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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue investigar las lesiones producidas por distintos tipos
de laser de uso en oftalmologia en cornea de cobayos y la recuperacion corneal en
animales normales y deficientes en &cido ascorbico (AA). Las erosiones corneales y la
carencia de mecanismos protectores contra los efectos crénicos y nocivos de la radiacion
ultravioleta (déficit de AA entre otros) estan asociados con la génesis de queratopatia
climatica esferoidea (QCE), una enfermedad humana que carece de un modelo

experimental para la realizacion de estudios moleculares.

Meétodos: En la primera etapa se lesionaron 32 cdrneas de cobayos normales utilizando
distintas potencias y tiempos de 4 tipos de laser: argon, CO2, diodo y Nd-YAG en 4
grupos de animales y se estudiaron dichas lesiones por biomicroscopia (BM) y
microscopia optica (MO) con el fin de seleccionar un laser que lesione solamente el
epitelio y el estroma superficial y no deje cicatrices. Luego, se identificaron equipos y
técnicas para estudiar in vivo la lesidn y posterior recuperacion, en 14 cérneas de otros
cobayos normales, expuestas al laser elegido (argon) a una configuracion de 350 mW,
0,3 s, 50 u de diametro, en diferentes tiempos. Por ultimo, se investigd el efecto de una
dieta deficiente en AA en el proceso de recuperacion de la lesion inducida por el laser
argon. Se utilizaron 14 cobayos, 7 alimentados con dieta normal en AA 'y 7 con dieta
deficiente en AA 'y se compar6 en ambos grupos la recuperacion post aplicacion del laser
argon durante 15 dias, utilizando BM, MO, microscopia electrénica (ME), tomografia
de coherencia optica (OCT) y Western blot (WB).

Resultados: Solo el laser argon a una configuracion de 350 mW, 0,3 s, 50 u de didmetro
produjo lesiones de epitelio y estroma superficial, manteniéndose indemne el endotelio.
Por BM se observaron algunos leucomas que desaparecieron hacia el dia 15. Mediante
OCT se observo un adelgazamiento del espesor corneal en los ojos tratados con esas
condiciones de laser argon durante la primera semana. Los grupos de dieta alta en AA
(HAA) y de dieta deficiente en AA (LAA) presentaron diferencias de peso al inicio del
experimento. Con la técnica de BM, se observaron tanto en HAA como en LAA,
leucomas que fueron desapareciendo hacia el dia 15 post aplicacion del laser, y ya a los
21 dias, no se observaba ninguna anormalidad corneal. Con la técnica de OCT se observo
el adelgazamiento inicial de la crnea y una posterior recuperacion en el dia 7 en los dos

grupos experimentales. Por MO se observaron infiltrados celulares y cambios de la
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estructura epitelial y estromal similares en ambos grupos. MMP-9 y MMP-10
incrementaron sus valores luego de la lesion, alcanzaron un méximo a diferentes
tiempos, para volver a valores basales hacia el séptimo dia en ambos grupos
experimentales. No se observaron diferencias significativas en la expresion de estas
enzimas entre el grupo HAA'y LAA, salvo para MMP-9 que fue mayor en el grupo LAA
a las 18 horas post lesion. Por Gltimo, con la técnica de ME, se observaron diferentes
lesiones que afectaron ultraestructuralmente tanto epitelio como estroma superficial
durante los 7 primeros dias. La recuperacion del epitelio fue similar para ambos grupos
experimentales, pero en el grupo LAA, a diferencia del grupo HAA, se pudieron
observar alteraciones en el ordenamiento de las fibras coldgenas y en las caracteristicas
morfoldgicas de los queratocitos hasta el final del estudio.

Conclusiones: Fue posible desarrollar lesiones corneales en epitelio y estroma anterior
de cobayos de manera reproducible mediante el uso de laser argon. Los estudios in vivo
e in vitro demostraron que las cérneas lesionadas con este laser y en esas condiciones
no dejaron alteraciones microscdpicas irreversibles. No se observaron diferencias
significativas entre ambos grupos experimentales (HAA y LAA), cuando se estudio la
recuperacion de la cornea utilizando BM, OCT, MO (extravasacion leucocitaria). La
expresion de MMP-9 y MMP-10 medida a diferentes tiempos post lesion fue muy

similar en ambos grupos.

Solo los estudios de ME permitieron hallar diferencias entre ambos grupos
experimentales. Los cambios ultraestructurales en el estroma (ordenamiento de las fibras
de colageno y caracteristicas anormales de los gueratocitos) comenzaron a observarse
hacia el dia 7° post tratamiento con laser, y se mantuvieron hasta el final del estudio

solamente en el grupo LAA.

Palabras Clave: cobayos, cdrnea, laser argon, déficit de vitamina C, curacion.



Summary

The aim of this study was to investigate the lesions produced by different types of lasers
used in ophthalmology in guinea pig cornea, and the corneal healing in normal and
deficient ascorbic acid (AA) animals. Corneal erosions and lack of protective
mechanisms against chronic and harmful effects of ultraviolet radiation (among others
a deficit of AA) are associated with the genesis of climatic droplet keratopathy (CDK),

a human disease that lack of an experimental model for conducting molecular studies.

Methods: Firstly, damage were induced in 32 corneas of normal guinea pigs using
different powers and times of 4 lasers types: argon, CO», diode and Nd-Yag in 4 groups
of animals. Such injuries were evaluated by biomicroscopy (BM) and optical
microscopy (OM) in order to select a laser configuration that injures only the epithelium
and superficial stroma, without leaving scars. Subsequently, useful equipments and
methodologies were identified to perform in vivo studies of lesions produced in 14
normal guinea pigs by the chosen laser (argon) at 350 mW settings, 0.3 s, 50 p diameter,
and the corneal recovery at different times. Finally, the effect of a deficient AA diet was
investigated in the healing process of the injury induced by the argon laser. Fourteen
guinea pigs were used, 7 guinea pigs fed with normal diet (HAA) were compared with
7 animals fed with AA-deficient diet (LAA) and the corneal healing after argon laser
application were assessed during 15 days using BM, OM, electronic microscopy (EM),

optical coherence tomography (OCT) and Western blot (WB).

Results: Only Argon laser at a configuration of 350mW, 0.3 s, 50 p in diameter produced
lesions to the epithelium and the superficial stroma, remaining undamaged the
endothelium. Using BM some leucomas were observed but they disappeared by day 15.
By OCT thickness corneal thinning was observed during the first week in the eyes
treated with this configuration of the Argon laser. Groups fed with high diet in AA
(HAA) and deficient AA diet (LAA) showed differences in weight at the start of the
experiment. With the BM we observed in both groups of animals. leucomas which were
disappearing by day 15 post application of the laser, and no corneal abnormalities were
observed by 21 days. OCT technique showed an initial thinning of the cornea with a
complete recovery by day 7 in the two experimental groups. OM studies indicated that
the leukocytes infiltration, and changes in the epithelial and stromal structure were

similar in both groups. MMP-9 and MMP-10 values increased after injury, peaked at
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different time to return to baseline values to the seventh day. No significant differences
in the kinetics of expression of these enzymes between HAA and LAA group were
observed, except at 18 hours in the LAA group for MMP-9. Finally, with EM technique,
different ultrastructural lesions that affected both the epithelium and stroma surface
during the first 7 days were observed. Epithelium recovery was similar for both
experimental groups but in the LAA group, unlike the HAA group, the changes in the
arrangement of collagen fibers and keratocytes morphology remain until the end of the
study.

Conclusions: It was possible to develop epithelium and anterior stroma corneal
reproducibly lesions in guinea pig using Argon laser. The in vivo and in vitro studies
showed that injured corneas with this laser and in these conditions, did not result in
irreversible microscopic alterations. No significant differences between experimental
groups (HAA and LAA) were observed when the healing of the cornea was studied using
BM, OCT, MO (leukocyte extravasation). The expression of MMP-9 and MMP-10
measured at different times post lesion was very similar in both groups.
Only ME studies allowed to find differences between the two experimental groups.
Ultrastructural changes in the stroma (arrangement of collagen fibers and keratocytes
abnormal characteristics) were observed by day 7th post laser treatment and continued
until the end of the study only in the LAA group.

Keywords: guinea pigs, cornea, argon laser, vitamin C deficiency, healing.
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Introduccion

Antecedentes del equipo de investigacion y justificacion del presente estudio

Esta tesis fue desarrollada como parte de una linea de investigacion relacionada a
aspectos clinicos y moleculares de una enfermedad degenerativa de la cornea humana,
conocida como Queratopatia Climatica Esferoidea (QCE) que se lleva a cabo desde hace
mas de 10 afios por un grupo internacional constituido por investigadores de USA,
Finlandia, Arabia Saudita y Argentina.

Para intentar lograr este modelo experimental y elegir los animales, se estudiaron
numerosos antecedentes sobre modelos bioldgicos, modelos animales, estudios de
organos y estudios celulares, tisulares y moleculares. Era necesario encontrar un animal

cuyas caracteristicas corneales fueran similares en muchos aspectos al humano.

Los cobayos son incapaces de sintetizar AA y debe ser incorporado a su dieta. Es por
esta razon que se decidi6 utilizar cobayos para investigar los efectos en la cérnea de una

deficiencia parcial de ascorbato.

Ademas, era necesario conseguir un método que permitiera reproducir lesiones sobre la
cornea de manera controlada. Se concluy6 que la tecnologia laser seria la indicada. Este
modelo, utilizado en forma cronica, podria utilizarse en un futuro para intentar obtener
un modelo experimental de QCE, asi como también para estudiar mecanismos

moleculares involucrados en los procesos de regeneracién corneal.

Por todo lo expuesto, se propuso realizar este trabajo de tesis el cual fue organizado en
tres partes: 1) Eleccion de un laser que lesione la cornea sin causar alteraciones marcadas
e irreversibles. 2) Blsqueda de equipamientos oftalmolégicos utilizados en humanos
que permitan obtener informacion de cornea de cobayos in vivo, para investigar los
cambios estructurales y ultraestructurales de la cornea de estos animales lesionados con
diferentes condiciones de laser argon. Este tipo de laser fue elegido en la primera etapa
del trabajo. 3) Investigacion de la recuperacion corneal luego de lesionar con una
condicion particular de laser argon, la cornea de animales con alto contenido de AA en

sus dietas y la de otros con deficiencia parcial de este nutriente esencial.
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Marco teorico

La QCE o queratopatia ambiental, fue descripta por primera vez en el siglo XIX por
Baquis (Baquis, 1898) y ha recibido a lo largo de su historia diferentes nombres
(queratopatia del labrador, degeneracion esferoidea de la cornea, distrofia nodular de
Bietti, distrofia nodular en banda de la cérnea, degeneracion queratinoide de la cérnea),
de acuerdo con su apariencia clinica, caracteristicas anatomopatolégicas, ubicacion
geograficay relacion con factores climaticos. Esta enfermedad degenerativa de la cornea
humana se caracteriza por un progresivo velamiento de la misma. Muchos afios después,
se confirmaria que esta opacidad ocurre en la capa de Bowman y en el estroma
superficial (Forsius, 1972). El desarrollo de QCE ha sido asociado con la

sobreexposicion a los RUV (Taylor et al., 1992).

La QCE ha sido descripta en distintas partes del mundo y por primera vez en
Latinoamérica, en Argentina, en pobladores de una region marginal en la provincia de
Rio Negro (Urrets-Zavalia et al., 2006). La opacidad, es producida por depositos
globulares proteicos descriptos mediante microscopia dptica, electronica y confocal
(Johnson y Overall, 1978; Urrets-Zavalia et al., 2012).

Se ha demostrado que en pacientes con QCE se produce una reaccion de
hipersensibilidad en la cdérnea, en donde inicialmente participan componentes pro-

inflamatorios muy importantes de la inmunidad (Holopainen et al., 2012).

Recientemente se revisaron la historia de esta enfermedad, las caracteristicas clinicas, el
diagnostico, el tratamiento y los Gltimos avances sobre patogénesis y la importancia de
la dieta en el desarrollo de esta patologia (Serra et al., 2014; Serra et al., 2015; Suarez
MF et al., 2015a).

En el afio 2009, Cafaro publico una descripcién funcional y estructural de la cornea de
los cobayos (Cavia porcellus). Estos animales, son incapaces de sintetizar AA 'y por esta
razon se han usado para evaluar el efecto de la deficiencia de ascorbato en el tejido

conectivo (Cafaro et al., 2009).

Aprovechando estos conocimientos sobre la funcionalidad y estructura de la cornea de
cobayos, se planted la posibilidad de realizar este trabajo de investigacion para

desarrollar lesiones corneales controladas y reproducibles en estos animales, a los fines
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de ser utilizadas en otros trabajos durante varios afios (forma crénica) para intentar
obtener un modelo experimental de QCE. Ademaés, investigar el efecto de una
deficiencia parcial en AA en cobayos expuestos a este tipo de lesiones, ya que un déficit
de este nutriente esencial contribuye al desarrollo de esta enfermedad degenerativa de la

cornea humana (Suarez MF et al., 2015a).

La vision y la cornea

La vision es la facultad por la cual, a través del ojo, 6rgano visual, se percibe el mundo
exterior. La agudeza visual puede disminuir, entre otras causas, por vicios de refraccion
0 por opacidades corneales que pueden ser de origen hereditario, infeccioso, traumatico,
alérgico o por una cicatrizacion inadecuada (Hart, 1994).

Anatomia y Fisiologia Corneal

Anatomia macroscopica de la cornea.

El ojo posee tres tunicas; la externa o fibrosa que incluye la cornea y esclera, la media o

Uvea, compuesta por la coroides y la interna por la retina (Hart, 1994).

La cornea del cobayo es suave, transparente y brillante. No hay diferencias entre
animales albinos y pigmentados, ni entre hembras y machos y tampoco hay diferencias
significativas entre los valores de espesor corneal central y periférico (227.85 *
14.09um) y entre regiones superiores y temporales periféricas (226.60 + 12.50 y 225.70
+ 14.40um, respectivamente) (Cafaro et al., 2009).

Anatomia microscépica de la cornea

La cornea humana es avascular y transparente, formada por diversas estructuras:
epitelio, membrana de Bowman, estroma, capa de Dua, membrana de Descemet y
endotelio (Dua et al., 2013) (Fig. 1y 2).
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Fig. 1: Fotografia del corte transversal de una cdrnea humana al
microscopio, que muestra el epitelio escamoso estratificado (Ep), la capa de
Bowman (BL), el estroma (Es), la membrana de Descemet (D) y el endotelio
(En). La capa de Dua (DL) se encuentra por arriba de la membrana de
Descemet. H&E 40X.

Epitelio: 50pm

Colagenos:
LIIL, V, VI

Colégenos: LV,
VI, XI1I, III.
*GAG

Estroma: 450pm

Colagenos | ,VI

Colagenos: III,
IV, V, VLIX, XII.

Descemet: 10pm

Fig. 2: Montaje fotogrdfico de microscopia dptica de la cornea humana. Se
indican las distintas capas que la conforman, el espesor y con numeros
romanos, los tipos de coldgeno que se encuentran en cada una de ellas. Los
numeros en color amarillo indican el tipo de coldgeno que mds abunda. H&E
60X.
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Epitelio Corneal

El epitelio es estratificado plano no queratinizado. Consta de una ldmina basal, una capa
de células basales, una capa de células intermedias y una capa de células escamosas 0
superficiales. El grosor total de 50-56 um. El epitelio mantiene una actividad metabdlica
y de barrera a los agentes externos, presentando una fuerte resistencia a la abrasion y
una répida capacidad de cicatrizacion. Entre las células basales y la ldmina basal, hay
gran cantidad de uniones tipo hemidesmosoma, desmosoma y macula ocludens, que
proporcionan al epitelio su gran cohesion (Griffith et al., 2014). En la superficie lagrimal
de las células més superficiales existen microvellosidades cuya funcién es fijar el film
precorneal (Anderson, 1977; Gipson, 1994). Debajo del epitelio hay una membrana
basal. Ultraestructuralmente, consiste en una capa de 30 a 55 nm de espesor, separada
de la membrana basal de las células, por una zona electrollcida de 25 nm (McTigue,
1967). Los hemidesmosomas unen las células basales a la membrana basal, fijaindose a
fibrillas de anclaje situadas en la membrana basal, compuestas por coladgeno VII, y que
penetran en la estructura del estroma. A este nivel se encuentra toda una red de
microestructuras de adhesion para mantener unido el epitelio, que estd sometido a
multiples tensiones, al estroma. La importancia del epitelio como barrera queda
demostrada por el edema estromal consecutivo a la abrasion epitelial, al absorberse
fluido desde la lagrima (Fig. 3) (McMenamin et al., 1997, Arffa, 1999).

Desmosoma
Queratofilamentos

Epitelio basal

Hemidesmosoma

Antigeno penfigoide
ampolloso

Colageno de tipo IV

Lamina
Heparén-sulfato

Membrana
basal :

g — %,

:’@\-/"'"

7/ G\ e ¢
) el e

Membrana de Bowman
(colageno tipo I)

Fibrillas de fijacién Placa de fijacién
(colageno tipo VII)

Fig. 3: Dibujo esquemdtico de las uniones entre epitelio corneal,
membrana basal y estroma anterior (Modificado de Arffa, 1999).
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Estroma Corneal

Su espesor central es de 500-540 um, siendo mayor en la periferia en donde alcanza
hasta 700 um, lo que supone el 90% del grosor corneal total. Para ser transparente, el
estroma corneal posee una estructura peculiar, que contiene fibras de colageno
fundamentalmente del tipo I, VV y VI. Las fibras de colageno tipo IV son caracteristicas
de la membrana basal y membrana de Descemet; el tipo VII compone las fibrillas de
anclaje del epitelio, y el tipo 111 es mucho mas comun durante la cicatrizacion de una
herida (Hart, 1994).

La unidad estructural basica del estroma corneal es la microfibrilla de colageno. Las
microfibrillas de coldgeno se disponen en bandas y varias bandas dispuestas
paralelamente forman una lamina. Todas las microfibrillas de colageno de una misma

banda se disponen perfectamente paralelas entre ellas (Bron, 2001).

En el estroma corneal se puede diferenciar una zona libre de células, que esta situada
inmediatamente por debajo de la lamina basal, presenta pocas microfibrillas de
colageno, de inferior diametro y dispuestas totalmente al azar. Esta capa corresponde a
la membrana limitante anterior o de Bowman de los primates, del hombre y de los
bovidos. La membrana de Bowman tiene 8-12 um de grosor y estd compuesta por
fibrillas de colageno tipos I, Ill, V y VI. El estroma anterior es mas compacto que el
posterior y difiere en la composicion de proteoglicanos (Conrad, 1970; Miller et al.,
2001; Dua et al., 2013). El espacio interfibrilar contiene proteoglicanos de tipo queratan
sulfato y dermatan sulfato, estando mas presente el primero en el estroma central y
anterior. Los proteoglicanos se unen a las fibras colédgenas de forma ordenada (un
proteoglicano a un punto especifico de unidn), lo que es esencial para el ordenamiento

y el espaciamiento fibrilar (Scott, 1991).

Los queratocitos, se acomodan entre las laminas y mantienen la estructura al sintetizar
proteoglicanos y colageno. Las caracteristicas enzimaticas de estas células permiten el
ensamblaje ordenado del material sintetizado. Ante las agresiones, emigran hacia el
lugar de lesion para restaurar las estructuras dafiadas. Asi, tras la queratotomia radial,
exhiben un incremento de su actividad en las zonas proximas a la intervencion que puede

durar varios meses (Kato et al., 2003).

La capa de Dua, es una nueva capa en la cornea pre-Descemet bien definida en el

hombre, acelular y fuerte. EI promedio de espesor en la capa de Dua es de 10,15 + 3,6
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um. Esta formada por 5 a 8 finas laminillas de haces de colageno que corren en
direcciones longitudinal, transversa y oblicua, y al igual que el estroma, el colageno es
de tipo I. También estan presentes el colageno IV y VI y algo de colageno tipo V. Los
proteoglicanos lumican, mimecan, y decorin son similares a los del estroma corneal (Fig.
4) (Dua et al., 2013). Esta capa de Dua, no se ha encontrado en los cobayos (Suarez MF
etal., 2015 b).

DL

Fig. 4: Capa de Dua. A, Microfotografia dptica en la que se observa el estroma
(S), la membrana de Descemet (DM), y la capa de Dua (DL). Se ve un
queratocito (flecha) en la superficie anterior de la DL (40X). B, Microscopia
electronica en la que se observa la DL fuertemente adherida a la DM. Se
observa parte de una célula endotelial (EC). Barra=10 micrones. (Dua et al.,
2013).

Endotelio corneal

La membrana de Descemet, representa la membrana basal del endotelio. Las células
endoteliales sintetizan esta membrana a lo largo de toda la vida, por lo que va
aumentando de grosor con la edad. Es rica en glicoproteinas, laminina y colageno 1V,
que le confieren una gran elasticidad y resistencia, mayor que el estroma ante agresiones
traumaticas o inflamatorias (McMenamin et al., 1997). Cuando se secciona, como ocurre

durante algunas intervenciones quirurgicas, tiende a enrollarse hacia la cAmara anterior.

El endotelio corneal, es una capa simple de células cuboides y mantiene un estado de
deshidratacion  corneal.  Ultraestructuralmente se observan interdigitaciones
intercelulares y algunos desmosomas, lo cual facilita a las células su despliegue para
cubrir la pérdida celular constante. El endotelio corneal, es incapaz de renovar sus

células. Esto origina una pérdida de poblacion celular con la edad. La pérdida endotelial
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se manifiesta por el polimegetismo, pleomorfismo y aumento de la poligonalidad,

asociado a un incremento de la permeabilidad (Waring et al., 1982).
Metabolismo y transparencia corneal

Cualquier problema en el epitelio y en el endotelio corneal dara lugar a un edema con
pérdida de la transparencia. La funcion barrera del epitelio es limitar los fluidos que
entran a la cornea desde la lagrima y proteger el ojo de patdgenos. Para su
mantenimiento, es elemental la integridad celular con su constante renovacion, asi como
su capacidad de respuesta ante una agresion. La barrera endotelial regula el movimiento
de agua y sustancias desde el humor acuoso hacia el estroma. Una cornea en condiciones
normales contiene un 78% de agua. Los factores que contribuyen a la transparencia
corneal son: la avascularidad, la superficie epitelial no queratinizada mantenida por el
film lagrimal precorneal, la ausencia de pigmentacién, la perfecta estructuracion de las
microfibrillas de colageno en el estroma corneal, la presencia de terminaciones nerviosas
sin mielina y los factores fisiolégicos que permiten un grado Optimo de hidratacion
(Maurice, 1957; Gelatt, 1991). La presencia de células madre en el limbo esclerocorneal,
garantiza la renovacion celular y el mantenimiento de la claridad 6ptica y la integridad

del epitelio corneal (Joe y Yeung, 2014).

La aparicion de cualquier tipo de vascularizacion corneal, superficial o profunda implica
la existencia de un proceso patolégico (Amescua et al., 2008). Los queratocitos, se
encuentran aplanados entre las laminillas y ubicados paralelos a la superficie corneal
con el fin de permitir la transparencia Optica. Los queratocitos se entrelazan entre si a
través de procesos celulares que los unen. Ademas de las laminillas de colageno y de los
queratocitos, los espacios intersticiales estdn ocupados con glucosaminoglicanos
(GAG). Los GAGs del estroma corneal son queratan sulfato, dermatan sulfato (DS), y
condroitin sulfato (CS). El queratan sulfato constituye alrededor del 50% de los GAGs
de la cérnea (Hart, 1994).

Cuando la cornea se edematiza, las fibras cambian su orientacion y la luz sufre una
dispersion al atravesarla, anuldndose la interferencia entre las longitudes de onda
reflejadas por las fibras y explicando la pérdida de transparencia que se aprecia cuando

se observa clinicamente un edema corneal (Polack, 1976).
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La cdrnea tiene abundante inervacion sensitiva, de hecho, es la estructura maés
densamente inervada del cuerpo (Shaheen et al., 2014). Estas terminaciones son las
responsables de la sensacion de tacto, dolor y temperatura y juegan un rol muy
importante en el reflejo de parpadeo, cicatrizacion de heridas, produccion y secrecion de
lagrimas. La disfuncion de los nervios de la cornea se encuentra en enfermedades que
causan opacidad y terminan con pérdida de la vision (Rézsa y Beuerman, 1982; Miiller
y Pels, 1996; Kubilus y Linsenmayer, 2010 a; Kubilus y Linsenmayer, 2010 b). Tanto
en el trofismo tisular, como en la regeneracion del tejido después de un trauma, la
inervacion juega un papel fundamental al liberar neuropéptidos, que a su vez estimulan
la llegada de células inflamatorias, factor de crecimiento nervioso (NGF), neurotrofinas,
etc. (Lietal., 2011 a; Li etal., 2011 b).

Cicatrizacion corneal

La respuesta de cicatrizacion es una compleja interaccion entre células estromales,
epiteliales e inmunes, todo lo cual esta mediado por citoquinas, factores de crecimiento
y sus receptores. La apoptosis de los queratocitos es importante en la activacion de la
cascada de cicatrizacién (Murakami et al., 1992; Imanishi et al., 2000; Netto et al., 2005;
Dupps y Wilson, 2006; Li et al., 2006). La renovacion epitelial se produce cada 7 dias,
pero ante una erosion o un defecto se inicia una reaccion que consiste en tres fases. La
fase latente consiste en un periodo de 4 a 6 horas durante el cual se eliminan los restos
celulares, las células se redondean y se reducen los hemidesmosomas del area de la
lesion (Trinkaus-Randall y Gipson, 1984; Dua et al., 1994). En la fase de migracion
celular, que dura entre 24 y 36 horas, la movilidad celular se acelera y llega a cubrir en
poco tiempo la pérdida de sustancia, con la recuperacion del efecto barrera, gracias a un
incremento de la superficie celular y a la formacion de fibrillas y filamentos. En la fase
de proliferacion celular se activan las células primordiales del limbo, se desarrollan los
complejos de union con la membrana basal y se restablecen las terminaciones nerviosas
(Terai et al, 2011). Las lesiones que involucran solo al epitelio curan por migracion,
mitosis y diferenciacion de células, sin dejar cicatriz (Azar et al., 1998; Mohan et al.,
2003; Griffith et al., 2014).
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Si en cambio, se lesiona la membrana basal, la transparencia corneal puede verse
afectada (Imanishi et al., 2000; Hassell y Birk, 2010). Primero se observa una apoptosis
de los queratocitos del estroma superficial (Helena et al., 1998). Esta involucion de las
células provoca la liberacidn de enzimas proteoliticas y otros componentes intracelulares
que dafian la matriz extracelular y el tejido alrededor de las células (Ma et al., 2011).
Desde el epitelio, se envian sefiales con citoquinas como interleuquina 1 (IL-1) y factor
de necrosis tumoral alfa (FNT-c). La apoptosis se produce en el momento de la lesién
y continda una semana mas, e incluye células madre atraidas al estroma (Yamada et al.,
2004; Petrescu et al., 2007; Andre y Torricelli, 2014).

La cdrnea contiene una poblacion de células madre que se encuentran principalmente en
el limbo y que se auto renuevan para preservar la claridad optica por mantenimiento de

la integridad corneal (Joe y Yeung, 2014).

Algunos queratocitos quedan en el estroma periférico y posterior (profundo) y
comienzan a sufrir mitosis 12 a 24 hs después de la lesion. Esta proliferacién genera
precursores de miofibroblastos (Beals et al., 1999).

Cuando las lesiones son importantes y hay muchos miofibroblastos, la opacidad de las
células y la matriz extracelular desorganizada que ellos producen, puede generar una
opacidad corneal (nube, nubécula, niebla) (McTigue, 1967; Spurr-Michaud et al., 1988;
Stepp et al., 1993; Meek et al., 2003; Ruberti y Zieske, 2008).

Los miofibroblastos tienen caracteristicas de células musculares lisas, como filamentos
intracelulares, respuesta contractil a agonistas del musculo liso y actina del musculo liso
(a-SMA). En un principio estas células producen vimectina y desmina, y completan su
maduracion bajo la influencia de TGBF-B y PDGF y entonces expresan a-SMA. La
generacion de miofibroblastos es beneficiosa para la incision estromal porque facilitan
el cierre de la herida, pero su aparicion puede generar una cicatriz indeseada (Andre y
Torricelli, 2014).

Los proteoglicanos normales como el queratan sulfato, regulan del diametro y espacio
de las fibrillas de colageno asociadas a la transparencia (Trelstad, 1973; Svoboda et al.,
1988). Los miofibroblastos, expresan pocas cristalinas corneales como la transquetolasa
y la ALDH 1, comparado con los queratocitos normales. La produccion disminuida de

cristalinas lleva a la opacidad (Menegay, 2008).
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El factor TGF-B es clave en el desarrollo de los miofibroblastos, estimula la produccion
de proteinas de la MEC, inhibe las MMPs y modula la respuesta cicatrizal. Los factores
TGF-B 1y 2 favorecen la cicatrizacion mientras que el tipo 3, la retrasa (Finnson et al.,
2013). Durante la cicatrizacion de la herida corneal aumenta la expresion del factor
IGF2R (insulin like growth factor 2 receptor) en los miofibroblastos estromales que

regula la diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos (Bohnsack et al., 2014).

Participacion de las metaloproteinasas en la cornea

La matriz extracelular (MEC) esta formada por gran cantidad de proteoglicanos y
glucosaminoglicanos, proteinas estructurales (colageno y elastina), y proteinas de
adhesion (fibronectina y laminina). Estos componentes se encuentran interconectados y
requieren una familia de proteasas denominadas metaloproteinasas (MMP), cuya mision
es degradar las proteinas integrantes de dicha MEC en su medioambiente inmediato y
activar factores de crecimiento, receptores de superficie y moléculas de adhesion. La
interaccion de la célula con la MEC desencadena cascadas de sefializacion que
promueven la diferenciacion, migracion y movilizaciéon celular, esenciales para el

mantenimiento de la homeostasis (Angosto y Alvarez-Gomez, 2010).

Las MMPs se encuentran en el 0jo sano y en el enfermo. Actlan en procesos patoldgicos
y fisiol6gicos como reparacion de heridas, inflamacion, tumores y liberan moléculas
sefialadoras latentes y proteinasas. Se han descrito 25 miembros de la familia MMP, que
se clasifican en cinco subfamilias: colagenasas, gelatinasas, estromelisinas,
metaloproteasas de membrana (MT-MMP) y otras MMP. Todas ellas difieren en su
estructura y especificidad de sustrato, pero su accién combinada es capaz de conducir a
la degradacion practicamente de la totalidad de los componentes macromoleculares de
la MEC (Tabla 1).
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Tabla 1: Principales MMPs halladas en la cérnea y su relacion con procesos
fisiopatoldgicos. (Modificado de Sivak, 2002)

Familia Proceso implicado Tejido

Colagenasa 1 (MMP-1) Reparacidn de heridas Estroma corneal
corneales

Colagenasa 3 (MMP-13) Reparacidn de heridas Epitelio corneal
corneales

Gelatinasa A (MMP-2) Reparacidn de heridas Todas las capas de la cornea
corneales

Gelatinasa B (MMP-9) Ulcera corneal y Epitelio y estroma corneal

neovascularizacion

Estromelisina 1 (MMP-3) Reparacidn de heridas Estroma corneal

Estromelisina 2 (MMP-10) Ulcera corneal Epitelio corneal

Matrilisina 1 (MMP-7) Reparacion de heridas Epitelio y estroma corneal
corneales

MT1 MMP (MMP-14) Infeccion corneal. Epitelio corneal

Cicatrizacion de heridas.

Neovascularizacion corneal

TIMP-1 Reparacidn de heridas Epitelio corneal y endotelio

corneales y queratocono

TIMP-2 Reparacidn de heridas Epitelio corneal

corneales y queratocono

Cada una de estas MMPs y sus inhibidores tienen funciones especificas, pero todas, de
una manera u otra, estan relacionadas no solamente con la reparacion de heridas
corneales, sino que también participan en neovascularizacion e infecciones corneales
(Sivak y Finia, 2002). Fini et al. (1996), utilizando un modelo de lesién en la cérnea
animal, descubrieron que la MMP-9 participé en la degradacion de la membrana basal,
mientras que la MMP-2 estaba involucrada en la remodelacion de la matriz extracelular
y de la membrana basal.
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Garrana et al. (1999), investigaron las MMPs en corneas humanas sanas y con erosion
corneal recurrente e informaron que las MMP-2 estdn sobre-reguladas en corneas
enfermas y que se localizan en las capas basales de las células epiteliales, donde juegan
un importante rol en la degradacién del sistema de anclaje epitelial y en el deslizamiento

y erosion epitelial recurrente.

Los inhibidores de las MMPs como el TIMP-1, TIMP-2 y TIMP-3 se encuentran en los
tejidos, y se unen de manera no covalente al sitio activo de las MMPs para bloquear su
activacion. Los TIMP-2 toman parte de la activacion de la gelatinasa A (MMP-2) al
unirse a un complejo en la superficie celular. Tienen funcidn sobre el crecimiento,

diferenciacion y apoptosis celular (Sivak y Finia, 2002).

Las MMPs se regulan a nivel de transcripcion, porque no se sintetizan hasta que no son
necesarias. Las citoquinas y varios factores inducen o inhiben su expresion (TNF-a., IL
1, TGF-B). Como la integridad del epitelio corneal depende en gran medida de la
membrana basal subyacente, que se compone predominantemente de colageno tipo 1V
y laminina, es sensible a la actividad de las proteasas. Las MMP-2 y MMP-9 digieren
facilmente gelatinas y colagenos desnaturalizados, y participan en la cicatrizacion de
heridas de la cornea, y en la patogénesis de enfermedades inflamatorias de la misma,
pues existe una relacion de regulacion de estas MMPs con las citoquinas liberadas
durante la inflamacién (Mohan et al., 2003). Una vez activas las MMPs se regulan por
los inhibidores (TIMPs). La MMP-9 se expresa en el frente de epitelizacidn, aunque
otras MMP son esenciales para la migracion celular. EI aumento de la MMP-9 esta
relacionada con la falla en la epitelizacion porque favorece la disolucion de la membrana
basal al catalizar el clivaje del colageno desnaturalizado. Después de 18 hs de una lesion
corneal la MMP-9 aparece en el frente de migracion, le siguen la MMP-10 detras y la
MMP-13 en toda la zona de la herida (Fig. 5). La MMP-9 tiene un papel importante en
la modulacion de la dinamica celular pues afecta moléculas de sefializacion en el
microambiente celular y se necesita para remover la matriz provisoria sobre la cual
migran las células epiteliales (Sivak y Finia, 2002; Gordon et al., 2011). Cuando se cierra
completamente la herida en 24 hs, se observa sobre- regulacion de la MMP-1a, 1b y 13
y aumenta la expresion de la MMP-9. Luego de 24 hs no se encuentran ni la MMP-9, ni
MMP-10, ni la MMP-12. Durante el proceso de reepitelizacion estan aumentadas las
MMPs y las TIMP.
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Fig.5: Esquema que muestra las expresiones diferenciales de MMPs
durante la recuperacion corneal. (Gordon et al., 2011).

Cuando se compromete la integridad del epitelio corneal, en lagrimas aparecen altos
niveles de MMP-9 y MMP-2. Holopainen et al. (2011), encontraron que los pacientes
con QCE tienen concentraciones significativamente mas altas de MMP-2 y MMP-9 en
lagrimas, y que estarian implicadas en las fallas de la reepitelizacion de estos pacientes.
Los niveles de TIMP-1 eran mas bajos que los de los controles, haciendo posiblemente
mas vulnerable la cdrnea a la accion de las MMPs. Las citoquinas de la inflamacién y
varios factores (TNF-a, IL 1, TGF-B), inducen o inhiben la expresion de las MMPs.
Holopainem et al. (2012), investigaron la distribucion histoldgica, los niveles y formas
moleculares de la MMP-2 y la MMP-9, asi como los de MMPs y citoquinas en lagrimas
de pacientes con QCE. También examinaron el efecto de la RUV-B sobre la produccién
de gelatinasas y citoquinas por el epitelio corneal en un modelo de cultivo celular. Los
valores de MMP-2 y MMP-9 fueron significativamente mayores en las lagrimas
recogidas de pacientes de QCE que los controles sanos y fueron acomparfiados por la
secrecion de citoquinas pro-inflamatorias. La inmunohistoquimica mostré que MMP-2
se expreso en la zona de la membrana basal tanto en las corneas control como en las
afectadas, pero también marcé los bordes de los depésitos granulares de QCE. La
expresion de MMP-9 fue restringida a las capas basales del epitelio y se indujo
notablemente en las corneas de QCE. En las células del epitelio corneal humano, la
RUV-B aumenta la secrecion de gelatinasa, con un efecto sorprendente sobre la MMP-
9, precedido por la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias. Los autores demostraron
que el epitelio corneal podria participar en el desarrollo de QCE como una fuente de
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citoquinas y gelatinasas. En las células del epitelio corneal humano, la RUV-B modula
la liberacion de citoquinas y subsecuentemente la secrecion de MMPs. La inhibicion
local de la secrecion de citoquinas y gelatinasas podria prevenir la progresion de la QCE
(Holopainen et al., 2012).

Wau et al. (2015), estudiaron la actividad de la MMP-2 y MMP-9 en células epiteliales
de cornea de conejos, estimuladas con TNF-a para investigar el mecanismo que regula
su secrecion y su efecto en las enfermedades inflamatorias. Sus resultados indican que
el TNF-o estimula la secrecion de MMP 2y 9 en un nivel dosis dependiente y la MMP-
2 fue activada por el TNF-a. Los factores inflamatorios como el TNF-a. pueden

estimular la actividad de las MMP-2 y 9.

Las proteinas de la familia de las MMP-10 estan implicadas en la degradacion de la
matriz extracelular en procesos fisiologicos normales, como la remodelacion de tejidos.
La pro-enzima codificada se procesa proteoliticamente para generar la proteasa activa.
Esta enzima secretada rompe la fibronectina, laminina, elastina, nacleo proteico de los
proteoglicanos, gelatinas, y varios tipos de colageno. Kabosova et al. (2003), han
documentado el aumento de expresion de MMP-10 en las cérneas de los pacientes con

retinopatia diabética (RD) en comparacién con cérneas normales.

Investigaciones recientes, estudiaron el OGF (factor de crecimiento opioide) y su
relacion con la expresion de MMP-1 y 9 en cdrneas de conejo después de una
queratectomia lamelar con el agregado de nalbufina, un opioide agonista kapa y
antagonista mu. Estudios in vitro e in vivo mostraron que el OGF se expresa en el
proceso de cicatrizacion del epitelio corneal de ratones, conejos y perros. EI OGF
subregula la division celular epitelial y migracion en el cierre de la lesion epitelial
corneal (Shetty et al., 2015).

Vitamina C y alteraciones corneales

El &cido L-ascdrbico, comunmente llamado vitamina C, es considerado uno de los mas
potentes agentes antioxidantes del organismo. Es una vitamina hidrosoluble y esencial,
sintetizada quimicamente a partir de glucosa, mediante una serie de reacciones
catalizadas por enzimas, siendo la L-gulono- y-lactona oxidasa (GLO) la ultima enzima

involucrada en su sintesis (Blanco, 2006). Los cobayos, murciélagos frugivoros, algunas
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aves (bulbul de orejas rojas), ciertos primates y los hombres, no poseen la capacidad de
sintetizar AA debido a la ausencia de GLO (Serra y Cafaro, 2007).

La deficiencia total de AA se asocia con una disminucién en la sintesis de pro-colageno
y con una reducida hidroxilacién de los residuos prolina y lisina, obteniéndose una
molécula menos estable a la temperatura corporal. Se pueden observan cambios
morfoldgicos en el endotelio y en la capa muscular de los vasos sanguineos debido a la
baja expresion de colageno tipo IV y elastina (Chojkier et al., 1983; Mahmoodian y
Peterkofsky, 1999; Oyamada et al., 1988). La deficiencia de AA en cobayos provoca
signos clinicos observables a partir de los 15 dias de privacion (Mody et al., 2005) como
pérdida de apetito, pérdida de peso, debilidad, encias inflamadas, sangrantes y ulceras,
pérdida de pelo, pelaje opaco, debilidad muscular, dolor e inflamacién de las
articulaciones, dificultad en el movimiento e incluso paralisis, hemorragias musculares,
aflojamiento de dientes, pobre desarrollo de la dentadura y de los huesos, secreciones
nasales, abundante secrecion ocular, heces blandas y fétidas, quejido/dolor cuando se le
sostiene o toca y muerte a las tres o cuatro semanas. Un cobayo adulto necesita
10mg/Kg. de vitamina C y en estado gestacional o de lactacién, 30 mg/Kg por dia (Duran
y Hernandez, 2009).

La cornea concentra el AA. En cobayos, el AH- (monoanion ascorbato) se concentra
mas de 10 veces en las capas mas externas de la cornea (epitelio) para desarrollar su
funcidn tanto antioxidante como de filtro de rayos ultravioleta (Di Mattio,1992, Wu et
al., 2004).

Se utilizé el AA junto al factor de crecimiento transformador B1 (TGF- B1) para crear
un modelo in vitro de fibrosis corneal humana, cuya cicatrizacion se caracteriza por
presencia de miofibroblastos y por un depésito inadecuado de componentes de la matriz
extracelular (MEC). EI TGF-B1 estimula la sobreproduccion y depdsito de componentes
de la MEC. EI AA (en cultivo celular) estimula la sintesis y secrecion de colageno y
componentes de la matriz extracelular y permite la estabilizacién del colageno formado,
lo cual colabora con la estratificacion de las células y la acumulacion de material entre
ellas (Pinnell, 1975; Schwarz, 1985; Peterkofsky, 1991). Los fibroblastos de la cérnea
humana estimulados con vitamina C y TGF-B1 crean un modelo que es similar al
observado en la fibrosis corneal humana (Oyamada et al., 1990; Karamichos et al.,
2010).
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El AA aumenta la estratificacion celular in vitro, pero también incrementa la expresion
de proteinas contractiles como la a-SMA la cual esta relacionada con la pérdida de

transparencia corneal in vivo (Jester et al., 1995; Phu y Orwin, 2009).

Cuando ocurre una lesion corneal importante como la producida por un laser, se puede
perder el equilibrio de Oxido-reduccion intracelular con exceso de produccion de
especies reactivas de oxigeno (O2, H202, O2’, HO") y dafio celular (Blanco-Mezquita et
al., 2013). Entre las defensas antioxidantes naturales podemos mencionar a enzimas
(superoxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa) y ademas de la vitamina C, a las
vitaminas E y A (Rios, 2003). La extension del dafio en el tejido y la calidad de la
cicatrizacion refleja el balance entre la generacion de radicales libres generados y las

defensas antioxidantes locales (Gan et al., 2001).

Ademas de la participacion de procesos inflamatorios, el déficit de AA provoca
alteracion de proteinas, fragmentacion de DNA, generacion de radicales libres,
peroxidacion lipidica, y otros factores a identificar que promueven el desarrollo de QCE
que afecta principalmente la capa de Bowman de la cornea (Pacifici y lozzo, 1988;
Suérez MF et al., 2015 a).

En la region patagonica de EI Cuy, hay una alta prevalencia de QCE (20%). Las
personas afectadas con esta enfermedad son individuos mayores de 30 afios que han
trabajado cuidando ovejas toda su vida, en un clima seco y arido, sin proteccion a la
RUV y alimentados con una dieta pobre en vitamina C. Por el contrario, ovejas adultas
de esa misma zona que han estado expuestas a las mismas condiciones que los pacientes,
si bien presentan mayores erosiones en el epitelio corneal que ovejas que pastan en zonas
menos inhdspitas, no presentaron ninguna anormalidad subepitelial en sus corneas. Es
importante recordar que estos animales pueden sintetizar AA a partir de los pastos que
comen y de esa manera estarian protegidos contra el estrés oxidativo de la prolongada
exposicion a la RUV y la inflamacion producida por las constantes erosiones corneales
(Suérez MF et al., 2015a). La dosis de AA en la dieta de animales de experimentacion
estd relacionada con el nivel de alteraciones corneales en el estroma producido en

cobayos expuestos a RUV (Hayes et al., 2011).
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Modelos de lesion corneal para estudiar la cicatrizacion.

La cicatrizacion corneal se ha estudiado con diferentes tipos de lesiones y en diferentes
especies (Pallikaris et al., 1990; Nagy et al., 2007; Sta Iglesia y Stepp, 2000; Yiny Yu,
2010; Notara et al., 2011; Pal-Ghosh et al., 2011 a; Pal-Ghosh et al., 2011 b; Stepp et
al., 2014).

Existen numerosos trabajos relacionados con la creacién de una herida corneal de
profundidad definida para evaluar la pérdida de células, la reepitelizacion, la disposicién
de las fibras de colageno, los cambios en los tipos de coldgeno segun la etapa de
cicatrizacion, la presencia de factores que regulan la cicatrizacion, la expresion de
diferentes MMPs, la aparicion de miofibroblastos, la infiltracion celular, factores de
sefializacion, inhibicion, y otros factores estudiados para comprender y prevenir o curar
algunas patologias oculares (Friedenwald y Buschke,1944; Gipson y Kiorpes,1982;
Morgan y Abrams, 1991; Murphy et al., 2001; Netto et al., 2005; Gould, 2011; Boote et
al., 2012; Saika et al., 2013; Gosling et al., 2013; Pal-Ghosh et al., 2014).

Antecedentes de uso del laser en oftalmologia

Léaser (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation) o Amplificacion de
Luz por Emision Estimulada de Radiacion utiliza como medio activo un sélido (cristal),
liquido, gas o plasma, el cual es estimulado por una fuente de energia (luz o electricidad).
Los fotones emitidos por el &tomo estimulado poseen fase, energia y direccion similares
a las del foton externo que les dio origen (bombeo). El haz de luz es monocromatico,

coherente y amplificado (Fig. 6).
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Fig. 6: Componentes del elemento productor del Idser. La estructura fisica
contiene el medio (gas o cristal) entre un resonador con dos espejos, a través
del cual se emite el Idser, los fotones son reflejados entre los espejos y
producen cada vez mds fotones. Cuando el medio se satura, escapa el 10% de
los fotones que formardn el rayo ldser. Se necesita una fuente de energia que
estimule los electrones.

La tecnologia del laser emplea haces intensos y estrechos de luz, y permite realizar

lesiones reproducibles, disminuyendo el factor de operador-dependiente.

Los laseres tienen diversas aplicaciones generales, entre las que podemos mencionar:
cortar, coagular, fotocauterizar, estimular tejidos, etc. Desde luego, que cada laser tiene
su campo de accidn, diversificaAndose en las diferentes ramas de la medicina actual. De
esta forma, por ejemplo, en oftalmologia se utiliza mas el Nd-YAG, argon, diodo y
excimer laser; mientras que en ginecologia la herramienta principal es el laser de CO;
(Boyd et al., 2005).

Al provocar aumento de la temperatura corneal, los laseres, disminuyen la actividad de
la enzima superdxido dismutasa del humor acuoso e inducen la peroxidacion del estroma
superficial de la cornea. En la detoxificacion de los aldehidos generados por las
reacciones de radicales libres, juegan un rol importante la aldehido deshidrogenasa y la
glutation S-transferasa (Bilgihan et al., 1998; Bilgihan et al., 2003).

Actualmente los l&seres son clasificados de acuerdo a la normativa internacional “New
laser classification UNE EN 60825-1/A2- 20027, la cual propone que la clasificacion de
un laser en categorias de riesgo permite identificar la peligrosidad del mismo y esta
basada en el Limite de Emision Accesible (LEA) para el usuario. Dependiendo del LEA,
el laser obtendra una clasificacion u otra, lo cual estara correlacionado con la potencia
de cada aparato y la longitud de onda segun el tipo de laser (Segura y Rupérez Calvo,
2002)
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Laser de Clase I: no se consideran peligrosos

Laser de Clase Il: los niveles de radiacion laser se consideran peligrosos para la

visualizacion cronica.

Laser de Clase Illa: se consideran, en funcion de la irradiancia, ya sea un riesgo agudo
de vision al rayo o peligro visualizacion cronica, y un peligro para la vision aguda si se

ven directamente con instrumentos 6pticos.

Laser de Clase Il1b: se consideran un riesgo agudo para la piel y los ojos de la radiacion
directa. Los productos laser de Clase Illb pueden tener paneles desmontables que,
cuando se desplazan, permiten el acceso a los niveles de radiacién laser que van de Clase
IlaClase IV.

Léaser de Clase 1V: se consideran un riesgo agudo para la piel y los ojos de la radiacion
directa y dispersa. Los productos laser de Clase IV pueden tener paneles desmontables
que, cuando se desplazan, permiten el acceso a los niveles de radiacién laser que van de
Clase Il a Clase IV.

En nuestro trabajo de investigacion, se utilizaron los laseres de CO>, laser Nd-YAG,
laser de argon y diodo laser, considerados todos de clase IV, debido a que la simple

exposicion a los ojos puede producir importante dafio.

Numerosos estudios indican el empleo de laser en diferentes partes del ojo, pero pocos
lo emplean en la cornea, y cuando lo hacen, muchos de ellos solo informan el resultado
clinico y muy pocos los resultados histopatoldgicos (Keates et al., 1981; McCally, 1983;
Kraus, 1986; Spiess, 2012).

Laser de CO2

El laser de CO; es un laser molecular, cuyo medio activo esta formado por particulas de
gas carbdnico. Se lo emplea en oftalmologia para blefaroplastia y se puede usar como
herramienta de corte y coagulacion. El dafio generado es por fotoablacién térmica. La
absorcidn energética del laser en la célula esta intimamente ligada a la concentracion de
agua. La potencia puede llegar a un maximo de 100 W y su longitud de onda es de 10600
nm. El laser de CO; es un laser de tipo portatil con puntas de distancia focal de longitud
determinada invariables, lo cual permite su objetividad total. Varios autores han
investigado el laser de CO2 en la cornea bovina, porcina, de conejo y humana y sus

informes indican que se observan cambios en el epitelio y en el estroma corneal cuando
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se examinan al microscopio optico (Keates et al., 1981; McCally, 1983; Kraus, 1986;
Widder et al., 1998; Chandonet,1992; Gilmour, 2002).

Bernard Spiess informa sobre el uso clinico de laser de CO, comparado con laser diodo
en oftalmologia veterinaria, pero no presenta estudios microscépicos que indiquen el

grado de dafio corneal causado (Spiess, 2012).

La fotoqueratotomia con laser de CO, también se ha empleado en perros para el
tratamiento de la Glcera indolente o erosion corneal recurrente (Hoffman et al., 2009).

Laser Nd-YAG

El laser de Nd-YAG (neodymium-doped yttrium aluminium garnet), ampliamente
utilizado en oftalmologia, es de no contacto y permite modificar diferentes variables en

cada disparo. Su longitud de onda es de 1060 nm (infrarrojo).

El mecanismo del Laser Nd-YAG consiste en la emision de unos pulsos muy cortos de
luz de un alto poder que provocan una explosion debido a la ionizacion del tejido que
queda convertido en plasma. Tiene gran afinidad por el agua intra y extracelular. El laser
Nd-YAG se aplica en el tratamiento oftalmoldgico de la opacificacion capsular tras
cirugia de cataratas, en medicina estética o en procesos industriales, como tratamientos
de superficie y mecanizados. El dafio lo produce por fotodisrupcion. EI Nd-YAG, se
monta en una lampara de hendidura lo que permite hacer foco en una parte determinada

del estroma y producir una lesion térmica a ese nivel (Gilmour, 2003).

Tanto el laser de CO2 como el Nd-YAG, tienen una funcién de disparos en forma
pulsada, de manera que permiten modificar en cada disparo no solo la energia (Joule)

que se aplica, sino también el tiempo de exposicion (milisegundos).

Léaser argén

El laser de argon estd basado en el uso del gas argén y tiene afinidad por los epitelios
pigmentarios y la hemoglobina, de ahi su amplia utilizacion en patologias retinianas,
como por ejemplo en los desgarros retinianos, retinopatia diabética, oclusiones
vasculares, etc. Tiene una longitud de onda con dos picos de emisidn en onda continua

de 488 y 514 nm. Vieira et al. (2004), emplearon este laser con foco intraestromal, para
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retirar suturas de la cornea, con una potencia de 340 mW 0,1 s, y didmetro de 5 a 100y,

sin observar Ulceras ni infecciones.

Kremer et al. (1996), estudiaron el efecto del laser argdn de 514 nm, en cdrnea tefiida
con rosa de bengala y expuesta a diferentes niveles de potencia (0,04 y 0,8 W, spot entre
50 y 200 micrones y 0,1 s de exposicion). La histologia revel6 una minima coagulacién
del tejido a 0,05 W'y 50 p., moderada coagulacién del estroma anterior con potencia de

0,07 Wy spot de 100 a 200 p. y ruptura lamelar con potencias de 0,7 y 0,8 W.

Laser diodo

Este laser tiene una longitud de onda de 810 nm. Posee gran afinidad por la hemoglobina,
y también en el area oftalmoldgica es ampliamente utilizado, pese que su dafio térmico
es mayor que el de los demas, siendo una herramienta util en patologias retinianas como
las tratadas por el laser de argén. En muchas ocasiones se utiliza este laser como “aiming
beam”, es decir de guia para disparar otros laseres que poseen longitud de onda lejana
al espectro visible como el argén, Nd-YAG y el CO2 (Spiess, 2012).

Chew et al. (2000), compararon la transmisibilidad del laser diodo versus el laser de
argon sobre los efectos fototérmicos en cornea e iris. Utilizaron tres tipos de cornea,
clara, intermedia y opaca y enfocaron en el estroma medio. La transmisibilidad del argdn
fue del 78%, 73% y 70%. En las corneas opacas se observo dafio corneal. El calor indujo
contraccion del estroma corneal, con adelgazamiento del espesor corneal. El epitelio se
mantuvo intacto, pero en otras zonas de depresion el epitelio se perdid. Los autores
concluyeron que para la iridotomia es mejor el diodo laser porque pasa sin dafar la

cornea y actua sobre el iris.

Antecedentes del uso de OCT en oftalmologia

El OCT Visante proporciona imagenes en profundidad, claras y de gran detalle de la
camara anterior, incluyendo el angulo irido-corneal. El software del sistema Visante
OCT hace posible, después de la captura de imagen, medir pre y post operatoriamente

el segmento anterior. Los principales pardmetros medidos con este sistema de OCT son

33



el grosor corneal, la profundidad de la camara anterior, la apertura del angulo irido-
corneal y la distancia angulo-angulo. También se pueden hacer mediciones del iris y del

cristalino (Cervifio et al., 2008).

ElI OCT Cirrus es un sistema de escaneo del polo posterior (retina) pero puede adaptarse
al polo anterior. Adquiere los datos recogiendo 200 A-scans de 200 B-scan lineales que
estan distribuidos en un cuadro de 6 mm del centro de la fovea. Asi presenta
significativamente muchos mas puntos y consigue explorar mas zonas. Es un OCT no
midriatico que esta basado en el dominio espectral con un sistema de alta definicion.
Utiliza como fuente de luz un diodo superluminiscente con una longitud de onda de 840
nm con una velocidad de escaneo de 27.000 cortes axiales por segundo. La longitud
axial y horizontal de resolucion es de 5 y 15 mm, respectivamente. Una limitacién
importante del OCT Cirrus frente al OCT Visante, es que el Cirrus solamente puede
obtener imagenes de una zona angular en cada toma (no se puede visualizar toda la
cdrnea en una misma imagen); mientras que el Visante puede mostrar un corte seccional
de limbo a limbo completo. Se pueden estudiar corneas sanas (en las que se distingue
epitelio, estroma y endotelio) y patoldgicas (Morcillo Laiz y Arnalich Montiel, 2010).
Una revision de Lara Medina et al. (2012), relacionada con el uso y los principios de
funcionamiento de la OCT del segmento anterior y posibles ventajas frente a la
biomicroscopia ultrasénica (BMU), describe que la OCT permite la obtencion de
imagenes con una mayor resolucién espacial que la BMU. Ostrin et al. (2014), utilizaron
OCT para medir el didmetro pupilar y la profundidad de la camara anterior de cobayos
luego de la aplicacion de pilocarpina, pero esta técnica de estudio no resulto superior o
mejor que otra para esa medicion. Otros investigadores como Zhou et al. (2008),
determinaron valores del ojo de ratones por OCT, tanto de la cérnea como de la camara
anterior, la lente, camara vitrea, y la retina. Estos autores concluyeron que este nuevo
método se puede utilizar para estudiar pequefios modelos animales de desarrollo normal

y anormal de los 0jos.

Con toda esta informacion sobre la cdrnea humana y de cobayos, las caracteristicas
metabdlicas e inmunoldgicas de ambas, y teniendo la disponibilidad de emplear equipos
de oftalmologia de dltima generacion, es que se llevé a cabo este trabajo para tratar de
encontrar una manera de lesionar la cornea en sus capas mas superficiales, imitando
lesiones ambientales, para intentar observar con varias técnicas si la recuperacion

corneal es diferente cuando el AA disponible no es suficiente en la dieta.
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Objetivos

Objetivo general

1. Investigar los efectos producidos sobre cornea de cobayos de distintos tipos de laser
de uso en oftalmologia y estudiar la curacion corneal en animales normales y deficientes
en AA.

Obijetivos especificos

1.1- Determinar las ventajas y desventajas de los laseres de CO2 y Nd-YAG, argon y
diodo, para la realizacion de lesiones en cérneas de cobayos. Determinar qué tipo de
laser y potencia es necesario utilizar para provocar dafio en el epitelio y estroma

corneal, conservando indemne el endotelio

1.2- Estudiar las diferentes lesiones corneales, en relacién con la modificacion del

tiempo de exposicion (milisegundos) y la energia utilizada (Joule).

2.1- A- Buscar equipos y métodos que permitan estudiar la cornea de los cobayos in

Vivo.

2.2.- B- Investigar la recuperacion de la cornea en diferentes lesiones producidas con

laser argon.

3.1- C- Investigar el papel del AA en los procesos de recuperacion corneal luego de

inducir lesiones con laser argon.
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Materiales y Métodos

Equipos laser

Los equipos laser empleados fueron los siguientes:

1. Un equipo de laser de CO, Smartoffice+, Deka, Calenzano, Firenze, Italia, de uso
ginecoldgico, longitud de onda 10,6 u con modalidad de disparos pulsados de 0,2 a

2 W con tiempos de exposicion de 0,2 a 1 s.

2. Un equipo de laser de Nd-YAG, Coherent 7970 Yag Laser, Coherent, Santa Clara,
de uso oftalmolégico, con su montura en ld&mpara de hendidura también con

modalidad de disparos pulsados con un spot de 50 a 100 micrones.

3. Un equipo de laser argon, Novus 2000, Coherent, Santa Clara, CA, EE.UU., de uso

oftalmologico.

4. Un equipo de laser diodo, Microlase SL, Keeler, Broomall, PA, EE.UU.de uso
oftalmoldgico. Emite en una longitud de onda de 800 nm, emplea un diodo

semiconductor y es de baja potencia.

Animales
Se utilizaron cobayos hembras cepa Ssi: Al, provenientes del Bioterio del Instituto

Bioldgico Argentino S.A.1.C, Buenos Aires, Argentina, de entre 3 y 5 meses de edad.
Los animales fueron mantenidos en el Bioterio de la Facultad de Ciencias Quimicas de
la Universidad Nacional de Cdrdoba y se los distribuy6 en grupos de a dos o tres en

jaulas de acero inoxidable con el piso cubierto de aserrin.

Fueron alimentados ad libitum con alimento para conejos (Conejo Casero, Cargill, Pilar
Cordoba, Argentina) y agua ad libitum suplementada con AA (10mg/Kg al dia) para un
normal desarrollo. La temperatura de la habitacion fue mantenida a 22°C y se

programaron ciclos de luz (36W tubos fluorescentes) de 12h (12h luz/ 12h oscuridad).

El protocolo de experimentacion fue aprobado por la comision de evaluacion de
protocolos de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de Cordoba

(Resolucidon del Honorable Consejo Directivo 122/08), de acuerdo con lo establecido en
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los estatutos de Uso de Animales Para la Investigacion en Vision y Oftalmologia de la

Asociacion para la Investigacion en Vision y Oftalmologia (ARVO).

Solo se incluyeron animales libres de patologias oculares luego de ser examinados con
lampara de hendidura portatil y tincion con fluoresceina. No se incluyeron animales con

enfermedades en algun otro 6rgano o sistema (Fig. 7).

Fig. 7: Fotografias de cobayos utilizados en el trabajo.

Disefo experimental de la primera etapa: Producir lesiones por los distintos tipos de
laser a potencias baja y alta.

Cuatro grupos experimentales de cobayos (n=4) fueron tratados con los siguientes
laseres con distintas potencias y tiempos de exposicion. (Grupo 1: Laser argon, Grupo
2: Laser CO», Grupo 3: Lé&ser diodo y Grupo 4: Laser Nd-YAG) (Tabla 2). Un grupo
control de 4 animales no fue tratado con l&ser. Los animales fueron anestesiados con
ketamina 5mg/kg (IM), asociado a proparacaina topica (Anestalcon®, Laboratorios
Alcdn, Buenos Aires, Argentina) y se le instilo fluoresceina topica (Laboratorios Poen,
Buenos Aires, Argentina) previa a la realizacion de 15 disparos laser en la zona central
de la cérnea con foco en el epitelio. Luego de ser evaluados por BM fueron eutanasiados

y las corneas estudiadas por MO.
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Tabla 2. Se indican los Idser y configuracion utilizadas en cada grupo experimental.

Laser Configuracion n (cobayos)
argon 350-650 mW 4
0,3a04s
CO, 300mW- 1 W 4
0,3-0,4s
diodo 900-1200 mwW 4
0,3-0,4s
Nd-YAG 26-41,5 mW 4
0.2s

Disefio experimental de la segunda etapa: Investigacion de técnicas Utiles para evaluar

corneas de cobayos in vivo.

En esta parte de la investigacion, se utilizaron 7 grupos experimentales y un grupo
control (n=2 en cada grupo). Al grupo control se lo dejo6 sin aplicacion de laser argon.
Los 7 grupos experimentales fueron tratados con laser argon a diferentes condiciones y

localizando los disparos en la cdrnea central como lo indica la tabla 6.

Tabla 3. Se indican las variables utilizadas en cada grupo experimental.

Grupo Potencias | Tiempo de Tamano # Disparos
exposicion Spot

1 500 mw 0.3s 50 pn 7

2 400 mW 0.3 s 50 p 7

3 350 mw 0.3s 50 p 7

4 350 mw 0.,3s 50 p 15

5 300 mWwW 0.3 s 50 p 7

6 150 mw 0.3 s 50 n 7

7 100 mMW 0.3s 50 pn 7
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Luego de estos disparos, el estudio de las alteraciones corneales se realiz6 en los
siguientes momentos: 1 h, 14 h, 7.d, 14 d y 21 d, mediante BM (Haag Streit 900), OCT
Visante (Carl Zeiss), y OCT Cirrus.

Disefio experimental de la tercera etapa: Evaluacién de la cérnea lesionada cuando hay
deficiencia de AA.

Se utilizaron 14 cobayos con iguales caracteristicas de los animales de la primera etapa,

es decir sanos y acondicionados en jaulas adecuadas.

Todos los animales fueron alimentados con alimento comercial (Gepsa, Grupo Pilar)
carente de AA, 5% del peso del animal de alimento por dia y agua ad libitum. Los
cobayos fueron divididos en 2 grupos experimentales de 7 animales cada uno. Un grupo
recibié una dieta deficiente en AA 'y sera denominado a partir de ahora como LAA (Low
Ascorbic Acid), y el grupo control recibié una dieta normal en AA y se lo denominé
HAA (High Ascorbic Acid). Al grupo LAA se les suministrd la dieta suplementada con
0.8 mg de AA /100g peso/dia. Esta dosis de AA es insuficiente para mantener las
funciones normales de los animales, pero es suficiente para impedir que mueran de
escorbuto durante la experimentacion, ya que se requiere de este tipo de alimentacion
por tres meses para lograr la deficiencia. Indicadores reconocidos de la deficiencia de
AA son pérdida de peso y debilidad.

Por otra parte, el grupo HAA recibié una dieta suplementada con 2mg AA/100g
peso/dia, que es la cantidad necesaria de este nutriente para el normal desarrollo de estos
animales. Esta etapa previa a la realizacion de las lesiones durd 3 meses, y durante ese

tiempo los animales fueron pesados al comienzo y al final.

Después de esos tres meses, la cornea (izquierda) de los animales de ambos grupos (LAA
y HAA) fue expuesta por Unica vez a 15 disparos del laser argén con una potencia de
350 mW, 0,3 segundos, 50 u de spot. La cornea derecha se utilizd6 como control. El
estudio dur6 15 dias, durante los cuales se realizaron los estudios corneales in vivo e in
vitro. Como lo indica el diagrama siguiente, las investigaciones fueron realizadas a

distintos tiempos luego de producir las lesiones con el laser argén.
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0 hs laser 1 hs post 18 hs post | 48 hs post | 96 hs post 7 dias 15 dias
Control laser laser laser laser post laser || post laser

En la siguiente tabla n° 4, se indican los estudios que se realizaron después de la

aplicacion del laser argon sobre la cornea lesionada (izquierda) y sobre la cérnea control

(derecha) de los cobayos de ambos grupos.

Tabla 4: Se indica con un punto (. ), en qué momentos se realizaron los estudios in vivo

e in vitro, en animales de ambos grupos a diferentes tiempos, luego de la aplicacion
del laser.

0 hs 1 hpost 18hs 96 hs 7 dias 15 dias
Control laser post post post post
laser ; laser laser laser

Extraccion
de corneas
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Estudios in vivo

Biomicroscopia (BM)
En este trabajo se empled el biomicroscopio o lampara de hendidura portatil XL-1, Shin

Nipon, Ohira Co., Niigata, Japan con magnificacion de 10X, el cual permitié analizar el
dafio estructural producido, en el mismo lugar donde se realiz6 la lesion térmica. El
posicionamiento del cobayo se hizo en la mayoria de los casos, solo con sujecion
manual. La restriccion farmacoldgica del cobayo, cuando fue necesaria, se hizo mediante

la utilizacion de clorhidrato de ketamina inyectable intramuscular (IM) (5 mg/kg).

Se utilizo solucién de proparacaina al 0,5% para anestesiar las corneas de los cobayos y
solucién de fluoresceina al 0,5%, para evidenciar las lesiones con la l&mpara de
hendidura, gasas y micro pipetas para instilar tanto la proparacaina como la fluoresceina

en los cobayos y marcadores indelebles.

Se registraron con fotografias a cada uno de los cobayos sometidos a los diferentes tipos

de laser.

Tomografia de Coherencia Optica (OCT) Visante y Cirrus
Se realizaron estudios de la cornea con un equipo OCT Visante (Carl Zeiss, Obercochen,

Alemania), y un equipo OCT Cirrus (Carl Zeiss Cirrus HD Model 4000 Quad Core,
Obercochen, Alemania), previo uso de anestesia (ketamina 5 mg/kg/IM) asociado a
proparacaina (Anestalcon®, Laboratorios Alcon, Buenos Aires, Argentina) como

anestesia topica.

Estudios in vitro

Microscopia Optica (MO)
Las corneas fueron evaluadas mediante la técnica de MO. Resumidamente, los tejidos

fueron fijados en tampon fosfato salino (PBS) - formaldehido (10% v/v) (24 horas), se
deshidrataron y se embebieron en parafina a baja temperatura. Secciones seriadas (6p),
se montaron en portaobjetos y se secaron durante toda la noche a 37°C, posteriormente

se tifieron con hematoxilina y eosina (HE) (Pearse, 1960).
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De acuerdo con el objetivo especifico de la tesis se estudiaron distintos aspectos
histoldgicos de los mismos y todos los preparados fueron observados por 2 individuos
sin conocer qué estaban observando. La documentacion de las observaciones se realizd
por microfotografias obtenidas con camara Nikon Sight DS-U, A.G. Heinze Inc, Tokyo,

Japon, adosada al microscopio.

Microscopia Electronica (ME)
Las corneas para ME se fijaron por inmersién en el fijador de Karnovski que contenia

glutaraldehido al 1,5 % v/v y paraformaldehido 4% w/v en solucién cacodilato 0,1 molar
(M); luego fueron posfijadas en tetroxido de osmio 1%. El tejido luego se deshidrato y
se embebid en araldita. Se realizaron cortes con el ultramicrétomo JEOL JUM-7 y se
montaron en grillas de niquel. Luego fueron contratefiidas con acetato de uranilo y
citrato. Estas secciones fueron examinadas utilizando el microscopio de transmision
electronica LEO 906E (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania).

Western Blot (WB)
La técnica de WB se utilizd en este trabajo para estudiar la expresion de MMP-9 y MMP-

10. Béasicamente, se utilizo la técnica descripta por Taylor and Posch (2014). Ceélulas
epiteliales de cornea de cobayo fueron homogenizadas manualmente en 200uL de buffer
de lisis celular conteniendo 25 mM Tris, 0.25M sucrosa (pH 7.4), 0.5 pg/ml de
leupeptina, 0.5 pg/ml de aprotinina, 1 pg/ml de pepstatina, y 100 pg/ml de fluoruro de
fenilmetanosulfonilo (Sigma). Los lisados fueron sonicados durante 5 s en hielo en un
sonicador (Labsonic 1510 B-Braun, Melsungen, Germany), luego enfriados por 5 s en
hielo. Este ciclo se repitio tres veces. Los lisados fueron centrifugados a 12000 g durante
10 min a 4°C. Se tomo la fraccion sobrenadante, donde se midio la concentracion de

proteinas mediante la técnica de Bradford.

Las proteinas (a iguales concentraciones) fueron separadas primero mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)
y posteriormente, transferidas a una membrana de nitrocelulosa, mediante la aplicacién

de un campo eléctrico (100 V durante 80 minutos), perpendicular al gel.

42



Las membranas de nitrocelulosa fueron incubadas con buffer de bloqueo (50 mM
Tris/150 NaCl, pH 7.5, conteniendo 0,1 % Tween-20 and 5 % leche descremada) por

una hora a temperatura ambiente.

Como anticuerpos primarios, se utilizaron rabbit anti-guinea pig MMP-9 (1:250;
Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) y rabbit anti-mouse MMP-10 (1:250; Abcam,
Cambridge, MA, USA). Las proteinas marcadas fueron visualizadas usando un
anticuerpo secundario goat anti-rabbit marcado con peroxidasa (1:5000, Sigma) y
detectadas por quimioluminiscencia (Pierce ECL, Thermo Fisher Scientific, Rockford,
IL, USA). El analisis densitométrico de las bandas obtenidas fue realizado utilizando el

software Image J (NIH).

Analisis de los datos
La evaluacién de cambios morfologicos estructurales en corneas, utilizando H&E y MO

se describe de forma cualitativa.

Los resultados relacionados a los cambios en la ultraestructura celular (ME) fueron de

tipo descriptivo.

El infiltrado celular de leucocitos se determind contando el numero de células en 3
campos de 40X y promediando esos campos. Asi, las muestras se graduaron en: sin
infiltrado, aislado (x =1-5 cel./campo), leve (+ =5-10 cel./campo), moderado (++ =10-

20 cel./campo) e intenso (+++,> 20 cel. /campo).
Las observaciones por BM fueron de tipo descriptivas.

Las mediciones del grosor corneal con OCT Visante fueron cuantitativas y su unidad

fue la micra.

Para WB se realizé densitometria de los valores de las bandas de MMP y de B-actina, y

se determind el cociente entre MMP/B-actina.

Todos los resultados son presentados como media y error estandar.

Estudios Estadisticos
Se utilizé el programa Infostat para el analisis estadistico de los datos recogidos. Los

resultados fueron comparados utilizando el Test T de Student o Test de ANOVA,
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considerando diferencia significativa un valor de p<0,05. También se utilizo el programa

GrahpadPrism para la realizacion de gréficos.
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4. Resultados

Resultados de la primera etapa: Lesiones producidas por los distintos tipos de
laser a potencias baja y alta.

En la primera etapa, el objetivo fue desarrollar un modelo experimental para crear
lesiones uniformes, medioestromales y no perforantes en corneas de cobayos, utilizando
diferentes tipos de laser. Inicialmente se propuso utilizar solo laser de CO2 y Nd-YAG.
Los estudios preliminares, indicaron que los laseres propuestos, eran muy potentes a las
condiciones utilizadas y provocaron lesiones severas en las corneas, por lo que se
investigaron también otras alternativas y asi agregamos otros 2 tipos de laser (argén y
diodo).

El tipo de investigacion de esta parte fue cualitativa, evaluando las lesiones mediante
BM y MO. Las variables tienen relacion con el tipo de laser y la potencia usada para

provocar la lesion.

A continuacion, se muestran imagenes representativas de BM y la MO correspondiente,
de cérneas control (Fig. 8) y de cdrneas lesionadas con distintos tipos de laser a potencia
bajayalta (Fig. 9, 10, 11y 12).

Fig.8: Imdgen representativa de cdrnea control de cobayo. lzquierda: BM
con tincion de fluoresceina 10X. Derecha: MO: H&E 40X.
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Fig.9: Imdgenes representativas de corneas de cobayos. Izquierda: BM con
tincion de fluoresceina. Derecha: MO. A) Cérnea tratada con ldser argon a
350 mW, con 0,3 s de exposicidon y 50 um de didmetro. B) Cornea tratada
con Idser argon a 650 mW, 0,3 s de exposicion y 50 um de didmetro.
Derecha: Imdgenes representativas de MO con tincion de H&E. En los cortes
histoldgicos las flechas indican la profundidad del dafo inducido por el
Idser. BM: 10X. MO: 40X.
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Fig.10: Imdgenes representativas de corneas de cobayos lesionadas con
laser CO.. Izquierda: BM con tincidn de fluoresceina. A) Cornea tratada con
laser CO; a 300 mW, con 0,3 s de exposicion. B) Cérnea tratada con ldser
CO,a 1 W, 0,3 s de exposicion. Derecha: Imdgenes representativas de MO
con tincion de HE. En los cortes histoldgicos las flechas indican la
profundidad del dafio inducido por el Idser. BM: 10X. MO: 40X.
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Fig.11: Imdgenes representativas de corneas de cobayos lesionadas
con laser diodo. Izquierda: BM con tincidn de fluoresceina. A) Cdrnea
tratada con Idser diodo 900 mW, 0,3 s de exposicion. B) Cérnea
tratada con ldser diodo 1200 mW, 0,4 s de exposicion. Derecha:
Imdgenes representativas de MO con tincion de HE. En los cortes
histoldgicos las flechas indican la profundidad del dafio inducido por
el Idser. BM: 10X. MO: 40X.
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Fig.12: Imdgenes representativas de cdrneas de cobayos lesionadas con
laser Nd-YAG. Izquierda: BM con tincion de fluoresceina. A) Cérnea tratada
con laser Nd-YAG 7,8 mW, 0,2 s de exposicion. B) Cornea tratada con ldser
Nd-YAG 8,3 mW, 0,2 s de exposicion. Derecha: Imdgenes representativas de
MO con tincion de HE. En los cortes histoldgicos las flechas indican la
profundidad del dafio inducido por el Iaser. BM: 10X. MO: 40X.
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A continuacion, se muestran las tablas 5 a 8 con los resultados de la lesion provocada

por cada tipo de laser en cada estrato corneal: epitelio, estroma y endotelio.

Tabla 5. Dafio producido por Ldser argén

Grupo Configuracion Dano tisular
cobayos
1 350 mW Epitelio Deshidratado, quemadura superficial
0,3s5,50 Estroma Leve alteracion fibras superficiales
()
Endotelio l Indemne J |
2 650 mW Epitelio Ablacionado |
0,3s,50 Estroma Desorganizacion estructural, basofilia en fibras
colageno de mitad anterior
Endotelio Dehiscencia de capa endotelio de Descemet
3 350 mW Epitelio Dehiscencia de epitelio de la Bowman
0,4s,50 Estroma Alteracidn estructural de fibras
Endotelio Alteracién de Descemet
4 650 mW Epitelio Dehiscencia de epitelio de la Bowman
0,4s,50 Estroma Desorganizacidn estructural de fibras
Endotelio Alteracion estructural

Tabla 6. Dafio producido por Ldser CO;

Grupo Configuracion Danio tisular
cobayos
1 300 mW Epitelio Ablacionado
0,3s Estroma Leve dafio estructural
| Endotelio Pérdida de endotelio sectorial
2 400 mW Epitelio Dehiscencia de epitelio de la Bowman con

vacuolizacion y citoplasma eosindfilo,
condensacién de cromatina

0,3s Estroma Moderado dafio estructural
Endotelio Alteracion disposicion celular
3 700 mW Epitelio Condensacién y disminucién de espesor epitelial
0,4s Estroma Dafo moderado del estroma
Endotelio Dehiscencia de la Descemet
4 1w Epitelio Dehiscencia del epitelio de Bowman, retraccion del

epitelio y vacuolizacion de células basales, con
disminucion del espesor epitelial

0,4s Estroma Alteracion moderada-severa de la arquitectura

Endotelio Pérdida de endotelio sectorial



Tabla 7. Dafio producido por Ldser diodo

Grupo Configuracion Daiio tisular
cobayos
1 900 mW Epitelio Vacuolizacién de células basales, condensacion de
Bowman, necrosis focal del epitelio
0,3s Estroma Vacuolizacidon de la sustancia propia estromal
Endotelio Endotelio dafiado con pérdida de sustancia
2 900 mW Epitelio Deshidratacion y disminucion de espesor,
vacuolizacion de células basales
0,4s Estroma Vacuolizacidn y alteracion de todo el estroma
Endotelio Daflado con perdida estructural
3 1200 mW Epitelio Condensacidn de epitelio deshidratado
0,3s Estroma Leve alteracién de fibras coldgeno
Endotelio Dehiscencia por sectores
4 1200 mW Epitelio Condensacion de epitelio deshidratado, condensacion
de Bowman por sectores
0,4s Estroma Hialinizacion de fibras estromales
Endotelio Pérdida de endotelio sectorial

Tabla 8. Dafo producido por Ldser Nd-YAG

Grupo Configuracion Daio tisular
cobayos
1 26 mW Epitelio Condensacién y dafio epitelial
0,2s Estroma Moderada a severa alteracion estructural de fibras de
colageno
Endotelio Pérdida de endotelio sectorial
2 35mW Epitelio Deshidratacion epitelial y condensacion sectorial de
Bowman
0,2s Estroma Alteracidn moderada de arquitectura de fibras
Endotelio Pérdida de endotelio sectorial
3 39 mW Epitelio Hipercondensacion cromatina basal y condensacién de
Bowman
0,2s Estroma Moderada a severa alteracién estructural de fibras
colageno
Endotelio Pérdida de endotelio sectorial
4 41,5 mW Epitelio Vacuolizacidn de epitelio basal, disminucion del espesor
epitelial
0,2s Estroma Alteracion del sentido de fibras colageno
Endotelio Disminucién de numero de células
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Analisis de los resultados de la primera etapa.

El analisis de los resultados fue cualitativo, y se determino la presencia o no de lesion
de cada una de las capas de la cérnea, se observaron los cambios morfoldgicos y se los
compar6 con corneas normales. Las variables observadas fueron el tipo de laser y la

potencia usada para provocar una lesion definida.

De una poblacion de corneas n=40, (n=8 para cada tipo de laser y potencia y n=8 en el
grupo control), solamente en el grupo experimental del laser argon, en el que se utiliz6
una potencia de 350 mW, con 0,3 segundos de exposicion y 50 um de diametro, se
observd que en las corneas de estos cobayos (100%) el resultado fue una lesion

medioestromal que no llegd a lesionar el endotelio.

Todas las otras exposiciones, con diferentes laseres y diferentes potencias, provocaron
lesion endotelial, es decir, la lesion fue muy profunda en la cornea (100%).

Resultados de la segunda etapa: Investigacion de técnicas Utiles para la evaluacion
de corneas de cobayos in vivo.

Esta etapa, tuvo como objetivo desarrollar lesiones corneales con el laser argén
utilizando distintas condiciones experimentales y encontrar equipamiento oftalmolégico
para realizar un seguimiento de las lesiones in vivo. La meta fue realizar estudios cuali
y cuantitativos en la cdérnea de cobayos que nos permitieran evaluar cambios

morfoldgicos y obtener valores del espesor corneal.

Investigamos nuevamente las corneas de cobayos por BM y con OCT (con este ultimo

aparato se utilizaron dos equipos (Visante y Cirrus).

Resultados de la BM

La observacion biomicroscépica de las corneas de cobayos, revel6 la presencia de
leucomas (opacidad blanca de la cornea que aparece posteriormente a una lesion de la
misma) cuya persistencia en el tiempo se correlacioné con la potencia de laser argon

empleada.
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La tabla 9 resume los resultados referidos a la formacion y persistencia de leucomas en

las corneas tratadas de distintas maneras con el laser argon. Con 500 y 400 mW los

leucomas se observaron hasta el dia 21. Con 350 mW, no se observaron leucomas en el

dia 21, solo llegaron a verse hasta el dia 14. Con 300 y 150 mW los leucomas ya no se

observaron en el dia 7, es decir que solo se pudieron ver por 14 hs. Con 100 mW solo se

vieron leucomas por una hora y a las 14 hs ya no se observaron.

Los leucomas se observaron fundamentalmente cuando se utilizaron altas intensidades

y mayor nimero de disparos.

Tabla 9: Tiempo de presentacion de los leucomas sobre la cornea, cuando se aplican
diferentes potencias de Idser argon (500 mW, 400 mW, 350 mW, 300 mW, 150 mW
y 100 mW). Entre paréntesis se indica el numero de disparos.

Tiempo | 500 mW 400 mW 350mwW  350mW  300mW  150mW  100mW
(7) (7) ) (15) (7 (7 (7
1 hora Leucoma Leucoma Leucoma Leucoma Leucoma Leucoma Leucoma
14 horas | Leucoma Leucoma Leucoma Leucoma Leucoma Leucoma Cornea
Clara
7 dias Leucoma Leucoma Leucoma Leucoma Cornea Cornea Cornea
Clara Clara Clara
14 dias Leucoma Leucoma Leucoma Leucoma Cornea Cornea Cornea
Clara Clara Clara
21 dias Leucoma Leucoma Cornea Cornea Cornea Cornea Cornea
Clara Clara Clara Clara Clara
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Resultados OCT Visante

Por mediciones realizadas con OCT Visante (Fig. 13) se observo un adelgazamiento
significativo del espesor corneal a la hora del tratamiento (p<0,05) en los animales
tratados con 500, 400, 350 y 300 mW y 15 disparos, con respecto al grupo control (Fig.
14y 15).

Fig. 13. Imagen de posicionamiento del cobayo para hacer OCT Visante.

High Res. Comeal
o

%

Fig. 14: Registro de OCT Visante de cornea de cobayo de espesor normal. Se
indican dos mediciones del espesor corneal.
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Fig. 15: Registro de OCT Visante de cdrnea de cobayo una hora posterior a
la aplicacion de Idser argdn a 350mW.

A los 7 dias ya se observo una completa recuperacion del espesor corneal. La tabla 10
muestra todos los espesores corneales en los diferentes grupos obtenidos a los diferentes

tiempos post-tratamiento.

Tabla 10: Resultados de la medicion del espesor corneal en micras, utilizando OCT Visante (media
y error estdndar) en diferentes tiempos y con diferentes potencias de Idser argon.

Control 500 400 350(7) 350 (15) 300 150 100

245,33+ *178,33 *192,67 243,00+ *223,67 *215,67 235,00+ 229,67
4,73 +23,35 +12,74 5,66 +7,63 +8,32 2,65 13,50

243,67+ 230,33+ 231,67+ *202,50 223,33+ 254,50+ 226,00
7,32 6,11 16,17 +7,58 6,51 2,12 14,93

236,33+ 223,00+ 240,33+ 230,67 239,00+ 252,33+ 243,67 %
2,08 9,17 5,03 +8,39 5,29 2,08 5,03
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Resultados de Tomografia de Coherencia Optica (OCT) Cirrus

Con el equipo OCT Cirrus pudimos obtener imagenes de la cornea similares a las
obtenidas con OCT Visante, con la diferencia de que en el Cirrus no se pueden hacer
mediciones del espesor corneal, por lo que este equipo se desech6 como parte de la

evaluacioén de la cornea cuando se lesionay en su recuperacion con el paso de los dias.

Resultados de la tercera etapa: evaluacion de la recuperacion corneal en cobayos
con deficiencia de acido ascorbico (AA).

Esta Gltima etapa tuvo como objetivo utilizar el modelo experimental de lesion con laser
argon (potencia de 350 mW, 0,3 seg y un spot de 50 um) y estudiar la recuperacion
corneal en animales con deficiencia y sin deficiencia de AA. El tipo de investigacion de
esta etapa se realizd evaluando los cambios morfoldgicos con BM, OCT Visante y por
microscopia. Las variables tienen relacidn con las caracteristicas de la cornea lesionada,
los valores de espesor corneal y las caracteristicas de las células del epitelio y estroma
corneal observadas tanto con MO como ME. También se determinaron
metaloproteinasas de matriz 9 y 10 (MMP-9 y MMP-10) para valorar los cambios en

estas enzimas producidas luego de las lesiones corneales en ambos grupos de cobayos.

Modificaciones del peso de los cobayos antes de la aplicacion con laser.

Se presentan a continuacion los resultados de la variacion en el peso de los animales de
ambos grupos al inicio de las dietas y 3 meses después (antes de las aplicaciones del

laser de argon).
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Fig. 16: Variaciones en el peso vivo de los cobayos (gramos) al comienzo de las dietas
y luego de tres meses en ambos grupos experimentales. HAA vs LAA final (*:p<0,05).

Como se observa en la Fig. 16, los animales con dieta deficiente (LAA), iniciaron con
un peso promedio de 670 gr y luego de tres meses perdieron 11% de peso, llegando a

pesar 600 gr en promedio.

El grupo HAA aument6 de un promedio de 700 gr, a 850 gr luego de tres meses de
preparacion, lo que significa un aumento del 21% de su peso corporal.

Si comparamos la variacion del peso vivo al inicio de la dieta entre ambos grupos HAA
y LAA, la diferencia de peso no es significativa (700 gr vs 670 gr), pero al final de los
tres meses de dieta los valores de peso promedio del grupo HAA vs el grupo LAA fueron
estadisticamente significativos (850 gr vs 600 gr).

Este dato nos asegurd que logramos una deficiencia parcial de vitamina C en el grupo

LAA y por lo tanto continuamos con el estudio.

Resultados obtenidos por BM:

En estos estudios se observo y registro la presencia de leucomas (opacidades) en todos
los animales a la hora de aplicacion del laser. A medida que fue pasando el tiempo, las

corneas se recuperaron gradualmente y los leucomas fueron desapareciendo hasta no
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observarse en el dia 15. Resultados similares se observaron tanto en el grupo de cobayos
HAA como en el grupo LAA (Fig. 17 y Fig. 18).

Fig. 17: Biomicroscopia de cobayos grupo HAA. A: control; B: 1 hs post Idser; C: 7 dias
post ldser. Las flechas marcan leucomas.

Fig. 18: Biomicroscopia de cobayos grupo LAA. A: control; B: 1 hs post ldser; C: 7 dias
post ldser. Las flechas indican los leucomas.

Resultados obtenidos con OCT Visante

Cérneas controles: con OCT Visante se observo que las corneas de los ojos derechos
de los animales de ambos grupos experimentales (HAA y LAA) tuvieron un espesor
similar (Fig. 19).
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Fig. 19: Espesor (mm) de la cornea derecha de los grupos HAA y LAA.

Corneas experimentales: Con OCT Visante se observd en la cornea izquierda de los
animales de ambos grupos experimentales (HAA y LAA), un leve adelgazamiento a la
hora y una significativa disminucion del espesor corneal a las 18 hs, con respecto a los
no tratados (controles). Sin embargo, los valores hallados de recuperacién del espesor
de las corneas izquierdas al séptimo dia en los grupos HAA y LAA, no fueron
significativamente diferentes. Las corneas lesionadas en ambos grupos de animales
recuperaron su espesor al mismo tiempo, independientemente de la dosis de AA de la
dieta (Tabla 10).

Tabla 11: Espesor de la cornea (media * ES) de animales de ambos grupos HAA y LAA
en diferentes momentos luego de la aplicacion del Idser (*p<0,05).

Control Argdn 350 HAA Argén 350 LAA Tiempo

(ojo derecho) (ojo izquierdo) (ojo izquierdo)

251,20 6,40 p 234,70£510 n 237,90 £5,30 p 1 hora

213,50 6,20 u (*) 219,10 5,50 pu(*) 18hs

_ 246,70+830n 244,60 +7,40 7 dias
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Resultados de Microscopia optica en grupos HAA'y LAA

En los preparados, se evalud el tipo y cantidad de infiltrado leucocitario de manera
cuantitativa en el estroma superficial. En todos los casos la documentacion de las
observaciones se realizé mediante microfotografias obtenidas con cdmara Nikon Sight

DS-U, A.G. Heinze Inc, Tokyo, Japdn, adosada al microscopio.

Como se muestra en la tabla 12 y en las figuras 20 a 22, el examen de los cortes
histologicos indico ausencia de proceso inflamatorio en las corneas controles de ambos
grupos experimentales, y la existencia de una reaccion inflamatoria en corneas
lesionadas, fundamentalmente en el estroma anterior, que fue incrementandose
gradualmente con el paso del tiempo luego de la produccion de las lesiones con el laser,
con un infiltrado de células inflamatorias muy importante a las 96 horas.

Tanto en el grupo HAA como en el grupo LAA, a las 18 hs post laser se observo un leve
infiltrado celular mononuclear y con algunos eosinofilos. A las 48 hs se encontrd un
infiltrado leve a moderado de células mononucleares. Una mayor densidad de este
mismo tipo celular se observo a las 96 hs, y ain a la semana de haberse producido la

lesion el infiltrado linfoplasmocitario era intenso.

Tabla 11: Infiltrado leucocitario en corneas de ambos grupos a diferentes
tiempos luego de la aplicacion del Idser.

Control 18 hs 48 hs 96 hs 7 dias

Ausente

Ausente + ++ +++ +++
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Figura 20: Imagen de cérnea derecha (control) A. HAA. B. LAA. H&E 40X

Figura 21: Grupo HAA. Imagen de cérnea izquierda luego de 18, 48, 96 hs y 7
dias de la accion del Idser. H&E 40X. Se observan escasos eosindfilos (*) y
células mononucleares(#) infiltrados en el estroma.
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Fig.22: Grupo LAA. Imagen de cdrnea izquierda luego de 18, 48, 96 hs (40X) y
7 dias (20X) de la accion del Idser. La cornea presenta infiltrado mononuclear
intenso (#) . H&E.
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Resultados de ME

Primero se presentan los resultados de corneas de ojo derecho (control) y luego las del
grupo experimental (0jo izquierdo) para cada grupo (HAA y LAA). En todos los casos
se muestran modificaciones halladas en el epitelio y estroma superficial.

ME de cdrneas sin tratamiento (grupo control sin laser).

No se observaron diferencias entre las corneas de los grupos HAA y LAA que no fueron
sometidas a laser (control), en ninguno de los tiempos experimentales. Las cdrneas del
grupo control tanto de HAA como de LAA, mostraron un epitelio estratificado no
queratinizado tipico y un estroma anterior con queratocitos rodeados de matriz

extracelular y fibras de coladgeno regularmente ordenadas (Fig. 23).

HAA LAA

Fig. 23: Imdgenes representativas de la ultraestructura de cérneas control. A) HAA,
capa basal del epitelio estratificado de aspecto columnar. B) LAA, epitelio
estratificado con células que se van aplanando hacia la superficie corneal N: Nucleo.
(C) HAA, el estroma anterior muestra el arreglo regular de las fibrillas coldgenas
caracteristicas del mismo (paralelas entre si), rodeando un queratocito con
caracteristicas similares a un fibroblasto (flecha). (D) LAA, estroma con fibras de
coldgeno ordenadas y paralelas entre si. En el dngulo superior derecho se observa un
mayor aumento de lo marcado con un rectdngulo.
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ME de cérneas lesionadas con laser

Las corneas izquierdas de los cobayos del grupo HAA y LAA, estudiadas a 1 y 18 hs

post tratamiento con laser argon, exhibieron un epitelio extremadamente dafiado.

Luego de una semana, el epitelio corneal todavia presentaba algunas células picnéticas,
pero habia comenzado a recuperarse, para mostrar una ultraestructura normal hacia los

15 dias en ambos grupos experimentales (Fig. 24).

Fig. 24. Imdgenes representativas de microscopia electrdnica de epitelio corneal de
cobayos post-tratamiento con Idser, HAA vs LAA. A: 1 hora post tratamiento, en el
epitelio se visualizan células muertas (picnéticas) (*) en ambos grupos, B: 7 dias post
ldser, el epitelio se observa conservado, C: 15 dias post Idser, epitelio recuperado. N:
Nucleo.
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Durante los primeros 7 dias y en ambos grupos experimentales, el estroma presentd
anormalidades. Existen queratocitos atipicos, algunos de ellos agrupados, con
membranas celulares dilatadas y con citoplasma con zonas vacuolizadas y otras zonas
de citoplasma condensado. Algunas zonas de coladgeno se encuentran desorganizadas
(Fig. 25).

HAA LAA

Fig. 25: Imdgenes representativas de microscopia electréonica de estroma corneal de
cobayos post-tratamiento con Idser, HAA vs LAA. A: 1 hora post tratamiento las fibras
de coldgeno aun conservan su estructura, pero en los queratocitos se observa
acumulo de vacuolas en citoplasma (flecha larga) y material picnético en el nucleo
(flecha corta), B: 18 hs post Idser, estroma con separacion entre las fibras de coldgeno
(*), C: 7 dias post ldser, el estroma presenta queratocitos con nucleo mds denso y
citoplasma con vacuolas y material condensado (flecha larga). Matriz extracelular
desorganizada con fibras coldgenas entrecruzadas (#) asociadas a queratocitos
atipicos (miofibroblastos) (flecha corta). N: Nucleo.
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La gran diferencia entre corneas lesionadas con el laser de los 2 grupos experimentales
se observa en el dia 15 post-tratamiento, porque en el estroma corneal del grupo HAA,
los queratocitos eran de aspecto normal, y las fibras de colageno se encontraron bastante
organizadas. Mientras que en coOrnea de cobayos LAA, el estroma se observo
desorganizado y en los queratocitos se hallaron acimulos de material en su citoplasma
y presencia de grandes vesiculas de distinto tamafio con contenido finamente granular

en el citoplasma (Fig. 26).

HAA LAA

Fig. 26: Imdgenes representativas de microscopia electrdnica de estroma corneal de
cobayos 15 dias post-tratamiento con Idser HAA vs LAA. Queratocitos normales (*)
con matriz extracelular organizada (+). Queratocitos anormales con acumulo de
material citoplasmdtico (flechas) y vesiculas intracitoplasmdticas (#).

Resultados de WB para MMP-9 y MMP-10

Se evaluaron por esta técnica, los niveles de estas enzimas a diferentes tiempos, luego
de la lesion inducida en la cérnea de animales con dietas HAA y LAA. Primeramente,

se determinaron las concentraciones de anticuerpos apropiadas contra las MMPs y -
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actina para obtener una buena imagen en las membranas y asi obtener por densitometria
el valor MMP / B-actina (Fig. 27 y 28).

Fig. 27. Imagen de las bandas detectadas de MMP-10 y MMP-9 utilizando
diluciones de anticuerpos primarios 1/250 en diferentes muestras
corneales.

Fig. 28. Bandas de f—actina (utilizando una dilucién del anticuerpo primario

de 1/3000) en diferentes muestras corneales.

Resultados de Western Blot para MMP-9
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Fig. 29: Grdficos de barra de valores de MIMP-9 en los grupos HAA (izquierda) y LAA
(derecha) en cdrnea control, y a diferentes tiempos post aplicacion del ldser
(*:p<0,05).
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Como se puede observar en la figura 29, al comparar los valores de MMP-9 encontrados
en ambos grupos a diferentes tiempos, podemos observar que hay diferencias
significativas cuando se compara la cdrnea control con las tratadas con laser a la hora,
18 hs y 48 hs. El incremento temporal de esta gelatinasa también fue graficado como
curvas de expresion de las MMP-9 comparando las cornea HAA vs LAA, y claramente
se puede observar que los valores en la mayoria de los tiempos analizados, con
excepcion de las 18 horas de ambos grupos, no son significativamente diferentes para
cada tiempo experimental (Fig. 30). Los niveles de MMP-9 en los homogenatos
corneales mostraron un aumento maximo a las 18 horas en ambos grupos experimentales

(HAA 'y LAA) con una posterior disminucion hasta alcanzar niveles basales a los 7 dias.
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Fig. 30: Comparacion de los niveles de MIMP-9 en homogenatos corneales
en ambos grupos experimentales (HAA y LAA) (*: p<0,05).
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Resultados de Western Blot para MMP-10
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Fig. 31: Grdficos de barra de valores de MIMP-10 en los grupos HAA y LAA en cérnea
control, y a diferentes tiempos post aplicacion del Idser (*: p<0,05).

Al comparar los valores de MMP-10 a diferentes tiempos (Fig. 31), podemos observar
que hay diferencias significativas entre la cornea control con las tratadas con laser a las
48 hs en ambos grupos y a las 96 hs solamente en el grupo LAA. El aumento temporal
de esta estromelisina 2 fue graficado como curvas de expresion de las MMP-10
comparando las cornea HAA vs LAA, y se puede observar claramente que los valores
de ambos grupos no son significativamente diferentes para cada tiempo experimental
(Fig. 32). Los niveles de MMP-10 en los homogenatos corneales mostraron un aumento
maximo a las 48 horas en ambos grupos experimentales (HAA y LAA) y una posterior

disminucioén hasta alcanzar niveles basales a los 7 dias.

g - HAA
% -+ LAA
@ 2
o
Q
S
o
o 14
=
=
o
(@]
O L] L] T T T T
> o o o o >
O > A X A &
Oo& » '\crb bib Qb /\6

Fig. 32: Comparacion de los niveles de MIMP-10 en homogenatos corneales
en ambos grupos experimentales (HAA y LAA) (*: p<0,05).
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Se observa en las distintas graficas, que las mediciones de MMP-9 y 10 mostraron una
curva similar para ambos grupos, con picos de elevacién maximo a las 48 hs. A las 18
horas post lesion, hay una diferencia significativa en la MMP-9 cuando se compara el
grupo LAA vs el HAA. Ambas enzimas retornaron a sus valores basales a los 7 dias

tanto en el grupo de cobayos con dieta alta como baja en AA.
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5. Discusion

El primer objetivo de este trabajo de investigacion fue conseguir un método que
permitiera reproducir lesiones sobre la cornea de manera controlada y consideramos
que la tecnologia laser seria la indicada. Entonces debiamos determinar qué laser, quée
potencia y cuanto tiempo, es necesario para provocar erosiones reproducibles, que
afecten la cornea desde el epitelio hasta el estroma superficial, con el fin de utilizar este
método de erosiones, como una variable para intentar desarrollar un modelo

experimental de QCE.

Logramos desarrollar lesiones corneales en epitelio y estroma anterior de cobayos de
manera reproducible mediante el uso de laser argon a una configuracién de 350 mW, 0,3
segundos, 50 um de diametro (Suarez AC et al., 2015).

Este modelo, utilizado en forma crénica, podria utilizarse en un futuro para intentar
obtener un modelo experimental de QCE, asi como también para estudiar mecanismos

moleculares involucrados en los procesos de regeneracion corneal.

Los estudios sobre recuperacion de heridas provocadas en la cérnea tienen una larga
historia, ya que comenzaron hace aproximadamente 7 décadas. Desde que Friedenwald
y Buschke en el afio 1944 publicaron uno de los primeros trabajos acerca de recuperacion
del epitelio corneal luego de erosiones inducidas por aguja en coOrnea de rata
(Friedenwald y Buschke, 1944), muchos otros estudios han sido realizados describiendo
distintos tipos de erosiones (quimicas o mecanicas) y cdmo se produce la recuperacion
de la cornea. La respuesta de cicatrizacion corneal es una compleja interaccion entre
células estromales, epiteliales e inmunes, en la cual participan activamente citocinas,

factores de crecimiento y sus receptores (Netto et al., 2005; Dupps y Wilson, 2006).

Para estudiar las variaciones en la respuesta de la cornea de diferentes animales a los
distintos tipos de erosiones, e investigar mecanismos celulares de migracion,
proliferacion, y diferenciacion, como también mecanismos de barrera, cicatrizacion, e
inflamacion, entre otros, es por lo que se han empleado diversos instrumentos para
generar lesiones. Las ventajas de utilizar los distintos tipos de lesiones, asi como los

conocimientos obtenidos del empleo de cada uno de ellos sobre los mecanismos
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moleculares involucrados en los procesos de cicatrizacion, han sido publicados en una

revision de Stepp et al., (2014).

Entre los instrumentos mas usados para producir lesiones corneales, se encuentran la
espatula roma (Pal-Ghosh et al., 2011a) y la fresa rotativa, (Pal-Ghosh et al., 2011b;
Terai et al., 2011; Boote et al., 2012). En las heridas por desbridamiento, la membrana
basal queda sobre el estroma, mientras que en las heridas por queratectomia, se elimina
la membrana basal (Pal-Ghosh et al., 2011b). Para preservar la membrana basal, se
utiliza una espatula roma que elimina el epitelio dentro de una zona marcada con un
trépano (Gipson y Kiorpes, 1982; Sta lIglesia y Stepp, 2000). Las heridas con
desbridamiento circular son ideales para algunos analisis, como la cuantificacion de re-
epitelizacion, las tasas de proliferacion celular, re-inervacion, y las respuestas

inmunitarias innatas.

En nuestro modelo experimental lesionamos la cornea de cobayos en forma térmica, con
el laser de argon, dafiando epitelio, membrana basal y estroma superficial (Suarez AC et
al., 2015).

Pal-Ghosh et al. (2014), comparando la lesion producida por la espatula romay la fresa
rotativa, evaluaron la morfologia de los leucocitos frente a la presencia de diferentes
citoquinas, y el reclutamiento inicial de monocitos y células ydT. Estos autores
encontraron una rapida respuesta de los leucocitos residentes y reclutados, sobre todo
cuando se lesionaba la cérnea con una espatula roma, hallando un aumento de leucocitos
CD45+ en el borde de la herida, 3 a 6 hs después de la lesién. En pocos minutos, los
leucocitos cambian su forma en el estroma expuesto, observandose células mas
redondas, preparadas para migrar. En 6 hs luego de la lesién con espatula roma, aumenta
el reclutamiento de monocitos y células y3T, mientras que la lesién con fresa rotativa
provoca menor respuesta y activacion celular, debido a la remocion de citoquinas de la
superficie estromal. Cuando en la herida corneal, se presentan también las bacterias, se

induce una respuesta inmune con mayor dafio del tejido (Pal-Ghosh et al., 2014).

En 24 h, una herida de 1,5 mm hecha en un ratén adulto, est cerrada. En cuestion de
horas después de la herida, los leucocitos residentes se activan y reclutan leucocitos que
entran en el estroma desde la vasculatura del limbo (Li et al, 2006; Petrescu et al., 2007;
Lietal, 2011 a; Lietal., 2011 b).
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La lesion corneal por queratectomia superficial manual y queratectomia fotorrefractiva
(PRK), incluye reepitelizacion sobre la membrana basal, reinervacion y cicatrizacion de
la cdrnea. La PRK es producida por un excimer laser, y ocasiona formacion de radicales
libres e infiltracion de leucocitos polimorfonucleares en la cérnea en pocas horas
(Bilgihan et al., 1998; Bilgihan et al., 2003; Gan et al., 2001). La presencia de estas
celulas acelera la recuperacion de la herida corneal posiblemente por proteinas
antimicrobianas encontradas dentro de los granulos de los neutréfilos como CAP37, LL-
37, HBD-1y BPI (Griffith et al., 2014).

En nuestro modelo experimental también hallamos infiltraciéon leucocitaria al poco
tiempo de producirse la lesion con el laser argon, y no hubo diferencia entre el infiltrado

leucocitario observado en los grupos HAA 'y LAA.

Las heridas por desbridamiento no activan la expresion de a—SMA en los fibroblastos
del estroma en el raton. Se deben utilizar heridas méas profundas, que alteren la
membrana basal, tales como la queratectomia y las incisiones de espesor completo, para
evaluar la formacion de miofibroblastos (Pal-Ghosh et al., 2011 b; Boote et al., 2012).
Las células positivas a a—SMA que se generan por este tipo de heridas son transitorias.
Permanecen durante varias semanas antes de desaparecer (Netto et al., 2005; Ruberti y
Zieske, 2008).

Si bien nosotros no estudiamos la expresion de a-SMA en los fibroblastos estromales,
los estudios de ME en las cérneas de cobayos lesionados por el laser argdn, mostraron

la presencia de células estromales compatibles con miofibroblastos.

Las heridas incisionales también se pueden emplear para estudiar la cornea (Azar et al.,
1998; Kato et al., 2003; Stramer et al., 2003; Blanco-Mezquita et al., 2013; Saika et al.,
2013). Las heridas incisionales inducen miofibroblastos y cicatrices en la cornea (Bron,
2001). Estos miofibroblastos se mantienen a través del tiempo y se distinguen de los
miofibroblastos que se forman después de las heridas por queratectomia manuales. Las
suturas colocadas en la cornea central inducen una respuesta inmune y angiogénesis
(Streilein, 1996; Amescua et al., 2008). En nuestro modelo no encontramos
neovascularizacion de la cornea lesionada, aunque esta ausencia podria deberse a que el

seguimiento no fue muy extendido.

El uso de cultivo de células para estudiar las respuestas de la cornea a diferente tipo de

lesiones epiteliales ha reducido el nimero de procedimientos realizados en animales
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vivos. Estudios de cultivo de 6rganos han revelado aspectos basicos de la migracion de
células y han permitido la investigacion de los efectos de adicion de sefializacion y
factores de crecimiento, drogas, bacterias y células, en la reepitelizacion de las heridas
corneales por desbridamiento (Gipson et al., 1984; Trinkaus-Randall y Gipson, 1984;
Zieske y Gipson, 1986; Spurr-Michaud et al., 1988; Yamada et al., 2004; Ma et al.,
2011).

Se pueden afadir a los cultivos de 6rganos, factores de crecimiento, anticuerpos que
bloquean funciones y varios activadores e inhibidores para evaluar su impacto sobre la
migracion celular, la proliferacion y/o la cicatrizacion (Terai et al, 2011). Beals et al.
(1999), observaron en cultivo celular de cérnea bovina, el efecto que causa el suero
bovino sobre el fenotipo de los queratocitos y la sintesis de glucosaminoglicanos,

simulando las células, una cornea en proceso de cicatrizacion.

Las corneas mas utilizadas para los estudios de cicatrizacion corneal en cultivos de
6rganos son las de rata, conejo, cerdo y las corneas humanas de los bancos de ojos (Yin
y Yu, 2010; Notara et al., 2011). La reepitelizacion tiene lugar en cultivo de 6rganos en
un tiempo similar como lo hace in vivo aun en ausencia de los nervios sensoriales

funcionales (Trinkaus-Randall y Gipson, 1984; Zieske y Gipson, 1986).

La eleccion del animal adecuado para estos estudios de lesion y recuperacion corneal no
es menos importante que la seleccion del instrumento a utilizar. La investigacion de la
cicatrizacion corneal ha hecho uso de varios animales, desde animales de laboratorio
hasta animales domésticos de compafiia, reconociendo que cada uno tiene ventajas y
desventajas. La cornea de pollo en desarrollo es grande y facil de obtener. Las imagenes
de la membrana basal del epitelio corneal y del colageno del estroma permiten una mejor
comprensién de la biosintesis del colageno y de glucosaminoglicanos y la formacion de
la matriz extracelular y destacan la importancia de la membrana basal en el desarrollo y
la patologia corneal (Conrad, 1970; Trelstad, 1973; Svoboda et al., 1988; Kubilus y
Linsenmayer, 2010 a; Linsenmayer, 2010 b).

En 1944, Friedenwald y Buschke examinaron la proliferacion celular y la progresion del
ciclo celular en el epitelio de las corneas de ratas sanas y con lesiones por
desbridamiento. Las ventajas del uso de ratas incluyen el tamafio de la cornea (diametro
5 mm) que permite hacer heridas precisas y proporciona tejido adecuado para los anélisis

bioguimicos y moleculares. Los estudios que utilizaron ratas a partir del periodo 1970-
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1990 dieron informacién importante sobre las proteinas y moléculas que regulan el
metabolismo epitelial celular, la adhesion y la migracion, en la cérnea (Anderson, 1977,
Zieske y Gipson, 1986; Murakami et al., 1992; Gipson et al., 1994; Stepp et al., 1993).

Los conejos tienen una cdrnea similar en tamafio a la del hombre; esto permite a los
médicos especialistas utilizar los mismos instrumentos y métodos de evaluacion que
utilizan en los pacientes. Los modelos en conejo fueron fundamentales en los estudios
gue condujeron a la implementacion clinica de los procedimientos de PRK y LASIK
(Pallikaris et al., 1990). La cornea del conejo responde de manera similar a la cérnea
humana en términos de la sincronizacion, el grado de cicatrizacién, y formacion de
miofibroblastos (Helena et al., 1998, Imanishi et al., 2000, Mohan et al., 2003, Netto et
al., 2006). Las desventajas de realizar investigaciones en conejos incluyen mayor costo
que las ratas para la compra y mantenimiento, disponibilidad restringida de anticuerpos
contra diversas proteinas de interés, y menor disponibilidad de cepas genéticamente

diversas y animales transgénicos.

La medicina veterinaria con sus animales domésticos de compafiia, perros y gatos, ha
estado en la vanguardia del desarrollo de mejores tratamientos para los defectos de la
superficie ocular (Morgan y Abrams, 1991; Murphy et al., 2001; Gosling et al., 2013).
Estos estudios, ademas, han informado y mejorado los tratamientos para los seres
humanos. Los gatos domésticos han sido estudiados para determinar la mejor manera de
reducir la cicatrizacion corneal después de las infecciones de virus herpes ocular simple
(VHS) (Gould, 2011). Los gatos y los conejos responden de manera similar a los seres
humanos en términos de cicatrizacion de la cornea (Nagy et al., 2007). Las desventajas
de usar los animales de compafiia para la investigacion cicatrizacion corneal incluyen su

gran tamafo, el alto costo, y su heterogeneidad genética.

Hasta lo que se conoce, los cobayos no han sido muy utilizados para estudios de
recuperacion de la cornea luego de lesiones que llegan al estroma superficial. El cobayo
es un animal daécil, de tamafio pequefio y no muy costoso para criar. La cornea de esta
especie animal es morfolégicamente similar al humano y no sintetiza AA a partir de
glucosa, ni concentra este antioxidante en la cdérnea, a no ser que el animal sea
alimentado con un suplemento que contenga esta vitamina (igual que los humanos). Por

todo esto seleccionamos cobayos para este trabajo de tesis.
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El excimer laser se ha utilizado para estudiar la cicatrizacion corneal, ya que la
recuperacion implica reepitelizacion, ensamblaje de la membrana basal, reinervacion y
cicatrizacion (Azar et al., 1998; Kato et al., 2003). El laser argon, que se diferencia en
su mecanismo de accion con respecto al excimer laser, fue utilizado en este trabajo para
evaluar la lesion producida en corneas de cobayos (Suarez AC et al.,, 2015) y la

recuperacion de las corneas en animales normales y deficientes en AA.

Diferentes estudios han sido realizados en oftalmologia para investigar las aplicaciones
y ventajas de los 4 tipos de laser que nosotros probamos inicialmente en este trabajo
(Suarez AC et al., 2015). Aplicaciones del laser de CO, en cornea humana, bovina,
porcina y de conejo han demostrado cambios en el epitelio y en el estroma cuando las
cdrneas se examinaron por MO (McCally et al., 1983; Krauss et al., 1986; Keates et al.
1981; Chandonnet et al., 1992; Widder et al., 1990).

De acuerdo con los estudios realizados por Gilmour (2002), el laser de CO, debe ser
usado con mucha precaucion en el tejido corneal porque puede provocar dafios en todas
las estructuras corneales e incluso perforar este tejido. Si bien la aplicacion de este laser
no perforo la cdrnea de cobayos en nuestro estudio, indujo importantes dafios en todas

las estructuras de este tejido.

El laser de Nd-YAG se utiliza para resolver la opacificacion de la capsula posterior, que
puede ocurrir luego de la facoemulsificacion, mediante una capsulotomia posterior
(Gilmour, 2003).

El laser de argon, ademas de emplearse frecuentemente en fototerapia de retina, ha sido
utilizado con otras finalidades en oftalmologia. Vieira et al. (2004), emplearon este laser,
con foco intraestromal, para retirar suturas de la cornea, con una potencia de 340 mW,
0,1s, y diametro de 5 a 100 p, sin observar Glceras ni infecciones. Kremer et al. (1996),
encontraron que el laser argon a potencias y tiempos variados induce, en cérneas de
cobayos tefiidas con rosa de bengala como fotosensibilizador, desde un minimo dafio,
hasta importante disrupcion lamelar. Resultados similares fueron observados en nuestro

estudio utilizando este laser sobre corneas de cobayos tefiidas con fluoresceina.

El laser de diodo se utiliza, entre otras cosas, para tratamiento de retinopatia del
prematuro y glaucoma. Chew et al. (2000), utilizando laser de argon y diodo,
compararon la transmisibilidad de corneas humanas y los efectos fototérmicos sobre

cornea e iris. Estos investigadores utilizaron cérneas claras, intermedias y opacas e
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hicieron foco en estroma medio. La energia empleada con laser argon de 488 nm y diodo
de 810 nm fue de 1.000 mW durante 0,1 s y de 980 mW durante 0,1 s, respectivamente.
El laser diodo no produjo dafio térmico en la cornea y la transmisibilidad fue del 89, 87
y 85% en los 3 tipos de cornea usados. Con el laser de argdn, los autores observaron una
transmisibilidad de 78, 73 y 70% y dafio en las cOrneas opacas. Estos autores
concluyeron que el laser diodo podria ser el ideal para la iridotomia/iridioplastia en
glaucoma de angulo cerrado agudo con coérnea opaca. Las diferencias observadas con
nuestro modelo experimental pueden deberse a la utilizacion de distintos tipos de

corneas y de configuracion del laser diodo.

Nuestro objetivo inicial fue encontrar qué laser y qué condiciones de aplicacion dafiaban
solamente la cornea desde el epitelio hasta la porcidn anterior del estroma. Debido a que
el laser de argén a 350 mW, por 0,3 s, y 50 u de diametro, lesiond solamente la porcién

anterior de la cornea, se continuaron los estudios con este laser y esas condiciones.

Posteriormente buscamos y pusimos a punto métodos que permitieran estudiar las

lesiones y su posterior recuperacion luego de la aplicacién del laser argon.

Utilizando técnicas in vivo e in vitro estudiamos las lesiones inducidas, el proceso de

recuperacion de la cornea y la existencia o no, de cicatrices.

La BM, se utiliz6 para ver el segmento anterior del ojo, especificamente para evaluar la
apariencia corneal, en cérneas lesionadas o no, con la configuracion previamente elegida

de laser argon en animales normales.

Otra tecnologia que utilizamos para la observacion de la cornea in vivo fue OCT (Visante
y Cirrus). Tal como fue explicado anteriormente, la técnica de Cirrus no fue util, pues
no permite hacer mediciones de la cornea, por lo que elegimos, el OCT Visante que si
proporciona datos sobre el espesor corneal. Esta técnica, no ha sido empleada
frecuentemente como parte de la investigacion de los ojos de cobayos, tanto es asi que
solo se pudieron encontrar referencias anteriores del empleo de OCT en cobayos en la
presentacion en congreso de Suarez MF et al. (2013) y en el trabajo publicado de Lisa
Ostrin et al. (2014), quienes utilizaron OCT para medir el didmetro pupilar y la

profundidad de la cAmara anterior de cobayos luego de la aplicacion de pilocarpina.

Otros investigadores como Xiangtian Zhou et al. (2008), han utilizado OCT
especialmente fabricado para uso de pequefios roedores (ratones) para medir el espesor

de distintos componentes oculares en animales normales y anormales.

77



Una revision de Lara-Medina et al. (2012), relacionada con el uso y los principios de
funcionamiento de la OCT del segmento anterior y posibles ventajas frente a la
biomicroscopia ultrasénica (BMU), describe que la OCT permite la obtencion de
imagenes con una mayor resolucion espacial que la BMU. Todos los datos informados
por estos autores corresponden solo a pacientes humanos. Por todos estos resultados, es
que concluimos que la utilizacion de la OCT en cornea de cobayos para evaluar lesion
y recuperacion corneal es una técnica original en su empleo y servird para futuros
investigadores como referencia. OCT nos permitié medir perfectamente los espesores
de cdrneas normales y las variaciones del espesor corneal luego de ser lesionadas y su

evolucion a lo largo del tiempo.

La MO es la técnica de estudio in vitro por mas tiempo utilizada en las investigaciones
histopatoldgicas. Los datos que aporta sobre la cornea se refieren a las caracteristicas
morfoldgicas de la estructura celular, membranas basales (epitelial y endotelial),
queratocitos, infiltracién de células inflamatorias y presencia de vasos sanguineos entre
otras cosas. La primera descripcion de cérnea de cobayos sanos, con datos sobre
estructura y funcién, es la presentada por Cafaro et al. (2009). En ese trabajo, los autores
incluyeron descripcion y fotografias de cdrnea de cobayos sanos mediante la técnica de
MO y ME.

Kremer et al. (1996), observaron en cornea de cobayos lesionados con laser argon verde
de 514 nm, una minima coagulacién cuando se us6 0,05 W y 50 u, una moderada
coagulacion del estroma anterior con potencias de 0,07-0,6 W y un spot de 100-200 p.

Potencias de 0,7 y 0,8 W, mostraron una clara disrupcion lamelar.

El objetivo final de este trabajo fue investigar si existen diferencias en la recuperacion
de las lesiones producidas por el laser argdn en animales con dieta normal o deficiente
en AA, utilizando las diferentes técnicas y metodologias mencionadas al comienzo del

trabajo.

Después de una lesion corneal, se desata una serie de eventos en cascada mediados por
interacciones autocrinas y paracrinas de citoquinas, producidas por distintos tipos de
células que intentan restaurar la estructura dafiada sin dejar secuelas. Las lesiones que
involucran solo al epitelio curan por migracion, mitosis y diferenciacion de células, sin
dejar cicatriz. Si en cambio, se lesiona la membrana basal, la transparencia corneal puede

verse afectada. La apoptosis de los queratocitos libera enzimas proteoliticas que dafian
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la matriz extracelular y el tejido alrededor de las células (Andre y Torricelli, 2014).
Algunos queratocitos quedan en el estroma periférico y posterior (profundo) y
comienzan a sufrir mitosis 12 a 24 hs después de la lesion. Esta proliferacion genera
precursores de miofibroblastos. Cuando hay muchos miofibroblastos, la opacidad de las
células y la matriz extracelular desorganizada que ellos producen, puede generar una
opacidad corneal. Los miofibroblastos tienen caracteristicas de células musculares lisas
como actina del musculo liso (a-SMA) que se puede usar como marcador. La generacion
de miofibroblastos es beneficiosa para la incision estromal porque facilitan el cierre de
la herida, pero su aparicién puede generar una cicatriz indeseada (Andre y Torricelli,
2014).

Los proteoglicanos normales como el queratan sulfato, regulan del didmetro y espacio
de las fibrillas de colageno asociadas a la transparencia. Los miofibroblastos, expresan
pocas cristalinas corneales como la transquetolasa y la ALDH 1, comparado con los
queratocitos normales. La produccién disminuida de cristalinas lleva a la opacidad. El
factor TGF-B es clave en el desarrollo de los miofibroblastos, estimula la produccion de
proteinas de la MEC, inhibe las MMPs y modula la respuesta cicatrizal. Los factores
TGF-B 1y 2 favorecen la cicatrizacion mientras que el tipo 3, la retrasa (Finnson et al.,
2013). Durante la recuperacion de la herida corneal aumenta la expresion del factor
IGF2R (insulin like growth factor 2 receptor) en los miofibroblastos estromales, que

regula la diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos (Bohnsack et al., 2014.)

A pesar de no haber investigado la existencia de estas moléculas encontramos en los

estudios de ME, miofibroblastos en las corneas de cobayos lesionados con el laser argon.

Los queratocitos son los encargados de producir el coldgeno y la MEC, pero cuando
cambian a miofibroblastos por los factores antes enunciados, tanto las proteinas como
los proteoglicanos y glucosaminoglicanos, se modifican. El estroma corneal es una
estructura altamente organizada que necesita producir la minima dispersion de la luz
para contribuir a la transparencia corneal (Hassell y Birk, 2010). Las anormalidades en
la organizacion del colageno resultan en una pérdida de la transparencia corneal
(Maurice, 1957; Meek et al., 2003).

Considerando la importancia del colageno en la estructura y transparencia de la crnea,
el metabolismo del AA y su participacion en la sintesis ha sido ampliamente estudiado

por muchos afios (Wu et al., 2004). Ademas de su papel como un antioxidante, el AA
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también es un cofactor en la sintesis del coldgeno ya que es necesario para la
hidroxilacion de la prolina y la lisina que permiten la formacion adecuada de fibrillas de
colageno estables y la asociacion especifica con glucosaminoglicanos (Pinnell, 1975;
Peterkofsky, 1991).

Ha habido diferentes evidencias de que el AA participa directa o indirectamente en la
biosintesis de coladgeno. Chojkier et al. (1983), observaron en un modelo in vitro de
animales con escorbuto, que después de 2 semanas con una dieta deficiente en AA, la
biosintesis de colageno disminuyd significativamente, mientras que la hidroxilacion de
prolina no se vio afectada. Al afiadir AA, la hidroxilacion de prolina fue restaurada, no
asi la sintesis de colageno, relacionando esta disminucién con la menor ingesta

caracteristica del escorbuto.

Se demostrd que la adicion de AA en los cultivos de tendon de ave induce la secrecion

de procolageno y aumenta la velocidad de secrecion (Schwarz, 1985).

En una publicacion de Oyamada et al. (1988), los fibroblastos humanos expuestos a
suero de cobayos con escorbuto mostraron una reduccién de la sintesis de colageno.
Esta inhibicidn podria ser revertida con la adicion de IGF-I, que estimula la sintesis de

colageno y proteoglicanos.

Pacifici y lozzo (1988), estudiaron el papel del AA en la remodelacion del reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) durante la secrecion de procoldgeno. Después de la
adicion de AA a un cultivo de condrocitos escorbuticos el procolageno es totalmente
secretado en 24 hs. También demostraron que, durante el tratamiento con AA, el RER
sufre una remodelacion, con formacion de grandes cisternas como sacos, y muchas
cisternas aplanadas. Después que la redistribucion de procolageno se lleva a cabo, las

cisternas grandes y planas se comunican y se produce la secrecion.

En un estudio de 2011, se evaluo el efecto de la deficiencia de ascorbato y la exposicion
a RUV-B sobre la ultraestructura del estroma corneal del cobayo. Los cambios inducidos
por los RUV-B en la ultraestructura corneal, fueron mas pronunciados en animales
alimentados con dieta deficiente en AA. Esto sugiere, que el AA desempefia un papel
fundamental en la organizacion del estroma y en la proteccion de los efectos nocivos de
los RUV-B (Hayes et al., 2011).

Karamichos et al. (2010), utilizaron el AA junto al TGF-B1 para crear un modelo in

vitro de fibrosis corneal humana. EI AA (en cultivo celular) estimula la sintesis y
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secrecion de colageno y componentes de la matriz extracelular y permite la
estabilizacion del colageno formado, lo cual colabora con la estratificacion de las células

y la acumulacion de material entre ellas.

El AA aumenta la estratificacion celular in vitro, pero también incrementa la expresion
de proteinas contractiles como la a-SMA, la cual esta relacionada con la pérdida de
transparencia corneal in vivo (Jester et al., 1995; Phu y Orwin, 2009). Es asi que la

deficiencia de AA podria producir mas cicatrices corneales que lo normal.

Cuando ocurre una lesion corneal importante como la producida por un laser, se puede
perder el equilibrio de Oxido-reduccion intracelular con exceso de produccion de
especies reactivas de oxigeno como H20z, O2-, HO- y ocurre el dafio celular. Entre las
defensas antioxidantes naturales podemos mencionar a enzimas (superéxido dismutasa,
catalasa, glutation peroxidasa) y a ciertas vitaminas (Vit. C, E y A) (Rios, 2007).
Recientemente, nuestro grupo de trabajo ha demostrado el rol protectivo de la vitamina
C en la generacién de QCE en individuos cuyas cdrneas han estado expuestaa RUV y a
lesiones frecuentes (Sudrez MF et al., 2015 a).

En resumen, la deficiencia de AA puede ser responsable de disminucion de produccion
de proteinas corneales, alteracion de factores que pueden llevar a la pérdida de
transparencia corneal y ocasionar cambios celulares como consecuencia de

modificaciones del equilibrio de éxido-reduccion.

La observacion de los dafios producidos por laser argdn en corneas y su recuperacion en

animales con deficiencia de AA, fue uno de nuestros objetivos.

La deficiencia de AA en cobayos provoca signos clinicos a partir de los 15 dias de
privacion (Mody et al., 2005) y es por lo que durante 3 meses sometimos a un grupo de
cobayos a una dieta deficiente en AA 'y a lo largo de ese tiempo comenzamos a ver uno
de los signos que indican deficiencia como es la pérdida de peso, pues los animales
sufren de anorexia y debilidad y tienen dificultades para comer por lesiones bucales
(Duran y Hernandez, 2009).

La BM resultd insuficiente para sefialar diferencias de cicatrizacion entre los animales
deficientes en AA y animales con dieta normal de AA, puesto que la observacion de los
leucomas seguia la misma evolucion de grado y recuperacion para ambos grupos y los

leucomas desaparecieron a los 15 dias.
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No encontramos diferencias, en la recuperacion del espesor corneal (medido por OCT)

entre animales con ingesta normal de AA, versus animales con dieta deficiente en AA.

La MEC esta formada por gran cantidad de componentes. Tal variedad de moléculas se
encuentra interconectadas y requieren de MMPs para organizar la MEC en condiciones
patoldgicas. La medicion de las MMPs se emplea para identificar los factores que
aumentan o disminuyen la capacidad de regeneracion sin dejar opacidad corneal
(Angosto y Alvarez-Gomez, 2010; Holopainen et al., 2011; Holopainen et al., 2012; Wu
etal., 2015).

Las heridas por desbridamiento en el raton reepitelizan rapidamente, pero también
pueden conducir a erosiones recurrentes a través de mecanismos que implican
sobrerregulacion de la MMP-9 dentro de las células epiteliales corneales (Pal-Ghosh et
al., 2011 a). Mientras que el exceso de MMP-9 contribuye a la formacion de la erosion,
es necesaria para la curacion de la herida corneal eficiente, ya que los ratones que
carecen de MMP-9 curan mal (Mohan et al., 2002).

Las MMP-2 y MMP-9 participan en la cicatrizacion de heridas de la cornea, y en la
patogénesis de enfermedades inflamatorias de la misma (Garrana et al., 1999). El
aumento de la MMP-9 esta asociada a la falla en la reepitelizacion porque favorece la
disolucién de la membrana basal. Después de 18 hs de una lesion corneal, la MMP- 9
aparece en el frente de migracion epitelial, le siguen la MMP-10 detrés y la MMP-13 en
toda la zona de la herida. Cuando se cierra completamente la herida en 24 hs, se observa
sobreregulacion de la MMP-1a, 1b y 13 y aumenta la expresion de la MMP-9. Luego de
24 hs no se encuentran ni la MMP-9, ni MMP-10 ni la MMP-12. Durante el proceso de
reepitelizacion estan aumentadas las MMPs y las TIMP. La MMP-9 tiene un papel
importante en la modulacion de la dindmica celular, pues afecta moléculas de
sefializacion en el microambiente celular y se necesita para remover la matriz provisoria
sobre la cual migran las células epiteliales (Kavosova et al., 2003; Sivak y Finia, 2002;
Gordon et al., 2011).

Los valores de MMPs hallados en nuestra investigacion mostraron para los grupos HAA
y LAA, una elevacién de MMP-9 a las 18 hs y una posterior disminucion a partir de las
48 hs, hasta llegar en 7 dias a niveles basales. La MMP-10, en nuestro trabajo, se elevo

a las 24 hs, e inmediatamente disminuyo su valor. Resultados similares a los nuestros,
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pero estudiando RNA mensajero para MMP-9, fueron reportados hace unos afos por el

grupo de la Dra. Fini en California (Gordon et al., 2011).

La presencia de AA no modifico la curva de aumento y disminucion de estas MMPs,
aunque si hubo alguna diferencia en los valores encontrados, cuando se comparaba la
MMP-9 en el mismo momento, observandose que a las 18 hs, el grupo LAA expreso

valores mas altos que los del grupo HAA.

En nuestro trabajo de investigacion, la MO permitid, distinguir el grado de lesion
producido por cada laser, con diferentes potencias, logrando establecer que el Gnico laser
que no lesiono el endotelio y cuyo dafio se observo en epitelio y estroma fue el laser de
argon con una configuracion de 350 mW con 0,3 s, y un didmetro de 50 de spot. En la
comparacion de recuperacién de corneas lesionadas de animales con dieta normal vs con
dieta deficiente en AA, no se pudieron encontrar diferencias en el grado de lesion, ni del
tipo de infiltrado ni en la cantidad de células infiltradas. Esto nos puede llevar a la
conclusién de que el AA no tiene influencia en la reaccion inflamatoria, al menos, no en
lo que se puede observar microscépicamente sin ninguna otra técnica de tincion especial

0 de inmunohostoquimica.

La otra técnica empleada fue la de ME. Los estudios de la cérnea con ME datan de
muchos afios atras. McTigue et al. (1967), describen caracteristicas de la cdrnea humana
normal y corneas con distrofia, en la que se puede ver en el estroma superficial, células
con material electrodenso acumulado en grandes vesiculas que se asemejan a las mezclas

de mucopolisacaridos acidos.

Polack en 1976, analizaba el impacto de la ME en el estudio de las cérneas patoldgicas
y confirmaba muchos estudios realizados previamente con microscopia Optica. La ME
es de gran utilidad en la identificacion de los lugares y tipos de cambios patolégicos en
distrofias y degeneraciones corneales. También incluye una revision de algunas
condiciones inflamatorias de la cornea, asi como trastornos metabolicos que afectan a

su transparencia.

En nuestro trabajo, se observaron las células epiteliales, membrana basal epitelial,
estroma anterior, queratocitos, miofibroblastos, fibras de colageno y MEC con ME, y se
pudieron encontrar diferencias entre las corneas lesionadas del grupo con deficiencia de

AA'y el grupo con dieta normal en AA.
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Por ME, se observaron las corneas de los cobayos del grupo HAA, las cuales
inicialmente exhibieron un epitelio muy alterado. Luego de una semana el epitelio
corneal en general estaba conservado, mientras que en el estroma se observaban
miofibroblastos rodeados de una matriz extracelular bastante desorganizada. Quince

dias post-tratamiento, el epitelio y el estroma estaban normales.

En el grupo LAA, se observo por ME inicialmente un epitelio dafiado. Luego de 7 dias
el epitelio se observd necrosado y el estroma aparecié desorganizado con fibras
colagenas entrecruzadas asociadas a queratocitos atipicos, con presencia de grandes
vesiculas con contenido finamente granular en el citoplasma. A los 15 dias post laser, el
epitelio se observd bien conservado, el estroma desorganizado y en los queratocitos se

hallaron acimulos de material en su citoplasma.

Todas estas anormalidades en el estroma, luego de la recuperacion total del epitelio
corneal observadas solamente en el grupo LAA, confirman la importancia del AA en la

sintesis y liberacion del colageno.

Es importante remarcar que cuando estudiamos la recuperacion de la cérnea por BM,
OCT y MO no encontramos diferencias entre ambos grupos experimentales. Solamente
se observaron anormalidades en la recuperacion del estroma corneal utilizando ME en

el grupo LAA.
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6. Conclusiones

Fue posible comparar diferentes tipos de laser y de potencias en disparos sobre la cornea
de cobayos sanos. Inmediatamente después del disparo, se pudo observar la lesion en la

cornea a simple vista, con tincion de fluoresceina y con BM.

Con los valores de disparo elegidos, en ningun caso se produjo la perforacion de la

cérnea.

El estudio histopatologico demostrd que los laseres de CO., diodo y Nd-YAG, fueron
muy potentes al provocar la lesion, incluso utilizando energia y tiempo minimos; en

tanto el laser argén fue menos agresivo.

En todos los grupos (distintos laser y potencias de los mismos) estuvieron

comprometidos epitelio, estroma y endotelio.
Por MO, se pudo observar:

e En epitelio: los dafios méas frecuentes fueron condensacion, vacuolizacion y

disminucion del espesor.

e En estroma: alteracion de la disposicion de las fibras coldgeno y en algunos

casos, vacuolas en la matriz extracelular propia.

e En endotelio: pérdida de células en las areas relacionadas con el impacto y
dehiscencia de la capa endotelial.

La observacién méas importante de esta primera etapa fue que el endotelio corneal solo
se mantuvo indemne con el laser argén, a 350 mW 0,3 s de exposicion y 50 p de spot.
De esta manera quedd determinado por BM y MO, cual es el mejor laser y bajo que
configuracion es posible desarrollar lesiones en epitelio y estroma anterior de corneas

de cobayos, que pueden repetirse de manera controlada, sin llegar a lesionar el endotelio.

Con los resultados obtenidos en esta primera etapa se llevé a cabo la segunda etapa,

continuando la experimentacion solo con laser argon.

Cada uno de los estudios realizados (BM, OCT Visante, MO, ME y WB) fue muy util
porque nos permitié avanzar en el conocimiento del rol del AA en la curacion de la

cornea luego de haber sido lesionada con laser argon.
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La BM posibilito observar inicialmente las lesiones, luego los leucomas, y

posteriormente la recuperacion y la desaparicion de los leucomas en la cornea.

Con la utilizacién de OCT Visante, fue factible cuantificar los espesores corneales
normales y los dafiados por el laser a diferentes tiempos, para poder precisar en qué
momento la recuperacion fue total. El resultado obtenido con este equipo, si bien no
logro diferenciar los grupos HAA y LAA, significa un aporte original al estudio de la

cornea de cobayos.

La MO, en esta instancia, fue utilizada para estudiar la naturaleza de las células
involucradas en la inflamacion post laser, mientras que la ME aport6 datos sobre
cambios ultraestructurales en el epitelio y estroma superior de corneas lesionadas con el

laser.

La realizacién de WB para MMP-9 y MMP-10 nos permitio afirmar que ambas MMPs
participaron activamente, a diferentes tiempos, en el proceso de curacion de las lesiones

corneales.

La conclusion, obtenida luego de comparar todos estos estudios entre ambos grupos
experimentales (HAA y LAA), fue que un contenido deficiente de AA en la dieta no
influyo en los hallazgos observados con BM, OCT Visante, quimiotaxis ni extravasacion
de ciertos leucocitos. Tampoco hubo grandes cambios en la cinética de produccion de
MMP-9 y MMP-10.

Si bien los hallazgos ultraestructurales (ME) que ocurrieron durante el proceso de
recuperacion corneal no permitieron observar diferencias en el dafio y posterior
recuperacion del epitelio, fueron muy importantes para descubrir cambios en el estroma
corneal cuando se compararon cérneas provenientes de animales con dieta normal de
acido ascorbico (HAA) vs aquellas cdrneas de animales sometidos a deficiencia parcial
de AA (LAA). Estas diferencias (ordenamiento de las fibras de colageno y
caracteristicas morfoldgicas de los queratocitos) comenzaron a observarse hacia el dia
7° post tratamiento con laser y se mantuvieron hasta el final del estudio. Seria entonces
esta técnica la Unica lo suficientemente sensible para detectar cambios metabdlicos en
la sintesis de colageno y en la regeneracion de la cornea después de una lesion

superficial.
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