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Resumen

Objetivos: valorar la viabilidad de injertos autdlogos de mucosa rectal,
con el propdsito de aumentar el recuento de células caliciformes en la
superficie conjuntival de conejos sanos.

Materiales y métodos: estudio experimental en ocho ojos de siete
conejos albinos, a los que se les practicé reseccion de mucosa rectal de
10 X 5.0 mm., la cual posteriormente se implanté sobre el lecho escleral,
desprovisto de conjuntiva bulbar superior. Los ojos fueron enucleados
en los dias 30, 45, 60, 70 y 100 del postoperatorio, para su estudio
histopatolégico, evaluandose: a. Tiempo de evolucion del injerto (dias);
b. Cambios por isquemia-atrofia del injerto, c. Reaccion inflamatoria,
d. Pérdida de células caliciformes en el injerto, y d. Metaplasia escamosa
en el injerto.

Resultados: en la mayoria de los casos se observaron cambios
isqguémicos cronicos leves de la mucosa rectal injertada sin que se
comprometiera la viabilidad del injerto.

Conclusion: los injertos de mucosa rectal en ojos de conejos sin
patologia ocular previa, son viables e inocuos para el tejido receptor a
largo plazo. El comportamiento y la respuesta celular de distintos tipos
de mucosa, en ojos con fibrosis subepitelial severa y desprovista de
células caliciformes, ain debe ser evaluado.

Palabras clave: ojo seco, células caliciformes, injertos aut6logos.
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Abstract

Obijective: to evaluate the feasability of autologous rectal mucosal grafts
in order to increase the number of globet cells on the conjunctival
surface of health rabbits.

Materials and Methods: experimental study on rabbits. Eight eyes of 7
albine rabitts were submtted to implantation of a 10 by 5 mm graft from
the rectal mucosa on the superior bulbar conjunctiva. Eyes were enucleated
30, 45, 60, 70 and 100 days post-operatively. Histopathological studies were
performed eavaluating: a. survival of the graft (days) b. ischemic changes
and/or graft atrophy c. inflammatory reaction d. loss of globet cells from
the graft and e. squamous cell metaplasia on the graft.

Resultados: in the mayority of cases, mild chronic ischemic changes
were observed without compromising the viability of the grafted tissue.
Conclusion: transplantation of rectal mucosa into the conjunctiva of
health rabbit’s eyes is feasable. Longterm tolerance by the receptor
tissue was observed. Evaluation of the behavior and cellular response
of various types of mucosal grafts in eyes with severe sub-epithelial

fibrosis lacking goblet cells is still to be performed.
Key words: dry eye, goblet cells, autologous grafting.

Introduccion

El papel de la capa mucosa y de las células
caliciformes conjuntivales en la fisiologia de la
pelicula lagrimal esta claramente establecido®®.
La deficiencia de células caliciformes causada
por procesos patolégicos como Sindrome de
Sjoegren, Sindrome de Steven Jonson,
penfigoide cicatrizal, penfigoide buloso,
pénfigo, seudopenfigoide, dermatitis
herpetiforme, tracoma, quemaduras por alcali
y otros, ha sido demostrado histologica e
inmunolégicamente en varios estudios*??,
acuiidndose asi el concepto de “0jo seco mucino
deficiente”*14, Se han propuesto diversos
tratamientos para esta condicion, tanto
médicos®®1’ como quirdrgicos, destacaAndose
entre los Ultimos, injertos de conjuntiva (tanto
autologa como heterdloga)'’-?°, injertos de
mucosa de paladar duro?”?!, injertos de mucosa
bucal'’-?2, mucosa de seno maxilar!’, mucosa
nasal'’?3, injertos de membrana amniética?*2y
tenoplastias?’. Los resultados reportados a largo

plazo, varian dependiendo del procedimiento
realizado y de la patologia de base?-%,

El objetivo de este trabajo es valorar la viabilidad
de injertos aut6logos de mucosa rectal, con el
proposito de aumentar el recuento de células
caliciformes en la superficie conjuntival de
CONejos sanos.

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio experimental en ocho ojos
de siete conejos albinos, adultos, que pesaban
entre 3,0 y 4,1 kilos, siguiendo los protocolos
sugeridos por ARVO (Association for Research
in Vision and Ophthalmology) para la
manipulacion de estos especimenes. Bajo
anestesia general con Ketamina (6 mg/kg/IM) y
Clorhidrato de Xylazinaal 2% (1,5 mI/100 kg IM),
se efectud eversion de la mucosa rectal sobre la
linea pectinea, colocando punto de traccionen la
mucosa con Vicryl 4.0, seguido de mucosectomia
de 10 X 5.0 mm y mucorrafia con puntos
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continuos de Vicryl 4.0. Se preparé bajo
microscopio quirurgico el injerto de mucosa,
separandola junto con la submucosa, de la capa
muscular mediante diseccion roma con tijerasy
pinzas. En un ojo del mismo conejo, bajo
microscopio quirudrgico, se incide con cuchillala
conjuntiva bulbar superior, paralelamente al
limbo y a1 mm de éste en una extension de 1 cm,
rechazando hacia fondo de saco superior
conjuntiva y tenon. Sobre el lecho escleral se
deposita la plastia de mucosa rectal con su cara
epitelial hacia arriba, fijandola con nueve puntos
separados de Nylon 10-0, muco-esclero-
conjuntivales, los paralimbares y muco-
conjuntivales los demaés, con un punto de anclaje
central (mucoso-escleral), dejando la superficie
mucosa exteriorizada. Posterior al procedimiento
se aplic6 una gota de ofloxacina (colirio) en el ojo
intervenido quirdrgicamente. Las suturas fueron
retiradas bajo anestesia topica (proparacaina al
0,5%) al décimo dia postoperatorio. Se realizo
registro fotogréfico de la plastia en los dias 4, 10,
30, 40, 70y 90, del postoperatorio.

Los animales fueron sacrificados bajo anestesia
general (siguiendo protocolo previamente
citado) y los ojos intervenidos fueron enucleados
en los dias 30, 45, 60, 70 y 100 del postoperatorio.

Los ojos enucleados se fijaron en formalina al 4%
bufferizada con pH 7 y se practicaron cortes
seriados cada tres milimetros a lo largo de toda su
extension. Los cortes se orientaron con tinta china
y se incluyeron en Paraplast®. Una vez incluidos
en parafina se realizaron cortes seriados de 4
micras y se montaron en laminas portaobjetos, las
cuales se tifieron con coloraciones hematoxilina-
eosinay Alcian blue aun pH de 2.5.

Para la evaluacion se consideraron y calificaron
los siguientes aspectos: a. Tiempo de evolucion
del injerto (dias); b. Cambios por isquemia-
atrofia del injerto (severa =3, moderada =2,
leve =1, ausente =0); c. Reaccion inflamatoria
(severa =3, moderada =2, leve =1, ausente =0);
d. Pérdida de células caliciformes en el injerto
(severa =3, moderada =2, leve =1, ausente =0),

e. Metaplasia escamosa en el injerto (severa =3,
moderada =2, leve =1, ausente =0).

Resultados

En los ocho casos realizados no se presentaron
complicaciones intraoperatorias asi como
tampoco en el periodo postoperatorio hasta el
sacrificio de los especimenes. Destaca el hecho
de que ninguno de los casos presenté
conjuntivitis o escleritis durante el estudio. La
produccién de mucina proveniente de la plastia
fue méas abundante entre el quinto y el vigésimo
dia del postoperatorio (Figuras 1y 2) después
de lo cual aparentemente disminuye la
produccién macroscépica de mucina (Figura 3).

Figura 2.Caso N°3: Plastiaal décimo dia posoperatorio.
Destaca la abundante produccion de moco por parte de
laplastia.
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Figura 3. Caso N°3: Plastiaalos 60 dias posoperatorios.
Destaca excelente integracion del injerto en la superficie
receptora. Ausencia macroscépica de moco.

El examen bajo lampara de hendidura en el
postoperatorio tardio de todos los casos demostro
una excelente integracion del injerto a la
superficie ocular.

En el examen microscopico se evaluaron las
siguientes variables: tiempo de evolucion,
cambios de la plastia por isquemia, reaccion
inflamatoria, pérdida de células caliciformes y
metaplasia escamosa, las cuales se resumen en
latabla. En la mayoria de los casos se observaron
cambios isquémicos cronicos leves de la mucosa
rectal injertada sin que se comprometiera la
viabilidad del injerto (Figuras 4 y 5). También

Figura 4. Caso N°7: Injerto viable de mucosay muscular
coldnica en la esclera. No se observa inflamacion ni
metaplasma escamosa de las criptas. Hay preservacion
de las células mucoproductoras. (Hy E, 40 aumentos).

se observo metaplasia escamosa focal del
epitelio foveolar y de las criptas del injerto con
la consecuente reduccion de la poblacién de
células mucoproductoras; sin embargo, en la
mayoria de los casos se trata de un fenémeno
focal que no compromete més del 20% de la
mucosa injertada (Figura 6). Destacan los
resultados desfavorables observados en el caso
N° 2, en el cual la plastia fue suturada por error,
con su cara epitelial hacia abajo.

Figura 5.Caso N°3: Coloracion de Alcian blue positiva
en el citoplasma de las células mucoproductoras del
injerto, demostrando la presencia de moco
intracitosplasmatico. (AB, 100 aumentos).

. Injerto con metaplasia escamosa
que reemplaza focalmente el epitelio mucoproductor de
las criptas. Se anota, sinembargo, persistencia de células
mucoproductoras, con una densidad poblacional mayor
que en laconjuntivanormal (Hy E, 100 aumentos).
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Resultados de analisis histopatoldgico de las plastias seguin tiempo de evolucion

Caso Tiempo/Dias C?gnbios_por ~ Reaccion Péerdidade células Metaplasia

quemia inflamatoria caliciformes escamosa
1 100 2 0 3 0
2 70 3 2 3 1
3 70 1 0 1 0
4 60 1 1 1 1
5 60 1 1 2 2
6 45 1 1 2 2
7 45 0 0 0 0
8 30 1 0 0 1

Discusion conjuntiva) se esparce sobre el glicocalix que

La superficie ocular es un medio ambiente
complejo y dindmico que cumple con el
importante papel de mantener una adecuada
interfase aire-pelicula lagrimal, la cual es basica
para el adecuado funcionamiento y
mantenimiento de la transparencia corneal. Las
propiedades refractivas, lubricantes y de
proteccion de la pelicula lagrimal estan dadas por
el delicado equilibrio existente entre sus
componentes, los cuales son producidos por
diferentes tipos celulares®!. La capa mas interna
de la pelicula estd compuesta por mucinas,
glicoproteinas de alto peso molecular secretadas
por células caliciformes y no caliciformes del
epitelio corneal y conjuntival32-34 siendo una de
sus principales funciones brindar estabilidad a
la pelicula lagrimal®-**, Hasta la fecha, se han
identificado!’ genes humanos responsables de la
codificacion de mucinas (MUC 1-4, 5AC, 5B y
MUC 6-17), nombrados segun el orden en el cual
eran clonadas? 3233 353 Bjoquimicamente, se
clasifican a partir de su porcién protéica en
secretadas o de transmembrana. A su vez, las
mucinas secretadas, se subclasifican en solubles
y en formadoras de gel. La capa mucosa de la
pelicula lagrimal (mucina formadora de gel,
producida por células caliciformes de la

contiene mucina derivada del epitelio corneal y
conjuntival (mucina de transmembrana)?*°. En
lasuperficie ocular de humanos, se han identificado
MRNA correspondientes a las MUC 1, MUC 2,
MUC 4, MUC 5AC, MUC 7, MUC 13, MUC 15,
MUC 16y MUC 17%-°. MUC 1, MUC 4, MUC 13,
MUC 15, MUC 16 y MUC 17 son mucinas de
transmembranay son producidas por el epitelio
corneal y conjuntivalP®3¥* MUC 2y MUC 5 AC
son mucinas solubles, formadoras de gel, la
primera producida por el epitelio de cérnea y
conjuntivay la segunda por células caliciformes
de laconjuntiva®®, La contribucion relativa de cada
una de estas mucinas a la manutencién y un
adecuado funcionamiento de la superficie ocular,
aun debe ser esclarecido?, al igual que el impacto
gue diversos procesos patologicos, puedan tener
sobre su sintesis y metabolismo?* 46891239,

Los tratamientos mas recientes para casos de 0jo
seco severo contemplan la reconstruccion de la
superficie ocular dafiada mediante diversas
técnicas quirargicas®®*, al igual que farmacos
estimulantes de la produccién de mucina.. Sin
embargo, ninguno de estos tratamientos
incrementa el nimero de células caliciformes,
aunque algunos autores han logrado aumentar
levemente la densidad de células caliciformes
con soluciones electroliticas de uso topico, pero
su eficacia auin debe ser establecida*>*. A traves
de la técnica propuesta por nosotros, se logré la
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implantacion exitosa de un gran numero de
células caliciformes, las cuales permanecieron
viables y presentaron escasa metaplasia
escamosa durante todo el estudio. Los cambios
por isquemia en grados moderados a severos
gue se obtuvieron en los primeros casos, son
atribuibles a inadecuada manipulacion del
injerto, lo cual se superd con el perfeccionamiento
de la técnica quirargica a través de la curva de
aprendizaje en los casos subsecuentes (ver
tabla). Aunque la pérdida de células caliciformes
fue moderada a severa en cuatro de los ocho
casos, la microscopia demostré una densidad
poblacional de células caliciformes
evidentemente mayor que en la conjuntiva
normal (Figura 6). En los ocho especimenes
operados, se logré realizar la técnica sin dificultad
y sin complicaciones intra o postoperatorias. Se
destaca el hecho de que ningun caso presento
conjuntivitis en el postoperatorio. La produccion
macroscopica de moco se inicio al tercer dia
postoperatorio y se mantuvo por un plazo de 20
dias disminuyendo progresivamente su
produccion, hasta estabilizarse, sin producir
inflamacion a los tejidos receptores. Esto puede
explicarse por factores mecanicos (roce palpebral
sobre la mucosa injertada) o estimulacion
hormonal residual de sustancias mucosecretoras
coldénicas remanentes en el injerto. Observamos,
ademas, que a largo plazo el injerto fue integrado
al tejido receptor sin respuesta inflamatoria
importante. Esto se debe a que se trata de un
injerto autélogo, por lo que hay reaccién de
rechazo a cuerpo extrafo, sin necesidad de usar
terapias de inmunosupresion.

En relacion a la mucosa de colon donante, cabe
destacar que la produccion de MUC 5 AC se
realiza en situaciones patoldgicas y que esta
mucosa en humanos normalmente produce
MUC 1, MUC 2, MUC 3y MUC 444, Sinembargo,
es abundantemente producida por la mucosa
gastrica en humanos*-#, siendo esta mucosa un
extenso y accesible (via endoscépica) reservorio
de células mucoproductoras de MUC 5 AC. El

comportamiento de la mucosa gastrica y
colénica en la superficie ocular aun debe ser
evaluado en modelos animales al igual que la
respuesta celular de distintos tipos de mucosa
en ojos con fibrosis subepitelial severa y
desprovista de células caliciformes. Pensamos
gue el futuro desarrollo de esta técnica puede
mejorar la calidad de vida de algunos de
nuestros pacientes, eventualmente aumentar la
sobrevida de trasplantes heter6logos de limbo
o mejorar la superficie ocular para el implante
de queratoprotesis.
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