funciones del estroma

El estroma se encarga de mantener la integridad estructural, rigidez y
curvatura del globo ocular, asi como también de mantener la transparencia
corneal. Estas acciones las consigue gracias a la perfecta estructuracion de las

fibrillas, la ausencia de vasos y pigmento, y a su baja celularidad.**

Funciones del endotelio

La funcion principal del CE consiste en regular el estado de hidratacion
de la cérnea, manteniendo al estroma en un estado de relativa deshidratacion.
De este modo, el CE consigue preservar la separacion equidistante de las
fibrillas de coldgeno y la transparencia corneal, permitiendo asi que el ojo

pueda llevar a cabo sus funciones visuales.

Por un lado, el CE actla de barrera fisica (mecanismo fisico o pasivo)
impidiendo el movimiento de agua procedente de la camara anterior hacia el
estroma. Por otro lado, ejerce funciones de bomba activa (mecanismo activo)
transportando activamente agua del estroma hacia la camara anterior, en
contra de un gradiente de presién y con un importante gasto energético (Fig.
11). El buen funcionamiento de este mecanismo de bombeo asegura el
mantenimiento del espesor y transparencia corneal adecuados. Ademas,
mediante mecanismos de difusion simple, difusion facilitada y transporte activo,
el endotelio se encarga también de la circulacién de nutrientes y productos de

deshecho. ElI CE debe, por lo tanto, ejercer la funcién de barrera con cierta
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permeabilidad selectiva, de modo que se cree un equilibrio y se mantenga la

transparencia y la nutricion corneal simultaneamente #8317

Epitelio

Estroma

Endotelio

Barrera fisica Bomba
(mecanismo pasivo) (mecanismo activo)

Figura 11. Esquema de la cornea en la que puede observarse como el
endotelio ejerce una funcién de barrera para evitar que el estroma se
hidrate en exceso. Para conseguir ese mismo objetivo, también bombea
iones desde el estroma hacia el humor acuoso. Fuente: modificado a
partir de Joyce NC. Cell cycle status in human corneal endothelium. Exp
Eye Res. 2005;81(6):629-638.

Exceptuando el oxigeno, todos los nutrientes que requiere la cérnea para su
mantenimiento llegan procedentes del humor acuoso y a través del CE.'" El
paso de estos nutrientes a través del CE hacia el estroma es posible ya que, a
diferencia del epitelio, las uniones entre las CECs no son continuas (zonula
occludens incompleta). Sin embargo, se requiere un mecanismo activo para
mantener el equilibrio entre entrada y salida de humor acuoso: la bomba de

iones.®

El buen funcionamiento de la barrera endotelial depende de la conservacion del
namero adecuado de CECs, asi como también de sus estrechas uniones

intercelulares.!
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La bomba endotelial ha sido ampliamente estudiada y actualmente sigue
habiendo controversia acerca de qué iones son los que intervienen en el
proceso. Se sabe que la bomba presenta actividad sodio-potasio ATPasa y que
requiere de bicarbonato como sustrato, asi como de anhidrasa carbonica. Entre
los modelos de funcionamiento propuestos, cabe destacar el modelo de

secrecion de bicarbonato (Fig. 12).*"

CAlIl

Y

HCO;
HCO, + H* =
H*

HCO;
Anterior

Chamber
Stroma

Figura 12. Modelo de secrecion de bicarbonato. Posible mecanismo que explicaria el
transporte de iones que tiene lugar en las CECs. El movimiento de iones de carga
negativa crea una pequefa diferencia de potencial (0,5 mV) que atrae Na" a través de
las uniones estrechas (tight junctions (TJ)). Las elevadas concentraciones
intracelulares de CI'y HCO3, junto con el potencial de membrana negativo, permiten
que los aniones circulen luego a través de canales selectivos de iones. Otra via para el
flujo neto de HCO3 es aprovechando las altas concentraciones intracelulares de
HCO3', que puede convertirse en CO2. Fuente: Bonanno JA. Molecular mechanisms
underlying the corneal endothelial pump. Exp Eye Res. 2012;95(1):2-7.

La funcion del CE puede evaluarse de forma objetiva mediante
fluorofotometria, calculando el coeficiente de permeabilidad del endotelio
corneal a la fluoresceina,”® o de forma indirecta mediante paquimetria,
valorando cambios en el espesor corneal.*** Los estudios de funcionalidad
pueden cumplimentarse con estudios morfolégicos in vivo mediante

microscopia especular.
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2. Capacidad regenerativa de la cornea

La capacidad regenerativa de la cérnea depende mayoritariamente de dos
aspectos: la capa afectada y la especie animal. Cada capa se regenera a un
ritmo diferente y mediante distintos mecanismos, que tiene importantes

implicaciones clinicas.***

2.1. Reparacion epitelial

El epitelio corneal se caracteriza por poseer gran capacidad de regeneracion.
Tras un dafio epitelial, las células epiteliales que rodean al margen de la lesion
reaccionan rapidamente retrayéndose, agrandandose y perdiendo sus
hemidesmosomas de unién con la membrana basal/estroma, para después
desplazarse de forma ameboidea hasta cubrir la zona afectada (respuesta
temprana). Desafortunadamente, esto conlleva también que estas células
epiteliales puedan arrastrar melanocitos procedentes del limbo esclero-corneal
durante el proceso, afectando la transparencia corneal. Inicialmente el proceso
de cicatrizacion induce la formacién de un epitelio mucho mas fino, que en los
siguientes 4-7 dias tras la completa reepitelizacion aumenta su indice mitético
(respuesta tardia), restaurando el grosor epitelial normal. Finalmente, y como
altimo paso en el proceso de reepitelizacion, se regeneran los
hemidesmosomas de unién.* La velocidad de la cicatrizacién epitelial se ha

definido como 1 mm/dia en el perro y 0,6 mm/dia en el caballo.*®*

2.2. Reparacion estromal

El estroma se regenera mas lentamente que el epitelio, o que hace que los
defectos estromales sean inicialmente cubiertos por células epiteliales,

siguiendo las dos fases previamente descritas. Lamentablemente Ila
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reepitelizacion epitelial no restablece el grosor ni la curvatura normal de la

cérnea, siendo necesaria la regeneracién estromal.*

El defecto estromal inicial presenta edema localizado, por la pérdida de la
barrera fisica epitelial, y con él llegan neutréfilos de la pelicula lagrimal a la
zona de la lesién. La llegada de estos neutréfilos pone en marcha una serie de
mecanismos, entre ellos la transformacion de los queratocitos adyacentes a
fibroblastos, y la liberacibn de factores de crecimiento vascular. La
transformacioén a fibroblastos o0 mecanismo de cicatrizacion avascular, es una
estrategia rapida por la cual los fibroblastos proliferan rapidamente y sintetizan
coldgeno y otros componentes de la matriz extracelular. De esta forma el
estroma corneal irda ganando espesor y desplazara anteriormente al epitelio

hasta su localizacién fisiolégica.”

Debido a que las fibrillas de colageno que se depositan en un estroma dafiado
tienen mayor calibre y siguen una orientacion mas heterogénea, suelen

asociarse a pérdida de la transparencia corneal de la zona afectada.*?

2.3. Reparacion endotelial

Debido a la limitada o inexistente capacidad mitética de las CECs, la
capacidad de reparacion del CE se considera pobre, tanto en el hombre
como en la mayoria de las especies animales. Sin embargo, y a modo de
excepcion, la capacidad de proliferacion de las CECs se mantiene durante toda
la vida en conejos, lo cual hace que el endotelio tenga mayor capacidad de
regeneracion. De forma similar, las CECs de los gatos también muestran cierta

actividad reparadora in vivo, mayor que en la mayoria de especies, aunque
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sigue siendo inferior a la de los conejos. De hecho, se considera que su

endotelio es més parecido al de los humanos que al de los conejos.” 2132123

Debido a que la actividad mitética del CE en la mayoria de especies es muy
baja, las lesiones que afectan a esta capa e implican pérdida de CECs pueden
resultar en dafio irreversible y afectacion de la funcion visual. En la especie
humana, las CECs no se replican, manteniéndose bloqueadas en la fase G1 de
su ciclo celular. Esto se debe a la inhibicion celular contacto-dependiente, la
falta de estimulacion efectiva de factores de crecimiento y la supresion de la
fase S por el transforming growth factor-beta 2 (TGF-2). Como consecuencia,
aunque puede inducirse la division de las CECs en cdOrneas cultivadas in vitro,
se considera que el CE humano no muestra capacidad regenerativa

significativa in vivo,®®!1522

La incapacidad de replicacion de las CECs, ante un dafio endotelial con
pérdida de CECs, hace que las células restantes reaccionan incrementando su
tamafo (polimegatismo, o aumento del coeficiente de variacion (CV) de la
superficie celular) y variando su forma (aumento del pleomorfismo, o
disminucién de la hexagonalidad), alargandose y migrando para tratar de
cubrir el area afectada. Por desgracia, estas alteraciones celulares tienen como
consecuencia la disminucién de la capacidad del CE para regular la hidrataciéon
corneal, provocando edema corneal, disminucion de la transparencia y, en

casos severos, pérdida de la agudeza visual.>® 7?42

La densidad media de las CECs (endothelial cell density (ECD)) varia en
funcidn de diferentes factores, tales como: la especie animal, la edad, y otros,

tales como traumatismos, cirugia refractiva, queratoplastia previa, estrés
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debido a diabetes, glaucoma o distrofia endotelial, tabaquismo, o el
estado hormonal. La especie animal determina de forma directa la ECD
siendo, por ejemplo, de 2500-3000 CECs/mm? en el conejo, de 2800-3500
CECs/mm? en el perro y de 2316-4450 CECs/mm? en personas.'®? Entre otras
especies de animales vertebrados cabe destacar, a modo de curiosidad, el pez
Carassius auratus auratus, con una ECD de 431 CECs/mm?, y el caballito de
mar de Australia Occidental, Hippocampus angustus, con una CDE de 11133
CECs/mm?.'® Con la edad, la ECD vy el porcentaje de hexagonalidad celular
disminuyen gradualmente de forma natural.® En la especie humana, la ECD
durante el primer mes de vida es de aproximadamente 6000 CECs/mm?, a los
5 afios de edad pasa a ser de 3500 CECs/mm?, para seguir disminuyendo
hasta valores de 2300 CECs/mm? a los 85 afios. El porcentaje de CECs
hexagonales también se reduce, presentando un individuo de 20 afios de edad
un 75%, comparado con el 60% que vemos en personas de 80 afos. Para
poder mantener sus funciones y preservar la transparencia ocular, es necesario
que la ECD se mantenga por encima del nivel critico de 400-500
CECs/mm?.31>23 Esta afirmacion convierte automaticamente a la ECD en uno
de los parametros de mayor peso para la eleccién de donantes de cérnea en

personas (Fig. 13).
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Figura 13. Imagenes de microscopia especular de la evolucion de la ECD (en CECs/mm2) en dos
pacientes a lo largo de 20 afios tras haber recibido un trasplante corneal de un candidato 6ptimo (“Good
donor”) y otro de menor calidad (“Poor donor”). Puede observarse como, especialmente al poco tiempo tras
la cirugia, hay un descenso en la ECD mucho mas marcado en el paciente que recibio el trasplante corneal
del candidato de menor calidad. Fuente: Bourne WM. Biology of the corneal endothelium in health and
disease. Eye. 2003;17(8):912-918.

La edad también ha demostrado ser un parametro de variacién de la ECD en
otras especies tales como el perro, el gato, la oveja, la cabra o la chichilla.

En todas ellas se observa simultaneamente aumento del pleomorfismo y del
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polimegatismo de las CECs.}3#4%%2" | 3 ECD normal en perros jévenes es de
2800 CECs/mm?, considerandose que por debajo de 500-800 CECs/mm? se
produce descompensacion corneal. En algunos casos de déficit moderado o
alto, las CECs restantes no son capaces de compensar la pérdida de endotelio

y su funcién, produciéndose edema y opacidad corneal permanente.*?

3. Enfermedad endotelial corneal

3.1. Endoteliopatias mas frecuentes

Las enfermedades endoteliales corneales en el hombre son mayormente
secundarias, siendo las primarias poco frecuentes. Dentro de las
enfermedades endoteliales primarias, las mas habituales son la Distrofia de
Fuchs, la Distrofia Polimorfa Posterior (Posterior Polymorphous Dystrophy
(PPD)) y la Distrofia Endotelial Congénita Hereditaria (Congenital Hereditary
Endothelial Dystrophy (CHED)). Se baraja la posibilidad de que estas tres

patologias puedan compartir una serie de alteraciones genéticas.”*>%

La Distrofia de Fuchs es una enfermedad autosomica dominante, con
predisposicién por el género femenino, que provoca signos clinicos bilaterales
en edad adulta. A pesar de su ampliamente conocido caracter heredable,
también se ha descrito su presentacion debido a mutaciones puntuales. En
esta enfermedad, las CECs dejan de funcionar gradualmente provocando
disminucién de la ECD, pérdida de funcion de la barrera endotelial y finalmente
pérdida de transparencia corneal. La distrofia de Fuchs cursa inicialmente con
“guttata” o condensaciones ubicadas en la membrana de Descemet facilmente

observables mediante lampara de hendidura (Fig. 14).
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Figura 14. Observacion de ‘guttata” mediante
lampara de hendidura en una mujer de 61 afios con
distrofia endotelial de Fuchs. Fuente:
http://emedicine.medscape.com/

Con el tiempo la funcionalidad endotelial se verd gravemente alterada,
produciendo marcado edema corneal difuso, que se asociard a fibrosis
estromal y neovascularizacion corneal profunda. Las personas afectadas
suelen, en estadios iniciales, mostrar leves alteraciones de la agudeza visual,
que pueden ser, en algunos casos, dificiles de evidenciar por el afectado. Estos
pacientes pueden tener vista ligeramente borrosa y dificultad para conducir en
condiciones escotdpicas. Como este tipo de distrofia aparece muy lentamente,
los pacientes pueden no evidenciar el problema visual y por tanto no solicitar
revision oftalmoldgica diagnosticandose, en algunos casos, en fases mas
avanzadas de la enfermedad. Estas personas tendran de moderado a marcado
déficit visual, sobre todo por las mananas, que va disminuyendo a lo largo del
dia, y que curiosamente suele empeorar en época humeda o en dias lluviosos.

A pesar de ser una enfermedad por definicibn no dolorosa, algunos pacientes
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pueden presentar pequefias Ulceras corneales como resultado de bullas

epiteliales-estromales.

Desafortunadamente para las personas afectadas, el unico tratamiento
efectivo actualmente es el trasplante corneal. El trasplante debe
proporcionar un endotelio nuevo, sano y con una ECD adecuada. En la
actualidad se estan desarrollando gran cantidad de técnicas quirdrgicas
corneales laminares profundas. Estas técnicas restauran en su mayoria el
endotelio corneal, manteniendo el resto del tejido corneal del receptor, y por lo

tanto reduciendo las complicaciones Yy el riesgo de rechazo postoperatorio.

La Distrofia Polimorfa Posterior es una enfermedad que se caracteriza por
presentar células endoteliales con caracteristicas de células epiteliales, que
incluso, en algunos casos, pueden estar estructuradas en varias capas. Las
lesiones suelen desarrollarse en la infancia temprana y son mayoritariamente
bilaterales, aunque pueden ser asimétricas o unilaterales en algunos casos. A
pesar de su inicio temprano, la mayoria de pacientes son asintomaticos,
pudiendo raramente inducir opacidad estromal, con el consecuente deterioro
visual progresivo, que requiera tratamiento quirdrgico. La sospecha clinica se
inicia al observar en el examen biomicroscopico opacidades disciformes,
pequefias, de color blanco grisaceo e irregulares en la membrana de Descemet

y el endotelio (Fig. 15).">%
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Figura 15. Microfotografia especular del ojo derecho de
un paciente afectado por PPD. Pueden apreciarse dos
areas donde claramente hay una afectacion de la parte
posterior de la cérnea (flechas blancas), que contrastan
con otra area en la que las CECs parecen normales
(flecha negra). Fuente: Krachmer, JH. Posterior
polymorphous  corneal dystrophy: a  disease
characterized by epithelial-like endothelial cells which
influence management and prognosis. Transactions of
the American Ophthalmological Society. 1985;83:413.

La Distrofia Endotelial Congénita Hereditaria provoca pérdida de
transparencia corneal desde el nacimiento. Es una enfermedad menos
frecuente que la PPD, pero en este caso una proporcion mas elevada de

pacientes requeriran tratamiento quirdrgico.™

Las enfermedades endoteliales corneales secundarias suelen ir asociadas
a cirugias de cataratas o trasplante corneal, a procesos intraoculares (uveitis o
glaucoma), o al uso prolongado de lentes de contacto. El desgaste que provoca
el uso cronico de las lentes de contacto induce aumento del polimegatismo y
del pleomorfismo de las CECs.”® En el conejo no se han descrito
endoteliopatias concretas que hayan sido bien caracterizadas, como en el caso

de la especie humana.

3.2. Metodos de evaluacion del endotelio
La funcion y estructura del CE puede evaluarse mediante diferentes métodos,

gue se describen a continuacion.
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3.2.1. Métodos de evaluacion del endotelio in vivo

Exploracion biomicroscopica

La exploracién con ldmpara de hendidura o biomicroscépica es, sin duda
alguna, la primera aproximacion diagnostica en caso de sospecha de alteracion
del endotelio corneal. Debe realizarse en una habitacion semi-oscura.®® La
biomicroscopia permite la observacion estereoscopica, siendo de especial
importancia el ajuste de la distancia interpupilar de cada observador. Este
método diagndstico, en manos de un oftalmélogo experimentado, permite
detectar signos de distrofia endotelial en fases tempranas -tales como guttata u
opacidades disciformes en membrana de Descemet y endotelio-, asi como

clasificar el grado de trasparencia corneal o inflamacién secundaria.3*3

La biomicroscopia permite diferentes métodos de iluminacién, tales como luz
difusa (observacion general de parpados, pestafias, conjuntiva, caruncula,
esclera, vasos sanguineos, cérnea, iris y pupila), paralelepipedo (con una
hendidura ancha , de entre 1-3mm, se obtiene una imagen que permite valorar
la pelicula lagrimal, la cérnea en toda su extension, y la superficie del cristalino)
y la seccién optica (con una hendidura de luz delgada [€1 mm] que hace que
las paredes laterales del paralelepipedo se fusionen en un plano virtual o
seccion, permitiendo valorar la profundidad de cuerpos extrafios o de
opacidades corneales) (Fig. 16). También permite la evaluacién mediante
retroiluminacién, observando las estructuras gracias a la reflexion de la luz en

los tejidos mas internos (principalmente el Tapetum lucidum).*
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Figura 16. Sistemas de iluminacién con lampara de hendidura mediante luz difusa (A), paralelepipedo (B) y
seccion optica (C). Fuente: https://carolvpinzon.wordpress.com/2010/03/17/hello-world/.

Microscopia especular y paquimetria

El segundo paso diagnéstico a realizar ante la sospecha de enfermedad
endotelial incluye paquimetria y microscopia especular, que pueden realizarse
simultdneamente, con el mismo aparato. La paquimetria es una prueba no
invasiva que determina el espesor corneal, considerado indicador indirecto de
la salud corneal. Puede realizarse mediante métodos de contacto o métodos
de no contacto. Los métodos de contacto, son los menos utilizados e incluye
principalmente la ecografia de alta resolucion; mientras que los métodos de no
contacto incluyen la topografia corneal Orbscan, la tomografia de coherencia
optica (Optical Coherence Tomography (OCT)) y la paquimetria 6ptica.** Los
diferentes tipos de paquimetria permiten determinar el grosor corneal en
diversos puntos de la cérnea, con buena reproducibilidad.®®* Los valores
obtenidos permiten, no solo diagnosticar la enfermedad, sino también evaluar

la respuesta a la medicacion o a procedimientos quirlrgicos.

La microscopia especular es igualmente una prueba no invasiva que permite

la caracterizacion morfométrica del endotelio. Mediante esta herramienta,
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podemos determinar densidad y superficie de las CECs, asi como el grado de
pleomorfismo y polimegatismo (Fig. 17).3* El microscopio especular TOPCON
Specular Microscope SP-2000P® (Topcon, Tokyo, Japén), es uno de los
aparatos que permite realizar mediciones de paquimetria y microscopia
especular simultaneamente, y aportar valores de diferentes pardmetros
endoteliales corneales. No obstante, en cérneas anormales y con marcado
edema corneal, las imagenes pierden calidad y en algunos casos pueden no

obtenerse datos para algunos de los parametros.3334

DATARZDOM S

>,

Figura 17. Imagen del endotelio corneal humano proporcionada por el

microscopio especular TOPCON SP-2000P®. Fuente: Cheung SW, Cho P.

Endothelial cells analysis with the TOPCON specular microscope SP-2000P and

IMAGEnet system. Curr Eye Res. 2000;21(4):788-798.
La microscopia especular, en la actualidad, no solo se utiliza en la especie
humana, sino también en otras especies de mamiferos. Gracias a este método
diagnostico se han establecido los valores de referencia de densidad endotelial
para especies tales como: cerdos (7625 CECs/mm?), caballos (3155

CECs/mm?), llamas (2669 CECs/mm?), alpacas (2275 CECs/mm?), gatos (3625

CECs/mm?), chinchillas (2650 CECs/mm?) y ovejas (2883 CECs/mm?).2426:27:35
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Fluorofotometria

La fluorofotometria permite estimar la funcion del CE en base a la
permeabilidad a la fluoresceina (Fig. 18). La cuantificacién del coeficiente de
penetracion de la fluoresceina a través de la cérnea una vez aplicada por via
tépica, permite la valoracion de alteraciones corneales.'®3® Este método se
utiliza para evaluar la funcidén de barrera de las CECs. De hecho, se ha descrito
que la permeabilidad endotelial corneal a la fluoresceina aumenta con la edad
en los seres humanos.®” Esta técnica permite también detectar alteraciones
subclinicas en la integridad del epitelio, lo cual resulta especialmente util en el

diagnéstico de pacientes con ojo seco.**®

%rca[cc(tl) = C.(t)]
(raCa = CHt, = to)

Permeability =

Figura 18. Formula utilizada para calcular la permeabilidad endotelial a la
fluoresceina, donde to y t; son el tiempo al inicio y al final del intervalo; q; es el
espesor corneal medio en el intervalo; r,, es el ratio de distribucion de la
fluoresceina entre la cérnea y la cdmara anterior (se asume que es 1,6); C(t) es
la concentracion de fluoresceina en la cérnea en el tiempo t, y C; y C, son las
concentraciones medias de fluoresceina en la cérnea y en la camara anterior en
el intervalo. Fuente: Bourne WM, Hodge DO, McLaren JW. Estimation of corneal
endothelial pump function in long-term contact lens wearers. Invest Ophthalmol
Vis Sci. 1999;40(3):603-611.

3.2.2. Métodos de evaluacion del endotelio ex vivo

Tinciones vitales

La integridad endotelial corneal también puede evaluarse ex vivo mediante
tinciones vitales. La tincion con azul tripan y rojo alizarina es una técnica
simple y rapida que permite visualizar las CECs bajo el microscopio optico,
evaluar su morfologia y cuantificar el posible dafio endotelial.***° Descrita por
primera vez por Taylor y Hunt en 1981, se utilizé inicialmente en cérneas de
conejos, cerdos y seres humanos (Figs. 19 y 20). Durante el desarrollo y

puesta a punto de la técnica se prepararon soluciones de dichos colorantes en
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suero salino al 0,9% vy, tras varias pruebas, describieron un método que permite
la visualizacion de los méargenes celulares gracias al rojo alizarina, y discrimina
las CECs muertas de las vivas gracias al azul tripan (tifie de azul los nucleos de
las CECs muertas). Los autores resaltaron, ya en su momento, la importancia
de ajustar el pH de la preparacién a 4,2, con el fin de asegurar su eficacia.*
Mas recientemente, Park et al. modificaron ligeramente el protocolo inicial,
utilizando diferentes concentraciones de colorantes y sustituyendo por PBS
(Phosphate-Buffered Saline) el diluyente inicial (suero salino fisiolégico al

0,9%) (Fig. 21). *°

Figura 19. Endotelio corneal de conejo
tefido mediante azul tripan y rojo
alizarina segun protocolo descrito por
Taylor y Hunt en 1981. En el éarea
donde ha habido una lesion, las CECs
presentan la coloracién azul de sus
nlcleos; ademds, puede observarse
también la membrana de Descemet (D)
teflida en rojo debido a la pérdida de
CECs. Fuente: Taylor MJ, Hunt CJ.
Dual staining of corneal endothelium
with trypan blue and alizarin red S:
importance of pH for the dye-lake
reaction. Br J Ophthalmol.
1981;65(12):815-819.

Figura 20. Endotelio corneal
de cerdo (izquierda) y
humano (derecha) tefiidos
mediante el protocolo de
combinacién de azul tripan y
rojo alizarina descrito por
Taylor y Hunt en 1981. En
ambas, puede observarse
como se tifie el ndcleo de las
CECs  muertas. Fuente:
Taylor MJ, Hunt CJ. Dual
staining of corneal
endothelium with trypan blue
and alizarin red S: importance
of pH for the dye-lake
reaction. Br J Ophthalmol.
1981;65(12):815-819.
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Figura 21. Endotelio corneal
tefiido con azul tripan al 0,4% y
rojo alizarina al 0,5% siguiendo el
protocolo descrito por Park et al.
en 2012. Las flechas sefialan
algunas de las CECs cuyo nucleo
ha quedado tefiido de color azul.
Fuente: Park S, Fong AG, Cho H,
et al. Protocol for vital dye
staining of corneal endothelial
cells. Cornea. 2012;31(12):1476-
1479.

100pm

Histopatologia

La histopatologia es una herramienta de considerable valor para evaluar el CE
(Fig. 22), a pesar de que los artefactos y desprendimientos de endotelio son
frecuentes en los cortes histoldgicos, dificultando, en algunos casos, la
interpretacion de los resultados.®! La fijacion, inclusion y realizacién de cortes
histologicos son puntos clave en el procesamiento de la muestra, pudiendo, en
caso de no realizarse correctamente, dificultar gravemente la evaluacion del

endotelio corneal. La tincibn mas utilizada es la hematoxilina-eosina.

Figura 22. Seccion histolégica de una cérnea canina de
un individuo de 2 meses de edad tefiida con
hematoxilina-eosina. S, Estroma; E, Endotelio; D,
Membrana de Descemet. Fuente: Rodrigues GN, Laus
JL, Santos JM, Rigueiro MP, Smith RL. Corneal
endothelial cell morphology of normal dogs in different
ages. Vet Ophthalmol. 2006;9(2):101-107.
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Otros métodos de evaluacion del endotelio corneal

La microscopia electrénica de transmision (transmission electron microscopy
(TEM)) (Fig. 23) y la microscopia electronica de barrido (scanning electron
microscopy (SEM)) (Fig. 24) permiten analizar el CE a nivel ultraestructural,

incluyendo las uniones intercelulares.**

Figura 23. Microscopia electrénica de transmision (TEM)
de la cornea de conejo. Puede reconocerse la membrana
de Descemet (D) asi como una célula endotelial corneal
(E) y un nacleo (N). Fuente: Chew, AC, Tan DT, Poh R,
Beuerman RW & Mehta JS. Effect of intracameral
injection of fibrin tissue sealant on the rabbit anterior
segment. Molecular visién. 2010;16:1087.

Figura 24. Imagen de microscopia electrénica de barrido
(SEM) del endotelio de un perro de 3 meses de edad.
Fuente: Rodrigues GN, Laus JL, Santos JM, Rigueiro MP,
Smith RL. Corneal endothelial cell morphology of normal
dogs in different ages. Vet Ophthalmol. 2006;9(2):101-
107.

3.3. Tratamiento actual de la enfermedad endotelial corneal

El tratamiento de las enfermedades endoteliales primarias, previamente
citadas, suele abordarse en fases iniciales mediante tratamiento médico

paliativo. El tratamiento quirdrgico se reserva para fases avanzadas de la
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enfermedad, en las que se afecta la agudeza visual, o ante la falta de

respuesta al tratamiento.>>!

Las opciones terapéuticas son multiples, utilizandose principalmente
antiinflamatorios tépicos (corticosteroides y antiinflamatorios no esteroideos) en
combinacién con sustancias topicas hiperosméticas.’? De igual manera, el
abordaje quirdrgico es muy variable, con técnicas quirargicas cada vez mas
depuradas y especializadas que permiten la substitucién de la capa afectada. A
continuacion se detallan algunas de las técnicas quirdrgicas mas

frecuentemente utilizadas en el hombre.

Queratoplastia penetrante. La queratoplastia penetrante (full-thickness
penetrating keratoplasty - PKP), o remplazo de la cérnea en todo su espesor,
ha sido hasta hace pocos afios la técnica quirdrgica mas utilizada para el
tratamiento de las enfermedades endoteliales primarias. Las principales
complicaciones postquirdrgicas asociadas a esta técnica incluyen glaucoma y
rechazo corneal. Este Gltimo viene dado, principalmente, por la capacidad
inmunogénica de las células epiteliales y endoteliales, ya que el estroma es
una capa de celularidad muy baja. Ambos tipos celulares (células epiteliales y
endoteliales) pueden producir marcada reaccion inflamatoria que requiera el
uso de inmunosupresores/immunomoduladores para controlarse. De hecho, los
pacientes operados suelen mantenerse con terapia inmunosupresora durante
largos periodos de tiempo, con riesgo de complicaciones secundarias.?

Durante los ultimos afos se han descrito técnicas quirdrgicas menos invasivas
orientadas a reducir el riesgo de rechazo mediante el trasplante especifico de
las capas afectadas. Estas técnicas preservan el estroma y el epitelio del

receptor, reduciendo tanto las complicaciones de una incision corneal
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perforante como la carga inmunoldgica del tejido donante, lo que reduce la

incidencia de rechazo.®

Queratoplastia endotelial. Las queratoplastias endoteliales son un grupo de
técnicas de trasplante corneal laminar de reciente descripcién, que han sufrido
grandes cambios y adaptaciones durante los Ultimos afios. Entre estas técnicas
de cirugia corneal minimamente invasivas cabe destacar, en orden cronoldgico
la Deep Lamellar Endothelial Keratoplasty (DLEK), la Descemet’s Stripping
(Automated) Endothelial Keratoplasty (DSEKDSAEK), la Descemet’s
Membrane Endothelial Keratoplasty (DMEK) y la Descemet’'s Membrane

Automated Endothelial Keratoplasty (DMAEK).

La DLEK fue la primera técnica de queratoplastia endotelial descrita y utilizada
en la clinica oftalmolégica con éxito.** En esta técnica se reemplaza el tercio
posterior de la cérnea, incluyendo endotelio, membrana de Descemet y
estroma profundo, por tejido donante. Con el tiempo esta técnica se fue
adaptando y modificando con el objetivo de trasplantar cada vez menos tejido
donante, hasta llegar a la DSEK/DSAEK.** Estas dos técnicas trasplantan
membrana de Descemet, endotelio corneal y una minima cantidad de estroma.
Finalmente se describieron la DMEK*® y la DMAEK,** en las que la seleccion
del tejido a trasplantar es mucho mas especifica, eliminando completamente el

estromal corneal.

En general, las queratoplastias endoteliales no suponen todavia una solucién
definitiva para todos los pacientes afectados, pero proporcionan mejores
resultados visuales, menos cicatrices y alteraciones estromales y abren la
puerta al estudio de técnicas de reemplazo endotelial mediante endotelio
3,31,45

reconstruido mediante bioingenieria.
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3.4. Futuros tratamientos de enfermedades endoteliales

Debido a la escasez de tejidos donantes, se han desarrollado otras técnicas de
reparacion del CE, algunas de ellas englobadas dentro de la disciplina de
ingenierfa tisular.?® La terapia celular pretende solucionar el problema de la
falta de donantes mediante el cultivo de CECs obtenidas a partir de donantes.
Se ha visto que, a diferencia de lo que ocurre in vivo, las CECs cultivadas in
vitro pueden superar la fase G1 y son capaces de proliferar. Debido a la
dificultad técnica que supone restituir una monocapa de células, se ha
estudiado la posible utilizacion de biomateriales como coladgeno, membrana
amnidtica, polimeros biodegradables, gelatina y matriz corneal porcina como
soporte.®>*® También se ha considerado la utilizacién de células madre,
pudiendo ser de origen endotelial*®*° o del tejido adiposo, médula ésea o
sangre de cordén umbilical®*°>? La obtencion de las células endoteliales es
complicado, siendo necesario extraerlas de la region entre el CE y la red
trabecular, mientras que la obtencién de los otros origenes es mas sencilla, las
células son mas faciles de cultivar y presenta menos problemas éticos, al ser

mas sencillo conseguirlas del mismo paciente.

Uno de los puntos clave en el éxito de los trasplantes de CECs cultivadas es la
adhesién al estroma corneal. En esta linea de investigacién, se han utilizado
diferentes productos para favorecer la adhesion, entre ellos los inhibidores de
la Rho quinasa (ROCK). Estos inhibidores han demostrado mejorar los
resultados de los trasplantes de CECs cultivadas, promoviendo su adhesion,
aumentando la capacidad de proliferacion e inhibiendo su apoptosis. Por lo
tanto, los inhibidores de la ROCK permitirian convertir CECs sin capacidad de

proliferacién en un fenotipo con capacidad de regeneracion in vivo.>® Ya se ha
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demostrado su eficacia en conejos y monos y se esta estudiando la utilidad de
desarrollar terapias tdpicas con productos que incluyan inhibidores de la

ROCK.>

4. Modelos actuales de enfermedad endotelial corneal

Para verificar la eficacia de las opciones terapéuticas actualmente en
desarrollo, es necesaria la realizacion de ensayos pre-clinicos y la utilizacién de
modelos animales previamente a su aplicacion en pacientes reales. EI modelo
animal ideal para estudiar la eficacia y seguridad de nuevas técnicas de
reparacién endotelial en desarrollo deberia ser lo mas parecido posible a la

especie final a la cual va destinada la terapia en cuestién.>

Pese a representar un buen modelo, por tener caracteristicas anatomicas y
fisiolégicas parecidas al ser humano, el cerdo es un animal de dificil manejo.
Utilizar gatos 0 monos podria ser una opcion, pero resulta complicado debido
a problemas de disponibilidad y costes de adquisicion y mantenimiento. El
principal inconveniente de utilizar pequenos roedores para investigacion en
cirugia corneal es el reducido tamafio de sus ojos, lo cual dificulta trabajar con

ellos y hace dificil poder extrapolar los resultados a otras especies.®

El conejo es una especie ampliamente utilizada en investigacion, incluyendo la
oftalmologia. Esto se debe principalmente a las facilidades para adquirir sujetos
para estudios, su reducido coste, pequefio tamafio y facilidad de manejo.3*°%>’
A pesar de que el tamafio del ojo de conejo es en general mas pequefio que el

del ser humano, las dimensiones del segmento anterior son generalmente

mayores que las de las personas. Ademas, el cristalino de los conejos suele
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ser de mayor tamafio y espesor, lo cual da lugar a que la cdmara anterior sea

menos profunda (Fig. 25).>°

Crystalline lens

Rabbit Lens

Human Lens

Figura 25. Imagenes comparativas de varios elementos del ojo de conejo y del ser humano. A, Globo ocular de
conejo (izquierda) y de humano (derecha); B, Imagen ecogréfica que muestra como la camara anterior del
conejo (arriba) es menos profunda que la del ser humano (abajo); C, Cristalino de conejo (izquierda — Rabbit
lens) de mayor tamafio que el del ser humano (derecha — Human lens). Fuente: modificado a partir de Werner
L, Chew J, Mamalis N. Experimental evaluation of ophthalmic devices and solutions using rabbit models. Vet
Ophthalmol. 2006;9(5):281-291.

A diferencia de las personas, las especies animales frecuentemente utilizadas
con fines de investigaciéon para enfermedades corneales —tales como el gato o
el conejo— tienen cierta capacidad mitética endotelial,”*® lo que, por el
momento, los descarta como opcidon de modelo animal para enfermedad
corneal endotelial. La destruccion selectiva del CE en estas especies podria

ayudar a inducir un modelo animal adecuado.

Se han descrito varias técnicas para inducir la destruccion intencionada del CE,
entre ellas cabe destacar: congelacion transcorneal desde la superficie
epitelial, abrasiéon del endotelio (desbridamiento endotelial), y aplicacién

de productos téxicos para el CE (Tabla 1).
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Tabla 1. Estudios enfocados al desarrollo de modelos animales in vivo de enfermedad endotelial corneal.

Método y

Publicacién especie Procedimiento Resultados
Van Horn et Congelacion Destruccion del 10, 50y 90% de las ~ Mayor regeneracion del CE en
al., 1977 transcorneal en CECs mediante crioaplicacion. conejos que en gatos.

Minkowski et

gatos y conejos.

Congelacion

Evaluaciones: espesor corneal,
SEM, TEM y andlisis radiografico.

Destruccion del CE mediante

Alteraciones en CE, pero la
estructura vuelva a recuperarse a
los 10 dias y el espesor corneal a
los 28 dias.

Alteraciones sobre el CE. La

al., 1984° transcorneal en crioaplicacion. Evaluaciones: morfologia de las CECs y la
conejos. microscopia especular, permeabilidad a la fluoresceina
fluorofotometria, paquimetria y vuelven a ser normales a las 2
SEM. semanas, y el espesor corneal se
normaliza a las 3 semanas.
Koizumi et Desbridado Raspado intenso del CE desde Se consigue eliminar el endotelio y
al., 2012*° mecanico del CE  cémara anterior y posterior tincién sirve de modelo de disfuncién
en monos. de la membrana de Descemet con endotelial para estudiar técnicas
azul tripan. de trasplantes. A largo plazo,
supuesta capacidad de
recuperacion del CE.
Song et al., ICI de ICI de 0,1ml de ortoftalaldehido Incremento de edema corneal
2012 ortoftalaldehido diluido en BSS. Evaluaciones: severo y aumento marcado de
en conejos. paquimetria, histopatologia espesor corneal a las 12h post-

ICI. No hay datos de cambios
posteriores.

La congelacién transcorneal con nitrégeno liquido es un procedimiento que
resulta efectivo para inducir la destruccién del CE. Sin embargo, en conejos,
incluso destruyendo el 50% de la cérnea, ésta es capaz de recuperarse por
completo a los 10 dias de la agresion, gracias a la division celular y migracién

de CECs.>?4%

El desbridamiento endotelial mediante raspado mecanico del CE utilizando
una aguja de 20G, se ha descrito en monos y conejos, pero lamentablemente

se observa recuperacion endotelial unos dias tras la agresion inicial. >3

Las técnicas descritas previamente no son selectivas, afectando también a
otras estructuras ademas del endotelio, y/o inducen lesiones endoteliales
temporales. De ahi la necesidad de buscar otras alternativas para conseguir el

modelo animal adecuado, tales como la aplicacién de agentes téxicos que
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afecten de forma selectiva al CE. Siguiendo esta linea de investigacion, en
2012, Song et al. describieron un modelo animal de sindrome de toxicidad
del segmento anterior (toxic anterior segment syndrome — TASS) en conejos,
inyectando 0,1 ml de una solucién al 0,14% de ortoftalaldehido en camara
anterior. Segun los autores, este modelo replica la toxicidad que producen
determinadas sustancias toxicas en camara anterior, pero lamentablemente no
se estudiaron sus efectos directos sobre el endotelio corneal, no pudiéndose

proponer como modelo de enfermedad endotelial.>

Estudios esporadicos sobre la toxicidad intraocular de productos de uso

62,63

intracameral, tales como aloxano,®* peréxido de hidrégeno, mitomicina, 5-

7

fluouracilo,®*® lidocaina,’® y gentamicina,®’ no sugieren la formacién de un

modelo animal, ya que induce efectos secundarios tales como: desarrollo de

1
1,5

vascularizacién cornea aumento del espesor corneal y efecto oxidativo

62,63

excesivos, perspectivas de toxicidad insuficiente in vivo,®, o falta de accion

inmediata.®®

5. Toxicidad del cloruro de benzalconio

El cloruro de benzalconio (benzalkonium chloride (BAC)) es el conservante
mas frecuentemente utilizado en preparaciones oftalmicas, especialmente para
el tratamiento de glaucoma. Es un amonio cuaternario que, empleado en
formulaciones, habitualmente a concentraciones entre 0,004% y 0,025%, ejerce
actividad antimicrobiana destruyendo las membranas celulares de las

bacterias. Por desgracia, su accion es poco selectiva y su uso por via topica
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puede causar problemas tales como 0jo seco, sensacion de cuerpo extrafio,

lagrimeo o picor en los parpados.?*®*"

La toxicidad ocular del BAC se ha caracterizado mediante ensayos in vivo e in
vitro en diferentes especies, incluyendo el conejo y el hombre (Tabla 2). Estos
estudios sugieren que el BAC tiene efecto tdxico dosis-dependiente sobre la

cOrnea, tanto por via tépica como por via intraocular, afectando

especialmente al endotelio. Estas publicaciones también concluyen que el

BAC a las concentraciones utilizadas habitualmente por via tépica no deberia

ser aplicado por via intraocular debido a su elevada toxicidad.®

hecho, el

uso

intraocular de viscoelasticos formulados con BAC como

excipiente, se ha asociado a lesiones corneales endoteliales.®

Tabla 2. Seleccion de estudios evaluando el efecto de BAC como excipiente.

L Método y .

Publicacion especie Procedimiento Resultados

Swan et al., ICl de BACen ICIde BAC al 0,001, 0,025y 0,05% en  Endotelio méas grueso y grisaceo

1944% conejos. solucién de NaCl al 0,68%. Sistema tras ICl de BAC al 0,025 y 0,05%.
de jeringas con 2 agujas en camara Ademaés, alteraciones en iris y
anterior; una para inyectar presencia de fibrina en camara
compuestos y otra para extraer misma  anterior y vascularizacion corneal.
cantidad de humor acuoso.
Evaluaciones: biomicroscopia.

Britton etal., IClde BACen ICIde 0,25ml BAC al 0,001, 0,005, Varias alteraciones oculares

1976 conejos. 0,01, 0,03, 0,05y 0,1% en SSF. (conjuntiva, iris) incluyendo in
Evaluaciones mediante incremento del espesor corneal.
biomicroscopia y paquimetria.

Maurice et IClde BACen IClde 2,5ml BAC al 0,05, mediante Aumento de espesor, edemay

al., 1977°° conejos. sistema de jeringas, combinando con curvatura corneales, asi como

Green et al.,

1977°

BAC topico en

suero salino al 0,9% y gentamicina.
Evaluaciones: Biomicroscopia, IOP,
SEM e histopatologia

Tras eliminar el epitelio con una

disminucién de la IOP.

No se produjo ninguna alteracion

conejos. espatula, aplicacion repetida de BAC en el CE a ninguna dosis.
al 0.02 0 0,133% 5 veces en intervalos
de 7 min. Evaluaciones: microscopia
especular y SEM.
Ichijima et BAC topico en  Aplicacién repetida de BAC al 0,005, Alteraciones sobre el epitelio, pero
al., 1992"° conejos. 0,01 0 0.02% 5 veces en intervalos de no en el CE.

Chen et al.,
20117

BAC topico en
conejos.

7 min. Evaluaciones: TSCM y SEM.

Aplicacion repetida de BAC al 0,01,
0,05 0 0.1% 2 veces al dia durante 4
dias. Evaluaciones: microscopia
confocal y permeabilidad a la
carboxifluoresceina.

La aplicacién topica de BAC al
0,1% provoca alteraciones en el
CE al aumentar su permeabilidad
a la carboxifluoresceina.
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Siguiendo en esta linea argumental, en 1944 un estudio en conejos reportd
dafio corneal irreversible al aplicarse BAC por via intraocular a altas
concentraciones. Se vio que los ojos tratados eran generalmente capaces de
recuperarse tras la inyeccién de BAC en camara anterior a una concentracion
de 0,01% (dentro del rango de concentraciones habituales en las
preparaciones oftalmicas), mientras que BAC al 0,05% (por encima de las
concentraciones habituales) provocaba serias secuelas y el dafio ocular
resultaba irreversible.?! Varios afios més tarde, un estudio en conejos observé
un efecto dosis-dependiente del BAC sobre la cérnea, definiendo 0,01% como
la maxima concentracion de BAC que podia utilizarse por via intracameral sin

peligro alguno para las estructuras oculares.®’

La toxicidad del BAC por via topica también se ha estudiado ampliamente en
diferentes especies, tales como ratas, conejos (Fig. 26) y el hombre. Los
estudios en ambas especies animales demuestran que el BAC provoca efectos
toxicos dosis-dependientes, tales como: alteraciones de la superficie conjuntival
(quemosis, congestion), disminucién de la produccién de lagrima, erosiones e
infiltrado celular epitelial, alteraciones estromales (neovascularizacion corneal,
infiltrado inflamatorio estromal), y leves alteraciones endoteliales. Los autores
de estos estudios recomiendan la utilizacion de medicamentos que no incluyan
BAC como conservante en su composicion, en la medida de lo

pOSib'E.60'69'70'73'83’84 El

uso de BAC tépico a altas concentraciones en
conejos se ha asociado a importantes cambios sobre la cérnea y la conjuntiva,
provocando pérdida de células globosas y disminucion de la produccion de

lagrima basal reduciendo los valores del test de Schirmer.”? Su efecto sobe el

endotelio corneal en esta especie es controvertido, pues algunos estudios
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confirman que no hay afeccién,’® mientras que otros, a la misma concentracion,

posologia y duracién de tratamiento, si que la observan.”

Figura 26. Aspecto del ojo de un conejo
tras la aplicacion tépica de BAC al 0,02%
15 veces en intervalos de 5 minutos.
Fuente: Liang H, Baudouin C, Pauly A,
Brignole-Baudouin F. Conjunctival and
corneal reactions in rabbits following
short-and repeated  exposure  to
preservative-free tafluprost, commercially
available  latanoprost and  0.02%
benzalkonium chloride. Br J Ophthalmol.
2008:92(9):1275-1282.
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1. Hipétesis principal

e La inyeccion intracameral de una determinada dosis de BAC en conejos
tiene un efecto toxico que permite la destruccion selectiva del CE, lo cual

permitiria inducir un modelo animal de enfermedad endotelial corneal.

2. Hipdtesis secundarias

Como resultado del efecto téxico del BAC sobre el CE:

e Se establece una relacion directamente proporcional entre la
concentracion de BAC inyectada en camara anterior y el espesor

corneal, la superficie media de las CECs y la mortalidad celular.
e Se establece una relacién inversamente proporcional entre la

concentracion de BAC inyectada en camara anterior, y la densidad y la

hexagonalidad de las CECs.
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1. Objetivo principal

Hallar la dosis de BAC que, inyectada por via intracameral en conejos,
provoque dafio selectivo sobre el CE sin afectar al resto de estructuras
intraoculares, y sirva asi para inducir un modelo animal repetible y reproducible

de enfermedad endotelial corneal.

2. Objetivo secundario

Evaluar el dafio producido sobre el CE tras la inyeccion intracameral de cloruro
de benzalconio en conejos, mediante biomicroscopia, paguimetria, microscopia

especular, tinciones vitales e histopatologia.
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1. Material y Métodos

1.1. Instalaciones

La parte experimental del estudio ex vivo se llevé a cabo en las instalaciones
del Servei d’Oftalmologia de la Facultat de Veterinaria de la Universitat

Autonoma de Barcelona (UAB).

1.2. Ojos

Los 40 ojos utilizados para el estudio ex vivo fueron obtenidos post-mortem en
dos mataderos (Escorxador Industrial de Conills J. Grau SL, Calaf, Barcelona y
Mularcun SL, Xert, Castellén) a partir de 20 conejos adultos de unos 2-3 kg de
peso vivo, de ambos sexos y de las razas Neozelandés, cruce de Neozelandés

con California y Neozelandés con conejo Europeo.

Los ojos se obtuvieron inmediatamente tras el sacrificio mediante enucleacion
subconjuntival y se transportaron en camaras de frio a las instalaciones de la

UAB.

1.3. Productos

Para la realizacion del estudio ex vivo, se utilizaron los siguientes productos:

- BAC
- Solucion salina balanceada (balanced saline solution (BSS): BSS sterile

irrigation solution, Laboratoris Alcon, el Masnou, Barcelona, Spain).

Las preparaciones de BAC a las diferentes concentraciones necesarias para el

estudio se prepararon de forma estéril en la Farmacia Xalabarder, Barcelona.
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1.4. Diseno experimental

1.4.1. Evaluacion prequirargica
Antes de las 6 horas tras la enucleacion se realiz6 la evaluacion prequirdrgica,

que incluyd: biomicroscopia, paquimetria y microscopia especular.

» Exploracion oftalmolégica mediante biomicroscopia

El estudio biomicroscépico se llevé a cabo en condiciones escotopicas,
mediante lampara de hendidura (SL-15 Portable Slit-Lamp Biomicroscope®,
Kowa Co. Ltd., Tokyo, Japan). La biomicroscopia se centrd en el examen
de la cdérnea y el segmento anterior, y permitié excluir del estudio aquellos
0jos gque mostraron evidencias de enfermedad corneal y/o del segmento
anterior. El grado de edema corneal inicial se cuantifico de 0 (ausencia de

edema corneal) a +4 (edema corneal severo).

> Paquimetria y microscopia especular

Para las mediciones de paquimetria y microscopia especular, los ojos se
colocaron en un soporte de metacrilato para facilitar su sujecion y
posicionamiento. Mediante el microscopio especular (Specular Microscope
SP-2000P®, Topcon, Tokyo, Japén) (Fig. 27) en modo automaético y
utilizando una distancia focal de 25 mm, se capturaron 3 imagenes de la
parte central de la cérnea de cada ojo. Estas imagenes sirvieron, en cada
caso, para observar las CECs y seleccionar 30 de ellas que estuvieran bien
definidas. A partir de esta seleccion, el microscopio proporcioné los

calculos de valores para los parametros utilizados en el estudio:
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- Superficie celular media (mean cell area (MCA)); expresada en um?.

- ECD; expresada en nimero de CECs/mm?.

El mismo microscopio especular, al disponer de un paquimetro digital,

proporciono6 simultaneamente los valores del otro parametro del estudio:

- Espesor corneal (central corneal thickness (CCT)); expresado en um.

Figura 27. \Imagenes del microscopio especular TOPCON Specular Microscope SP-2000P® (Topcon, Tokyo, Japén)
utilizado para el estudio.

1.4.2. Inyecciones intracamerales
Los ojos seleccionados tras la evaluacién pre-quirargica fueron clasificados en

8 grupos de estudio (5 ojos por grupo), en funcion de la sustancia a inyectar:

Grupo Control: sin inyeccion de sustancia.

Grupo BSS: inyeccion intracameral (intracameral injection (ICI)) de 0,1 ml

de BSS.

Grupo 0,005% BAC: ICI de 0,1 ml de BAC al 0,005%.

Grupo 0,01% BAC: ICI de 0,1 ml de BAC al 0,01%.

Grupo 0,025% BAC: ICI de 0,1 ml de BAC al 0,025%.
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- Grupo 0,05% BAC: ICI de 0,1 ml de BAC al 0,05%.
- Grupo 0,1% BAC: ICI de 0,1 ml de BAC al 0,1%.

- Grupo 0,2% BAC: ICI| de 0,1 ml de BAC al 0,2%.

Todas las ICI fueron realizadas por el mismo investigador en el limbo
esclerocorneal utilizando una aguja de 27G, y con la ayuda de gafas lupa
(gafas lupa 4x, Zeiss, Alemania) (Fig. 28). Tras la paracentesis, se dejaron salir
una o dos gotas de humor acuoso e inmediatamente después, se inyect6 0,1
ml en camara anterior del compuesto apropiado en cada caso. A continuacion,
se aplicé presion con pinzas conjuntivales durante 20 segundos, con el fin de

evitar la pérdida excesiva de humor acuoso.

Figura 28. Técnica de inyeccion
intracameral en el limbo esclero-
corneal, mediante una aguja de 27G,
empleada en este estudio.

1.4.3. Seguimiento

A las 6, 24 y 48 horas post-ICl, se realizd nuevamente el examen
biomicroscopico de los ojos, asi como la paquimetria y la microscopia
especular. Los ojos fueron conservados en refrigeracion a 4°C durante todo el

estudio.
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1.4.4. Tinciones vitales

Una vez finalizadas las evaluaciones del ultimo control de seguimiento a las 48
horas post-ICl, se procedié a la preparacion de las cOrneas para las tinciones

vitales. Para ello, se utilizaron los siguientes colorantes vitales:

- Azul tripan (Trypan blue powder, Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri).
- Rojo alizarina (Alizarin red S powder, Sigma-Aldrich, St Louis,
Missouri).

- Suero salino fisiolégico (NaCl al 0,9%).

Se disecciono la cornea en 360°, incluyendo un anillo escleral de 2-3 mm, y se
coloco sobre un soporte de teflén con la cara endotelial hacia arriba. Una vez
posicionada la cornea, se procedio a la tincién siguiendo el método descrito por

Taylor y Hunt.*®

Preparacion de las tinciones:
1. Ajustar el pH del suero salino a 4,2.
2. Preparacion del azul tripan al 0,25%: dilucion de 0,025 mg de azul tripan
en polvo en 10 ml de suero salino fisioldgico al 0,9%.
3. Preparacion del rojo alizarina al 0,2%: dilucién de 0,02 mg de rojo

alizarina en polvo en 10 ml de suero salino fisioldgico al 0,9%.

Procedimiento de tincion (Fig. 29):
1. Cubrir el endotelio aplicando la preparacion de azul tripan gota a gota y
dejarlo actuar durante 90 segundos.
2. Lavar con suero salino fisiolégico al 0,9%, aplicandolo con una jeringa, y

eliminar el exceso de colorante.
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3. Cubrir el endotelio aplicando rojo alizarina gota a gota y dejarlo actuar
durante 120 segundos.
4. Lavar con suero salino fisiolégico al 0,9%, aplicAndolo con una jeringa, y

eliminar el exceso de colorante.

Figura 29. Procedimiento de tinciones vitales previa a la observacién bajo el microscopio 6ptico. 7. Globo ocular de
conejo; 2. Incisién con hoja de bisturi a unos 2-3 mm de distancia aproximadamente del limbo esclerocorneal; 3. Corte
de esclera circular para separar la cérnea; 4. Cérnea posicionada sobre el soporte con la cara endotelial hacia arriba; 5.
Utilizacién de pinzas para separar el iris y cuerpo ciliar; 6. Cérnea con la cara endotelial hacia arriba, tras la extraccién
de iris y cuerpo ciliar, preparada para la tincién; 7. Aplicacion de azul tripan; 8. Lavado con suero salino al 0,9%; 9.
Aplicacion de rojo alizarina; 70. Aspecto de la cérnea una vez aplicado el rojo alizarina; 71. Realizaciéon incisiones
radiales 12. Aspecto de la cérnea una vez tefiida y preparada para ser evaluada bajo el microscopio.

Tras el procedimiento de tincion, se realizaron varias incisiones radiales en
cada muestra con el fin de aplanar la cornea antes de la evaluacion
microscopica. Las corneas tefiidas se observaron al microscopio éptico (Motic®

BA210, Motic Grupo, Espafia) a 10 y 40 aumentos.
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Para cada muestra, se tomaron tres fotografias de la cérnea (Nikon Eclipse TE
2000®, Nikon Corporation, Japén) que se procesaron con un software de
andlisis de imagenes (Image J® Institutos Nacionales de Salud, Bethesda,
Maryland, EEUU) para obtener la tasa de mortalidad —clasificada como baja
(0-33%), media (34-66%) o alta (67-100%)— y el grado de pleomorfismo

(basado en el porcentaje de CECs hexagonales, o hexagonalidad).

1.4.5. Analisis estadistico

Por tratarse de una primera aproximacion a un nuevo modelo animal
experimental, no se realiz6 calculo formal del tamafio de la muestra previo al
inicio del estudio. Se consider6 que un tamafio de 5 0jos por grupo seria

suficiente para la obtencion de datos estadisticamente significativos.

Los resultados se describieron con métodos estadisticos habituales y tabulados
por grupo. Todos los analisis estadisticos se realizaron con IBM SPSS (version

20, Armonk, Nueva York, EEUU) y el nivel de significacion alfa se fijo en 0,05.

Las variables categéricas y ordinales se expresaron en forma de frecuencias
absolutas y porcentajes. En el caso de las variables continuas, se utilizaron
medias con desviacion estandar (standard deviation (SD)) y de rango (minimo,
maximo). Los porcentajes de hexagonalidad y mortalidad 48 horas después
de la inyeccién se evaluaron mediante ANOVA (Analysis of variance) de una
via. La comparaciéon del niumero de casos por grupo clasificados con un
porcentaje bajo, medio o alto de CECs muertas fue realizada con ANOVA de
una via con un enfoque no paramétrico mediante transformacién de rangos de

medias.
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El andlisis para la evaluacidon longitudinal se realizé con un enfoque de
estimacion de ecuaciones generalizado (Generalized Estimating Equations
(GEE)) con una estimacion de correlacion intra-sujeto a partir de un enfoque
autorregresivo 1 [AR(1)]. La estimacién de los efectos segun el grupo se
expresd en forma de medias estimadas y su error estandar (standard error

(SE)).

2. Resultados

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos Control y BSS
para ninguno de los parametros estudiados, por lo que se dedujo que el
procedimiento de inyeccién en la camara anterior, no alteraba el endotelio
corneal, y se considerd el grupo BSS como grupo de Comparacioén para el

estudio.

2.1. Biomicroscopia
El grado de edema corneal aumenté significativamente en los grupos
0,005%, 0,01%, 0,025%, 0,05%, 0,1% y 0,2% BAC en comparacion con el

grupo BSS (p<0,001) (Tabla 3).

Tabla 3. Grado de edema corneal después de la ICI ex vivo de diferentes concentraciones de BAC,
comparado con BSS. [0: no edema; +1: edema corneal leve; +2: edema corneal moderado; +3 edema
corneal severo; +4: edema corneal muy severo].

Edema corneal Edema corneal Edema corneal Edema corneal

0Oh 6h 24h 48h
Grupo BSS 0 0 +2 +2
0,005% BAC 0 0 +1 +1
0,01% BAC 0 0 +1 +1
0,025% BAC 0 +1 +1 +1
0,05% BAC 0 +2 +3 +3
0,1% BAC 0 +1 +3 +3
0,2% BAC 0 +3 +4 +4
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2.2. Microscopia especular y paquimetria
El microscopio especular permiti6 observar el CE, obtener valores de ECD,

MCA y CCT, y facilitar el estudio estadistico de todas la muestras (Fig. 30).
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Figura 30. Imagenes de microscopia especular con (derecha) y sin magnificacién (izquierda), incluyendo valores de
CCT (T), ECD (CD) y MCA (AVG) del ojo E504-2 (grupo Control — no inyeccion) a las 0 horas (Microscopio especular
SP-2000P). Visualizacion del endotelio corneal normal de conejo como una monocapa de células poligonales con
tamafio y forma uniformes. En la imagen ampliada, los puntos blancos indican las 30 CECs seleccionadas para obtener
los valores de MCA 'y ECD.

En los grupos 0,025% (p=0,033), 0,05% (p=0,007), 0,1% (p=0,023) y 0,2%
(p=0,004) BAC, la ECD disminuyé progresiva y significativamente en
comparacion con el grupo de BSS. También se observdo aumento significativo
de la MCA en los grupos 0,05% (p=0,011) y 0,2% (p=0,005) BAC. ElI CCT
aumento progresivamente en todos los grupos, sin embargo, este aumento
fue significativo Unicamente en los grupos 0,1% (p<0,001) y 0,2% (p=0,016)

BAC (Fig. 31).
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Figura 31. ECD (CECs/mm?),
MCA (um?) y CCT (um) medias
para cada uno de los diferentes

grupos experimentales. Los
asteriscos *) indican
diferencias  estadisticamente

significativas para ese grupo
(p<0,05), comparado con BSS.
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En la mayoria de los o0jos inyectados, independientemente del grupo
experimental, la evaluacién con microscopia especular permitié la visualizacién
de agujeros en el endotelio, que aumentaron en nuamero con el paso del
tiempo. Los agujeros se atribuyeron a pérdida de CECs (Fig. 32). De forma
similar, el paso del tiempo también afect6 a la CCT y la MCA, detectdndose
aumento progresivo y estadisticamente significativo en todos los grupos.
Por el contrario la ECD disminuyé significativamente con el paso del tiempo

en todos los grupos (Fig. 33).

Figura 32. Imagenes de microscopia especular de los ojos E602-2 (A) y E604-2 (B), 6 horas tras la ICl de BAC al
0,025%, mostrando agujeros en el endotelio corneal (flechas) (Microscopio especular TOPCON SP-2000P).
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Figura 33. Imagenes de microscopia especular incluyendo valores de CCT (T), ECD (CD) y MCA (AVG) del ojo E803-2
(grupo 0,005% BAC) a las 0 (A), 6 (B), 24 (C) y 48 (D) horas (Microscopio especular TOPCON SP-2000P). Con el paso
del tiempo, se puede observar el incremento de CCT y MCA, y la disminucién de la ECD.

2.3. Tinciones vitales

1.%° al ser éste el mas

Inicialmente se aplico el protocolo descrito por Park et a
recientemente descrito, pero tras varios intentos, no pudieron obtenerse
cOrneas con captacion de colorantes suficientemente adecuada como para
valorar el endotelio. En ese momento se optd por probar el protocolo mas
antiguo publicado por Taylor y Hunt.*® Esta tincién funcioné desde el primer

momento permitiéndonos observar los margenes celulares gracias al rojo

alizarina, y la mortalidad celular mediante el azul tripan (Fig. 34).
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Figura 34. Imagenes microscopicas a 40x del CE de 4 ojos teflidos con azul tripan, y rojo alizarina. A, Ojo E501-2
(grupo Control — no inyeccién) no muestra captacion de azul tripan; B, Ojo E101-2 (grupo BSS) no se tifie con azul
tripan. Se puede apreciar una célula gigante (flecha); C, Ojo E805-2 (BAC 0,05%) muestra algunas CECs tefiidas con
azul tripan con los bordes celulares menos definidos; D, Ojo E203 (BAC 0,1%) con todas sus CECs tefiidas con azul

tripan. También puede observarse un agujero en el CE (flecha).

.y

La observaciéon al microscopio optico de las cérneas tefiidas permitié detectar

también agujeros en el CE (Fig. 35).
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Figura 35. Imagenes microscopicas a 10x de tinciones vitales, utilizando azul tripan y rojo alizarina. A, Ojo E603-2
(grupo 0,025% BAC): pueden apreciarse claramente las CECs, estando algunas de ellas tefiidas con azul tripan; B, Ojo
E203 (grupo 0,1% BAC): pueden observarse agujeros (flechas) en el endotelio corneal con ausencia de CECs.

2.3.1. Hexagonalidad
Los porcentajes de hexagonalidad celular para cada grupo 48 horas tras la ICI

se muestran en la Tabla 4.
Tabla 4. Valores de media, desviacion estandar (SD), minimo (Min), maximo (Max) y nivel de significacion

estadistica (p-value) comparado con el Grupo BSS para los porcentajes de hexagonalidad de las CECs en cada
grupo experimental a las 48 horas post-ICI.

Media  sD  mMin  Max  RUTEE Gnpo 5SS

Grupo Control 64,0 5,18 55,0 67,8

Grupo BSS 66,8 6,04 61,7 75,6 0,758

0,005% BAC 43,6 7,47 31,7 52,2 0,031 0,015
0,01% BAC 59,95 11,07 44,2 70,0 0,674 0,478
0,025% BAC 71,0 4,78 65,8 77,2 0,467 0,661
0,05% BAC 10,7 23,84 0 53,3 <0,001 <0,001
0,1% BAC 12,0 26,83 0 60,0 <0,001 <0,001
0,2% BAC 0 0 0 0 <0,001 <0,001

Al comparar con el grupo BSS, se observaron aumentos significativos en el
pleomorfismo de las CECs (disminucién significativa de la hexagonalidad)

con concentraciones de BAC al 0,05% y superiores.
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2.3.2. Mortalidad

El nimero de ojos por grupo, clasificados segun el nivel de mortalidad celular,
48 horas tras la ICI, se muestran en la Tabla 5. Comparado con el grupo BSS,
se observaron aumentos significativos en la mortalidad de las CECs con

concentraciones de BAC al 0,05% y superiores.

Tabla 5. Numero de casos por grupo que mostraron un grado de mortalidad BAJA, MEDIA o ALTA de
CECs a las 48 horas post-ICl, y nivel de significacién estadistica (p-value) comparado con el grupo

BSS.
BasA  MEDIA  ALTA RO Grupo8Ss

Grupo Control 5 0 0 - -

Grupo BSS 5 0 0 1,000 -

0,005% BAC 4 1 0 0,423 0,423
0,01% BAC 3 1 0 0,346 0,346
0,025% BAC 4 1 0 0,423 0,423
0,05% BAC 1 0 4 <0,001 <0,001
0,1% BAC 0 0 3 <0,001 <0,001
0,2% BAC 0 0 5 <0,001 <0,001
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3. Interpretacion de resultados del estudio ex vivo

Los resultados de este estudio ex vivo indican que:

e La ICl de BAC en los ojos de conejos ex vivo provoca un efecto toxico
dosis-dependiente sobre el CE.

e Al aumentar la dosis de BAC, se producen incrementos en CCT y MCA
y disminucién de la ECD.

e La ICI de 0,1 ml de BAC 0,05% (y no las concentraciones inferiores)
causa un aumento significativo en la mortalidad y el pleomorfismo

de las CECs.

Estos datos sugieren que la dosis de partida mas adecuada para estudios
in vivo enfocados a desarrollar un modelo animal repetible y reproducible
de enfermedad endotelial en conejos, deberia ser de 0,1 ml de BAC al

0,05%.

En base a lo observado en este estudio ex vivo, y a pesar de que las
extrapolaciones a animales vivos deben realizarse cautelosamente,
concentraciones de BAC mas altas de 0,05% podrian provocar edema corneal
rapido e intenso in vivo, posiblemente acompafiado de inflamacion intraocular

grave.
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1. Material y Métodos

Todos los procedimientos realizados en este estudio se hicieron acorde con las
directrices de la ARVO (Association for the Research in Vision and
Ophthalmology). El protocolo experimental fue aprobado por el comité ético de
la UAB (Comissi6 Etica d' Experimentacié Animal i Humana, CEEAH, UAB),
con el numero de referencia "CEAAH 1969", y por el Departament d'Agricultura,
Ramaderia, Pesca, Alimentacié i Medi Natural (DARP) de la Generalitat de

Catalunya, con el numero de referencia “DARP 7240”.

1.1. Instalaciones
La parte experimental del estudio in vivo se llevd a cabo en los quir6fanos
experimentales y en las instalaciones del Servei d"Oftalmologia de la Facultat

de Veterinaria de la UAB.

1.2. Conejos

En este estudio se incluyeron, 24 conejos adultos sanos, de raza Neozelandés,
y entre 2,0 y 2,5 kg, procedentes de un centro autorizado para la venta de
animales de experimentaciéon (Animals Experimentals Riera (Barcelona).
Durante el estudio, cada conejo se alojé en un habitaculo individual de 0,9 m?
con las condiciones ambientales controladas (temperatura ambiente de 20°C y
60% de humedad relativa). Se les suministré dieta estandar de mantenimiento
para conejos (Oxbow Adult rabbit food, Oxbow Animal Health, Murdock, NE,

USA) una vez al dia, y agua y heno ad libitum.

Los conejos se trasladaron a las instalaciones tres dias antes de iniciar el
estudio. Durante este periodo de aclimatacion, fueron examinados diariamente,
con el fin de garantizar su buen estado de salud antes de entrar en el estudio, y
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permitir que se acostumbrasen a las instalaciones y al manejo por parte de los

investigadores implicados en el mismo.

1.3. Productos

Para la realizacion del estudio in vivo se utilizaron los mismos productos que
para el estudio ex vivo (BAC y BSS). Las formulaciones de BAC a las
diferentes concentraciones necesarias para las inyecciones intracamerales, se

realizaron también de forma estéril en la Farmacia Xalabarder, Barcelona.

1.4. Diseno experimental
1.4.1. Evaluacion prequirargica
Para cada conejo, como en el estudio ex vivo, la evaluacion prequirdrgica

incluyé: exploracion oftalmoldgica, paguimetria y microscopia especular.

> Exploracion oftalmoldgica
La exploracion oftalmologica completa incluyd biomicroscopia con lampara
de hendidura (SL-15 Portable Slit-Lamp Biomicroscope®, Kowa Co. Ltd.,
Tokyo, Jap6n), tonometria (Tonovet®-P, Icare Finland Oy, Helsinki,
Finlandia) y oftalmoscopia indirecta (Oftalmoscopio indirecto Omega®,
Heine, Alemania). Aquellos conejos con evidencias de enfermedad corneal
y/o del segmento anterior fueron excluidos del estudio. El grado de edema
corneal se cuantifico de 0 (ausencia de edema corneal) a +4 (edema
corneal severo), y el grado de congestion conjuntival también fue puntuado

de 0 a 3 en funcion de la severidad.

» Paquimetria y microscopia especular

Las mediciones paquimétricas y especulares se llevaron a cabo sin

sedacion, con los animales sujetados gentiimente por un ayudante con
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experiencia. Cada conejo se coloc6 de forma que la cérnea quedase
correctamente posicionada frente al microscopio especular (Fig. 36), y de la
misma manera que en el estudio ex vivo, se capturaron 3 imagenes de la
parte central de la cornea del ojo inyectado de cada conejo. Estas
imagenes sirvieron para calcular la MCA, la ECD, la CCT y el coeficiente
de variacion (CV; expresado en % vy utilizado como medida de

polimegatismo).

Figura 36. Posicionamiento y sujecion de un conejo en el momento de realizar la
captacion de imagenes y mediciones con el microscopio especular.

1.4.2. Inyecciones intracamerales
Mediante un programa de randomizacion (Random.org), los 24 conejos
seleccionados tras la evaluacibn prequirargica, fueron asignados

aleatoriamente a uno de los 4 grupos de estudio, de 6 conejos cada uno:

Grupo BSS o grupo control. ICI| de 0,1 ml de BSS.

Grupo 0,025% BAC: ICI de 0,1 ml de BAC al 0,025%.

Grupo 0,05% BAC: ICI de 0,1 ml de BAC al 0,05%.

Grupo 0,1% BAC: ICl de 0,1 ml de BAC al 0,1%.
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Para realizar la ICI, los conejos fueron anestesiados utilizando el siguiente

protocolo anestésico:

- Induccion de la anestesia mediante combinacion intramuscular de 0,5
mg/kg de butorfanol (Turbogesic®, Fort Dodge Veterinaria, Girona) y 2
mg/kg de midazolam (Midazolam Hospira, Hospira Productos
Farmacéuticos y Hospitalarios SL, Alcobendas).

- Mantenimiento de la anestesia inhalatoria con oxigeno e isoflurano 2-
3% (Isoflurane®, Abbott Laboratories, Abbot Park, IL, EE.UU.)

administrados a través de una mascatrilla.

La asignacion del ojo a inyectar también se realizé de forma aleatoria utilizando
el mismo programa, de modo que 12 conejos recibieron una ICl en el ojo
izquierdo (OS) y 12 en el ojo derecho (OD). Ademas, dentro de cada grupo

experimental de 6 conejos, 3 de ellos recibieron la inyeccion en OS 'y 3 en OD.

Antes de la ICI, el area fue desinfectada usando una solucion de povidona
yodada diluida al 5%, y se aplicé una gota de anestésico topico (Colircusi
anestésico doble®, Laboratorios Alcon, El Masnou, Barcelona). Bajo anestesia
general, se realizo la ICI utilizando una aguja de 27G, con la ayuda de gafas
lupa y un blefarostato. Tras dejar salir una o dos gotas de humor acuoso, se
inyectaron los 0,1 ml del compuesto apropiado en cada caso en camara
anterior. A continuacion, se aplicé presion con pinzas conjuntivales durante 20
segundos con el fin de evitar la pérdida excesiva de humor acuoso. Una vez
realizada la inyeccion, se aplicé una gota de tobramicina (Tobrex®, laboratorios

Alcon Cusi, ElI Masnou, Barcelona).
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Tras la anestesia, cada conejo recibid, por via subcutanea, 0,5 mg/kg de
metoclopramida (Primperan®, Sanofi Aventis, Barcelona) y 2 mg/kg de
ranitidina (Ranitidina Normon®, Laboratorios Normon SA, Madrid) cada ocho
horas, tres veces, con el objetivo de mejorar la motilidad intestinal. Ademas, se
les administré una dieta de recuperacién (Oxbow Critical Care®, Owbow Animal

Health, Murdock, NE, EEUU.).

1.4.3. Seguimiento

Diariamente, se realizd exploracion oftalmol6gica basica, asi como examen
fisico general para controlar los niveles de dolor post-ICI. Siguiendo el mismo
protocolo de evaluacién prequirdrgica, a los 2, 7 y 14 dias post-ICI se realiz6 la

evaluacion mediante biomicroscopia, paquimetria y microscopia especular.

1.4.4. Eutanasia y enucleacion

Después del control de seguimiento final a los 14 dias post-ICI, los conejos se
anestesiaron siguiendo el protocolo descrito anteriormente y fueron
eutanasiados mediante sobredosis de pentobarbital intravenoso (Dolethal®,
Vetoquinol, Alcobendas, Madrid). Inmediatamente tras la eutanasia, se
procedié a la enucleacion subconjuntival del ojo inyectado (Fig. 37), para su

posterior evaluacion con tinciones vitales e histopatologia.
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Figura 37. Procedimiento de enucleacion utilizado en el estudio in vivo (modificado a partir de
Gelatt Kirk N. Chapter 4: Surgery of the orbit. En: Gelatt, Kirk N., and Janice P. Gelatt. Veterinary
ophthalmic surgery. Elsevier Health Sciences, 2011).

1.4.5. Tinciones vitales
El procedimiento de tincion y las evaluaciones de mortalidad y pleomorfismo de

las CECs se realizod siguiendo el mismo protocolo utilizado en el estudio ex

Vivo.

1.4.6. Histopatologia
Después de la observacién microscopica de las muestras tefiidas, las cérneas
se fijaron con formol al 4% junto con el resto del globo ocular (Fig. 38).

Figura 38. Aspecto de los 24 ojos del
estudio in vivo una vez enucleados y tras

la observacion microscopica de las
corneas tefiidas.
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Los ojos se enviaron a un laboratorio de histologia (IDEXX Laboratories,
Barcelona), donde se deshidrataron, se incluyeron en parafina y se cortaron en
secciones de 4 um de espesor. Posteriormente, las secciones fueron tefiidas
con hematoxilina-eosina y evaluadas bajo el microscopio por una patéloga
especializada en histopatologia ocular. Su evaluacion se centr6 en valorar y

clasificar los posibles efectos del BAC sobre el resto de estructuras oculares.

Las evaluaciones histoldgicas permitieron cuantificar el dafio sobre el CE en
funcion de la pérdida de CECs, de 1+ (ninguna o una minima pérdida de

CECs) a 4+ (marcada reduccion del numero de CECSs).

1.4.7. Analisis estadistico

Baséandonos en los resultados obtenidos en el estudio ex vivo, se establecio un
namero minimo de 6 animales por grupo para obtener datos estadisticamente
significativos. Todos los andlisis estadisticos se realizaron con IBM SPSS
(version 20, Armonk, Nueva York, NY, USA) y el nivel de significacién alfa se

fijo en 0,05.

Los resultados se presentaron por grupos segun las concentraciones de BAC.
Las variables cualitativas y ordinales se resumieron en forma de frecuencias
absolutas y relativas. Para las variables cuantitativas, se utilizaron la mediana
y el rango intercuartilico [percentiles 25 y 75], y para las continuas el rango
(minimo, méaximo). El grado de edema corneal se analiz6 comparando cada

concentracion de BAC con el grupo BSS mediante la prueba de Mann-Whitney.

El andlisis para la evaluacién longitudinal se realiz6 mediante una
transformacion de rango de variables dependientes a fin de obtener un enfoque

no parameétrico antes de la aplicacion de un modelo de Generalized Estimating
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Equations (GEE) con una estimacion de la correlacién intra-sujeto con un
enfoque de AR(1). Estos modelos incluyen el grupo experimental, el tiempo y
su interaccion con factores como los resultados iniciales de las variables

independientes como covariable.

2. Resultados

2.1. Exploracion oftalmoldgica

A los dos dias de la ICI, se observé aumento significativo de la severidad
del edema corneal en los grupos 0,025%, 0,05% y 0,1% BAC. Sin embargo,
este efecto significativo se mantuvo durante el resto del estudio solamente en

los grupos 0,05% y 0,1% BAC (Tabla 6).

De forma similar, también se detectd incremento de congestion conjuntival,
que fue significativo a partir de los 2 dias post-ICI con BAC al 0,025%, 0,05% y
0,1%. No obstante, éste siguid siendo significativo hasta los 14 dias solamente

con BAC al 0,1% (Tabla 7).

90



Sergi Segarra Lopez

Modelo animal de enfermedad endotelial corneal

Estudio in vivo

Tabla 6. Porcentaje de casos clasificados en cada uno de los distintos grados de edema corneal [O:
no edema; +1: edema corneal leve; +2: edema corneal moderado; +3 edema corneal severo; +4:
edema corneal muy severo] a los 0, 2, 7y 14 dias post-ICl in vivo y nivel de significacion estadistica

(p-value), comparado con el grupo BSS.

Dia Grado de BSS 0,025% BAC 0,05% BAC 0,1% BAC
edema corneal (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
0 100% 100% 100% 100%
+1 0% 0% 0% 0%
od +2 0% 0% 0% 0%
+3 0% 0% 0% 0%
+4 0% 0% 0% 0%
p-value vs BSS 1,000 1,000 1,000
0 100% 0% 0% 0%
+1 0% 0% 0% 0%
2d +2 0% 66,7% 16,7% 0%
+3 0% 33,3% 83,3% 100%
+4 0% 0% 0% 0%
p-value vs BSS 0,002 0,002 0,002
0 100% 16,7% 0% 0%
+1 0% 83,3% 16,7% 0%
7d +2 0% 0% 83,3% 66,7%
+3 0% 0% 0% 33,3%
+4 0% 0% 0% 0%
p-value vs BSS 0,015 0,002 0,002
0 100% 83,3% 0% 0%
+1 0% 16,7% 83,3% 16,7%
14d +2 0% 0% 16,7% 66,7%
+3 0% 0% 0% 16,7%
+4 0% 0% 0% 0%
p-value vs BSS 1,000 0,002 0,002
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Tabla 7. Porcentaje de casos clasificados en cada uno de los distintos grados de congestion conjuntival
(puntuada de 0 a 3) alos 0, 2, 7 y 14 dias post-inyeccion in vivo, y nivel de significacién estadistica (p-
value) comparado con el grupo BSS.

Dia Grado de congestion BSS 0,025% BAC 0,05% BAC 0,1% BAC
conjuntival (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
0 100% 100% 100% 100%
o 1 0% 0% 0% 0%
2 0% 0% 0% 0%
3 0% 0% 0% 0%
p-value vs BSS 1,000 1,000 1,000
0 66,7% 0% 0% 0%
q 1 33,3% 66,7% 50% 0%
2
2 0% 33,3% 50% 33,3%
3 0% 0% 0% 66,7%
p-value vs BSS 0,032 0,022 0,002
0 100% 83,3% 50% 0%
q 1 0% 16,7% 50% 0%
7
2 0% 0% 0% 66,7%
3 0% 0% 0% 33,3%
p-value vs BSS 1,000 0,182 0,002
0 100% 100% 66,7% 0%
1 0% 0% 33,3% 33,3%
14d
2 0% 0% 0% 66,7%
3 0% 0% 0% 0%
p-value vs BSS 1,000 0,455 0,002

A parte de los signos clinicos previamente citados, se observd, de forma
esporadica, casos de ulceracion corneal (8/24), cataratas (6/24) y formacién de
fibrina en camara anterior (10/24). Las Ulceras corneales fueron en todos los
casos epiteliales, observandose un aumento significativo con BAC al 0,1%
(p=0,015) (Tabla 8). Por lo que respecta a desarrollo de cataratas y fibrina en
camara anterior durante el estudio, no se vieron diferencias significativas entre
grupos. Tanto las Ulceras corneales como la fibrina en camara anterior

resolvieron sin medicacion alguna en 2-3 dias, no mostrando en ningun
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momento signos de dolor. Las cataratas observadas fueron, en todos los

casos, cataratas inmaduras corticales anteriores.

Tabla 8. Nimero y porcentaje de casos en cada grupo experimental que desarrollaron (Si) o no (NO)
Ulcera corneal, catarata o fibrina en camara anterior durante el estudio in vivo, y nivel de significacién
estadistica (p-value) comparado con el grupo BSS. (NE: no estimable).

BSS 0,025% BAC 0,05% BAC 0,1% BAC
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
No 6; 100% 6; 100% 3; 50% 1;16,7%
Ulcera Si 0; 0% 0; 0% 3; 50% 5; 83,3%
corneal
p-value vs BSS NE 0,182 0,015
No 6; 100% 5; 83,3% 4; 66,7% 3; 50%
Catarata Si 0; 0% 1;16,7% 2; 33,3% 3; 50%
p-value vs BSS 1,000 0,455 0,182
No 4; 66,7% 4; 66,7% 4; 66,7% 2; 33,3%
Fibrina Si 2; 33,3% 2; 33,3% 2; 33,3% 4; 66,7%
p-value vs BSS 1,000 1,000 0,567

No se observaron cambios notables en la IOP en los grupos, a pesar de que el
primer dia post-ICI algunos conejos mostraron de forma transitoria
queratocono, con aspecto pseudo-buftalmico (Fig. 39). Esta lesion, que ocurrié
incluso con las concentraciones mas bajas de BAC, resolvié gradualmente de

forma espontanea entre dos y tres dias después de la ICI en todos los casos.
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Figura 39. Conejo 1205 3 dias tras la inyeccion ICI de BAC al 0,025%. Como consecuencia de la inyeccion del toxico,
el ojo izquierdo (ojo inyectado) mostré de forma transitoria queratocono, con aspecto pseudo-buftalmico.

2.2. Paquimetria

El microscopio especular Topcon SP-2000P obtuvo imagenes claras del CE en
corneas sanas o ligeramente edematosas (Fig. 40), pero la obtencién de

imagenes no fue posible en cérneas con edema moderado o severo.

Figura 40. Imagenes de microscopia especular con magnificacion (derecha) y sin magnificacion (izquierda)
incluyendo valores de CCT (T), ECD (CD) y MCA (AVG) del ojo izquierdo del conejo 1110, 14 dias tras la ICI de
BSS (Microscopio especular SP-2000P). Visualizacion del endotelio corneal normal de conejo como una
monocapa de células poligonales con tamafio y forma uniformes. En la imagen ampliada, los puntos blancos
indican las 30 CECs seleccionadas para obtener los valores de MCA y ECD.
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Las mediciones de paquimetria evidenciaron efecto toxico dosis-dependiente
del BAC. A los 2 dias post-ICl, se observdo aumento significativo de CCT en
todos los grupos de BAC. Sin embargo, este efecto solo se mantuvo con

valores estadisticamente significativos (p<0,01) en los grupos 0,05% y 0,1%

BAC (Fig. 41).
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2.3. Microscopia especular
La microscopia especular también confirmo el efecto téxico dosis-dependiente

de la ICl de BAC in vivo (Fig. 42).

Figura 42. Imagenes de microscopia especular (Microscopio especular TOPCON SP-2000P) de diferentes ojos
correspondientes a los grupos BSS (A), 0,025% BAC (B), 0,05% BAC (C) y 0,1% BAC (D) a los 7 dias post-ICl, donde
se puede apreciar el efecto téxico dosis-dependiente sobre la estructura del endotelio corneal.

En comparacion con BSS, se vio marcada disminucion (p<0,01) en ECD y
aumento significativo en MCA en todos los grupos de BAC a partir de 2 dias
post-ICIl. De forma similar, el CV se vio significativamente incrementado en
todos los grupos de BAC 2 dias post-ICI, pero s6lo continud siendo significativo

(p<0,01) en los grupos 0,05% y 0,1% BAC (Fig. 43).
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2.4. Tinciones vitales

Las tinciones endoteliales con rojo alizarina y azul tripan evidenciaron efecto
téxico dosis-dependiente tanto sobre la hexagonalidad como sobre la
mortalidad de las CECs (Fig. 44). A los 14 dias post-ICI todos los grupos de
BAC mostraron disminucién significativa del porcentaje de hexagonalidad de
las CECs (aumento de pleomorfismo); mientras que la mortalidad de las
CECs solo fue significativamente mayor con BAC al 0,05% y 0,1% (p=0,002)

(Tabla 9).

Figura 44. Imagenes microscopicas a 40x de tinciones vitales utilizando azul tripan y rojo alizarina, de los ojos
inyectados de los conejos 1101 (A; grupo BSS) y 1405 (B; grupo 0,1% BAC), donde se puede apreciar como la ICI
de la dosis més elevada de BAC en este estudio provocé marcado aumento de pleomorfismo y mortalidad de las
CECs.

Tabla 9. Porcentajes medios de hexagonalidad y de mortalidad de CECs 14 dias post-ICI.

BSS 0,025% BAC 0,05% BAC 0,1% BAC
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
82,5% 50% 14,2% 2,8%
Hexagonalidad

p-value vs BSS 0.001 <0,001 <0,001

BAJA 6;100% 3;50% 0;0% 0;0%

Mortalidad MEDIA 0;0% 3;50% 1;16,7% 0;0%
ALTA 0;0% 0;0% 5;83,3% 6;100%

p-value vs BSS 0,180 0,002 0,002
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2.5. Histopatologia
Los hallazgos histopatologicos de los ojos tratados con BAC evidenciaron, en la
mayoria de los casos, lesiones localizadas exclusivamente en endotelio corneal

y conjuntiva, estando el resto de estructuras oculares exentas de lesiones.

A pesar de que el endotelio corneal mostré6 pérdida de CECs de diferente
magnitud en todos los grupos BAC, los cambios no fueron estadisticamente
significativos al compararlos con el grupo control (Fig. 45). Esta pérdida de
CECs fue, en general, por segmentos, observandose zonas en las que
practicamente habian desaparecido las CECs por completo, y otras en las que
aparecian moderadamente preservadas. En algunos casos, se observo rotura

de la membrana de Descemet.

Paralelamente a los hallazgos corneales los grupos de BAC al 0,05% y 0,1%
mostraron incremento  significativo de casos con infiltrado de tipo
linfoplasmocitario en la conjuntiva bulbar, cerca del limbo esclerocorneal, que
fue clasificado histolégicamente como conjuntivitis (Tabla 10). Por otro lado, el
cristalino era normal en la practica totalidad de los ojos evaluados,
exceptuando los hallazgos esporadicos de glébulos morganianos en dos casos

del grupo 0,05% BAC y en uno del grupo 0,1% BAC.
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Figura 45. Imagen histolégica a 10x del ojo izquierdo (ojo inyectado) del conejo 1310, perteneciente al
grupo 0,05% BAC, 14 dias post-ICI. Puede observarse marcada pérdida de CECs.

Tabla 10. Nimero de casos y porcentajes en cada grupo experimental clasificados en funcién del grado de
pérdida de CECs [de 1+ (ninguna o minima pérdida de CECs) a 4+ (marcada reduccién en el nimero de
CECs)] y del grado de conjuntivitis [de O (ausencia) a 3+ (conjuntivitis severa)].

BSS 0,025% BAC 0,05% BAC 0,1% BAC
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
1+ 1(16,7%) 2 (33,3%) 0 (0%) 0 (0%)
2+ 2 (33,3%) 1(16,7%) 1(16,7%) 1(16,7%)
Eflézrgisda de 3+ 2 (33,3%) 2 (33,3%) 3 (50%) 3 (50%)
4+ 1(16,7%) 1(16,7%) 2 (33,3%) 2 (33,3%)
p-value vs BSS 0,994 0,374 0,374
0 3 (50%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
1+ 2 (33,3%) 3 (50%) 1 (16,7%) 1 (16,7%)
Conjuntivitis 2+ 1(16,7%) 1(16,7%) 3 (50%) 3 (50%)
3+ 0 (0%) 2 (33,3%) 2 (33,3%) 2 (33,3%)
p-value vs BSS 0,065 0,028 0,028
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Los resultados de los dos estudios incluidos en la presente tesis doctoral
demuestran que la ICI de 0,1 ml de BAC al 0,05% en conejos provoca daho
selectivo sobre el CE preservando el resto de estructuras intraoculares.
Estos hallazgos sugieren considerar éste como un modelo animal de

enfermedad endotelial corneal repetible y reproducible.

Discusion sobre los resultados biomicroscopicos

La exploracion oftalmolégica mediante biomicroscopia, demostr6é ser una
herramienta diagnéstica valiosa para la deteccion de cambios oculares
atribuibles a la toxicidad del BAC. La accion toxica del BAC causo, tal y como
se habia hipotetizado, incremento del edema corneal dosis-dependiente,
como resultado de la descompensacién corneal de origen endotelial.”*>"® Esta
descompensacion fue significativa en todos los grupos del estudio ex vivo, y en
los grupos de concentraciones igual o superiores a BAC al 0,05% del estudio in
vivo. En este Ultimo estudio, dosis superiores indujeron ademas
complicaciones tales como marcada congestion conjuntival o
ulceraciones corneales, mientras que concentraciones menores de 0,05% no
obtuvieron efecto toxico suficiente para inducir y mantener el edema corneal
durante la duracion del estudio. Se puede concluir pues, que la ICI de 0,1ml de
BAC al 0,05% ejerce un efecto téxico suficiente sobre el endotelio corneal,
mientras que la ICI de 0,1 ml de BAC al 0,1% representa, probablemente, una
dosis excesivamente toxica para la cérnea.

Estos resultados son similares a los de Britton et al., quienes, en 1976, vieron

gue las administraciones intraoculares de BAC al 0,03% y al 0,05% provocaban
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edema corneal, pero que solo la de BAC al 0,05% inducia marcada congestiéon
conjuntival.®’

En algunos conejos de todos los grupos BAC, el grado de edema corneal tan
severo en los primeros dias, indujo queratocono secundario y pseudo-
bulfalmia temporal, que se resolvieron espontdneamente 2-3 dias mas tarde.
La observacion de esta anomalia podria deberse a dos supuestos: la
destruccion parcial del endotelio corneal y su posterior renovacion —
restableciendo de esta forma la funcionalidad corneal-, o bien a la lesién
parcial de algunas de las células endoteliales, no induciendo muerte celular,
sino falta de funcionalidad temporal. A pesar de que las dos teorias son
posibles, el tiempo necesario para la replicacién del endotelio corneal en el

conejo es superior a 2-3 dias, lo que hace pensar en la segunda hipétesis

como la mas probable.

La biomicroscopia del presente estudio también puso de manifiesto fibrina en
camara anterior y cataratas. La respuesta fibrinoide del humor acuoso se
observd, con incidencia similar, en todos los grupos del estudio (incluyendo el
grupo BSS); lo cual defiende que esta respuesta inflamatoria aguda®® pueda
ser secundaria al procedimiento de puncidén per se y no al téxico inyectado.
Este signo inflamatorio, en caso de ser minimo, se resuelve sin secuela alguna,
pero en casos moderados o0 severos puede inducir sinequias o hipertensiones
secundarias que requieran intervencién quirtrgica.®® Al igual que en el estudio
de Swan et al.,®* el grado de fibrina observado en nuestro estudio in vivo fue

leve en todos los casos, no alterando el movimiento pupilar ni la IOP.
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Las cataratas se detectaron Unicamente en los grupos de BAC, observandose
una tendencia dosis-dependiente, que no alcanzé diferencias significativas
entre grupos. Los posibles efectos del BAC sobre el cristalino fueron
inicialmente sugeridos por Baudouin et al. en el 2010, quienes observaron una
incidencia significativamente elevada de cataratas en pacientes en tratamiento
crénico con medicaciones tépicas que contienen BAC como excipiente.”
Podriamos hipotetizar que el tiempo necesario para que el BAC induzca
cataratas depende de la via de administracion utilizada, siendo mucho menor
para ICI que para la topica. A su vez, la concentracion del BAC pudiera ser otro
factor a tener en cuenta, ya que las medicaciones suelen contener BAC en
concentraciones de entre 0,004 y 0,02%,”® mientras que las concentraciones
inyectadas en el presente estudio fueron iguales o superiores al 0,025%. El tipo
de catarata observada en el presente estudio cuadra con una catarata toxica
por contacto, al estar localizadas en el cortex anterior en todos los casos. Su
localizacion focalizada hizo que no se pudieran corroborar en el estudio

histopatoldgico, probablemente debido al &ngulo de corte de las secciones.

Discusion sobre los hallazgos especulares y paquimétricos

Al igual que en previos estudios sobre lesién endotelial,®*®*®" la microscopia
especular y paquimetria resultaron ser de gran valor para caracterizar, de
forma detallada, los cambios producidos en el CE como consecuencia de la

toxicidad del BAC.

En ambos estudios, el mismo microscopio especular TOPCON SP-2000P®

permitié6 obtener imagenes claras del CE y realizar mediciones y recuentos de
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varios parametros de interés. Los valores iniciales de CCT y MCA de los
conejos utilizados en este proyecto son similares a los descritos
anteriormente.®> No obstante, en ambos estudios fue imposible obtener
imagenes de aquellos casos en los que el edema corneal era muy severo,
dificultando la llegada de la luz emitida por el microscopio al CE. Esta
problemética se ha descrito también en el hombre, en el que grados
importantes de edema corneal dificultan el diagndstico de lesiones endoteliales

especificas.>*

Los estudios especulares y paquimétricos confirmaron las hipétesis planteadas
tanto ex vivo como in vivo. Se demostr6 la relacion directamente
proporcional entre la concentracion de BAC inyectada en camara anterior,
la CCT y la MCA; asi como la relacion inversamente proporcional entre la

concentracion de BAC y la ECD.

En el estudio ex vivo, los aumentos de CCT y MCA fueron significativos a partir
de BAC al 0,1% y al 0,05%, respectivamente, mientras que la disminucién
significativa de ECD se detecto a partir de BAC al 0,025%. En el estudio in vivo,
estos mismos efectos fueron significativos para CCT, MCA y ECD a partir de
BAC al 0,025%, aunque en el caso del CCT el grado de significacion
estadistica fue mayor a los 7 y 14 dias post-ICI con BAC 0,05%. Estas
diferencias podrian ser debidas a los propios cambios que tienen lugar en un
conejo vivo, en comparacion con las variaciones que puedan verse en un 0jo
enucleado. ElI CV es un parametro que se evalué Unicamente in vivo y cuyo
incremento se mantuvo de forma significativa durante todo el estudio solamente

con BAC al 0,05% y al 0,1%.
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Otro hallazgo interesante, similar al descrito en personas expuestas a la accion
téxica del BAC intraocular,?® fue los agujeros endoteliales en el estudio ex
vivo, generados como consecuencia de la pérdida y descamacion de CECs,
dejando expuesta la membrana de Descemet, indistintamente del grupo de
estudio. In vivo, pese a evidenciar claramente los cambios morfolégicos en las
CECs y el aumento de su mortalidad, no se apreciaron tan claramente estas
areas desprovistas de CECs. Este hallazgo, Unicamente observado en el
estudio ex vivo, podria ir asociado a la posible hipotonicidad post-ICI y
afectacion de las uniones de las células endoteliales post-mortem, facilitando
ambos mecanismos el desprendimiento de las CECs de la membrana de

Descemet.

Basandonos en las observaciones biomicroscépicas, especulares 'y
paquimétricas de los estudios ex vivo e in vivo, la concentracion de BAC al
0,05% cumpliria los requisitos necesarios para inducir el modelo animal

objetivo del presente estudio.

Discusion sobre las tinciones vitales

La tincién vital del CE —combinando azul tripan y rojo alizarina— permitio, tal y

3940 yisualizar facilmente las CECs. En

como se ha descrito previamente,
nuestros estudios, esta técnica aportd informacién muy util, sobre todo en
aguellos conejos en los que no fue posible obtener valores de microscopia

especular debido al marcado edema corneal.
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Hay dos protocolos similares descritos en la bibliografia, que a pesar de ser
muy similares, presentan algunas diferencias, tales como el pH final, la
concentracion de las tinciones y el diluyente utilizado. El presente estudio se
inicié con el protocolo descrito por Park et al. en 2012,%° pero lamentablemente,
aun siguiendo los pasos descritos en la publicacion, las cérneas no se tifieron
bien y no se obtuvieron imagenes con captacion de colorante suficientemente
adecuada como para poder valorar el endotelio. Por ello se opto por utilizar el
protocolo original descrito por Taylor y Hunt en 1981,%* con el que obtuvimos
muy buenos resultados, pudiendo valorar los margenes celulares gracias al rojo
alizarina y la mortalidad celular mediante el azul tripdn. Se desconoce el motivo
de estas discrepancias entre métodos, pero las diferentes concentraciones
recomendadas por cada uno de los autores, la eleccion del diluyente (PBS o

suero salino al 0,9%) y el pH, pueden tener un papel importante.

Las tinciones vitales de los ojos tratados pusieron de manifiesto los siguientes
hallazgos dosis-dependientes: aumento de agujeros o defectos del CE ex
vivo, y aumento de la mortalidad y del pleomorfismo de las CECs tanto ex
vivo como in vivo. Los agujeros endoteliales, previamente asociados a la
muerte y descamacion de las células endoteliales,****%#! debido a los efectos
toxicos del BAC, coincidieron con los hallazgos especulares, descartando de
esta forma, posibles artefactos de procesamiento de las muestras durante las
tinciones vitales. La ausencia de agujeros en el estudio in vivo, a pesar de tener
mortalidades elevadas, podria asociarse al mantenimiento estable de la IOP y a

las fuertes uniones entre las CECs y la membrana de Descemet.

El aumento de la mortalidad celular fue significativo a partir de
concentraciones de BAC al 0,05% en ambos estudios, mientras que el
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aumento del pleomorfismo fue significativo a partir de BAC al 0,025% en el
estudio in vivo y a partir de BAC al 0,05% en el ex vivo. Aunque la diferencia es
solamente de una dosis superior, hay algunos factores que podrian explicarla,
tales como el disefio similar pero diferente de ambos estudios (nimero de
animales), la variabilidad dentro de los grupos, y los valores diferentes de
hexagonalidad de los grupos BSS (66,8% ex vivo y 82,5% in vivo), que
sirvieron en ambos casos como grupo de comparacion. Habria que mencionar,
como diferencia entre los dos estudios, el hecho de que en el estudio ex vivo
los ojos fueron enucleados y se conservaron en refrigeracion durante las
sucesivas evaluaciones, mientras que en el modelo in vivo se trataba de tejido
vivo, con todas las implicaciones que esto conlleva al estar los ojos inyectados
influidos por las reacciones de todo el organismo del. Es de suponer que en los
ojos enucleados se produjo degradacién celular por muerte celular, mientras
gue este proceso no tuvo lugar, en principio, in vivo. Estas diferencias podrian
hacer menos realistas las comparaciones de resultados entre ambos estudios.
Sin embargo, cabe remarcar que todos los ojos del estudio ex vivo estuvieron
sujetos a las mismas condiciones, al igual que los ojos de los conejos del

estudio in vivo.

A pesar de las diferencias, ambos estudios realizados demuestran un
efecto significativo del grupo 0,05% BAC sobre el pleomorfismo
endotelial. Este aumento de diversidad morfoldgica celular es consecuencia de
la pobre capacidad de respuesta del endotelio a una agresion. A diferencia de
la elevada capacidad de replicacion del epitelio corneal, el endotelio de los
conejos es mucho mas vulnerable y a pesar de tener capacidad de replicacion,

no se regenera tan facilmente. Sus células deben tratar de modificar su forma
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para cubrir los defectos que se generan, hasta que la mitosis sea efectiva. Es
por eso que se produce el incremento del pleomorfismo.’*** Tanto el
pleomorfismo como el polimegatismo son indicadores de pérdida de CECs,°
por lo que, tal y como se ha observado en el presente estudio, su aumento va

asociado al aumento de la mortalidad de CECs.

El efecto dosis-dependiente del BAC sobre la viabilidad de las CECs coincide
con las observaciones de Pauly et al. en un modelo tridimensional de CECs
humanas. En ese estudio el aumento de la concentracion de BAC indujo el
descenso en la viabilidad celular como consecuencia de su efecto toxico, que
fue significativo 24 horas tras su aplicacién a concentraciones de 0,005%.%
Esta dosis demostré efectos toxicos sobre el endotelio corneal, pero no lo
suficientemente importantes como para inducir un modelo animal de

enfermedad endotelial.

Anadiendo los datos de las tinciones vitales a los de las observaciones
biomicroscopicas, especulares y paquimétricas, la concentracion de BAC al
0,05% cumpliria los requisitos necesarios para inducir el modelo animal

objetivo del presente estudio.

Discusion de los hallazgos histopatolégicos

Dado que el objetivo del presente estudio es destruir selectivamente el CE, las
evaluaciones histolégicas se realizaron con el fin de complementar las
observaciones biomicroscopicas y especulares, descartando posibles
alteraciones del resto de estructuras oculares, que hubiesen podido pasar

desapercibidas clinicamente. Es bien conocido el importante papel que juega la
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histopatologia en el diagndstico de enfermedades oculares, sobre todo en
aquellas presentaciones con clinica inespecifica. En algunos casos, pequefias
lesiones observadas en histopatologia, pueden pasar desapercibidas o inducir

cambios clinicos minimos.>*

Los resultados histopatologicos confirmaron que, exceptuando la conjuntiva,
gue se vio alterada con todos los grupos de BAC vy significativamente con BAC
al 0,05% y al 0,1%, no hay alteraciones significativas en otras estructuras
oculares a parte de la cérnea. A diferencia de lo que ocurrid6 en la
histopatologia, las alteraciones conjuntivales se apreciaron clinicamente solo a
partir de concentraciones de 0,1%, lo que nos hace pensar que grados leve de
infiltrado linfoplasmocitario no indujeron clinica suficiente como para ser
detectados mediante biomicroscopia. Las lesiones conjuntivales observadas en
el estudio in vivo, concuerdan con estudios previos en el hombre,®®¢ donde
se describe un efecto pro-apoptético del BAC sobre las células conjuntivales,
reduciendo su viabilidad al incrementar la concentracién de BAC.*® Estas
afirmaciones se realizaron tras la aplicacién tépica de BAC, por lo que el
mecanismo patogénico en el presente estudio podria diferir, siendo la

respuesta corneal uno de los motivos de congestién conjuntival.

Los cambios observados en el CE mediante biomicroscopia, microscopia
especular y tinciones vitales, no pudieron confirmarse con la histopatologia, al
no detectarse diferencias significativas con el grupo BSS en cuanto a
pérdida de CECs. Este hecho podria estar asociado a las fuertes uniones de
las células endoteliales a la membrana de Descemet, manteniendo su
ubicacion a pesar de estar muertas. Curiosamente, la disminucion de la
densidad endotelial se apreci6 mas marcadamente en algunas zonas
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localizadas, pudiendo sugerir muerte selectiva de algunas células en concreto,

por causas que desconocemos.

Por lo que respecta a las roturas ocasionales de membrana de Descemet,
podrian explicarse por la tension debida a la deformacion de la cdrnea,
observada clinicamente, o bien ser simplemente un artefacto ocasionado por el
proceso de preparacion de las muestras para las tinciones vitales o para la
histopatologia.

Los datos histopatologicos del estudio, junto con los previamente expuestos
apoyan la hipétesis de que la concentracion de BAC al 0,05% cumpliria los
requisitos necesarios para inducir el modelo animal objetivo del presente

estudio.

Nuevo modelo de enfermedad endotelial corneal

Tras evaluar los resultados de los dos estudios obtenidos en la presente tesis
doctoral, se confirman las hipétesis y los objetivos marcados, logrando el
desarrollo de un modelo animal de enfermedad endotelial corneal en
conejos. Los estudios biomicroscopicos, paquimétricos e histopatologicos,
junto con los de microscopia especular y las tinciones vitales de ambos
estudios, demuestran que la IClI de 0,1 ml de BAC al 0,5% destruye

selectivamente el CE de forma dosis-dependiente en conejos.

Los resultados del estudio ex vivo fueron clave para el disefio del estudio in
vivo, pudiendo, de esa forma, establecer la dosis inicial del estudio de escalada
de dosis. Este hecho sirvid, no solo para optimizar tiempo y recursos, Sino
también para realizar una actuacion éticamente mas correcta, evitando aplicar

dosis demasiado altas, que pudieran ser excesivamente tdxicas en conejos
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vivos. El estudio in vivo validé las observaciones realizadas ex vivo, y el
conjunto de ambos estudios permitié describir y proponer un nuevo modelo de
enfermedad endotelial corneal en conejos. Este modelo representa una
alternativa sencilla, repetible y reproducible, a los modelos vya

existentes.?12%°457

La inyeccidn intracameral de BAC en conejos fue descrita por primera vez
por Swan et al. en 1944 con el objetivo de valorar los efectos de este producto
sobre la cérnea. Tras testar una cantidad indeterminada de tres
concentraciones diferentes de BAC diluidas en NaCl, observaron mediante
biomicroscopia, engrosamiento del endotelio, fibrina en cdmara anterior y
vascularizacién corneal en las concentraciones de 0,025% y 0,05%.%' Los
estudios de Britton et al. y Maurice et al., caracterizaron posteriormente los
efectos de la IClI de BAC diluida en suero salino al 0,9% sobre la cornea,
mediante paquimetria e histopatologia, observando aumento del espesor y
edema corneal.®*®’ Los efectos del BAC, como posible excipiente de productos
comerciales, también se han evaluado en coérneas de conejos por via
tépica.®® "%’ Estos estudios demostraron que el BAC en concentraciones entre
0,005% y 0,133% no produce lesiones endoteliales evidenciables
morfolégicamente en corneas sanas,’”® asi como tampoco en cérneas
desepitelizadas.®® Estos estudios estaban orientados a determinar la dosis
segura de BAC para ser utilizado como excipiente en productos comerciales de
uso intracameral y topico, no sugiriendo en ningln momento, su USO COMO

inductor de un modelo de enfermedad endotelial.

Paralelamente, durante las udltimas décadas se han realizado diferentes
estudios orientados a conseguir un modelo animal de enfermedad endotelial,
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mediante técnicas de congelacién transcorneal en gatos y conejos, ICI de
ortoftalaldehido en conejos y desbridado mecanico en primates.?"%°*>’
Cabe remarcar que, a diferencia de nuestro estudio in vivo, en el que la
selectividad del toxico por el CE queda patente, los resultados de los estudios
de congelacion indujeron lesiones corneales no selectivas para el CE,
afectando a todo el espesor corneal de forma severa. Ademas, destacar que, el
dafio endotelial se recuper6 totalmente a las 2 semanas, no logrando crear un
modelo permanente. En la presente tesis doctoral los efectos endoteliales se
mantuvieron durante toda la duracion del estudio, confirmando, como minimo,
una mayor duracion de los efectos de este modelo animal. La IClI de
ortoftalaldehido en conejos provocé marcado edema corneal asociado a
incremento del grosor corneal secundario, pero no se estudiaron sus efectos
directos sobre el endotelio corneal, no pudiéndose proponer como modelo de
enfermedad endotelial.>” El desbridamiento endotelial en primates obtuvo
muy buen resultado, proponiendo un modelo de enfermedad endotelial en
primates. A pesar de que este estudio demuestra la eficacia del desbridamiento
en primates, los resultados no pueden extrapolarse a otras especies, sobre
todos aquellas, como el conejo, con capacidad regenerativa endotelial. Dada la
imposibilidad de eliminar mecanicamente el endotelio corneal es su totalidad,
las células restantes, al no estar metabdlicamente alteradas, podrian inducir la
formacién de nuevo endotelio. Cabe afiadir, que la técnica quirdrgica es mucho
mas invasiva que la ICI. Al no poder ser los resultados de esta técnica
extrapolados a otras especies de caracteristicas regenerativas endoteliales
diferentes, sigue siendo necesario desarrollar una técnica de induccion de

enfermedad endotelial en especies menos evolucionadas. Ademas, la
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realizacion de esta técnica es mucho mas compleja que la propuesta en el
presente estudio, y puede que incluso mas en conejos, por la diferencia de

tamafio del globo ocular y la cAmara anterior tan estrecha.

Limitaciones de los estudios

Los resultados de esta tesis doctoral, no solo validan un procedimiento de
induccion de un modelo animal de enfermedad endotelial corneal en el conejo,
sino que también caracterizan detalladamente los cambios oculares inducidos
por el BAC intracameral. Sin embargo, hay algunas limitaciones que cabe
remarcar. Entre ellas, destacar que al tratarse de estudios en conejos, la
interpretacion y extrapolacion de los resultados a otras especies debe
realizarse con cautela. Ademas, la duracion del estudio (14 dias) se fij6
basandonos en resultados de estudios anteriores, en los que a las 2 semanas
la lesion endotelial ya se habia recuperado, quedando Unicamente el edema
corneal.” El objetivo del presente estudio era crear un modelo animal en
conejos de mayor duracion a los descritos hasta el momento. Este objetivo se
ha cumplido, pero lamentablemente seria deseable y totalmente necesario
realizar estudios a mas largo plazo para poder asegurar, con toda seguridad,
que la capacidad regenerativa del CE de los conejos queda
totalmente/mayormente anulada mediante esta actuacion. En humanos que
han sufrido dafios en el CE secundarios al uso intraocular del BAC, se ha
descrito cierta capacidad de recuperacién un afio tras la exposicién al toxico.*
Si se diera el caso de que existe una recuperacion pasado un determinado

periodo de tiempo, también podria resultar utii como modelo de enfermedad
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endotelial con recuperacion a medio plazo. Esto podria igualmente tener

aplicaciones en investigacion.

Cabe también destacar que las valoraciones morfolégicas y morfométricas del
CE se realizaron exclusivamente a partir de imagenes de la cérnea central,
hecho que puede haber pasado por alto alteraciones que afectasen a los 4
cuadrantes corneales periféricos. Desafortunadamente, tras intentarlo en varias
ocasiones, las mediciones periféricas no pudieron llevarse a cabo,
principalmente debido al tamafo de los ojos de los conejos, la complejidad del

posicionamiento y el manejo de los animales.
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1. La inyeccion intracameral de BAC al 0,5% es un método sencillo, repetible
y reproducible de induccion de un modelo animal de enfermedad

endotelial corneal en el conejo.

2. La dosis de 0,1 ml de BAC 0,05% inyectada por via intracameral en
conejos provoca dano selectivo sobre el endotelio corneal sin afectar al

resto de estructuras intraoculares.

3. La biomicroscopia, paquimetria, microscopia especular, tinciones vitales y
la histopatologia son metodologias adecuadas para evaluar el daho

endotelial producido tras la inyeccion intracameral de BAC en conejos.

4. Hay relacion directamente proporcional entre la concentracién de BAC
inyectada en camara anterior, y el espesor corneal, la superficie media y

mortalidad de las células endoteliales corneales.

5. Hay relacién inversamente proporcional entre la concentraciéon de BAC

inyectada en cadmara anterior, y la densidad y hexagonalidad de las células

endoteliales de la cornea.
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En vista de los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral, seria

interesante la realizacion de futuros estudios, tales como:

e Estudios in vivo de evaluacion a largo plazo de los efectos téxicos del
BAC sobre el CE en el conejo.

e Estudios in vivo en conejos utilizando el modelo descrito para evaluar la
eficacia de nuevas técnicas quirdrgicas de reparacion del CE.

e Estudios in vivo en conejos utilizando el modelo descrito para evaluar la
eficacia del trasplante de células madre pluripotenciales endoteliales

utilizando diferentes matrices.
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Objetivo: Hallar una dosis de cloruro de benzalconio (BAC) que, inyectada por
via intracameral en conejos, provoque dafio selectivo sobre el endotelio
corneal, sin afectar al resto de estructuras intraoculares, creando un modelo

animal repetible y reproducible de enfermedad endotelial corneal.

Materiales y métodos: Estudio ex vivo inicial con 40 ojos de conejo obtenidos
post-mortem, que se dividieron en 8 grupos en funcion del compuesto
inyectado por via intracameral: control (sin inyeccion), BSS (solucion salina
balanceada), y concentraciones crecientes de BAC (0,005%, 0,01%, 0,025%,
0,05%, 0,1% y 0,2%). Estudio in vivo con 24 conejos, que fueron divididos en 4
grupos: BSS (grupo control) y BAC al 0,025%, 0,05% y 0,1%. Solamente se
emplearon conejos sanos Yy 0jos sin alteraciones. Las inyecciones
intracamerales se efectuaron en el limbo esclerocorneal utilizando una aguja de
27G. con la ayuda de gafas lupa. En ambos estudios, se realizaron
evaluaciones de exploracién oftalmolégica, paquimetria y microscopia
especular (a las 0, 6, 24 y 48 horas en el estudio ex vivo; yalos 0, 2, 7y 14
dias en el estudio in vivo). A los 14 dias, los conejos del estudio in vivo fueron
eutanasiados. Al final de cada estudio, se realizaron tinciones vitales de las
corneas para evaluar la morfologia y viabilidad de las células endoteliales
corneales (CECs). En el estudio in vivo también se hizo histopatologia de los

globos oculares.

Resultados: Estudio ex vivo: Comparado con BSS, la densidad de las CECs

comenz6 a disminuir de manera significativa a la concentracion de BAC
0,025%, mientras que la superficie de las CECs, el grado de edema corneal y
el espesor corneal aumentaron de forma significativa con BAC al 0,05%,

0,005% vy 0,1%, respectivamente. Concentraciones de BAC al 0,05% vy
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superiores ocasionaron aumentos significativos en la mortalidad y el
pleomorfismo de las CECs, en comparacion con el control y BSS. Estudio in
vivo: Comparado con el BSS, concentraciones de BAC al 0,025% y superiores
provocaron aumento significativo en el grado de edema y espesor corneales, y
en la superficie y el polimegatismo de las CECs. La mortalidad de las CECs fue
significativamente mayor a partir de BAC 0,05%. La densidad y hexagonalidad
de las CECs disminuyeron significativamente en todos los grupos de BAC. BAC
al 0,1% ocasiondé mayor nimero de casos de congestion conjuntival y Ulceras
corneales. La histopatologia no revel6 alteraciones significativas que afectasen

al resto de las estructuras oculares tras la inyeccion de BAC.

Conclusiones: La inyecciéon intracameral de 0,1 ml de BAC al 0,05% en
conejos provoca dafio selectivo sobre el endotelio corneal, sin afectar al resto
de estructuras intraoculares. Esta técnica, desarrollada y validada en un
estudio ex vivo y otro in vivo, puede utilizarse para inducir un modelo animal

repetible y reproducible de enfermedad endotelial corneal en conejos.
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Objective: Find a dose of benzalkonium chloride (BAC) which, injected into the
anterior chamber in rabbits, causes a selective damage on the corneal
endothelium, without affecting the rest of intraocular structures and thus can be
used to induce a repeatable and reproducible animal model of corneal

endothelial disease.

Material and Methods: First, an ex vivo study was performed using 40 rabbit
eyes obtained postmortem, which were classified into 8 groups depending on
the injected compound: Control (no injection), Balance salt solution (BSS), and
increasing concentrations of BAC (0.005%, 0.01%, 0.025%, 0.05%, 0.1% and
0.2%). Secondly, an in vivo study was performed using 24 New Zealand White
rabbits, which were classified into 4 groups: BSS (control group); and 0.025%,
0.05% and 0.1% BAC. Only healthy rabbits and eyes without abnormalities
were used. The intracameral injections were made at the corneoscleral limbus
using a 27G needle and magnifying loupes. In both studies, follow-up
assessments of ophthalmological examination, pachymetry and specular
microscopy were performed (at 0, 6, 24 and 48 hours in the ex vivo study; and
at 0, 2, 7 and 14 days in the in vivo study). Fourteen days after injection, the
rabbits from the in vivo study were euthanized. At the end of each study,
corneas were vital-stained and evaluated under the light microscope in order to
assess the morphology and viability of the corneal endothelial cells (CECs). In

the in vivo study, histopathology of the eye globes was also performed.

Results: Ex vivo study: Compared to BSS, the CECs density began to
decrease significantly with 0.025% BAC, while the CECs area, the degree of
corneal edema and the corneal thickness increased significantly with 0.05%,

0.005% and 0.1% BAC, respectively. BAC concentrations of 0.05% and above
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caused significant increases in CECs mortality and pleomorphism, compared to
control and BSS. In vivo study: Compared to BSS, concentrations of 0.025%
BAC and above caused a significant increase in the degree of corneal edema
and corneal thickness, and in CECs area and polymeghetism. CECs mortality
was significantly higher with 0.05% BAC and above concentrations. The CECs
density and hexagonality decreased significantly in all BAC groups. A
concentration of 0.1% BAC resulted in a higher number of cases presenting
with conjunctival congestion and corneal ulcers. Histopathology revealed no
significant alterations affecting the rest of the ocular structures after BAC

injection.

Conclusions: Intracameral injection of 0.1 ml 0.05% BAC in rabbits causes a
selective damage on the corneal endothelium, without affecting the rest of
intraocular structures. This technique, developed and validated in an ex vivo
and an in vivo study, could be used to induce a repeatable and reproducible

animal model of endothelial corneal disease in rabbits.
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Anexo 1: Hoja de exploracién oftalmoldégica.

Hospital Clinic Veterinari e
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Servei d'Oftalmologia Veterinaria
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Anexo 2: Hoja de seguimiento para el estudio ex vivo.
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Anexo 3: Hoja de seguimiento para el estudio in vivo.

DESENVOLUPAMENT D'UN MODEL DE PATOLOGIA ENDOTELIAL EN CONILLS
MITIANCANT LA INJECCIO INTRACAMERAL DE CLORUR DE BENZALCONL

ESTUDILIN VIVO

PAQUIMETRIA / MICROSCOPIA ESPECULAR/ EDEMA CORNEAL

ID: ...
Grup: .......

FULL DE SEGUIMENT:

Mitjana CCT: .........; Mitjana MCA: ........; Mitjana Polymeg: ........

Grau d’edemacorneal: 00 O+1 O+2 O+3 O+4

AVALUACIO PREQUIRURGICA {Dia 0} . PES: 1orvor. Kg. Data: oo eormerrn.

T, fof iy BAVG: o i e, O f e ; CD:
.; Mitjana ECD: .........

Anestésia: .....mg butorf .....mg midaz .....mg keta .....mg medetom Isoflora: ONo OS, ......Mmin

OIbSEIVACIONS. .o e et et ettt et e eaeas e aateae eaete e s sa b et benebene e ehteea bseneee e ersens snnrens

Mitjana CCT: .........; Mitjana MCA: ........; Mitjana Polymeg: ..

Grau d’edemacorneal: 00 O+1 O+2 O+3 O+4

AVALUACIO 2 (Dia 2 post-injeccid). Pes: .....Kg Data: ../ ../ ...

| o ey BVG: i f i f ] O e f e f e €D,
..;  Mitjana ECD: .........

Anestésia: .....mg butorf .....mg midaz .....mg keta .....mg medetom Isoflord: ONo OS, ......Mmin

O BSEIVACIONS. .ot et et et et et seaebe et est et easese abersees saeet e e sreaen sheeenaen seeses seenns

Mitjana CCT: .........; Mitjana MCA: .........; Mitjana Polymeg: ........

Grau d’'edemacorneal: 00 O+1 O+2 O+3 O+4

AVALUACIO 3 (Dia 7 post-injeccid). Pes: ......Kg. Data: ../,

| o il BVG: i f i f ] O o f e f e €D,
;  Mitjana ECD: .........

Anestésia: .....mg butorf .....mg midaz .....mg keta .....mg medetom Isoflord: ONo OS5, ......min

OBSBIVACIONS. ..ot et et te et et et seaebe e bes s et easete atersees saees e e sresen shesenasn seesns seannns

Mitjana CCT: .........; Mitjana MCA: .........; Mitjana Polymeg: .........

Grau d’edemacorneal: 00 O+1 O+2 O+3 O+4

AVALUACIO 4 (Dia 14 post-injeccid). Pes: ......Kg. Data: ../,

| o ] BVG: i f i f ] OV e f e f i €D,
;  Mitjana ECD: .........

Anestésia: .....mg butorf .....mg midaz .....mg keta .....mg medetom Isoflord: ONo 0OS, ......Mmin

OIBSBIVACIONS. ..ot et et et et e et eets et seaere et es s et easese atersees srent e s sreaen shesenasn seesns seannns
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Anexo 4: Tabla de aleatorizacion de ojo inyectado en estudio in vivo.

Ojo a
inyectar Conejo
oD 101
(O 107
oD 108
oD 109
0oSs 110
(O 111
oD 201
(O 202
oD 203
oD 204
0oSs 205
(O 206
oS 301
oD 302
oD 303
oD 304
0oSs 305
(O 306
0oSs 401
oD 402
0oSs 403
oD 404
0oSs 405
oD 406

OS: Ojo izquierdo
OD: Ojo derecho
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Anexo 5: Hoja de hospitalizacion para los conejos del estudio in vivo.

T

" Hospital i eterina O

HOSPITALITZACIO D’EXOTICS __Sénei d0taiicogs elrnas

Data: / / 2013 Dia d’hospitalitzacié:
Nom/ID Propietari | Oftalmologia Motiu
Espécie Conill Teléfon 6925 Exp
Edat / Sexe Veterinari | Marta Leiva
PV avui: PV ahir:

(especificar nom
comercial, farmac i dosi)

Hores— )

o d4-8| @ ¥

15
16
17
18
19
20
23
24

21
22

Si sedacié: administrar
aliment Intensive Care L_ B

Si sedacié: administrar 2mg/kg Ranitidina i 0,5mg/kg Primperan SC 3 vegades / dia

(Pauta: Cada 24 hores). Revisar quantitat d’aigua disponible! (ad libitum)

Hora:

Aliment: Pinso [| Fenc [] Altres (especificar qué!):

Volum:

Observacions:
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Anexo 6: Hoja de evaluacion del dolor para el estudio in vivo.

ESTUDI D’ESCALADA DE DOSI DE CLORUR DE BENZALCONI EN CONILLS:
DESENVOLUPAMENT D’UN MODEL ANIMAL DE PATOLOGIA ENDOTELIAL

PROTOCOL DE SUPERVISIO DEL DOLOR OCULAR

PRIMERA AVALUACIO (Dial) Data: ..../..../ ...
Mati Tarda

1. Presencia de blefaroespasme:

0=no, 1=lleu, 2=moderat, 3= sever.

2. Presencia de congestié conjuntival:

0=no 2-lleu, 2=moderat, 3=scver.

3. Pressié intraocular:

0= <15, 1=(15-20), 2-(21-25), 3=>26mmHg.

4. Ingestio d'aliments i d'aigua:

si=0; si perd menys quantitat=2; no=3

5. Postures anormals, massa temps ajagut:

no=0; si=3.

6. Miccions/defecacions:

normals =0; anormals (diarrea, femtes/orina anormals) = 3
7. Control de la temperatura:

normal =0, hipertérmia = 3

8. Control de les mucoses i temps de ompliment
capillar: normal =0, anormal (pal-lidesa, temps ompliment
capil-lar >2 segons) = 3

VALOR TOTAL

SEGONA AVALUACIO (Dia 2) Data: .../, .
Mati Tarda

1. Presencia de blefaroespasme:

0=no, 1=lleu, 2=moderat, 3= sever.

2. Presencia de congestié conjuntival:

0=no 2=lleu, 2=moderat, 3=sever.

3. Pressié intraocular:

0= < 15, 1=(15-20), 2=(21-25), 3=>26mmHg.

4. Ingestié d'aliments i d'aigua:

5i=0; si perd menys quantitat=2; no=3

5. Postures anormals, massa temps ajagut:

no=0; si=3.

6. Miccions/defecacions:

normals =0; anormals (diarrea, femtes/orina anormals) = 3
7. Control de la tem peratura:

normal =0, hipertérmia = 3

8. Control de les mucoses i temps de ompliment
capil-lar: normal =0, anormal (pal-lidesa, temps ompliment
capil-lar >2 segons) = 3

VALOR TOTAL

TERCERA AVALUACIO (Dia 3) Data: .........[.......
Mati Tarda

1. Presencia de blefaroespasme:

0=no, 1=1leu, 2=moderat, 3= sever.

2. Presencia de congestio conjuntival:

0=no 2=lleu, 2=moderat, 3=sever.

3. Pressi6 intraocular:

0= < 15, 1=(15-20), 2=(21-25), 3=>26mmllg.

4. Ingestio d'aliments i d'aigua:

s1=0; s1 pero menys quantitat=2; no=3

5. Postures anormals, massa temps ajagut:

no=0; si=3.

6. Miccions/defecacions:

normals =0; anormals (diarrea, femtes/orina anormals) = 3
7. Control de la tem peratura:

normal =0, hipertérmia = 3

8. Control de les mucoses i temps de ompliment
capil-lar: normal =0, anormal (pal-lidesa, temps ompliment
capil-lar >2 segons) = 3

VALOR TOTAL
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Hexagonalidad y mortalidad de las CECs a las 48h.

Grupo QOjo % Hexag OBS 1 % Mortal OBS 1 % Hexag OBS 2 % Mortal OBS 2
E501-2 56,7 Baja 72,2 Baja
E502-2 58,3 Baja 51,7 Baja
Control E503-2 62,2 Baja 70,0 Baja
E504-2 66,7 Baja 68,9 Baja
E505-2 63,3 Baja 70,0 Baja
E101-2 66,7 Baja 744 Baja
E102-2 64,4 Baja 58,9 Baja
BSS E103-2 60,0 Baja 65,6 Baja
E104-2 70,0 Baja 81,1 Baja
E105-2 62,2 Baja 64,4 Baja
E801-2 30,0 Baja 333 Baja
E802-2 456 Baja 46,7 Baja
0,005 E803-2 37,8 Baja 51,7 Baja
BAC E804-2 46,7 Media 40,0 Media
E805-2 46,7 Baja 57,8 Baja
E701-2 NO NO NO NO
E702-2 62,2 Baja 61,1 Baja
0,01 E703-2 7,7 Baja 68,3 Baja
BAC E704-2 50,0 Media 383 Media
E705-2 64,4 Baja 63,3 Baja
E601-2 71,7 Baja 7,7 Baja
E602-2 64,4 Baja 744 Baja
0,025 E603-2 68,3 Baja 63,3 Baja
BAC E604-2 73,3 Baja 81,1 Baja
E605-2 no Media no Media
E401 0,0 Alta 0,0 Alta
E402 0,0 Media NO Alta
0,05% E403 0,0 Alta 0,0 Alta
BAC E404 0,0 Alta 0,0 Alta
E405 48,9 Baja 57,8 Baja
E201 63,3 NO 56,7 NO
E202 NO NO 0,0 NO
0,1% E203 NO Alta 0,0 Alta
BAC E204 NO Alta 0,0 Alta
E205 0,0 Alta 0,0 Alta
E301 NO Alta 0,0 Alta
E302 0,0 Alta 0,0 Alta
0,2% E303 0,0 Alta 0,0 Alta
BAC E304 0,0 Alta 0,0 Alta
E305 0,0 Alta 0,0 Alta

OBS: observador

%Hexag: Porcentaje hexagonalidad (pleomorfismo)

%Mortal: Porcentaje mortalidad (BAJA= 0-33%; MEDIA= 34-66%; ALTA=67-100%)
NO: no es posible obtener un valor.
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Sergi Segarra Lopez
Modelo animal de enfermedad endotelial corneal Anexos

Hexagonalidad y mortalidad de las CECs a los 14d.

Grupo  Ojoinyectado  Conejo Y%Hexag 14d Y%Mortal 14d

oD 1101 85,0 Baja
(O] 1107 85,0 Baja
BSS oD 1108 80,0 Baja
oD 1109 75,0 Baja
0os 1110 85,0 Baja
oS 1111 63,3 Baja
oD 1201 A Baja
os [202 38,3 Media
0,025% oD 1203 450 Media
BAC oD 1204 43,3 Media
(OF] 1205 60,0 Baja
(O] 1206 95,0 Baja
oS 1301 15,0 Alta
oD 1302 422 Media
0,05% oD 1303 10,0 Alta
BAC oD 1304 13,3 Alta
(O] 1305 10,0 Alta
s 1306 15,0 Alta
0s 1401 15,0 Alta
oD 1402 15,0 Alta
0,1% 0s 1403 0,0 Alta
BAC oD 1404 56 Alta
(ON] 1405 0,0 Alta
oD 1406 0,0 Alta

0S: Ojo izquierdo

OD: Ojo derecho

%Hexag: Porcentaje hexagonalidad (pleomorfismo)

%Mortal: Porcentaje mortalidad (BAJA= 0-33%; MEDIA= 34-66%; ALTA= 67-100%)
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