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EN CULTIVO DE TEJIDOS
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Gante, Bélgica.

I. Introduccién

Existen numerosos factores biolégicos que hay que respetar en la. ciru-
gia. del cuerpo vitreo.

Estos factores son de orden: anatémicos, embriolégicos, histolégicos,
histoquimicos, fisiolégicos, biofisicos, bacteriolégicos, bioquimicos, inmuno-
légicos y metabélicos. (Francois, J. y Victoria-Troncoso, V., 1973).

Las técnicas desarrolladas hasta ahora para corregir una. opacidad del
vitreo pueden ser clasificadas de la siguiente forma:

1) Vitrectomia simple.
2) Técnicas de sustraccién y sustitucién.

La vitrectomia simple, cuando no es superior a un 1/3 del volumen del
vitreo, es una buena técnica. A1 contrario, las vitrectomias repetidas produ-
cen un desequilibrio biolégico importante y con frecuencia la atrofia. del
globo.

Nosotros hemos desarrollado experimentalmente el trasplante de cul-
tivo de células vitreas, en la cual la caracteristica fundamental es que
éstas son capaces de formar un nuevo vitreo.
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II. Caracteristicas de los hialocitos en el cultivo de tejiclo

a) Morfoldgico
Los hialocitos que poseen “in situ" una. forma redondeada (fig. 1),

pierden esta misma 24 horas después que han sido plantadas en frascos de
cultivos. Las células se adhieren fuertemente a la pared de vidrio del frasco
y comienzan a proliferar. En el 49 dia el crecimiento es intenso y se hace
muchas veces en dos planos. (Fran<;ois, J. y Victoria-Troncoso, V., 1973 b;
Francois, J. y c01., 1973 c.).

FIGURA 1

Hialocito de forma redondeada, los grdmulos se ven en negro y Zas vacuolas en
blanco. Contraste de Fases (obj. I 50).

Cuando los cultivos se desarrrollaron suficientemente, se los despega
con la ayuda de una solucién de tripsina y se los replanta (subcultivos).
Estos subcultivos muestran en los primeros 15 dias al menos, las mismas
caracteristicas histoquimicas de los cultivos primaries.

Las células muvstran en e1 microscopio con Contraste de Fases las
siguientes caracteristicas: (figs. 2 y 3).
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FIGURA 2
Hialccito en cultivo. Nucleo bien desarrollado con 3 nucleolos. El citoplasma presen-
ta numerosos grdnulcs (en negro) 1/ vacuolas (en blanco). Contraste de Fases

robj. I 100).
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FIGURA 3

Granules en una prolongacion citoplamneltica. Azul de Toluidina (Obj. I 100/.
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_Un nucleolo bien desarrollado que contiene de 2 a 5 nucleolos.
—Granulos dispuestos alrededor del ncleo y de las vacuolas. Estos son

de color negro brillante, toman el aspecto del “caviar” y miden de 0,5 a 2 h.
—Vacu01as muchas veces rodeadas de granulos. Ellas miden de 2 a 8 h.

En las imagenes cinéticas de la microcinematografia nosotros vemos que
el movimiento de esas vacuolas es muy intenso. Una parte de ellas se forma
a nivel de la membrana celular por pinocitosis y otra parte a nivel de la
zona de Golgi.

Con el microscopio electronico nosotros pudimos observar:
—Un aparato de Golgi bien desarrollado con un gran nmero de cister-

nas aplastadas.
—Una poblacion muy heterogénea de lisosomas y gran nfimero de va-

cuolas de pinocitosis.
—Gran cantidad de mitocondrias, con crestas bien desarrolladas.
—Los pseudopodios estan envueltos con la membrana celular y c0ntie-

nen muchas veces lisosomas y granulos.
_El sistema reticulo-endoplasmatico esta bien desarrollado.

b) Histoquimico

Los resultados del examen histoquimico de cultivos de hialocitos estan
resumidos en el cuadro 1.

De este estudio nosotros podemos deducir:
—Que existe una biosintesis de mucopolisacaridos donde la produccion

se hace durante los primeros 8 dias de cultivo, de tal manera que nosotros
encontramos las células en diversos estadios de biosintesis.

Los mucopolisacaridos estan al principio almacenados dentro de los
pequeos granulos, y luego en granulos mayores que se forman por la coa-
lescencia de los anteriores. Estos mucopolisacaridos son sensibles a la hia-
luronidasa testicular de bovino, que a pesar de todo no actiia sobre e1 mate-
rial P.A.S., positivo de la matriz citoplasmatica.

En la reticulina, que es un precursor del colageno, nosotros hemos
observado que ellos alcanzan el maximo de su crecimiento entre e1 6° y el
8‘? dias. A pesar de esto, no hemos encontrado colageno maduro.

Las vacuolas presentaban una sustancia Oil Recl “O” positiva que ca-
racteriza a los lipidos.
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La actividad lisosomal esta probada por la presencia de fosfatasa acida,
que caracterizan al “pool” enzimatico lisosomal.

Las coloraciones para el A.R.N. prueban la presencia de una intensa
actividad de biosintesis.

III. La trasplantacién experimental de hialocitos cultivados

Nosotros hemos operado 24 conejos con la siguiente técnica:

1) Vitrectomia transciliar de las 2/3 partes del volumen del vitreo.

2) Sustitucion del volumen con una inyeccion de hialocitos cultivados
en suspension. Estos hialocitos provienen de cepas celulares que nosotros
controlamos histoquimicamente de antemano. Es indispensable que estas
células de control posean gran cantidad de granulos de biosintesis de
reticulina y de mucopolisacaridos.

IV. Resultados

1. Emamen microscdpico dos semanas después del trasplante

Nosotros hemos examinado '7 conejos. En el microscopio con Contraste
de Fases, los cortes frescos no fijados muestran un gran nmero de hia-
locitos de los cuales las caracteristicas son las siguientes: (fig. 4):

a) Los hialocitos estan situados en la corteza del vitreo del polo
anterior al polo posterior, pero su concentracion es mas grande a nivel del
ecuador.

b) Ellos se disponen en uno 0 varios pianos.

Nosotros pudimos encontrar verdaderas colonias celulares, en donde
cada célula se adhiere a la vecina. A veces esta tendencia a la adherencia
no existe y las células estan aisladas.

Los hialocitos presentan una morfologia totalmente normal. Son de
forma redondeada sin extensiones citoplasmaticas de tipo fibroblastico y
presentan una movilidad variable. A gran aumento, asi como con el mi-
croscopio de fondo oscuro, nosotros vemos en el citoplasma los granulos y
las vacuolas y, en el niicleo, uno 0 dos nucleélos. Nosotros no podemos logi-
camente hacer la diferencia entre los hialocitos trasplantados y los hialo-
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citos del vitreo receptor. En el microscopio de fluorescencia comprobamos
una autofluorescencia de las células. '

Fuera de algunas bridas colagenas, pertenecientes sin duda a1 vitreo
receptor remanente, no encontramos estructuras fibrilares. La base del
cuerpo vitreo presenta un aspecto normal.

FIGURA 4
Colonia de células en la corteza del vitreo, 15 dias después del trasplante. Corte

fresco. Contraste de Fuses (obj. 1: 20).

2. Ezcamen microscopico de cuatro meses a dos anos después de la
trasplantacion

Hemos examinado un conejo después de cuatro meses; 2 conejos des-
pués de 1 ano; 4 conejos después de 18 meses y 2 conejos después de 2 aos.

En el microscopio con Contraste de Fases, los cortes frescos sin fijar
muestran una gran cantidad de células que, en su mayor parte, tienen una
forma fibroblastica con extensiones citoplasmaticas. Esas células estan de-
formadas por las “coarse branching fibres” (fibras de ramas gruesas), que
se han desarrollado. (fig. 5).
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FIGURA 5
Neo/01-macién coldgena en el vitreo traspldntado, después de dos anos. Los hialo

citos estdn deformados por el coldgeno. Contmste de Fuses (obj. :1: 20).

El citoplasma de las células contiene gran cantidad de grénulos y de
vacuolas, que se ponen mejor en evidencia con el microscopio de fondo
oscuro. Su ncleo, de forma variable, alargado 0 reniforme, encierra uno
0 dos nucleélos.

Estos hialocitos son autofluorescentes. (Francois, J. y Victoria.-Tron-
coso, V., 1973).

Toda la superficie del cuerpo vitreo esté ocupada por una verdadera
membrana hialoide neoformada, més espesa que la normal. Existe una
verdadera red en diversos planos de “c0rse branching fibres", que presen-
tan muy a menudo una direccién antero-posterior, si bien que a nivel
del ecuador encontramos fasciculos de fibras con una. direccién circular u
oblicua. También hay, pero en pequenas cantidades, fibras més finas, que
se asemejan a las “nes fibres pa.ra11é1es”.

En los lugares donde 'no hay fibras, pudimos encontrar verdaderas
colonias de hialocitos aglomerados.
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También vimos una cierta cantidad de células plasmolinfociticas.

La microscopia de polarizacion muestra. que las fibras son birrefrin~
gentes y que existe un cierto grado de cristalinizacion que corresponde al
del colégeno adulto. Los hialocitos presentaban una birrefringencia de
signo negative debido a la membrana de la célula y a la de los organitos.

3. Eramen histoquimico del vitreo

Los resultados estén resumidos en el cuadro II.
Estas células contienen los mismos elementos que los hialocitos nor-

males, es decir una activiclad de biosintesis de 10s mucopolisacéridos y de
la reticulina, asi como una actividad lisosomal importante demostrada por
la. presencia de fosfatasa écida en los grémulos citoplasméticos.

4. Examen microscdpico de l0s restos fibrosos del vitreo obtenidos después
de la digestion por medio de la hialuronidasa y la centrifugacidn

En el microscopio con Contraste de Fases encontramos una red densa,
constituida por fibras colégenas, que tienen tendencia a formar fasciculos
més gruesos.

En cada fasciculo las fibras presentaban una direccion paralela sobre
una distancia de 200 a 400 h.

A nivel de los lugares de cruce de dos 0 varios fasciculos hay una verda-
dera “soldadura", en donde las fibrillas se entremezclan Ias unas con las
otras describiendo diversos éngulos.

En el microscopic de polarizacion comprobamos una birrefringencia. de
tipo colégena, muy elevada. Las fibrillas que constituyen los fasciculos, pre-
sentaban un importante grado de cristalinizacion.

DISCUSION

E1 examen histologico e histoquimico del vitreo de los conejos, a los
cuales luego de una vitrectomia se efectuo una trasplantacion de hia1o-
citos cultivados, muestra que el vitreo se ha reformado con neoformacion de
mucopolisacéridos y de fibras colémgenas adultas.
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Los hialocitos trasplantados sobreviven sin que haya fenémenos celu-
lares de rechazo. Su autofluorescencia es una prueba de su viabilidad.
rF‘1-ancois, J. y Victoria-Troncoso, V., 1972). (fig. 6).

FIGURA 6
Hialocito en un corte fresco del vitreo. Autofluorescencia citoplasmdtica. El mlcleo

aparece épticamente vacio. Microscopia de Fluorescencia (obj. I 50).

Los hialocitos trasplantados se van a ubicar en la corteza del vitreo,
donde ellos se disponen aisladamente 0 en colonias. Anteriormente hay
una neoformacién de mucopolisacaridos fuertemente polimerizados. Estos
provienen de 10s hialocitos, que contienen acido hialurénico, pero estos tam-
bién pueden, en partes, provenir del cuerpo ciliar, dado que nosotros hemos
podido demostrar el pasaje de mucopolisacaridos que provenientes del cuer-
po ciliar pasaban a través de formaciones cilindricas de la base del cuerpo
vitreo. (Francois, J. y c0l., 1972).

La formacién de mucopolisacaridos es anterior a la de la reticulina;
puesto que, en efecto, es entre el quinceavo dia y el cuarto mes, que vemos
una neoformacién colagena proveniente de 10s hialocitos, que aim con-
tienen los precursores del colageno, y hasta 10s dos aos.
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Los hialocitos cultivados y trasplantados, sobreviven y quedan muy
activos desde el punto de vista biosintético. Estos a su vez son perfecta~
mente tolerados por e1 receptor. Esta tolerancia puede ser explicada por
la ausencia de inmunoglobinas en e1 vitreo y también por un factor celular
inmunolégico. (fig. '7).
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FIGURA '7

Electrojoresis en gel de acetato de celulosa. Las dos electroforesis superiores corres-
ponden al suero de conejo. Las flechas indican la fraccién de las inmunoglobulinas.
La tercera electroforesis corresponds a la porcién soluble del vitreo y no presenta

esta fraccidn (vitreo 1/ suero corresponden al mismo animal).

La presencia de fosfatasa acida en los hialocitos trasplantados que
aim continila después de dos aos, no nos sorprende, puesto que enc0ntra-
mos no solamente en las células cultivadas sino tarnbién en los hialocitos
normales. (Francois, J. y Weinstein, R., 1969). Este hecho demuestra la pre-
sencia de un sistema vacuolar desarrollado, de elevada actividad catabé-
lica. La fosfatasa acida caracteriza, en efecto, a los lisosomas, que contienen
todas las enzimas capaces de catabolizar las proteinas (colageno) y a los
mucopolisacaridos. (De Duve, C. y c01., 1955).

Los resultados de nuestras experiencias tienen aim muchos problemas,
que investigaciones ulteriores deberan poder resolver. Estos son entre otras
cosas, la inmunologia de 10s hialocitos, la biosintesis del colageno y de los
mucopolisacaridos, el desarrollo del sistema vascular catabélico.
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La técnica operator-ia, sus complicaciones y sus consecuencias

Después de hacer, a nivel del cuadrante spero-temporal, un corte
escleral de 4 mm., concéntrica a1 limbo y de 1 cm. de éste, sacamos los dos
tercios del volumen del vitreo (vitrectomia), e introducimos en seguida en
el interior del globo 0,5 emf‘, de la suspension de hialocitos cultivados. En
todos los casos encontramos 11113. verdadera. sinéquia vitreo-escleral al nivel
de la incision de entrada.

En 7 conejos, que sacrificamos después de 15 dias, hemos encontrado:
19) Tres veces una catarata polar posterior de origen traumatica.
2°) Una vez, una hemorragia de la coroide spero-nasal.
39) Una vez, hemorragias retinianas.
4‘-’) Una vez, una pequea infiltracién blanquecina en el vitreo.
Entre los 12 conejos, que hemos examinado entre 4 meses y 2 anos

después de la operacion, habia uno que presentaba una. cornea porcelanada.

Eacamen microscdpico
Quince dias después de la operacion, la retina, la coroide y la esc1ero-

tica, eran normales. Al nivel de la cicatriz de entrada escleral las membra-
nas estén soldadas entre ellas y encontramos cantidades de células de
aspecto fibroblastico, y también algunas células plasmo-linfocitarias. No
era posible, a ese nivel, de diferenciar los elementos celulares provenientes
del vitreo a esos provenients de la esclerética.

La hemorragia. coroidea observada macroscépicamente en un conejo,
era en efecto pre-coroidea; los vasos de la coroide eran normales y la
sangre habia destruido el epitelio pigmentario.

La hemorragia retiniana habia penetrado en todas las capas de la
membrana que estaba, en ese lugar, desorganizada. Era el aspecto que
da una. hemorragia traumatica.

En los tres casos de opacidad cristalina habia una dehiscencia de la
capsula con proliferaciones localizadas del epitelio.

Los globos oculares examinados de 4 a. 24 meses después de la opera-
cién, eran perfectamente normales. A nivel de la cicatriz escleral compro-
bamos, ademas de una sinéquia de la retina y de la coroide a la esclerotica,
bras colagenas dispuestas en ramos ("bouquet").

Los hialocitos, que se encontraban en el tejido fibroso de la cicatriz, no
contenian mas fosfatasa acida y parecian estar mucho menos activos.
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CONCLUSION

La presencia de bridas colagenas neoformadas, y la existencia de una
sinequia vitreo-escleral, parecen indicar que la via posterior, que nosotros
hemos utilizado para la trasplantacion, no es tan buena como la via ante-
rior. De otra parte, parece que los hialocitos, que penetran en la cicatriz,
se diferencian en fibroblastos, que esta, entre otras cosas demostrado por
el hecho de que la reaccion de la fosfatasa acida se vuelve negativa a nivel
de la cicatriz. El colageno neoformado presenta también un aspecto mas
“maduro” que el del vitreo normal.

RESUMEN

El examen histologico e histoquimico del vitreo de los conejos, a los que
se les ha efectuado, después de una vitrectomia, un trasplante de hialo-
citos cultivados, muestra que e1 vitreo se ha reformado con neoformaciones
de mucopolisacaridos y de fibras colagenas adultas.

La vitrectomia y la trasplantacién de hialocitos cultivados no produ-
cen ninguna reaccion del globo ocular y de sus membranas. La via posterior
parece, a pesar de todo, ser menos buena que la via anterior.

SUMMARY

The authors present an experimental work, practiced in 24 rabbits
using a restitution and substraction transciliary vitrectomy technique. This
technique is developed by the authors using hyalocite sub-cultures in
suspension, in order to replace vitrectomies of two thirds of the vitreous,
with the following results:

Through histological examinations under the contrast and electronic
microscope, and histochemical examinations, the vitreous reformation, the
neoformation of mucopolysacharides and the adult colagenous fibers of a
more mature aspect than normal, are shown.

The transplanted hyalocites maintained their biosinthetic activity
in follow-ups up to 2 years after the graft. In no case there was a sign of
rejection. This fact was demonstrated by the absence of immunoglobulines
in the vitreous.
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The ocular globes, examined from 4 to 24 months after the operation,
were perfectly normal.

The authors recognize that their experiment still has many problems
in the aspects of the biosynthesis of the colagenous and of the mucopoly—
sacharides, the development of the catabolic vascular system, and the
immunology of hyalocites. These problems must be solved through future
research.

The authors also state that the anterior route seems better, due to the
formation of vitreous strands and vitreo-sclerar sinechias.

C. G.
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