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1. Cérnea

1.1. Embriologia de la cérnea

El ojo (organum visus), se desarrolla a partir de la evaginacion del
neuroectodermo del prosencéfalo embrionario, formando el surco optico
(Fig.1, n°1). Al cerrarse el tubo neural, el surco se transforma en la vesicula
Optica, que crecera hasta contactar con el ectodermo superficial que la
recubre.! Este contacto induce dos procesos: engrosamiento del ectodermo
superficial, la llamada placoda del cristalino (Fig.1, n°6), e invaginacion de
la vesicula oOptica, formando la denominada copa o6ptica (Fig.1, n°8). La
placoda del cristalino se invagina dando lugar por un lado a la vesicula del
cristalino (Fig.1, n°11) y por otro al epitelio corneal (Fig.1, n°15), que es la

capa mas externa de la cérnea.?

Figura 1: Desarrollo embriologico del ojo. a: Seccion mostrando el surco 6ptico.1.
Surco optico; 2. Cresta neural; 3. Mesénquima; 4. Ectodermo superficial b: Seccién
mostrando el inicio de la invaginacién del cristalino.5. Tallo 6ptico; 6. Placoda del
cristalino; 7. Fovea del cristalino; 8. Copa 6ptica. ¢ y d: Secciones que muestran el
desarrollo de la vesicula del cristalino y el epitelio corneal.9. Capa externa de la copa
Optica; 10. Capa interna de la copa Optica; 11. Vesicula del cristalino; 12. Fisura
Optica; 13. Arteria hialoidea; 14. Vena hialoidea; 15. Epitelio corneal; 16. Espacio
intraretiniano. Fuente: Remington LA[2005]: Clinical Anatomy of the Visual System,
2nd ed. Butterworth-Heinemann, St. Louis.

17



Crioconservacion a -20°C Introduccion

El ectodermo superficial que recubre la copa Optica, no solo da lugar al
epitelio corneal, sino que a su vez secreta una matriz gruesa compuesta
basicamente  por material acelular (fiboras de colageno vy
glicosaminoglicanos), que constituira parcialmente la segunda capa corneal
(estroma corneal primario). El estroma continua su formacion mediante
queratocitos que, provenientes de células de la cresta neural, migraran
entre el ectodermo superficial y la copa Optica. Son los queratocitos en
desarrollo, quienes mediante la secrecion de colageno de tipo | y

fibronectina, formaran el estroma corneal secundario.

La capa mas profunda de la cornea, el endotelio corneal proviene, al igual
que el estroma corneal, de la cresta neural. Es debido a este origen, que su

capacidad mitética es reducida o nula en la mayoria de las especies.?*

Una vez finalizada la formacion corneal, se inicia un proceso de
deshidratacion que finaliza con una marcada pérdida de fibronectina y la
reduccion del 50% del grosor estromal. Las células endoteliales, per se,
juegan también un papel importante en la deshidratacion estromal, mediante
la formacion de uniones “zonula occludens” entre células, y la formacion de
la membrana de Descemet (30-35 dias de gestacion en el perro). La
deshidratacion corneal va intimamente unida a la transparencia corneal,
adquiriendo el endotelio corneal pleno funcionamiento al nacimiento o tras la

apertura palpebral, segun la especie.

18
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1.2. Anatomia de la cornea

La cOrnea es la estructura transparente, avascular y lisa que conforma el
segmento anterior del globo ocular.* En las tres especies incluidas en esta
tesis doctoral (perro, gato y caballo) la cornea tiene forma eliptica, con
diametro horizontal mayor que vertical - aunque en el perro y el gato esta
diferencia es muy pequefia. En el caballo esta caracteristica corneal le

permite aumentar el campo visual horizontal notablemente.

El grosor corneal es muy variable entre especies, razas e incluso entre
individuos. En la mayoria de especies domésticas es menor de 1 mm, siendo
en el perro de 0,4 a 0,5 mm en el centro, y de 0,5 a 0,6 en la periferia; en el
gato de 0,4 a 0,6 mm en el centro y de 0,8 a 1,0 mm en la periferia y, en el

caballo de 0,8 en el centro y de 1,0 a 1,5 mm en la periferia.’

En las especies canina, felina y equina, la cérnea se compone de 4 capas,
siendo de fuera a dentro, las siguientes: epitelio, estroma, membrana de

Descemet y endotelio corneal (Fig. 2).*3

El epitelio corneal es un epitelio estratificado, escamoso y no queratinizado
de 25-40 um de grosor en los carnivoros domeésticos y de 50-110 pum en los
ungulados, que se encuentra en la parte mas externa de la coérnea. Se
caracteriza por tener gran capacidad de regeneracion; en unos minutos
después de un trauma, las células de los margenes de la lesion empiezan a
migrar y cubrir el area afectada. El epitelio puede llegar a regenerarse

completamente en 4-7 dias.*

19
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Figura 2: Seccion histolégica de la cérnea canina. A: Epitelio. B:

Estroma. C: Membrana de Descemet. D: Endotelio.
El estroma corneal es una estructura laminar transparente que ocupa el
90% del espesor corneal. Las lamelas, organizadas de forma precisa, se
componen de 5 tipos de colageno siendo el mas comun el colageno tipo I,
con pequefias cantidades de tipo lll, VI y Xll. Entre éstas, se localizan los
queratocitos Yy fibroblastos, que contribuyen a la formacion y mantenimiento

del estroma.

La membrana de Descemet es la membrana basal del endotelio corneal y
se caracteriza por ser homogénea, acelular y por producirse a lo largo de

toda la vida del individuo, incrementando su grosor con la edad.

El endotelio esta formado por una monocapa de células hexagonales, que
limita la cOrnea internamente. Se caracteriza por tener regeneracion
reducida o nula, dependiendo de la especie y edad del individuo.?® Tras un
insulto endotelial, las células colindantes migran y se expanden para cubrir el
defecto, perdiendo de esta forma su hexagonalidad caracteristica

(polimorfismo endotelial), y reduciendo en cierta medida su funcionalidad.

20
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Si la densidad endotelial se reduce de forma marcada (densidades inferiores
a 500 cél/mm?) se inicia un proceso de descompensacién endotelial que
cursa con edema de cérnea y afectando marcadamente a la agudeza visual.
La densidad endotelial es un parametro considerado de crucial importancia
en la eleccion de tejido corneal donante (ver apartado “3.1. Trasplante

corneal”).

La cornea es una de las estructuras méas inervadas del organismo.®’ Esta
inervada por ramas de la division oftalmica del trigémino, los nervios ciliares
largos, que presentan principalmente receptores del dolor o nociceptivos. En
el perro se han descrito entre 14 y 18 ramas ciliares largas que se
distribuyen en dos capas, una superficial localizada en estroma anterior con
las terminaciones en el epitelio, y otra profunda, menos tupida, ubicada en el

estroma posterior.°

1.3. Funcién y fisiologia de la cérnea

La cornea tiene diversas funciones, entre ellas: transmision y refraccion de
la luz (propiedades o6pticas), control de la permeabilidad (propiedades de
barrera), soporte del contenido intraocular (propiedades mecanicas),

distribucién de farmacos y filtracién de luz ultravioleta.>®

 Propiedades opticas. La transparencia tisular es un atributo que se
da raramente en el mundo animal, de hecho, en la mayoria de las
especies, las Unicas estructuras con esta propiedad se encuentran en el
0jo (cérnea, lente y vitreo).® En la cérnea, la transparencia es una de las

caracteristicas mas importantes, ya que permite la transmisién de la luz.
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Los factores que contribuyen a ella son: falta de vasos sanguineos,
epitelio no queratinizado, ausencia de melanina y mielina, y maxima
organizacion de las fibras de colageno estromal.>® El poder de refraccién
y las aberraciones inducidas por la optica de la cornea son principalmente
debidos a la curvatura corneal y al contorno. La superficie anterior de la
cornea es basicamente esférica con el apex definiendo el punto de mayor
poder de refraccion. El poder didptrico total de la cornea central humana
es de 42,4 + 1,5D (oscilando entre 38,4 y 46,3D) del total de 60D de
poder dioptrico del ojo. Se trata, por lo tanto, de la zona del ojo de mayor
poder didptrico, principalmente debido a la diferencia entre el indice de
refraccion del aire (1,000), cérnea (1,376) y humor acuoso (1,336). En
comparacion, la diferencia entre indices de refraccion es mucho menor
para todas aquellas estructuras intraoculares -al ubicarse en un medio

acuoso-, poseyendo éstas mucho menor poder didptrico que la cornea.

 Propiedades de barrera. Las barreras principales de la cérnea son

el epitelio (barrera de baja permeabilidad) (Fig.3) y el endotelio (barrera

de alta permeabilidad) (Fig.4).

Figura 3: Imagen del epitelio corneal compuesto
por: A: células basales columnares. B: Células
poliédricas aladas. C: Células epiteliales
superficiales no queratinizadas. Las células
basales se sustentan en la membrana basal (D). El
estroma se compone de E: Queratocitos y F:
colageno. También se muestran los micropliegues
y microvellosidades del epitelio corneal (G), una
rama del nervio trigémino (H) y un linfocito (1)
migrando a través de la membrana basal.
(Modificado de Hogan MJ, et al. [1971]: Histology
of the Human Eye. Saunders, Philadelphia.)
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Figura 4: Imagen interna de la cérnea
mostrando las lamelas mas profundas
del estroma (1), la membrana de
Descemet (2) y el endotelio (3) con sus
células poligonales y sus
microvellosidades (6). Las células
estan unidas por uniones fuertes (4)
que protruyen y forman pliegues
marginales (5). (Modificado de Hogan
MJ, et al.[1971]: Histology of the
Human Eye. Saunders, Philadelphia.)

El epitelio impide el movimiento de iones, y por lo tanto la entrada de
fluido de la lagrima al estroma, reduce la evaporacion y protege la cornea
de patdégenos. En endotelio, por su parte, mantiene la transparencia
corneal regulando su hidratacién y la nutricién a través de una barrera
permeable y con bombas id6nicas. Con el objetico de mantener esta
permeabilidad, la dotacién endotelial, que en animales jovenes es
elevada, debe mantenerse parcialmente a lo largo de la vida. Si la
densidad de células endoteliales (DCE) cae por debajo de 2000 cél/mm?,
se pone en marcha un mecanismo de compensacion, a través de bombas
iGnicas, que consigue mantener la cérnea en su estado de deshidratacion
habitual. Si, por el contrario, la densidad alcanza 500 cél/mm? el
mecanismo compensatorio se ve sobrepasado, estableciéndose edema
corneal difuso.>*®

A pesar de que algunos autores consideran que humanos y gatos tienen
cierta capacidad de regeneracion del endotelio corneal, la mayoria de
especies animales, entre ellas la canina y la equina, no presentan

capacidad de regeneracién alguna.®*

Daniel Costa Moya
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» Propiedades mecanicas. Otra de las propiedades de la cornea es la
funcidbn mecanica. Debido a que el ojo es una camara presurizada, la
cornea representa un excelente equilibrio entre rigidez y fuerza,
manteniendo la dureza para resistir las fuerzas internas y externas que
pueden suponer un estrés, distorsionar su forma o poner en peligro su

integridad.

o Distribucion de farmacos. La instilacion topica de farmacos es el
método mas comun para la administracion de los tratamientos oculares,
siendo las dos vias de penetracion topica principales la transcorneal y la
transconjuntival. La penetracion corneal de un farmaco depende en gran
medida de su peso molecular, lipofilicidad y grado de ionizacion. Los
farmacos que penetran la via transcorneal con mayor facilidad son
aguellos que tienen bajo peso molecular y son lipofilicos, mientras que los
productos de mayor peso molecular e hidrofilicos suelen utilizar la via

transconjuntival.*

« Por dltimo, la cérnea también tiene la funcion de filtrar parte de la
radiacion ultravioleta (UV). La proporcion de absorcion de la cérnea
depende de la longitud de onda y del angulo de incidencia. La cornea
absorbe el 100% del los rayos UV-C, el 90% de los UV-B y el 60% de los

uv-c.®

24
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2. Esclera

2.1. Embriologia de la esclera

La esclera se forma a partir de la segunda oleada de células de las crestas
neurales, por induccion de la capa externa de la copa oOptica (futuro epitelio
pigmentario de la retina). Asi pues, el epitelio pigmentario de la retina y la
coroides son responsables directos del desarrollo escleral.

Durante su desarrollo, la esclera va aumentando de grosor gradualmente (de
anterior a posterior) y va densificando su matriz extracelular. Se compone
inicialmente por fibroblastos, fibras de colageno y proteoglicanos?,
afadiéndose las fibras de elastina después del nacimiento en respuesta a la
presion intraocular.® La maduracion escleral continuara durante el desarrollo

del animal (Fig. 1).?

2.2. Anatomia de la esclera

La esclera, también denominada esclerética, conforma, junto con la cérnea,
la tanica fibrosa del globo ocular. Es una estructura mas hidratada que la
cornea y contiene vasos sanguineos. Su grosor es variable segun la especie
y la zona, siendo la zona de insercion de los musculos extraoculares
(ecuador), la zona mas delgada. Su color depende del grosor y del
contenido graso, siendo mas azulado si es mas fina y mas amarillenta si es
mas grasa.’ En la zona anterior del 0jo, la esclera se une a la cérnea y a la

conjuntiva bulbar, formando una zona de transicion, el limbo.
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En la zona mas posterior del 0jo, la esclera presenta una zona agujereada

que permite la salida de los axones de las células ganglionares que

conforman el nervio éptico (lamina cribosa).?

La esclera estd compuesta por tres capas, que de externa a interna, son:

epiesclera, estroma escleral y lamina fusca.?

La epiesclera es una capa fibrosa densa y muy vascular que une la
capsula de Tenon a la esclera. Sus fibras de colageno se introducen
parcialmente en el estroma escleral superficial. En su parte craneal, la
epiesclera se engrosa y fusiona con la capsula de Tenon y el tejido

conectivo subconjuntival cerca del limbo esclerocorneal.?

La composicion del estroma escleral se asemeja al estroma corneal,
aunque el colageno escleral difiere en diametro, forma y organizacion y
puede presentar algunos melanocitos en la parte mas cercana al limbo
esclerocorneal.®* Esta distribucion menos organizada de las fibras de

colageno, induce pérdida de la transparencia escleral.®

La lamina fusca es la capa mas interna de la esclera que se caracteriza
por su pigmento, que proviene de la coroides. Es la zona de transicion

entre la esclera y las capas externas de la coroides y del cuerpo ciliar.*
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2.3. Funcion y fisiologia de la esclera

La principal funcién de la esclera es proporcionar resistencia al globo
para mantener su integridad y presion intraocular. A su vez, permite la salida
de las fibras nerviosas que conforman el nervio optico a través de la lamina
cribosa; y la entrada de vasos sanguineos y nervios hacia el interior del
globo ocular.>®

La capacidad de regeneracion de la esclera -vehiculada por fibroblastos- es
mayor que la de la cérnea; formandose abundante tejido de granulacion, que

posteriormente se remodelara y reorganizara.®

3. Técnicas quirtrgicas de reemplazo corneal

Las patologias corneales son relativamente frecuentes en animales
domésticos. En el perro, y de forma simple, las queratopatias pueden
clasificarse en primarias 0 secundarias. Las queratopatias primarias mas
frecuentes son queratitis ulcerativas, degeneraciones y distrofias corneales.
Las queratopatias secundarias suelen estar asociadas a anomalias
palpebrales, tales como euriblefaron, entropion, ectropion, o a deficiencias

lagrimales cualitativas o cuantitativas.®*

En el gato, las patologias
corneales mas frecuentes son queratitis ulcerativas inducidas por
Herpesvirus felino tipo 1, secuestros corneales y queratitis eosinofilicas.'* En
el caballo, por la disposicion lateralizada de los ojos, el caracter de los

animales y el medio en el que habitan, las patologias corneales mas

frecuentes son las queratitis ulcerativas y queratitis fungicas.™
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Las anomalias congénitas y las neoplasias corneales son poco frecuentes
en las tres especies. Las patologias anteriormente citadas pueden conducir
a diferentes grados de opacificacion o disrupcion de la continuidad corneal,

requiriendo en algunos casos tratamiento quirdrgico.

A continuacion se describen las cirugias de reemplazo corneal mas

frecuentes.

3.1. Trasplante corneal

El trasplante corneal, también conocido como queratoplastia o injerto
corneal, es el proceso quirdrgico mas utilizado en oftalmologia humana para

el reemplazo corneal.*®

El reemplazo quirdrgico corneal por una estructura artificial trasparente fue
citado por primera vez en 1789 por el Dr Quensgsy'®, pero no fue hasta
1824 cuando el Dr Reisinger sugirio el uso de corneas animales para este
propoésito, procedimiento que llamoé queratoplastia. A lo largo del siglo
siguiente, la investigacion en cirugia corneal revel6 la necesidad de utilizar
tejido homologo para evitar la opacificacion del injerto. Fue el Dr Zirm, un
oftalmologo checo, quien en 1906 realiz6 el primer trasplante de cérnea en
personas con éxito.*> A partir de 1935, con la descripcién de la utilizacion de
tejido postmortem del Dr Flatov, la introduccién del microscopio quirdrgico
(1950) y la fabricacion de instrumental quirdrgico delicado, se inicié un nueva

era en el campo de la cirugia corneal.*®
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Hoy en dia, el trasplante corneal se considera la Unica técnica quirdrgica
disponible para restablecer con éxito la transparencia corneal en patologias
corneales tales como distrofias corneales agresivas, quemaduras corneales,
herpesvirosis crénicas y tumores corneales.®™*° Segun la Organizacion
Mundial de la Salud, cada afo se llevan a cabo 120.000 trasplantes de
cornea en el mundo, siendo uno de los tejidos sélidos mas comunmente
trasplantados.? Las queratoplastias pueden clasificarse en base a diferentes
aspectos: grosor de la cornea donante, especie donante, método de
conservacion y objetivo quirargico.

« Grosor de la cornea donante: las queratoplastias se clasifican en

laminares o parciales (parte del espesor de la cérnea)®t*

y
penetrantes o de espesor completo.?2° Actualmente las técnicas de
cirugia corneal mas novedosas en la especie humana tienden a sustituir
Unicamente el tejido afectado (queratoplastia laminar), evitando las
complicaciones postoperatorias asociadas a los injertos penetrantes.?

Las técnicas de queratoplastia laminar mas utilizadas actualmente

quedan resumidas en la tabla 1.2%%

Tabla 1: Técnicas de queratoplastia laminar mas utilizadas.

Técnica Acrénimo
Queratoplastia laminar anterior:
“Anterior Lamelar Keratoplasty” ALK

Queratoplastia laminar anterior profunda:
“Deep Anterior Lamelar Keratoplasty” DALK

Queratoplastias endoteliales:

“Descemet Stripping Endothelial Keratoplasty” DSEK
“Descemet Stripping Endothelial Automated Keratoplasty”  DSAEK
“Descemet Membrane Endothelial Keratoplasty DMEK
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Especie donante utilizada: las queratoplastias se clasifican en
homologas (o aloinjerto, si el donante y receptor son de la misma

28,29

especie), autdlogas (si el donante y el receptor son el mismo

individuo)**?° o heter6logas (0 xenoinjerto, si el donante y el receptor

son de diferentes especies).?®

Método de conservacion: las queratoplastias pueden ser frescas (el
tejido se trasplanta pocas horas después de la extraccion del donante),
refrigeradas (se conserva a 4°C durante una semana), en cultivo de
organos (se conserva a 37°C, durante 30-40 dias) o criocongeladas (el

13,21,23,24,30-32
0°C). 3,21,23,24,30-3

tejido se conserva a -2 (Ver apartado “5. Métodos de

conservacion”)

Objetivo quirargico: La queratoplastia persigue uno o varios objetivos
simultdneamente, entre ellos: restablecer la vision (queratoplastia
visual), restablecer la integridad del globo ocular (queratoplastia
tectonica), eliminar cicatrices u opacidades corneales (queratoplastia
estética) o tratar un proceso corneal activo (queratoplastia
T 21,30,31,33 : Jo P
terapéutica). Las queratoplastias tectonicas y terapéuticas son
las mas utilizadas en veterinaria, dejando las estéticas y visuales en un
31,32,34 s
segundo plano. A pesar de ello, es deseable que los injertos
terapéuticos/tectonicos, ademas de restablecer la integridad corneal,

puedan devolver la vision a los pacientes.

La transparencia corneal obtenida tras una queratoplastia, depende de

varios factores, entre ellos; la experiencia y técnica del cirujano y el

estado y viabilidad del endotelio.?
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La viabilidad endotelial depende a su vez de la dotacion endotelial inicial
del donante y del método de conservacién utilizado. Todos los métodos
de conservacion del tejido corneal (ver apartado 5) reducen, en diferente
grado, no solo la densidad de células endoteliales (Ver apartado “6. Muerte
celular”), sino también la de las epiteliales.

La eleccion de la especie donante viene determinada en gran medida por el
método de conservacion utilizado, requiriendo los métodos que mantienen la
viabilidad endotelial, injertos homélogo o autdlogo, y los que no lo hacen,
heterdlogos, autélogos u homélogos. En medicina veterinaria, debido entre
otros motivos, a la falta de disponibilidad de tejido, las queratoplastias se
realizan con menos frecuencia, siendo en muchos casos reemplazadas por

otras técnicas, detalladas a continuacion.

3.2. Trasplante de submucosa intestinal porcina (SIS)

La submucosa de intestino delgado porcina (SIS) es un biomaterial
compuesto principalmente por proteinas y, en menor medida, por
carbohidratos y lipidos. Este material proviene del yeyuno del cerdo que, una
vez procesado y desbridado quimicamente, resulta en una matriz de
colageno. Posteriormente, se esteriliza con Oxido de etileno y se
comercializa en diferentes tamafios y grosores.'! La SIS proporciona una
base para la cicatrizacion corneal, pudiendo combinarse, en los casos en los
gue sea necesario, con un colgajo conjuntival con la finalidad de aumentar el

soporte tectonico y el aporte vascular.**
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Se ha utilizado con éxito en perro, gato y caballo, obteniendo transparencia

corneal en un porcentaje importante de los casos.*°

3.3. Colgajo conjuntival

Los colgajos conjuntivales se utilizan con relativa frecuencia en las
especies canina, felina y equina.®° De forma simple, consisten en la
transposicion de conjuntiva a la zona del defecto corneal. En la mayoria de
las ocasiones, la conjuntiva que se transpone es la bulbar, que es fina y
semitransparente y no afecta a la movilidad palpebral. Los tipos de colgajos
mas utilizados en oftalmologia veterinaria son el colgajo monopediculado, el
colgajo bipediculado, el colgajo de avance o “Hood” y el colgajo en 360°,
completo o también llamado Gundersen.'* (Fig. 5) Las indicaciones para
esta intervencion son muy variadas, entre ellas Ulceras corneales de diversa
profundidad, queratomalacia, Ulceras corneales micéticas, abcesos
corneales, secuestros corneales... Es importante remarcar que el soporte
tectonico proporcionado por el colgajo conjuntival es mucho menor que el de
la queratoplastia, pudiendo no ser suficiente para mantener la integridad
ocular en casos como ulceras profundas, descemetoceles o perforaciones

corneales.!
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Figura 5: Tipos de colgajos conjuntivales mas usados. A: de
avance o Hood; B: Monopediculado; C: Bipediculado; D: en
360°. Adaptado de Slatter's Fundamentals of Veterinary
Ophthalmology.

3.4. Transposicién corneoconjuntival/corneoscleral

La transposicion corneoconjuntival/corneoscleral se realiza desplazando
una zona periférica de la cornea y conjuntiva/esclera hacia el defecto central
(Fig.6)."* Se utiliza principalmente para tratar UGlceras profundas,
descemetoceles y secuestros corneales profundos centrales o paracentrales,
obteniéndose buen resultado visual en la zona desplazada, quedando opaca
o translicida la zona de la periferia.>***° No est4 indicada para el tratamiento

quirdrgico de dlceras infectadas.™*

Figura 6: Imagen final postquirdrgica de una transposicion
corneoconjuntival.
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3.5. Trasplante de membrana amniética

En veterinaria, la membrana amniética (AmnioVet®) se ha utilizado para
reparar y favorecer la regeneracion tisular de defectos corneales profundos
en caballo, gato y perro, obteniendo buenos resultados quirdrgicos y menor
cicatriz que la obtenida mediante el colgajo conjuntival.**™** AmnioVet® es un
biomaterial a base de membrana amnidtica de bovino que ha sido obtenida y
procesada mediante un depurado y meticuloso proceso de criopreservacion.
A diferencia de otros métodos de conservacion, la criopreservacion mantiene
la valiosa actividad de las citoquinas y los factores de crecimiento del
amnios. Esto comporta acciones biolégicas Unicas que estimulan la
reparacion tisular, reducen al minimo las cicatrices, controlan la inflamacion
y disminuyen el dolor. Dichas caracteristicas han demostrado ser de
inestimable valor en la cirugia oftaimolégica.'* Una de las indicaciones para
este tipo de intervencion son las Ulceras colagenasa positivo o
gueratomalacia, induciendo una cicatriz corneal mucho menor a la producida

por otras técnicas utilizadas, tales como el colgajo conjuntival (Fig.7).
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Figura 7: Imagen post-quirdrgica de la colocacion de una membrana
amniética.
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3.6. Trasplante de otros materiales

Para el reemplazo corneal se han utilizado otros materiales, la mayoria de
forma experimental con resultados aceptables, siempre con un objetivo
tectonico o terapéutico. Entre ellos se encuentran la capsula renal, el

pericardio o el goretex.**°

4. Técnicas quirtrgicas de reemplazo escleral

Las patologias esclerales son menos frecuentes en veterinaria, siendo las
mas habituales masas corneoesclerales, escleritis y epiescleritis.” Las
descripciones de reconstruccion escleral tanto en el perro, como en el gato o
en el caballo, son escasas, siendo el mas importante el trasplante escleral.
También se han utilizado otros materiales como la submucosa intestinal
porcina (SIS), colgajo de conjuntiva, cartilago de la membrana nictitante y

goretex 24,28,44,47-49

4.1. Trasplante escleral

El trasplante escleral se utiliza esporadicamente en oftalmologia veterinaria
y humana. En humana, estos injertos esclerales son utiles, sobre todo, para
cubrir la reseccion de tumores locales u otros procesos que requieran
reconstruccion escleral para mantener la integridad del globo ocular.
También se utilizan para cubrir sistemas de filtracion o valvulas después de
cirugia de glaucoma, o en casos de artritis reumatoide con adelgazamiento

ESC|era| .25,44,46,49—53
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El éxito de la escleroplastia es similar al de la queratoplastia y las
complicaciones son minimas, siendo las mas descritas: uveitis anterior,
ulceracion corneal, hifema, fibrina intracameral, edema focal de retina,
pigmentacion corneal, cataratas, marcado tejido de granulacion,

discoria, lipidosis corneal y edema corneal.*"*®

5. Métodos de conservacion

5.1. Métodos de conservacion corneal

Los métodos de conservacion corneal mas utilizados en la actualidad
pueden ser divididos, a grandes rasgos, en tres grupos: conservacion en
fresco, hipotermiay cultivo de 6rganos.*****> Un cuarto método, utilizado
sobretodo en oftalmologia veterinaria y experimentalmente en oftalmologia
humana, es la crioconservacion a -20°C. Este ultimo es, desde el punto de
vista economico, el método de conservacion mas asequible para la mayoria
de oftalmologos veterinarios.

Las diferencias principales entre los actuales métodos de conservacion
corneal radican en el tiempo de mantenimiento de la viabilidad celular y
de la estructura de colageno. Los injertos corneales frescos, en hipotermia
0 en cultivo, mantienen las células endoteliales vivas y su viabilidad sigue
siendo alta después del trasplante; mientras que en los tejidos congelados
a -20°C las células endoteliales y epiteliales mueren, siendo considerado el

tejido trasplantado meramente una matriz de colageno.
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La viabilidad endotelial desaconseja realizar injertos heterélogos frescos, por
el elevado riesgo de rechazo, pero defiende la realizacion de injertos
heterélogos congelados, en los que, por el contrario, la actividad antigénica

es muy reducida.

5.1.1. Conservacion corneal en fresco

Para la conservacion en fresco o en camara humeda se obtiene un anillo
corneoescleral, que se mantiene en condiciones especificas de humedad y
refrigeracion. Con este método se puede utilizar la cérnea durante 1 o 2
dias, con muy buenos resultados. Sin embargo, aspectos como la
contaminacion microbiana y transmision de enfermedades hacen que este
método se haya reemplazado casi por completo por la hipotermia y el cultivo

de 6rganos.*®

5.1.2. Conservacién corneal mediante hipotermia

El método de conservacion hipotérmico fue desarrollado por McCarey y
Kaufman en 1974, utilizando un medio de cultivo estandar (TC-199)
suplementado con antibiéticos y dextrano como anticongelante. A pesar de
que, debido a las bajas temperaturas (4°C), el metabolismo de la cérnea se
reduce al minimo, se mantiene la viabilidad del tejido durante una semana.*®
Este método de conservacion -que conserva, al igual que el anterior,
anicamente el anillo corneoescleral- es el método mas utilizado actualmente

en los bancos de ojos de los Estados Unidos de América.™

37



Crioconservacion a -20°C Introduccion

5.1.3. Conservacion corneal en cultivo de érganos

El cultivo de 6rganos fue introducido en los 70s por el Dr. Sperling.>’ Para
éste método también se obtiene un anillo corneoescleral que se conserva a
37°C. Se basa en la idea de mantener el tejido aislado bajo condiciones
fisioldgicas simuladas durante el mayor tiempo posible (30-40 dias).*® Las
ventajas de este método incluyen poder comprobar la viabilidad y la
esterilidad del tejido antes de realizar el trasplante. En estos momentos es el

método de conservacion de eleccién en Europa occidental.*®

5.1.4. Crioconservacion del tejido corneal

La crioconservacion de tejido corneal es una técnica que, en comparacion
con las anteriormente descritas, permite prolongar significativamente el
tiempo de almacenamiento del tejido, pero a su vez reduce de forma
marcada la supervivencia de las células endoteliales (<2000 cél/mm?) y
epiteliales.”*®® Esta reduccién ha sido motivo de investigacién durante los

altimos afos, probando diversos crioprotectores (dimetilsulfoxido, dextrano o

64-67 68,69

glicerol) y diferentes protocolos de congelacion y descongelacion.
Desafortunadamente, los crioprotectores no han garantizado, hasta la fecha,
la funcion endotelial después del trasplante, siendo la apoptosis la mayor

causa de muerte endotelial documentada en oftalmologia humana.”

Los estudios realizados hasta la fecha en trasplantes de coérnea
crioconservados a -20°C, han demostrado resultados postquirurgicos
favorables, siendo las complicaciones mas documentadas el edema y

rechazo del injerto, la formacién de tejido de granulacion y la dehiscencia de
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la sutura.?*2627:31:3241.526869 cahe destacar que éstas complicaciones no son
exclusivas de las queratoplastias, pudiéndose observar en otras técnicas de

reconstruccion corneal.

5.2. Métodos de conservacion escleral

En los trasplantes esclerales la viabilidad de las células donantes no es vital
para el resultado de la cirugia, por lo que se utilizan otros métodos de
conservacion, entre ellos la conservaciéon en etanol y la conservacion en

seco.*

5.2.1. Conservacion en etanol

La conservacion del tejido escleral en etanol es un método muy sencillo de
realizar. El tejido se libera del resto de estructuras oculares, se sumerge en
etanol al 90% y se mantiene a 4-8°C durante largos periodos de tiempo

(Fig. 8).%°

Figura 8: Conservacion  escleral en  etanol.
(Fuente:www.sahiyaraeyebank.com/sclera-transplant.html)
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5.2.2. Conservacion en seco

La conservacion en seco es el método mas utilizado para la conservacion de
tejido escleral. El tejido se libera del resto de estructuras oculares y se
sumerge en etanol al 70% durante 5 horas, seguido de 24 horas en etanol al
96%. Pasado este tiempo, la esclera se limpia con solucién salina isoténica,
para finalmente secarse utilizando una fuente de calor y refrigerarse en un
tubo estéril. El tejido conservado en seco puede mantenerse

aproximadamente durante un afio (Fig. 9).>°

Figura 9:Conservacion escleral en seco.
(Fuente:www.rtix.com/implants/surgical-specialties/sclera)

6. Muerte celular

La muerte celular tiene lugar durante el proceso de conservacion previo al
trasplante y acontece por dos posibles vias: apoptosis y necrosis. La
apoptosis es la via principal de muerte de las células endoteliales y
queratocitos durante el proceso de conservacion.””’*”® Se trata de un
proceso activo de destruccion celular, no asociado a inflamacion,
caracterizado por contraccion y agregacion de la cromatina, pero que

preserva la membrana celular y las mitocondrias.”

Daniel Costa Moya
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En comparacion, la necrosis es un proceso pasivo de inflamacion que
lesiona gravemente las mitocondrias, produciendo pérdida rapida de energia
y disrupcion generalizada de la homeostasis interna. Este proceso, a
diferencia de la apoptosis, si que produce reaccion e inflamacion del tejido

colindante.”
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Hipotesis

Daniel Costa Moya
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1. Hipétesis principal
» La crioconservacion (-20°C) de tejido corneoescleral durante un largo

periodo de tiempo es segura, tanto desde el punto de vista estructural

como microbiologico, en las especies canina, felina y equina.

2. Hipdtesis secundarias

» El proceso de muerte celular durante la crioconservacion (-20°C), en las
especies canina, felina y equina, se produce en su mayoria mediante

apoptosis.

» La microestructura del colageno corneoescleral criocongelado (-20°C) se
preserva durante largos periodos de tiempo, en las especies canina,

felina y equina.

» La carga bacteriana del tejido corneoescleral crioconservado (-20°C)

disminuye con el paso del tiempo, en las especies canina, felina y equina.
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1. Objetivo principal

 Demostrar la viabilidad estructural y microbiolégica de tejido
corneoescleral crioconservado (-20°C) durante un largo periodo de

tiempo, en las especies canina, felina y equina.

2. Objetivos secundarios

» Determinar el proceso de muerte celular mayoritario del tejido corneal
crioconservado (-20°C) mediante dos técnicas: microscopia electronica
de transmision en las especies canina, felina y equina; y mediante
TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling)

en la especie canina.

« Demostrar la conservacion de la microestructura del colageno
corneoescleral criocongelado (-20°C) mediante microscopia electronica

de transmision en las especies canina, felina y equina.

« Demostrar que la carga bacteriana del tejido corneoescleral
crioconservado (-20°C) disminuye con el tiempo en las especies canina,

felina y equina.
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Material y métodos

Daniel Costa Moya
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1. Instalaciones

La parte experimental de la presente tesis doctoral se llevd a cabo en
diferentes instalaciones: Fundacio Hospital Clinic Veterinari de la Universitat
Autonoma de Barcelona (FHCV-UAB), quirdéfanos experimentales de la
Facultat de Veterinaria de la Universitat Autonoma de Barcelona (UAB),
laboratorios UNIVET, laboratorios Histovet, Unitat de Fisiologia Veterinaria

de la UAB y Servei de Microscopia Electronica de la UAB.

2. Animales

Se incluyen en la presente tesis doctoral los globos oculares de aquellos
pacientes caninos, felinos y equinos, que murieron o fueron eutanasiados en
la FHCV-UAB, durante el periodo de tiempo comprendido entre Enero del
2003 y Diciembre del 2013. Los ojos fueron legalmente donados a la ciencia
por los propietarios de los animales mediante la firma de un consentimiento
informado.

En todos los individuos se evaluaron tanto la resefia como el historial clinico,
y se realiz6 exploracion oftalmoldgica basica (antemortem o inmediatamente
tras la eutanasia), mediante lampara de hendidura (Kowa SL-14, Kowa
Company, Tokyo, Japan) y oftalmoscopia indirecta (Heine Omega 180,
Herrsching, Germany). Unicamente se incluyeron en el estudio globos
oculares sin alteraciones oftalmolégicas que proviniesen de animales sin
enfermedades infecciosas o tumorales diagnosticadas antemortem. Los
animales sin diagnostico antemortem o diagnostico dudoso, fueron excluidos

del estudio.

47



Crioconservacion a -20°C Material y métodos

3. Recogiday almacenamiento de los globos oculares

La recogida de los globos oculares se realiz6 en todos los casos en un
periodo inferior a 10 horas postmortem, tiempo durante el que los cadaveres
se mantuvieron refrigerados (4-6°C). La enucleacion se llevé a cabo previo
protocolo de descontaminacion que incluyé 3 lavados de la superficie ocular
y anejos oculares, alternando una dilucién de povidona-iodada al 5% y suero

salino fisiolégico estéril.”

Seguidamente, se realizé enucleacion
transconjuntival, depositando los globos oculares en contenedores estériles
con base de gasas estériles. Finalmente, se aplicé una solucién de
trimetoprim 'y polimixina B comercializada para uso oftalmolégico
(Oftalmotrim®, Alcon Cusi S.A., El Masnou, Barcelona), sobre el globo ocular
y el contenedor se crioconservo a -20°C, debidamente identificado (Fig. 10).

Los o0jos se mantuvieron en congelacion hasta el momento del

procesamiento.

Figura 10: Posicién del globo ocular para
crioconservacion a -20°C en un recipiente
estéril.

Daniel Costa Moya
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4. Clasificacién y procesado de las muestras

Los globos oculares de cada una de las especies incluidas en el estudio se
clasificaron en 3 grupos: grupo control (GC; procesados inmediatamente
después de la enucleacion), grupo de tejidos crioconservados a -20°C
durante un periodo de tiempo <lafio (G<la) y grupo de tejidos
crioconservados a -20°C durante un periodo de tiempo >6 afios (G>6a).
Los tres grupos se procesaron siguiendo el mismo protocolo, pero en
periodos de tiempo diferentes. Los globos oculares crioconservados (G<lay
G>6a) se procesaron inmediatamente después de su extraccion del
congelador, y los globos oculares control inmediatamente después de la
enucleacion. Las muestras de los tres grupos se procesaron bajo campana
de flujo laminar (Telstar MH-100, Telstar S.A., Terrassa, Barcelona) y en
condiciones de esterilidad. Se elimind la conjuntiva remanente y se realizo
una incision escleral circular a 10 mm de distancia del limbo corneoescleral,
mediante bisturi de Beaver n°65 y tijjera de Stevens. Los anillos
corneoesclerales obtenidos se dividieron en 8 secciones (4 corneales y 4
esclerales) (Fig.11). Dos secciones de cada tejido se usaron para el analisis
microbiolégico, una seccion para el examen histologico y la dltima para
microscopia electronica de transmision (MET). En la especie canina, las
muestras corneales reservadas para el estudio histologico se utilizaron
también para valorar la muerte celular de los queratocitos mediante

“Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling” (TUNEL).
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Figura 11: Distribucién de las secciones realizadas. Las
muestras corneales (C) y esclerales (S) se procesaron de la
siguiente manera: C;, Ci, S, Ss: Microbiologia; C,, Su:
Histologia; y Cs, Si: Microscopio electrénico de transmision y
TUNEL.

4.1. Andlisis microbiolégico

Las muestras destinadas al estudio microbiologico (2 corneales y 2
esclerales) se procesaron bajo campana de flujo laminar. Una seccion de
cada tejido se sembro directamente en agar sangre (AS), agar McConkey
(AMC) y agar Sabouraud (ASab). Los medios de cultivo se mantuvieron a
37°C en condiciones aerobias y se obtuvieron los resultados en 24 horas. La
segunda seccion de cada tejido se sembré en caldo de cultivo de infusiéon
cerebro-sangre, donde se mantuvo a 37°C en condiciones aerobias durante
24 horas. Tras detectar turbidez en el medio, éste se sembré en AS y AMC,

manteniéndose 24 horas a 37°C."5"°
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Tras el tiempo preestablecido de incubacion, se identificaron las colonias
resultantes mediante tinciones de Gram, test de la oxidasa y tests API®. Para
la identificacién de los Staphylococcus se utilizé la galeria API ID32 STAPH,
para las enterobacterias la APl 20E, y para las no-enterobacterias la API

20NE (Biomerieux Corporate, Marcy I'Etoile, France) (Fig.12).”®

Figura 12: Ejemplo de test de API® realizado para identificar los
microorganismos.

4.2. Estudio histolégico

Las secciones corneales y esclerales seleccionadas para realizar histologia
se fijaron en formaldehido al 10% inmediatamente tras su descongelacion,
se procesaron de manera convencional y se tifieron con hematoxilina-
eosina.®®%2# Mediante microscopia dptica se evalué la cantidad de burbujas
producidas por la crioconservacion en cornea y esclera [0 (ausencia de
burbujas) y 4+ (maxima presencia de burbujas)], y su localizacién en el

espesor corneal (estroma superficial, medio, profundo o espesor completo).

Daniel Costa Moya
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4.3. Microscopia electrénica de transmisiéon (MET)

Las secciones corneales y esclerales seleccionadas para realizar MET se
fijaron en solucién Karnowski (glutaraldehido 2,5%, paraformaldehido 2% y
tampodn fosfato 0,1M). Las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente
durante 15 minutos y se almacenaron a 4°C hasta su procesado. El tejido se
proceso de forma convencional. Finalmente, cornea y esclera se evaluaron
bajo el microscopio de transmision electrénica. Se valord la estructura del
colageno de ambos tejidos (cornea y esclera), asi como la morfologia de los
queratocitos. Para ello, se seleccionaron de forma aleatoria 10 areas de
tejido corneal y, a 5.000 aumentos, se cuantificaron los queratocitos y se
valor6 la organizacion del colageno (organizado, semiorganizado Yy
desorganizado). Seguidamente, los queratocitos ubicados a 5.000
aumentos, se estudiaron a 30.000 aumentos y se clasificaron segun su
aspecto ultraestructural en normales, apoptéticos o necréticos.>*°2

Para el estudio del colageno escleral se seleccionaron de forma aleatoria 5

areas de tejido y, a 5.000 aumentos, se valoro la organizacion del colageno

clasificandose como organizado, semiorganizado y desorganizado.

4.4. TUNEL

La determinacion de la muerte celular de los queratocitos en la especie
canina se completd con el “Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick
end labeling” (TUNEL), método que detecta apoptosis marcando la

fragmentacion del ADN producida por este proceso.
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Los bloques preparados para el estudio histolégico fueron desparafinados
calentandolos a 60°C durante 20 minutos, para seguidamente rehidratarlos
siguiendo un gradiente de alcoholes decrecientes e incubarlos con 0,1M de
tampén citrato a pH 6. Para ello, las preparaciones se pusieron en un
contenedor de plastico con 200 ml de tampoén citrato y se calentd en el
microondas a 350W durante 5 minutos. Se realizaron dos lavados con PBS.
La mezcla de reaccidn se preparo6 siguiendo las instrucciones y los reactivos
suministrados en un kit comercial (In Situ Cell Death Detection Kit,
Fluorescein, Roche Diagnostics, Sant Cugat del Vallés, Barcelona).Se
incluyé control negativo, incubando el tejido con 50ul del reactivo “Label
Solution” del mismo kit, a 37°C durante 60 minutos, y control positivo,
incubandose el tejido con “DNase | recombinant”, proporcionada en el mismo
kit, a 25°C durante 10 minutos. Para el estudio de las muestras problema, se
anadieron 50ul de la mezcla de reaccion y se incubd la muestra en
oscuridad, y en atmosfera humeda de 37°C, durante 60 minutos.

Se realizaron 3 lavados con PBS. Seguidamente, todos los portaobjetos
(controles y muestras problema) se montaron con solucion DAPI y se
analizaron bajo el microscopio de fluorescencia con una longitud de onda de
515-565nm. Se fotografiaron 20 campos por muestra a 40 aumentos, y se
contabilizaron los nucleos totales (marcados con DAPI) y los apoptoticos

(marcados con TUNEL).
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5. Estudio estadistico

Para el analisis estadistico las muestras se dividieron en dos periodos de
conservacion, las que habian estado a -20°C durante menos de un afio (<1a)
y las que habian estado mas de 6 afos (>6a).

Los resultados se describieron como mediana y rango intercuartilico
(percentiles 25 y 75) para las variables continuas. Las variables categoricas
se describieron como frecuencia absoluta y relativa. Las comparaciones con
variables independientes continuas u ordinales, como los resultados
histologicos, se realizaron mediante la prueba no paramétrica de la U de
Mann-Whitney, mientras que la evaluacion de las variables nominales, como
los resultados de los cultivos, se realiz6 empleando la prueba Exacta de
Fisher. En todos los casos se ha utilizado un Error de Tipo | bilateral del 5%
y para el analisis de los resultados se ha empleado el programa estadistico

SPSS ver.20.
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1. Especie canina

Durante el periodo de tiempo que duro el estudio, se obtuvieron 36 globos
oculares de 22 perros de diversas razas, sexo y edad (1-17 afos). Estos
ojos se clasificaron en GC (n=4), G=la [n=20] y G=6a [n=12]. En el G<1a,
los ojos se procesaron en grupos de 4 unidades, tras 1, 3, 6, 9 y 12 meses
de crioconservacion (Tim, Tam, Tem, Tom, T1a, respectivamente). De forma
similar, en el G=6a se procesaron los ojos también en grupos de 4, pero a

los 6, 7 y 8 afios de crioconservacion (Tea, T7a, Tsa, respectivamente).

1.1. Resultados microbioldgicos

1.1.1. Resultado microbiolégico del tejido canino corneal criocongelado

El estudio microbioldgico del GC descarto crecimiento bacteriano o fungico.
En los cultivos directos de las muestras crioconservadas, unicamente se
detectd crecimiento en las muestras del Gsla (5/20;25%), siendo las del
G=6a negativas (0/12;0%) (p=0,130). Por otro lado, en los cultivos
enriguecidos se observl crecimiento en ambos grupos, aunque mayor en
Gs1a (9/20;47,4%) que en G=6a (2/12;16,7%) (p=0,128) (Tabla 2).

Los microorganismos mas frecuentemente aislados fueron Staphylococcus
pseudintermedius (n=3) y S. xylosus (n=3) seguidos de S. epidermidis (n=2)

(Tabla 3).
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Tabla 2: Resultados estadisticos de la microbiologia de la cérnea en la especie canina. ASD: Agar
Sangre cultivo directo. AMcD: Agar McConkey cultivo directo. ASabD: Agar Sabouraud cultivo directo.
TE: Turbidez enriguecimiento. ASE: Agar Sangre enriguecimiento. AMCcE: Agar McConkey
enriguecimiento. El p-valor indica la comparacién estadistica entre ambos grupos cuando se puede

aplicar.
. Total < 1afho 2 6 anos

Cultivo  Resultado (n=32) (n=20) (n=12) p-valor

ASD - 27 (84,4%) 15 (75%) 12 (100%) 0,130
+ 5(15,6%) 5(25%) 0 (0%)

AMcD - 32 (100%) 20 (100%) 12 (100%)
+ 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

ASabD - 32 (100%) 20 (100%) 12 (100%)
+ 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Total

TE - 23 (71,9%) 13 (65%) 10 (83,3%) 0,422
+ 9 (28,1%) 7 (35%) 2 (16,7%)

ASE - 20 (64,5%) 11 (52,6%) 10 (83,3%) 0,128
+ 12 (35,5%) 9 (47,4%) 2 (16,7%)

AMCcE - 32 (100%) 20 (100%) 12 (100%)
+ 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Tabla 3: Microorganismos identificados y nimero de aislamientos en corneas de la
especie canina por grupo.

Grupo Microorganismo Numero de aislamientos
<1afio (n=9) Staph. pseudintermedius 3
Staph. xylosus 3
Staph. epidermidis 2
Bacillus cereus 1
>6 afios (n=2) Bacillus spp. 1
Streptococcus spp. 1

1.1.2. Resultado microbiolégico del tejido canino escleral criocongelado

El estudio microbioldgico del GC mostro positividad en dos cultivos de
esclera enriquecidos (50%;2/4), siendo Staphylococcus spp. el
microorganismo aislado en ambos casos (Tabla 4). En los cultivos directos
de las muestras crioconservadas, unicamente se detecto crecimiento en las
muestras del G=la (6/20;30%), siendo las del G=6a, negativas (0/12;0%)

(p=0,061).
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Por otro lado, en los cultivos enriquecidos se observo crecimiento en ambos
grupos aunque mayor en Gs=la (13/20; 66,7%) que en G=6a (2/12; 16,7%)
(p=0,011) (Tabla 5)

El microorganismo mas aislado fue Staphylococcus pseudintermedius (n=7)

seguido por Streptococcus alpha hemolitico (n=2) (Tabla 4).

Tabla 4: Microorganismos identificados y nimero de aislamientos en esclera de la especie
canina por grupo.

Grupo Microorganismo Numero de aislamientos
<1 afio (n=15) Staph. pseudintermedius 7
Strep. alpha hemolitico 2
Bacilo gram + 1
Staph. epidermidis 1
Staph. xylosus 1
Pseudomonas spp. 1
Clostridium spp. 1
Bacillus cereus 1
>6 afios (n=2) Bacillus spp. 1
Bacillus circulans 1
Control (n=2) Staph. pseudointermedius 1
Staphylococcus spp. 1

Tabla 5:Resultados estadisticos de la microbiologia de la esclera en la especie canina.
ASD: Agar Sangre cultivo directo. AMcD: Agar McConkey cultivo directo. ASabD: Agar
Sabouraud cultivo directo. TE: Turbidez enriquecimiento. ASE: Agar Sangre
enriguecimiento. AMcE: Agar McConkey enriquecimiento. El p-valor indica la comparacion
estadistica entre ambos grupos cuando se puede aplicar.

Total < 1ano 2 6 anos

Cultivo Resultado (n=32) (n=20) (n=12) p-valor

ASD - 26 (81,2%) 14 (70%) 12 (100%) 0,061
+ 6 (18,8%) 6 (30%) 0 (0%)

AMcD - 32 (100%) 20 (100%) 12 (100%)
+ 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

ASabD - 32 (100%) 20 (100%) 12 (100%)
+ 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

TE - 18 (56,2%) 8 (40%) 10(83,3%) 0,028
+ 14 (43,8%) 12 (60%) 2 (16,7%)

ASE - 17 (53,3%) 7 (33,3%) 10(83,3%) 0,011
+ 15 (46,7%) 13 (66,7%) 2 (16,7%)

AMCcE - 32 (100%) 20 (100%) 12 (100%)
+ 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
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1.2 Resultados histolégicos

1.2.1 Resultados histoldgicos del tejido canino corneal criocongelado

En el GC se detectaron burbujas de crioconservacion en 3 0jos (75%:;3/4),
siendo de grado leve (1+) en uno, y moderado (2+) en el resto. Las corneas
Gs=1a mostraron artefactos leves de criocongelacion en el 95% de los casos
(19/20), mientras que las G=6a mostraron grados de moderados a
marcados (2+/3+/4+) en un 91,7% de los casos (11/12). Los artefactos
secundarios a la crioconservacion fueron significativamente mas evidentes

en G=6a que en Gsla (p<0,001).

La profundidad de los artefactos (Fig.13) queda resumida en la Tabla 6. Tal y
como muestra la tabla, en las muestras Gsla los artefactos se localizaron
principalmente, de forma parcial, en algunas de las capas del estroma,
estando ubicadas en todo el estroma Unicamente en 3 casos (25%;3/12). Por
el contrario, el 50% de las muestras G=6a (6/12) mostraron burbujas en todo

el espesor estromal.

Tabla 6: Resultados estadisticos histolégicos en cérnea de la especie canina. 0 = ausencia de artefactos. 4+ =
cantidad maxima de artefactos.

Artefactos Total < 1afo 2 6 afos p-valor
(n=32) (n=20) (n=12)
0 8 (25%) 8 (40%) 0 (0%) < 0,001
1+ 9(28,1%) 8 (40%) 1(8,3%)
2+ 5(15,6%) 3 (15%) 2 (16,7%)
3+ 6 (18,8%) 1 (5%) 5(41,7%)
4+ 4(12,5%) 0 (0%) 4 (33,3%)
Localizacion de los artefactos
Estroma Anterior 7 (29,2%) 4 (33,3%) 3 (25%) 0,593
Estroma Anterior y Medio 4 (16,7%) 3 (25%) 1(8,3%)
Estroma Anterior y Profundo 3(12,5%) 1(8,3%) 2 (16,7%)
Estroma Profundo 1(8,3%) 1(8,3%) 0 (0%)

Espesor Completo 9 (37,5%) 3 (25%) 6 (50%)
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1.2.2 Resultados histoldgicos del tejido canino escleral criocongelado

Al igual que en el tejido corneal control, el GC escleral mostré burbujas de
crioconservacion en 3 ojos (75%;3/4), siendo, en este caso de grado leve
(1+). Todas las muestras esclerales conservadas G=6a (100%;12/12)
mostraron artefactos de grados moderado a severo (2+, 3+ 0 4+), mientras
que en muestras mas recientes (G=1la;n=20), Unicamente se observaron
grados de artefactos comprendidos entre 0, 1+ y 2+. Al igual que en el tejido
corneal, los artefactos secundarios a la crioconservacion fueron
significativamente mas evidentes en G=6a que en Gsla (p<0,001) (Tabla

7; Fig.13).

Tabla 7: Resultados estadisticos histologicos en esclera de la especie canina. 0 = ausencia de
artefactos. 4+ = cantidad maxima de artefactos.

Artefactos Total < 1adfo 2 6 afos p-valor
(n=32) (n=20) (n=12)
0 3(9,4%) 3 (15%) 0 (0%) <0,001
1+ 12 (37,5%) 12 (60%) 0 (0%)
2+ 7 (21,9%) 5 (25%) 2 (16,7%)
3+ 2 (6,2%) 0 (0%) 2 (16,7%)
4+ 8 (25%) 0 (0%) 8 (66,7%)

Figura 13: Imagen histolégica a 4x de los artefactos (burbujas) corneales y
esclerales en el perro. a: Cérnea normal. b: Cérnea con artefactos 4+. c:
Esclera normal. d: Esclera con artefactos 4+.

60



Crioconservacion a -20°C Resultados

1.3. Microscopia electrénica de transmision (MET)

1.3.1. MET en tejido canino corneal criocongelado

Las muestras control evidenciaron colageno organizado en todos los casos.
El colageno se clasific6 mayoritariamente como organizado en ambos
grupos de conservacion corneal [(85% para G=1a;17/20) y (50% para G=64a;
6/12)]. Solo una muestra del G=6a fue clasificada como desorganizada
(8,3%;1/12) (Tabla 8;Fig.14). Las diferencias de clasificacion entre ambos

grupos fueron consideradas como estadisticamente significativas (p=0,037).

Los queratocitos de las muestras control fueron clasificados como normales.
Los queratocitos de las muestras G=1la se clasificaron como apoptoticos en
su mayoria (95%;19/20) y el resto como necréticos (5%;1/20); al igual que
los de las muestras G=6a [apoptodticos (91,7%;11/12) y necroticos

(8,3%;1/12)] (Tabla 8; Fig. 15).
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Figura 14: Imagen de la organizacién del
colageno corneal del perro obtenida a
5.000x mediante microscopia electrénica de
transmisién a: Normal. b: Semiorganizada.
c: Desorganizada.

Figura 15: Imagen de los queratocitos del
perro obtenida a 30.000x mediante
microscopia electrénica de transmision a:
Queratocito  normal. b: Queratocito
apoptético 4+. ¢: Queratocito necrético.

Tabla 8: Resultados estadisticos de microscopia electrénica de transmision para la cérnea en la especie
canina.

Estructura del coldgeno  Total (n=32) <1 afo (n=20) 26 afios(n=12) p-valor

Organizado 23 (71,9%) 17 (85,0%) 6 (50,0%) 0,037
Semiorganizado 8 (25,0%) 3(15,0%) 5(41,7%)
Desorganizado 1(3,1%) 0 (0%) 1(8,3%)

Queratocitos

Normales 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1,000
Apoptaoticos 30 (93,8%) 19 (95%) 11 (91,7%)

Necréticos 2 (6,2%) 1(5%) 1(8,3%)

Daniel Costa Moya
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1.3.2. MET en tejido canino escleral criocongelado

Las muestras control evidenciaron colageno organizado en todos los casos.
En el G=1la las muestras se clasificaron mayoritariamente como organizadas
(75%;15/20) y en el G=6a como semiorganizadas (66,7%;8/12) (Tabla 9;
Fig.16), siendo la diferencia en clasificacién estadisticamente significativa

(p=0,03).

Figura 16: Imagen de la organizacién del colageno escleral del perro a 5.000x obtenida mediante microscopia
electrénica de transmision a: Normal. b: Semiorganizada.

Tabla 9: Resultados estadisticos de microscopia electrénica de transmision para la esclera en la especie
canina.

Estructura del coldgeno  Total (n=32) <1 afo (n=20) 26 afios (n=12) p-valor

Organizado 19 (59,4%) 15 (75,0%) 4 (33,3%) 0,030
Semiorganizado 13 (40,6%) 5(25,0%) 8 (66,7%)
Desorganizado 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Daniel Costa Moya
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1.4 TUNEL

Se realiz6 TUNEL en 22 corneas caninas, en las que se clasificaron como
apoptaticos el 87% de los queratocitos observados en el Gsla y el 85% de
los queratocitos observados en el G=6a. No se encontraron diferencias

significativas entre periodos (p=0,797) (Tabla 10; Fig.17).

Tabla 10: Resultados del TUNEL en queratocitos de cdrnea criocongelada de la
especie canina.

Total <1 afio 26 ailos  p-valor
Apoptosis 86% 87% 85% 0,797

Figura 17: Imagen a 40x en microscopio de fluorescencia en la
gue se aprecia proporcion de queratocitos apoptéticos (verde)
frente al total (azul).
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2. Especie felina

Durante el periodo de tiempo que durd el estudio, se obtuvieron 20 globos
oculares de 10 gatos, de diferente raza y sexo, y de edades comprendidas
entre los 4 y 18 afos. Estos ojos se clasificaron en GC (n=2), Gsla (n=10) y
G=6a (n=8). En el Gs1la, los ojos se procesaron en grupos de 2 unidades,
tras 1, 3, 6, 9 y 12 meses de crioconservacion (Tim, Tam, Tem, Tom, T1a
respectivamente). En el G=6a se proceso un ojo a los 7 afios (T7a) Y 7 0jos a

los 10 afios (T10a).

2.1. Resultados microbiolégicos

2.1.1. Resultado microbioldgico del tejido felino corneal criocongelado

El estudio microbioldgico el GC mostro crecimiento Unicamente en un cultivo
enriquecido de coérnea (50%;1/2), siendo Bacillus spp. el agente aislado.
(Tabla 11). En el G=<la se observo crecimiento directo en 1 muestra
(10%;1/10) y crecimiento en 3 muestras enriquecidas (30%;3/10); mientras
gue en el G=6a no se observé crecimiento en las siembras directas ni en las
enriquecidas (0%;0/12) (Tabla 12). El microorganismo aislado en los cultivos
de cornea felina fue Staphylococcus spp (n=2; S. xylosus (n=1) y

S.coagulasa negativo (n=1)), y Clostridium spp. (n=1) (Tabla 11).
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Tabla 11: Microorganismos identificados y nimero de aislamientos en cérneas de
la especie felina por grupo.

Grupo Microorganismo Numero de aislamientos
<1 afio (n=3) Staph. simulans 1
Clostridium spp. 1
Staph. coagulasa - 1
Control (n=1) Bacillus spp. 1

Tabla 12: Resultados estadisticos de la microbiologia de la cérnea en la especie
felina. ASD: Agar Sangre cultivo directo. AMcD: Agar McConkey cultivo directo.
ASabD: Agar Sabouraud cultivo directo. TE: Turbidez enriquecimiento. ASE: Agar
Sangre enriquecimiento. AMcE: Agar McConkey enriquecimiento. El p-valor indica la
comparacion estadistica entre ambos grupos cuando se puede aplicar.

Cultivo Resultado Total s 1afio 2 6 afios p-valor
(n=18) (n=10) (n=8)

ASD - 17 (94,4%) 9 (90%) 8 (100%) 1.000
+ 1(5,6%) 1(10%) 0 (0%)

AMcD - 18 (100%) 10 (100%) 8 (100%)
+ 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

ASabD - 18 (100%) 10 (100%) 8 (100%)
+ 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

TE - 15(83,3%) 7 (70%) 8 (100%) 0.216
+ 3(16,7%) 3 (30%) 0 (0%)

ASE - 15 (83,3%) 7 (70%) 8 (100%) 0.216
+ 3(16,7%) 3 (30%) 0 (0%)

AMCcE - 18 (100%) 10 (100%) 8 (100%)
+ 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

2.1.2. Resultado microbioldgico del tejido felino escleral criocongelado

El estudio microbiolégico del GC mostro crecimiento en todos los cultivos
directos y enriquecidos de esclera (100%;2/2) (Tabla 13). En el G=<la se
observo crecimiento directo en 2 muestras (20%;2/10) y crecimiento en 3
muestras enriquecidas (30%;3/10); mientras que en el G=6a no se observo
crecimiento en las siembras directas ni en las enriquecidas (0%;0/12) (Tabla
14). Los microorganismos aislados en los cultivos de esclera
crioconservadas de gatos fueron Staphylococcus spp (n=2; S. simulans

(n=1), y S.coagulasa negativo (n=1)) y Clostridium spp. (n=1) (Tabla 13).
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Tabla 13: Microorganismos identificados y nimero de aislamientos en esclera de
la especie felina por grupo.

Grupo Microorganismo Numero de aislamientos
<1 afio (n=3) Staph. simulans 1
Clostridium spp. 1
Staph. coagulasa - 1
Control (n=2) Staph. simulans 1
Staph. xylosus 1

Tabla 14: Resultados estadisticos de la microbiologia de la esclera en la especie
felina. ASD: Agar Sangre cultivo directo. AMcD: Agar McConkey cultivo directo.
ASabD: Agar Sabouraud cultivo directo. TE: Turbidez enriquecimiento. ASE: Agar
Sangre enriquecimiento. AMcE: Agar McConkey enriquecimiento. El p-valor indica la
comparacién estadistica entre ambos grupos cuando se puede aplicar.

Cultivo Resultado Total s 1afio 2 6 afios p-valor
(n=18) (n=10) (n=8)

ASD - 16 (88,9%) 8 (80%) 8 (100%) 0,477
+ 2(11,1%) 2 (20%) 0 (0%)

AMcD - 18 (100%) 10 (100%) 8 (100%)
+ 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

ASabD - 18 (100%) 10 (100%) 8 (100%)
+ 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

TE - 15(83,3%) 7 (70%) 8 (100%) 0,216
+ 3(16,7%) 3 (30%) 0 (0%)

ASE - 15 (83,3%) 7 (70%) 8 (100%) 0,216
+ 3(16,7%) 3 (30%) 0 (0%)

AMCcE - 18 (100%) 10 (100%) 8 (100%)
+ 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

2.2. Resultados histoldgicos

2.2.1. Resultados histoldgicos del tejido felino corneal criocongelado

En las dos corneas del GC se detectaron burbujas de crioconservacion 1+.
Mientras que las corneas Gsla solo mostraron artefactos en un 60% de las
muestras (6/10) -siendo en todos los casos de grado 1+-, las corneas G=6a
mostraron grados 2+ a 4+ en un 85,8% de los casos (7/8). Los artefactos
secundarios a la crioconservacion fueron significativamente mas evidentes

en G=6a que en Gsla (p<0,001) (Tabla 15).
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La profundidad de los artefactos (Fig.18) queda resumida en la Tabla 15.
Tal y como muestra la tabla, en las muestras Gsla los artefactos se
localizaron en una parte del espesor del estroma [estromal anterior y medio
(4/6; 66,6%)], mientras que en el 85,7% de las muestras G=6a con burbujas

(6/7), éstas ocuparon todo el espesor del estroma.

Tabla 15: Resultados estadisticos histolégicos de cérnea en la especie felina. 0 = ausencia de
artefactos. 4+ = cantidad méaxima de artefactos.

Artefactos Total (n=18) <1 afio (n=10) 26 anos (n=8) p-valor
0 4 (23,5%) 4 (40%) 0 (0%) < 0,001
1+ 8 (41,2%) 6 (60%) 1(14,3%)
2+ 3 (17,6%) 0 (0%) 4 (42,9%)
3+ 1 (5,9%) 0 (0%) 1(14,3%)
4+ 2 (11,8%) 0 (0%) 2 (28,6%)

Localizacion de los artefactos

Espesor completo 7 (46,2%) 1(16,7%) 6 (71,4%) 0,759
Estroma profundo 1 (7,7%) 1(16,7%) 0 (0%)

Estroma medio 2 (15,4%) 2 (33,3%) 0 (0%)

Estroma anterior 4 (30,8%) 2 (33,3%) 2 (28,6%)

2.2.2. Resultados histoldgicos del tejido felino escleral criocongelado

En las muestras del GC no se detectaron burbujas de crioconservacion. De
forma similar a las muestra corneales, el 87,5% de las muestras esclerales
G=6a mostraron artefactos de grados 2+ a 4+, mientras que en muestras
G=1la unicamente se observaron grados de artefactos comprendidos entre 0
y 2+ (Fig.18; Tabla 16). Los artefactos secundarios a la crioconservacion

fueron significativamente mas evidentes en G=6a que en Gsla (p<0,001).
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Tabla 16: Resultados estadisticos histol6gicos de esclera en la especie felina. 0 =
ausencia de artefactos. 4+ = cantidad maxima de artefactos.

Artefactos Total (n=18) <1 afio (n=10) 26 afos (8) p-valor

0 7 (38,9%) 7 (70%) 0 (0%) <0,001
1+ 4(22,2%) 3 (30%) 1(12,5%)
2+ 3(16,7%) 0 (0%) 3(37,5%)
3+ 3(16,7%) 0 (0%) 3(37,5%)
4+ 1(5,6%) 0 (0%) 1(12,5%)

e BT s s e i

Figura 18: Imagen histologica 4x de los artefactos (burbujas) corneales y
esclerales en el gato. a: Cornea normal. b: Cérnea con artefactos 4+.
c: Esclera normal. d: Esclera con artefactos 4+.

2.3. Microscopia electrénica de transmision (MET)

2.3.1. MET en tejido felino corneal criocongelado

El GC mostré colageno organizado en todos los casos. El colageno se
clasific6 como organizado en todos los casos Gsla (100%;10/10) y en el
75% de los G=6a (6/8) (Tabla 17; Fig.19), siendo la diferencia entre ambos

grupos no estadisticamente significativa (p>0,05).
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Los queratocitos fueron clasificados como normales en el 100% del GC
(2/12), el 50% del Gsla (5/10) y el 12,5% del G=6a (1/8) (p>0,05). Los
gueratocitos restantes en el Gsla fueron clasificados como apoptoticos
(5/10), asi como la mayoria de los queratocitos del G=6a (75%:;6/8) (Tabla

17; Fig.20).

Tabla 17: Resultados estadisticos de microscopia electronica de transmisién de cérnea en la especie
felina.

Estructura del coldgeno  Total (n=36) <1 afio (n=20) 26 afios (n=16) p-valor

Organizado 16 (88,9%) 10 (100%) 6 (75%) 0,159
Semiorganizado 2(11,1%) 0 (0%) 2 (25%)

Queratocitos

Normales 6 (33,3%) 5 (50,0%) 1(12,5%) 0,099
Apoptoticos 11 (61,1%) 5 (50,0%) 6 (75,0%)

Necroticos 1 (5,6%) 0 (0,0%) 1(12,5%)

2.3.2. MET en tejido felino escleral criocongelado

El GC evidencio colageno organizado en todos los casos. Las escleras del
grupo Gsla se clasificaron mayoritariamente como organizadas (60%;6/10)
y las del G=6a como semiorganizadas (62,5%;5/8) (p>0,05) (Tabla 18; Fig.
19).

Tabla 18: Resultados estadisticos de microscopia electrénica de transmision de esclera en la especie felina.

Estructura del coldgeno  Total (n=36) <1 afo (n=20) 26 afios (n=16) p-valor
Organizado 9 (50%) 6 (60%) 3(37,5%) 0,637
Semiorganizado 9 (50%) 4 (40%) 5(62,5%)
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Figura 20: Imagen de los queratocitos del gato
obtenida a 30.000x mediante microscopia
electrénica de transmisiébn a: Queratocito
normal. b: Queratocito apoptético. ¢: Queratocito
necrético.

Daniel Costa Moya

Figura 19: Imagen de la organizacién del colageno del gato a 5.000x
obtenida mediante microscopia electrénica de transmisién a: Cérnea

normal. b: Cérnea semiorganizada. c:

semiorganizada.

Esclera normal.

d: Esclera
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3. Especie equina

Durante el periodo de tiempo que duro el estudio, se obtuvieron 34 globos
oculares de 17 caballos, de diferente raza y sexo, y de edades
comprendidas entre los 9 meses y los 9 afios. Estos ojos se clasificaron en
GC (n=2), G=1la [n=20] y G=6a [n=12]. En el G=1a, los ojos se procesaron
en grupos de 4 unidades, tras 1, 3, 6, 9 y 12 meses de crioconservacion
(Tim, T3m, Tem, Tom, T1a, respectivamente). De forma similar, en el G=6a se
procesaron los ojos también en grupos de 4, pero a los 7, 8 y 9 afios de

crioconservacion (Tv7a, Tsa, Toa, respectivamente).

3.3. Resultados microbiolégicos

3.3.1. Resultado microbioldgico del tejido equino corneal criocongelado

El estudio microbiolégico del GC no mostré crecimiento alguno, ni en
siembra directa ni en enriquecimiento. De forma similar, tampoco hubo
crecimiento directo en las muestras Gslay G=6a, pero si leve positividad en
los cultivos enriquecidos [(Gsla (5%;1/20), G=6a (25%;3/12)] (Tabla 19).
Los microorganismos aislados fueron Staphylococcus epidermidis (n=2),
Staphylococcus aureus (n=1) y Streptococcus spp. (Strep. a-hemolitico

(n=1) y Strep. B-hemolitico (n=1)) (Tabla 20).
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Tabla 19:Resultados estadisticos de la microbiologia de la cérnea en la especie equina. ASD:
Agar Sangre cultivo directo. AMcD: Agar McConkey cultivo directo. ASabD: Agar Sabouraud
cultivo directo. TE: Turbidez enriquecimiento. ASE: Agar Sangre enriquecimiento. AMcE: Agar
McConkey enriquecimiento. El p-valor indica la comparacion estadistica entre ambos grupos

cuando se puede aplicar.

Cultivo Resultado Total s 1afio 2 6 afios p-valor
(n=32) (n=20) (n=12)

ASD - 32 (100%) 20 (100%) 12 (100%)
+ 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

AMcD - 32 (100%) 20 (100%) 12 (100%)
+ 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

ASabD - 32 (100%) 20 (100%) 12 (100%)
+ 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

TE - 29 (90,6%) 19 (95%) 10 (83,3%) 0,540
+ 3(9,4%) 1(5%) 2 (16,7%)

ASE - 28 (87,5%) 19 (95%) 9 (75%) 0,136
+ 4(12,5%) 1 (5%) 3 (25%)

AMCcE - 32 (100%) 20 (100%) 12 (100%)
+ 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Tabla 20: Microorganismos identificados y nimero de aislamientos en cérnea de la
especie equina por grupo.

Grupo Microorganismo Numero de aislamientos
<1afio (n=2)  Staph. aureus 1
Strep. a-hemolitico 1
>6 afios (n=3) Staph. epidermidis 2
Strep. 8-hemolitico 1

3.3.2. Resultado microbioldgico del tejido equino escleral criocongelado

El GC no mostro crecimiento en las siembras directas, pero si en los cultivos
enriquecidos (100%:;2/2), siendo el agente aislado Strep. a«-hemolitico (Tabla
21). De forma similar, tampoco hubo crecimiento directo en las muestras
Gsla y G=6a, pero si leve positividad en los cultivos enriquecidos [(Gsla
(5%;n=1), G=6a (25%;n=3)] (Tabla 22).

Los microorganismos mas aislados en escleras equinas fueron
Streptococcus spp. (S.a-hemolitico (n=16), S. f-hemolitico (n=3), S. equinus
(n=1), S. caprae (n=1) y Streptococcus spp. (n=1)) y Staphylococcus spp. (S.

pseudointermedius (n=1) y S. epidermidis (n=1)) (Tabla 21).
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Tabla 21: Microorganismos identificados y nimero de aislamientos en esclera de la

especie equina por grupo.

Grupo Microorganismo Numero de aislamientos

<1 afio (n=14) Strep. a-hemolitico
Strep. equinus
Strep. caprae
Staph. pseudintermedius

26 afios (n=8) Strep. a-hemolitico
Strep. B-hemolitico
Staph. epidermidis
Streptococcus spp.

Control (n=2)  Strep. a-hemolitico

11
1
1
1

= = W Ww

Tabla 22:Resultados estadisticos de la microbiologia de la esclera en la especie equina. ASD:
Agar Sangre cultivo directo. AMcD: Agar McConkey cultivo directo. ASabD: Agar Sabouraud
cultivo directo. TE: Turbidez enriquecimiento. ASE: Agar Sangre enriquecimiento. AMcE: Agar
McConkey enriquecimiento. El p-valor indica la comparacion estadistica entre ambos grupos

cuando se puede aplicar.

Cultivo Resultado Total s 1afio 2 6 afios p-valor
(n=32) (n=20) (n=12)

ASD - 32 (100%) 20 (100%) 12 (100%)
+ 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

AMcD - 32 (100%) 20 (100%) 12 (100%)
+ 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

ASabD - 32 (100%) 20 (100%) 12 (100%)
+ 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

TE - 18 (56,2%) 10 (50%) 8 (66,7%) 0,471
+ 14 (43,8%) 10 (50%) 4 (33,3%)

ASE - 13 (40,6%) 8 (40%) 5(41,7%) 1,000
+ 19 (59,4%) 12 (60%) 7 (58,3%)

AMCcE - 32 (100%) 20 (100%) 12 (100%)
+ 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

3.4. Resultado histolégicos

3.4.1. Resultado histoldgico en cornea criocongelada equina

No se observaron artefactos en el GC. Los artefactos secundarios a la

crioconservacion fueron significativamente mas evidentes en tejidos del

G=6a que en los del G=1a (p=0,002).
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En el G=1a los artefactos se clasificaron como leves en el 90% de los casos,
mientras que en el G=6a se clasificaron en su mayoria (60%) como

moderados/marcados (p=0,02) (Fig. 21; Tabla 23).

La profundidad de los artefactos queda resumida en la tabla 23. Tal y como
muestra la tabla, los artefactos se localizaron principalmente una porcion del
espesor del estroma en el Gsla [estromal profundo (12/18; 66,7%)],
mientras que en el G=6a la mayoria se distribuy6é a lo largo de todo el

espesor estromal (44,4%;4/9) (p=0,078) (Tabla 23).

Tabla 23: Resultados estadisticos histolégicos de cérnea en la especie equina.
0 = ausencia de artefactos. 4+ = cantidad maxima de artefactos. (Nota: 2 muestras de 26
afios no fueron valorables)

Artefactos Total < 1afho 26 anos p-valor
(n=30) (n=20) (n=10)
0 2 (6,7%) 1(5%) 1(10%) 0,002
1+ 21 (70%) 18 (90%) 3 (30%)
2+ 3 (10%) 1 (5%) 2 (20%)
3+ 4 (13,3%) 0 (0%) 4 (40%)
4+ 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Localizacion de los artefactos

Espesor completo 4 (14,8%) 0 (0%) 4 (44,4%) 0,078
Estroma profundo 15 (55,6%) 12 (66,7%) 3(33,3%)
Estroma medio 6 (22,2%) 5(27,8%) 1(11,1%)
Estroma anterior 2 (7,4%) 1(5,6%) 1(11,1%)

3.4.2. Resultado histoldgico en esclera criocongelada equina

El GC no mostro artefactos de criocongelacion, a diferencia de las muestras
de los grupos del estudio, en las que se si se observaron, siendo éstas mas
evidentes en tejidos crioconservados del G=6a que en las del Gsla

(p<0,001) (Tabla 24).
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Asi mismo, el 70% de las muestras G=6a mostraron artefactos de grados 3+

- 4+, mientras que en muestras del Gsla Unicamente se observaron grados

de artefactos comprendidos entre 0 y 2+ (p<0,001) (Tabla 24; Fig. 21).

Tabla 24: Resultados estadisticos histolégicos de esclera en la especie equina.
0 = ausencia de artefactos. 4+ = cantidad méaxima de artefactos. (Nota: 2
muestras de >6 afios no fueron valorables)

Artefactos Total < 1afo 26 afios p-valor
(n=30) (n=20) (n=10)

0 5(16,7%) 5(25%) 0 (0%) < 0,001

1+ 12 (40%) 12 (60%) 0 (0%)

2+ 6 (20%) 3 (15%) 3(30%)

3+ 4 (13,3%) 0 (0%) 4 (40%)

4+ 3 (10%) 0 (0%) 3 (30%)

T
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Figura 21: Imagen histologica 4x de los artefactos corneales y esclerales en el caballo.
a: Cérnea normal. b: Cérnea con artefactos 4+. ¢: Esclera normal. d: Esclera con artefactos 4+.
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3.5. Microscopia electronica de transmision (MET)

3.5.1. MET en tejido equino corneal criocongelado

Las muestras control evidenciaron colageno semiorganizado en una muestra
(50%;1/2). El colageno se clasific6 mayoritariamente como organizado en
ambos grupos de conservacion corneal [Gsla (80%;16/20) y G=6a
(83,3%;10/12)] (Tabla 25; Fig. 22). Ninguna de las muestras estudiadas fue
clasificada como desorganizada.

Los queratocitos del GC fueron clasificados como normales; los de las
muestras del Gsla como normales (60%;12/20) y apoptoticos (40%;8/20) y
los del G=6a como apoptoticos (90%;9/10) y necréticos (10%;1/10). Las
diferencias entre grupos fueron estadisticamente significativas (p=0,001). En

dos muestras G=6a no se encontraron queratocitos (Tabla 25; Fig.23).

Tabla 25: Resultados de microscopia electronica de transmision de coérnea en tejido corneoescleral
crioconservado equino.

Estructura del coldgeno  Total (n=32) <1 afo (n=20) 26 afios (n=12) p-valor

Organizado 26 (81,2%) 16 (80%) 10 (83,3%) 1,000
Semiorganizado 6 (18,8%) 4 (20%) 2 (16,7%)

Queratocitos

Normales 12 (40%) 12 (60%) 0 (0%) 0,001
Apoptdticos 17 (56,7%) 8 (40%) 9 (90%)

Necrdticos 1(3,3%) 0 (0%) 1(10%)
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3.5.2. MET en tejido equino escleral criocongelado

Las muestras control evidenciaron colageno organizado. Al igual que en el
tejido corneal, el colageno se clasificO mayoritariamente como organizado en
ambos grupos de conservacion escleral [Gsla (65%;13/20) y G=6a
(75%:9/12)] (Tabla 26; Fig.22). Ninguna de las muestras estudiadas fue

clasificada como desorganizada.

Tabla 26: Resultados de microscopia electronica de transmision de esclera en tejido corneoescleral
crioconservado equino.

Estructura del coldgeno  Total (n=32) <1 aho (n=20) 26 afos(n=12) p-valor
Organizado 22 (68,8%) 13 (65%) 9 (75%) 0,703
Semiorganizado 10 (31,2%) 7 (35%) 3 (25%)

Figura 22: Microscopia electrénica a 5.000x de la organizaciéon del colageno
esclerocorneal del caballo. a: Cérnea normal. b: Cérnea semiorganizada.
c: Esclera normal. d: Esclera semiorganizada.

Daniel Costa Moya
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Figura 23: Imagen de los queratocitos del caballo
obtenida a 30.000x mediante microscopia electrénica
de transmisién a: Queratocito normal. b: Queratocito
apoptético 4+. c: Queratocito necrético, nétese la
marcada vacuolizacioén intracitoplasmatica.
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La presente tesis doctoral demuestra que la crioconservacion corneal y
escleral a -20°C en las especies canina, felina y equina, reduce la flora
microbioldgica e induce apoptosis de los queratocitos con el paso del tiempo,
preservando la ultraestructura del colageno durante un periodo de, al menos,

8 afios en el perro, 10 afios en el gato y 9 afios en el caballo.

Estudio microbioldgico

Los microorganismos aislados en los tejidos corneoesclerales de la
presente tesis doctoral son bacterias, mayoritariamente de la flora normal

de piel y conjuntiva,’®"""®

siendo los géneros mas aislados Staphylococcus
y Streptococcus spp. En el perro, la especie mas aislada fue S.
pseudintermedius, uno de los agentes causales de la pioderma canina que
se encuentra principalmente en perros immunodeprimidos.®! En el gato, la
bacteria mas aislada fue Staphylococcus simulans, que se ha descrito
como un microorganismo poco frecuente en gatos y en ningln caso como
patégeno ocular.?®* En el caballo, la especie méas frecuentemente aislada
fue Streptococcus a-hemolitico, habiéndose descrito ocasionalmente en la
flora normal del ojo equino. A pesar de que éste ultimo organismo se ha
asociado a infecciones respiratorias, septicemias neonatales y mastitis en el

caballo, no hay estudios que lo asocien a problemas oculares.?*®°

Aunque la mayoria de las especies bacterianas aisladas en el presente
estudio no son potencialmente patdégenas, otras especies de

Staphylococcus, Bacillus y Clostridium aislados si que pueden serlo,
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especialmente en animales immunodeprimidos.®>%® La inmunosupresién
local es una de las herramientas farmacologicas mas importantes utilizadas
para el control del rechazo tras la realizacion de queratoplastias o
escleroplastias.” El estado microbiolégico del tejido donante puede
influenciar directamente el postoperatorio inmediato, sobretodo tras inducir
inmunosupresion local.

Los hallazgos microbiolégicos del presente estudio hacen patente, en la
mayoria de casos, la necesidad de medios de enriquecimiento y de
condiciones muy especificas para obtener crecimiento bacteriano;
condiciones que, por definicion, estan ausentes en la superficie ocular. A
pesar de que el crecimiento bacteriano observado en el presente
estudio no supondria un riesgo para el receptor, los resultados
microbiolégicos podrian mejorarse mediante varias estrategias, tales como:
implementacion del proceso de descontaminacion (aumentando el nimero
de ciclos de limpieza o modificando el producto utilizado) o variando el
antibidtico toépico utilizado tras la enucleacion. El trimetoprim-polimixina B
instilado en las muestras de la presente tesis, es un antibidtico
bacteriostatico de amplio espectro y, aunque en su espectro de actuacion se
encuentran la mayoria de bacterias aisladas, el hecho de ser bacteriostatico
y mostrar resistencias a algunas colonias de S. pseudintermedius,®® podria
replantear su uso.

Otras opciones antibioticas posibles que han demostrado mas efectividad
sobre algunos de los microorganismos aislados en este estudio son la

amoxicilina/clavulanico,  ampicilina/sulbactam, cefalotina, = amikacina,
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gentamicina, enrofloxacina, cloranfenicol, rifampicina o ciprofloxacino.®>

Por lo tanto, teniendo en cuenta la disponibilidad del producto topico y la
actividad bactericida de los antibidticos anteriormente citados, el
ciprofloxacino podria ser una opcion adecuada para mejorar la cobertura
antibidtica del tejido corneoescleral crioconservado a -20°C en el perro, el

gato y el caballo.

A pesar de utlizar el mismo antibidtico tépico y protocolo de
descontaminacion en las tres especies estudiadas, la esclera equina
mostro mayor crecimiento bacteriano que el resto de tejidos. Dado que
el protocolo fue idéntico en las tres especies, la diferencia obtenida podria
estar asociada a la inadecuada distribucion del antibiotico en el tejido
escleral, probablemente asociada al mayor tamafo del globo. Es por ello
recomendable que, con el fin de asegurar la distribucion adecuada del
antibiotico, el protocolo de preparacion en ojos donantes de mayor tamafo

incluya mayor cantidad de antibiotico.

La conservacion a bajas temperaturas ha demostrado reducir la carga
bacteriana pero, hasta la fecha, no se habia valorado en tejido
corneoescleral.”” Por definicién, la reduccién de la temperatura baja el
metabolismo, la multiplicacion celular y favorece la creacion de cristales
intracelulares que rompen las membranas y producen la muerte celular del

posible agente infeccioso.%®°

El presente estudio pone de manifiesto una tendencia a la disminucion de
la carga bacteriana del tejido corneoescleral conservado a -20°C con el

tiempo, siendo mas marcada en el perro y el gato.
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De este hallazgo se deduce que, desde un punto de vista meramente
microbioldgico, seria mas seguro utilizar tejido criocongelado que fresco para
la realizacién de queratoplastias o escleroplastias, sobretodo en el perro y el

gato.

A pesar de que algunos agentes fungicos, tales como Aspergillus spp.,
Penicillium spp., Cladosporum spp., Rhizopus spp., Eurotium spp. y
Alternaria spp. se han detectado en la flora normal de la superficie ocular de
los animales domeésticos, los cultivos fungicos realizados en este estudio
fueron negativos.’®>% Este hecho podria estar asociado a la eficacia del
protocolo de descontaminacion utilizado, o a las condiciones
medioambientales de la zona geografica, siendo las queratomicosis poco

frecuentes en Europa sobretodo en humanos, perros y gatos.'*°

Estudio ultraestructural y TUNEL

El presente trabajo estudia, por primera vez, la organizacién del colageno
corneoescleral a lo largo de largos periodos de criocongelacion a -20°C, en
diferentes especies animales. Las fibras de colageno del tejido corneal y del
escleral, mantienen su organizacion a lo largo del tiempo de
conservacion, por lo que ambos tejidos criocongelados podrian
utilizarse potencialmente para la reconstruccion del globo ocular

(trasplante tectonico).

En el caso concreto de las queratoplastias, la transparencia corneal

resultante dependera, en gran medida, de la viabilidad del endotelio

corneal.'%®
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Asi pues, en lesiones corneales perforantes, con pérdida de endotelio, el
tejido donante congelado no proporcionaria transparencia (por no proveer
células endoteliales viables), pero si soporte tectdnico, permitiendo la
reconstruccién del globo ocular.??43%32107 pgor | contrario, en lesiones
corneales de espesor parcial, en las que el receptor mantiene el endotelio,
las queratoplastias laminares con tejido congelado tendrian un objetivo
doble; tectonico y, a la vez, visual. La transparencia final de la queratoplastia
laminar dependera en gran medida de la técnica y experiencia del cirujano,
pero también de la organizacion del colageno del tejido donante -a mejor
técnica quirdrgica y mayor organizacion de las fibras de colageno, menor

fibrosis corneal.3%:3%:107

La clasificacion de los queratocitos se realiz6 mediante el microscopio
electrénico de transmision, que aunque se considera una clasificacion
vélida,>* % tiene cierto componente subjetivo. Por ello se realizd una prueba
colorimétrica de deteccién de apoptosis, mediante TUNEL, en un porcentaje
de muestras corneales caninas seleccionadas aleatoriamente. A pesar de
que esta técnica puede dar falsos positivos, clasificando células necroticas

108-111

como apoptoticas, el resultado numérico no mostré diferencias

estadisticamente significativas con la MET (p>0,05), confirmando su

especificidad y sensibilidad para la clasificacién de los queratocitos.>*%?

La presente tesis doctoral demuestra que el tiempo de criocongelacion del
tejido corneal presenta relacion inversa con el numero total de
gueratocitos (en la especie canina y felina), y relacion directa con la

mortalidad de los queratocitos (apoptosis) (en las 3 especies).
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Esta Gltima relacion se ha descrito previamente en el hombre y en especies
animales tales como el cerdo y el conejo, en los que la apoptosis es, con
diferencia, el mecanismo de mortalidad mas importante en el tejido corneal
congelado.®®®?® | a apoptosis ha demostrado ser el tipo de mortalidad
celular mas frecuente en tejido esclerocorneal criocongelado en rangos de
temperatura comprendidos entre los -80°C y los -196 °C. %6282

El aumento de la apoptosis y la reduccion del nUmero de queratocitos podria
asociarse ala disminucion del rechazo del tejido corneal congelado, en
comparacion con el tejido corneal fresco. Esta afirmacion se basa en la
capacidad antigénica elevada de las células vivas trasplantadas
(queratocitos, células epiteliales y células endoteliales), pero reducida del
colageno.'* Esta teoria defiende la posibilidad de utilizar tejido
esclerocorneal heterdlogo congelado en base a su baja antigenicidad. Esta
hipotesis requiere, para ser confirmada, la realizacion de un estudio clinico
que valore la incidencia de rechazo corneal segun el tipo de conservacion

del tejido donante.

Estudio histolégico

Los artefactos de congelacion detectados en el estudio histologico
aumentan con el paso del tiempo, pero no interfieren con la distribucion

normal del colageno valorada mediante microscopio optico y MET.

Estos artefactos, descritos previamente en otros tejidos congelados, tienen
forma de burbujas de gas, se producen durante la congelacion y

descongelacién, y son debidos a la formacion de hielo que produce cambios
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fisicoquimicos y biofisicos durante el proceso.'**** Aparecen tanto en tejido
corneal como escleral y no hay grandes diferencias en el grado de artefactos
entre tejidos. En el tejido corneal, las burbujas tienden a localizarse en
diferentes profundidades estromales segun el tiempo de criocongelacion del
tejido, adoptando una distribucion superficial en muestras jovenes, pero
extendiéndose a todo el espesor estromal con el tiempo. Este patron de
distribucion de los artefactos, podria estar asociado al patron de exposicion
del tejido a bajas temperaturas, ya que la zona mas externa, y por lo tanto
mas expuesta al frio, parece ser la primera afectada.

En base a las caracteristicas microbiolégicas, microscopicas Yy
ultraestructurales observadas en el tejido  corneoescleral
crioconservado a -20°C, los tejidos son aptos para realizar trasplantes
tectonicos tanto corneales como esclerales, durante periodos de, al
menos 8 afios en el perro, 10 afios en el gato y 9 afios en el caballo.
Esta informacion, de gran importancia en el campo de la oftalmologia
veterinaria, tiene aplicacion directa en los bancos de ojos crioconservados,
estableciendo el periodo de tiempo maximo de conservacion de los tejidos

donantes.
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1.- La crioconservacion de cOrnea y esclera en la especie canina, felina'y
equina a -20°C es segura, tanto desde el punto de vista estructural como
microbioldgico, pudiendo utilizarse los tejidos al menos durante 8 afios en la

especie canina, 10 afos en la especie felina y 9 afios en la especie equina.

2.- La carga microbioldgica de las muestras caninas, felinas y equinas
crioconservadas a -20°C, disminuye al aumentar el tiempo de

crioconservacion.

3.- La combinacion de antibidticos trimetoprim-polimixina B disminuye la
carga bacteriana del tejido corneoescleral canino, felino y equino

crioconservado a -20°C, pero no la elimina completamente.

4.- La muerte celular de las muestras crioconservadas a -20°C, en la
especie canina, felina y equina, se produce casi en su totalidad mediante

apoptosis.

5.- El proceso de muerte celular o apoptosis del tejido corneal
crioconservado a -20°C, se acentta con el tiempo en las especies canina,

felina y equina.

6.- La microestructura del colageno corneoescleral crioconservado a
-20°C se preserva durante al menos 8 afos en el perro, 10 afios en el gato y

9 anos en el caballo.
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A partir de los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral, se abre la

puerta a diferentes lineas de investigacion, tales como:

1. Estudios microbiologicos para determinar el antibidtico o los
desinfectantes mas indicados para reducir la flora bacteriana del tejido

donante criocongelado a -20°C.

2. Estudio clinico realizando queratoplastias o escleroplastias en
pacientes que asi lo requieran, utilizando tejidos crioconservados a -20°C
durante diferentes periodos de tiempo. Valorar los resultados, porcentaje

de éxitos y posibles complicaciones.

3. Estudio clinico realizando queratoplastias o0 escleroplastias en
pacientes que asi lo requieran, utilizando tejidos crioconservados a -20°C
de diferentes especies animales. Valorar los resultados, porcentaje de

éxitos y posibles complicaciones.

4. Estudiar el comportamiento del tejido esclerocorneal a temperaturas
mas bajas (-80°C o nitrogeno liquido), valorando la viabilidad de las

células corneales (queratocitos, células epiteliales y células endoteliales).

5. Valorar el efecto de crioconservantes o inhibidores de la apoptosis
sobre el tejido corneal, pudiendo mantener el endotelio corneal viable a

pesar de estar congelado.

6. Valorar el efecto del cross-linking sobre la estructura corneal del tejido

donante.
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Objetivo: Determinar la viabilidad y la seguridad microbiolégica del tejido
corneal y escleral canino [c], felino [f] y equino [e] crioconservado a -20°C,
comparando tejidos crioconservados durante menos de 1 afo (G<la) con

aquellos crioconservados durante largos periodos de tiempo (G=6a).

Materiales y métodos: Treinta y seis globos oculares de perro, 20 de gato,
y 34 de caballo se obtuvieron de la Fundacié Hospital Clinic Veterinari entre
2003 y 2013. Todos los animales estaban libres de neoplasias o
enfermedades infecciosas y no presentaban alteraciones oculares. Tras un
protocolo de descontaminacion, los 0jos se enuclearon en condiciones
estériles antes de las 10 horas post-mortem. Los globos se almacenaron a -
20°C en condiciones atmosféricas con un antibiotico de amplio espectro y se
mantuvieron a esa temperatura durante diferentes periodos de tiempo hasta
su analisis. Se realizaron estudios microbiologicos, histolégicos y
ultraestructurales, tanto del tejido corneal como del escleral. La microbiologia
consistid en sembrar las muestras de cérnea y esclera en agar sangre,
McConkey y Sabouraud, y en caldo de cultivo cerebro-corazon.
Histologicamente se evaluaron los artefactos de crioconservacion y mediante
microscopia electronica de transmision se analizé la integridad del colageno,
y se establecieron el nimero y las caracteristicas de los queratocitos,
clasificandolos en normales, apoptoticos y necroticos. En una seleccion de
muestras caninas se comprobd la muerte celular por apoptosis mediante

TUNEL.
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Resultados. Microbiologia: Los cultivos directos de los Gs<la fueron
positivos en un 27,5% [c], 15,0% [f] y 0% [e] y los de los G=6a en un 0% [c],
0% [f] y 0% [e]. Los cultivos enriquecidos de los G<1la fueron positivos en un
47,5% [c], 30,0% [f] y 27,5% [e] y los de los G=6a en un 16,7% [c], 0% [f] y
25,0% [e]. Histopatologia: En las tres especies, los artefactos de
crioconservacion fueron mas frecuentes en muestras G=6a que en G=<la.
MET: EI tipo de queratocito predominante fue el apoptdtico en todas las
muestras de las 3 especies. La estructura del colageno se conservé a lo
largo del tiempo, clasificandose como organizada o semiorganizada en todos

los casos, excepto en una muestra de cornea canina.

Conclusion. El tejido corneal y escleral canino, felino y equino puede
crioconservarse a -20°C y utilizarse al menos durante 8, 10 y 9 afos
respectivamente sin impedimentos microbiologicos o estructurales. El paso
del tiempo parece reducir la contaminacion bacteriana en estos tejidos. La
apoptosis es la via de muerte celular mas importante para los queratocitos

criocongelados a -20°C.
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Anexo 1: Tabla para los resultados del estudio microbiolégico.

Caso

Fecha
congelado

Fecha
procesado

Tiempo
total

AS

AMC

ASAB

Enriquecimiento

T

AS

AMC

@)

momOoOomoOomoOmom@Oom@om@oOomoOomomoOmaomomoOmoOm|oO|m|O|m

Daniel Costa Moya
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Anexo 2: Tabla para los resultados del estudio histopatolégico.

CORNEA

ESCLERA

Caso

Artefactos

Localizacion

Queratocitos

Comentarios

Artefactos

Comentarios

Daniel Costa Moya
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Anexo 3: Tabla para los resultados del estudio ultraestructural, mediante
microscopia electronica de transmision.

N°Caso/ NUmero Queratocitos

Tejido Normales | Apoptoéticos | Necroticos
1/ Cérnea

Fecha:

Estructura colageno

1/ Esclera

2 /| Cérnea

2 | Esclera

3/ Coérnea

3/ Esclera
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Anexo 4: Tabla para la toma de resultados TUNEL. Se tomaron 20

imagenes por muestra y se realizé una media ponderada.
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Anexo 5: Tablas de resultados de la especie canina.

- Microbiologia:

Cultivo directo

Cultivo enriquecido - BHB

Caso Tiempo Tejido AS AMC ASab Turbidez AS AMC
1 8 afios C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
2 8 afios C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
3 8 afios C 0 0 0 + Bacillus spp. 0
E 0 0 0 + Bacillus spp. 0
4 8 anos C 0 0 0 + Streptococcus spp. 0
E 0 0 0 0 0 0
5 7 afios C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
6 7 aios C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
7 7 afios C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
8 7 aios C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
9 6 afnos C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
10 6 afios C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
11 6 afios C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 + Bacillus circulans 0
12 6 afios C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
13 1 afio C 0 0 0 0 0 0
£ 0 0 0 N Bacilo gram + (posible 0
Nocardia spp.)
14 1 ano C + 0 0 + Staph. pseudointermedius 0
E + 0 0 + Staph. pseudointermedius 0
15 1 afio C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
16 1 afio C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
17 9 meses C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
18 9 meses C 0 0 0 0 Staphylococcus epidermidis 0
E 0 0 0 + Streptococcus alpha 0
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Cultivo directo

Cultivo enriquecido - BHB

Caso Tiempo Tejido AS AMC ASab Turbidez AS AMC
19 9 meses C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
20 9 meses C 0 0 0 + Staphylococcus epidermidis 0
E 0 0 0 + Staphylococcus epidermidis 0
21 6 meses C + 0 0 + Staphylococcus xylosus 0
E + 0 0 + Staphylococcus xylosus 0
22 6 meses C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
23 6 meses C 0 0 0 + Staphylococcus xylosus 0
E 0 0 0 0 0 0
24 6 meses C + 0 0 + Staphylococcus xylosus 0
E + 0 0 + Staph. pseudointermedius 0
25 3 meses C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
26 3 meses C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 + Clostridium perfringens 0
27 3 meses C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
28 3 meses C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 + Staph. pseudointermedius 0
29 1 mes C 0 0 0 0 Staph. pseudointermedius 0
E + 0 0 + Staph. pseudointermedius 0
30 1 mes C + 0 0 + Staph. pseudointermedius 0
E + 0 0 + Staph. pseudointermedius 0
31 1 mes C 0 0 0 0 0 0
£ 0 0 0 N Staph. pseudointermedius + 0
Streptococcus alpha
32 1 mes C + 0 0 + Bacillus cereus 0
E N 0 0 N Bacillus cereus + 0
Pseudomonas spp.
33 Control C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 + Staphylococcus spp. 0
34 Control C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 N Stapf.rylococcu.s 0
pseudintermedius
35 Control C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
36 Control C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
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- Histologia:

Caso Tiempo Cornea Localizacién en cornea Esclera
1 8 anos 1+ Espesor completo 2+
2 8 afios 3+ Estroma Anterior 3+
3 8 afios 3+ Estroma Anterior 2+
4 8 afios 2+ Estroma Anterior y Estroma Profundo 4+
5 7 anos 4+ Espesor completo 4+
6 7 anos 3+ Espesor completo 4+
7 7 anos 4+ Espesor completo 4+
8 7 afios 2+ Estroma Anterior 4+
9 6 anos 4+ Espesor completo 4+
10 6 anos 3+ Estroma Anterior y Estroma medio 3+
11 6 anos 4+ Espesor completo 4+
12 6 afios 3+ Estroma Anterior y Estroma Profundo 4+
13 1 aho 0 - 1+
14 1 afo 2+ Espesor completo 2+
15 1 afo 0 - 1+
16 1 aho 0 - 1+
17 9 meses 0 - 1+
18 9 meses 0 - 0
19 9 meses 0 - 0
20 9 meses 1+ Estroma Anterior y Estroma medio 1+
21 6 meses 1+ Estroma Anterior y Estroma medio 2+
22 6 meses 1+ Estroma Anterior 0
23 6 meses 2+ Estroma Anterior 2+
24 6 meses 0 - 1+
25 3 meses 1+ Estroma Profundo 1+
26 3 meses 2+ Estroma Anterior 2+
27 3 meses 1+ Estroma Anterior y Estroma medio 1+
28 3 meses 1+ Espesor completo 1+
29 1 mes 3+ Espesor completo 2+
30 1 mes 1+ Estroma Anterior 1+
31 1 mes 0 - 1+
32 1 mes 1+ Estroma Anterior y Estroma Profundo 1+
33 Control 2+ Estroma Anterior y Estroma medio 1+
34 Control 1+ Estroma Anterior y Estroma medio 1+
35 Control 0 - 0
36 Control 2+ Espesor completo 1+
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- Microscopia electronica de transmision:

Queratocitos Estructura del coldgeno
Caso Tiempo No PNo A PA Ne PNe Total Cornea Esclera

8 afios 0 0 4 0 0 4 Organizado Organizado
2 8 afios 0 0 3 0O O 1 4 Semiorganizado Semiorganizado
3 8 afios 0 0 5 1 0 0 6 Organizado Semiorganizado
4 8 afios 0 0 8 0O O 1 9 Organizado Semiorganizado
5 7 afios 0 0 10 0 O 0 10 Organizado Semiorganizado
6 7 afios 0 0 3 2 0 Desorganizado Semiorganizado
7 7 afios 0 0 1 0 2 Semiorganizado Semiorganizado
8 7 afios 0 0 4 2 6 2 14 Organizado Semiorganizado
9 6 afios 0 0 4 0O O 0 4 Semiorganizado Semiorganizado
10 6 afios 0 0 10 0 O 1 11 Semiorganizado Organizado
11 6 afios 0 0 4 2 0 1 7 Semiorganizado Organizado
12 6 afios 1 0 13 0 O 0 14 Organizado Organizado
13 1 ano 1 0 0O O 0 6 Organizado Organizado
14 1 ano 0 0 0O O 0 8 Organizado Semiorganizado
15 1 ano 2 0 0 O 0 8 Organizado Organizado
16 1 ano 0 0 7 0O O 0 7 Organizado Organizado
17 9 meses 0 0 10 0 O 1 11 Organizado Semiorganizado
18 9 meses 0 0 5 0O O 0 5 Semiorganizado Semiorganizado
19 9 meses 0 0 4 0O O 0 4 Semiorganizado Semiorganizado
20 9 meses 0 0 4 2 0 0 6 Organizado Organizado
21 6 meses 2 0 4 1 1 0 8 Organizado Organizado
22 6 meses 2 0 6 0 O 0 8 Organizado Organizado
23 6 meses 0 0 6 0 1 0 7 Organizado Organizado
24 6 meses 0 0 0 0 6 0 6 Semiorganizado Semiorganizado
25 3meses 13 0 3 1 1 1 19 Organizado Organizado
26 3meses 17 0 4 0O O 1 22 Organizado Organizado
27 3 meses 2 0 9 2 1 0 14 Organizado Organizado
28 3 meses 1 0 6 0o 2 0 9 Organizado Organizado
29 1 mes 6 0 6 1 0 0 13 Organizado Organizado
30 1 mes 7 0 4 0 1 1 13 Organizado Organizado
31 1 mes 7 0 4 2 1 0 14 Organizado Organizado
32 1 mes 2 0 2 0O ©O 1 5 Organizado Organizado
33 Control 9 0 1 1 0 1 12 Organizado Organizado
34 Control 10 0 0 0O ©O 0 10 Organizado Organizado
35 Control 13 0 0 0O ©O 0 13 Organizado Organizado
36 Control 9 0 0 0 ©O 0 9 Organizado Organizado
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- TUNEL:

% queratocitos

Caso Tiempo ‘s
apoptoticos
1 8 afos 82,5%
2 8 afos 85,4%
3 8 afos 88,9%
4 8 afos 85,1%
5 7 afnos 82,1%
6 7 afnos 90,5%
7 7 afnos 87,9%
8 6 anos 89,6%
9 6 anos 87,5%
10 6 anos 82,1%
11 6 anos 79,4%
12 6 meses 86,8%
13 6 meses 89,0%
14 6 meses 80,6%
15 6 meses 84,3%
16 3 meses 83,6%
17 3 meses 89,8%
18 3 meses 79,8%
19 3 meses 90,9%
20 1 mes 85,3%
21 1 mes 88,3%
22 1 mes 87,1%
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Anexo 6: Tablas de los resultados para la especie felina.

- Microbiologia:

Cultivo directo

Cultivo enriquecido - BHB

Caso Tiempo Tejido AS AMC ASab Turbidez AS AMC
1 10 afios C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
2 10 afios C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
3 10 afios C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
4 10 afios C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
5 10 afios C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
6 10 afios C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
7 10 afios C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
8 7 afos C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
9 1 afio C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
10 1 afio C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
11 9 meses C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
12 9 meses C 0 0 0 + Clostridium sp. 0
E 0 0 0 + Clostridium sp. 0
13 6 meses C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
14 6 meses C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
15 3 meses C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
16 3 meses C 0 0 0 + Staphylococcus simulans 0
E + 0 0 + Staphylococcus simulans 0
17 1 mes C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
18 1 mes C + 0 0 + Staphylococcus sp. (coag.-) 0
E + 0 0 + Staphylococcus sp. (coag.-) 0
19 Control C 0 0 0 0 0 0
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Cultivo directo

Cultivo enriquecido - BHB

Caso Tiempo Tejido AS AMC ASab Turbidez AS AMC
E + 0 0 + Staphylococcus xylosus 0
20 Control C 0 0 0 + Bacillus sp. 0
E + 0 0 + Staphylococcus simulans 0
- Histologia:
Caso Tiempo Cornea Locali’zacién en Esclera
coérnea

1 10 anos 3+ Espesor completo 3+

2 10 afos 2+ Espesor completo 2+

3 10 afos 4+ Espesor completo 2+

4 10 anos 1+ Espesor completo 3+

5 10 afos 2+ Tercio superior 4+

6 10 afos 2+ Tercio superior 2+

7 10 afos - - 1+

8 7 afos 4+ Espesor completo 3+

9 1 afio 1+ Tercio superior 1+

10 1 afio 1+ Tercio superior 1+

11 9 meses 0 - 0

12 9 meses 1+ Tercio inferior 1+

13 6 meses - 0

14 6 meses 0 - 0

15 3 meses 0 - 0

16 3 meses 1+ Estroma medio 0

17 1 mes 1+ Estroma medio 0

18 1 mes 1+ Espesor completo 0

19 Control 1+ Tercio superior 0

20 Control 1+ Estroma medio 0
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Microscopia electrénica de transmision:

Queratocitos Estructura del coldgeno
Caso Tiempo No A Ne Total Cornea Esclera
1 10 afios 0 6 0 6 Organizado Semiorganizado
2 10 afos 0 9 0 9 Organizado Organizado
3 10 afios 0 0 1 1 Semiorganizado Organizado
4 10 afios 0 3 1 4 Organizado Semiorganizado
5 10 afios 0 5 0 5 Organizado Semiorganizado
6 10 afios 0 1 0 1 Semiorganizado  Semiorganizado
7 10 afios 0 7 0 7 Organizado Semiorganizado
8 7 afios 4 3 0 7 Organizado Organizado
9 1 ano 3 0 0 3 Organizado Semiorganizado
10 1 ano 4 2 0 6 Organizado Semiorganizado
11 9 meses 0 7 0 7 Organizado Organizado
12 9 meses 3 5 0 8 Organizado Organizado
13 6 meses 2 6 1 9 Organizado Organizado
14 6 meses 10 6 0 16 Organizado Organizado
15 3 meses 0 7 1 8 Organizado Semiorganizado
16 3 meses 1 3 1 Organizado Organizado
17 1 mes 5 1 0 Organizado Organizado
18 1 mes 4 3 0 Organizado Semiorganizado
19 Control 6 4 0 10 Organizado Organizado
20 Control 10 4 0 14 Organizado Organizado
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Anexo 7: Tablas resultados especie equina.

- Microbiologia:

Cultivo directo

Cultivo enriquecido - BHB

Caso Tiempo Tejido AS AMC ASab Turbidez AS AMC
1 9 afos C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
2 9 afos C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 Staphylococcus epidermidis 0
3 9 afios C 0 0 0 0 Strep. B-hemolitico 0
E 0 0 0 0 Strep. B-hemolitico 0
4 9 afos C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 Strep. B-hemolitico 0
5 8 afios C 0 0 0 + Staphylococcus epidermidis 0
E 0 0 0 + Streptococcus sp. 0
6 8 afos C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
7 8 afos C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 + Strep. o y B-hemolitico 0
8 8 afos C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 + Strep. a-hemolitico 0
9 7 afios C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 + Strep. a-hemolitico 0
10 7 afios C 0 0 0 + Staphylococcus epidermidis 0
E 0 0 0 0 0 0
11 7 afios C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
12 7 afios C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
13 1 afio C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
14 1 afio C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 + Streptococcus equinus 0
15 1 afio C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 Strep. a-hemolitico w.LStaph. 0
pseudintermedius
16 1 afio C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 + Strep. a-hemolitico 0
17 9 meses C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 Strep. a-hemolitico 0
18 9 meses C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0

108



Crioconservacion a -20°C

Anexos

Cultivo directo

Cultivo enriquecido - BHB

Caso Tiempo Tejido AS AMC ASab Turbidez AS AMC
19 9 meses C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
20 9 meses C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 Strep. a-hemolitico 0
21 6 meses C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
22 6 meses C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
23 6 meses C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
24 6 meses C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
25 3 meses C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 + Strep. a-hemolitico 0
26 3 meses C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
27 3 meses C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 + Strep. a-hemolitico 0
28 3 meses C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 + Strep. a-hemolitico 0
59 1 mes C 0 0 0 N Staph. aureus,){Strep. o- 0
hemolitico
E 0 0 0 + Strep. a-hemolitico 0
30 1 mes C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 + Strep. a-hemolitico 0
31 1 mes C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 + Strep. caprae y o-hemolitico 0
32 1 mes C + 0 0 0 0 0
E + 0 0 + Strep. a-hemolitico 0
33 Control C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 + Strep. a-hemolitico 0
34 Control C 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 + Strep. a-hemolitico 0
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Histologia:
Caso Tiempo Cornea Locah’zac:on en Esclera
coérnea
1 9 anos 3+ Espesor completo 3+
2 9 afos 2+ Estroma Anterior 2+
3 9 afios 3+ Espesor completo 2+
4 9 afios 0 - 3+
5 8 anos 3+ Espesor completo 2+
6 8 afios - - -
7 8 afos 2+ Estroma Profundo 3+
8 8 afios - - -
9 7 afios 34 Estroma Medio y 34
Estroma Profundo
10 7 ainos 1+ Estroma Profundo 4+
11 7 anos 1+ Estroma Profundo 4+
12 7 ainos 1+ Espesor completo 4+
13 1 afo 0 - 1
14 1 afio 1+ Estroma Medio 1+
15 1 afio 1+ Estroma Medio 0
16 1 afio 1+ Estroma Profundo 1+
17 9 meses 1+ Estroma Profundo 2+
18 9 meses 1+ Estroma Profundo 1+
19 9 meses 1+ Estroma Medio 0
20 9 meses 2+ Estroma Medio 2+
21 6 meses 1+ Estroma Profundo 0
22 6 meses 1+ Estroma Medio 1+
Estroma Anteriory
23 6 meses 1+ Estroma Profundo 0
Estroma Medio y
24 6 meses 1+ Estroma Profundo 1+
25 3 meses 1+ Estroma Profundo 1+
26 3 meses 1+ Estroma Profundo 1+
27 3 meses 1+ Estroma Profundo 1+
28 3 meses 1+ Estroma Profundo 2+
29 1 mes 1+ Estroma Profundo 1+
30 1 mes 1+ Estroma Profundo 1+
31 1 mes 1+ Estroma Profundo 0
32 1 mes 1+ Estroma Profundo 1+
33 Control 0 - 0
34 Control 0 - 0
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- Microscopia electronica de transmision:

Queratocitos Estructura del coldgeno
Caso Tiempo No PNo A PA Ne PNe Total Cornea Esclera

9 afios 1 0 7 0O O 0 8 Organizado Organizado
2 9 afios 0 0 6 0 O 0 6 Organizado Organizado
3 9 afios 0 0 2 0 ©O 0 2 Organizado Semiorganizado
4 9 afios 2 0 3 1 1 0 7 Organizado Organizado
5 8 afios 0 0 4 o o O 4 Organizado Organizado
6 8 afios 0 0 0 0 O 0 0 Organizado Organizado
7 8 afios 0 0 7 0 0 0 7 Organizado Organizado
8 8 afios 0 0 3 0O ©O 0 3 Semiorganizado Semiorganizado
9 7 afios 0 0 5 0 O 0 5 Organizado Organizado
10 7 afios 0 0 0 0 O 0 0 Semiorganizado Organizado
11 7 afios 0 0 4 1 1 0 6 Organizado Semiorganizado
12 7 afios 0 0 0 0o 3 0 3 Organizado Organizado
13 1 afio 1 1 1 0O O 0 3 Organizado Organizado
14 1 afio 2 0 3 0 O 0 5 Organizado Organizado
15 1 afio 0 0 5 1 0 0 6 Organizado Organizado
16 1 afio 2 0 2 1 1 0 6 Organizado Organizado
17 9 meses 6 0 0 0 1 0 7 Organizado Semiorganizado
18 9 meses 2 0 2 2 0 0 6 Semiorganizado Organizado
19 9 meses 3 0 7 1 0 0 11 Organizado Organizado
20 9 meses 0 0 4 1 0 0 5 Organizado Organizado
21 6 meses 8 0 3 0 1 0 12 Organizado Organizado
22 6 meses 4 0 0 0o 3 0 7 Organizado Semiorganizado
23 6 meses 0 0 3 o O 0 Organizado Organizado
24 6 meses 0 0 2 o O 0 2 Organizado Organizado
25 3 meses 4 0 2 o 0 © 6 Semiorganizado Semiorganizado
26 3 meses 4 0 6 o 0 0 10 Organizado Semiorganizado
27 3 meses 0 0 4 1 0 0 5 Semiorganizado Semiorganizado
28 3 meses 6 0 1 o 0 0 7 Organizado Semiorganizado
29 1 mes 6 0 0 1 0 0 7 Organizado Organizado
30 1 mes 6 0 0 o O 0 6 Organizado Organizado
31 1 mes 3 0 0 o O 0 3 Organizado Organizado
32 1 mes 2 0 0 0O O 0 2 Semiorganizado Semiorganizado
33 Control 2 0 1 0O ©O 0 3 Semiorganizado Organizado
34 Control 6 0 3 0O ©O 0 9 Organizado Organizado
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