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Metodologia

El trasplante de cornea (queratoplastia) es uno de los trasplantes mas
frecuentes del mundo. Sin embargo, existe un desequilibrio entre el
numero de personas que necesitan una queratoplastia y el numero de
corneas donadas. La criopreservacion podria ser la solucidon para
incrementar la disponibilidad de corneas, pues permitiria almacenarlas
durante un tiempo ilimitado. Para esto, las corneas criopreservadas
deben mantener su estructura histomorfologica y su viabilidad celular
endotelial intactas.

Se han criopreservado 12 corneas utilizando 4 protocolos diferentes de
criopreservacion (Tabla 1). Se ha extraido manualmente el complejo
membrana de Descemet-endotelio, y se ha realizado un ensayo sobre él
con el kit LIVE/DEAD imaging y Hoechst para evaluar la celularidad y la
viabilidad celular. Las imagenes obtenidas se han analizado con el
programa Fiji (Fiji Is Just ImageJ) y se han realizado contajes para
determinar el numero de ceélulas. Para el analisis de la estructura
histomorfologica, se ha realizado la tincion de tricromico de Masson.

Tabla 1. Tipo de criopreservacion y agentes crioprotectores utilizados en cada uno de los
cuatro protocolos de criopreservacion. El nimero de cdérneas criopreservadas con cada
protocolo es de n=3. DMSO: dimetilsulfoxido, PrOH: 1,2-propanodiol.

Tipo de criopreservacion

Agente crioprotector

Protocolo 1 . . Albumina
(n=3) Criopreservacion lenta (CL) DMSO
Pro(’cr?zcg)lo 2 Criopreservacion lenta (CL) DMSO
Protocolo 3 Criopreservacion rapida II;I\r/I%I_Cl)

Evaluacion preliminar de cuatro protocolos de criopreservacion (n=3) (vitrificacion; CR) Formamida
a’Fendlrer.]do ala ceIL’JIarldad, viabilidad celular endotelial y a la estructura Protocolo 4 Criopreservacion rapida PrOH
histologica de las corneas. (n=3) (vitrificacion; CR) DMSO

Resultados

La celularidad endotelial fue abundante en todas las corneas (en orden decreciente, Protocolos 4, 3, 1 y 2). Respecto a la viabilidad celular, las
corneas criopreservadas con el Protocolo 1 presentaron mayor numero de células viables (66,79%) (Figura 1 a), mientras que con el resto de los
protocolos a penas se conservaron ceélulas viables (Protocolo 2) (Figura 1 b), o no hubo ninguna celula viable (Protocolo 3 y 4) (Figura 1 c y d). En
todas las corneas, el epitelio sufrio un adelgazamiento (Figura 2, a), y en un caso (Protocolo 1) mostro un epitelio “dentado” por posible formacion de
hielo extracelular (Figura 2, b). El endotelio se separd del tejido (Protocolos 2, 3 y 4), y las fibras de colageno del estroma mostraron grandes
separaciones entre ellas (Protocolos 1, 3y 4) (Figura 2, c).

Figura 1. Imagenes de los endotelios tras la tincion con Hoechst (azul) y con el kit LIVE/DEAD
/imaging (verde, calceina), de las corneas criopreservadas con: a), Protocolo 1; b), Protocolo 2; ),
Protocolo 3, y d) Protocolo 4.

Figura 2. Posibles danos debido a la criopreservacion. a) adelgazamiento de epitelio (Protocolo 1), b)
epitelio dentado por posible formacion de hielo extracelular (Protocolo 1); ¢) amplias oquedades en
el estroma y separacion del endotelio (Protocolo 4).

Conclusiones

La criopreservacion de corneas con los cuatro protocolos ofrece una alta celularidad, siendo mayor en las corneas criopreservadas de forma rapida.
La viabilidad celular endotelial se ve comprometida con la criopreservacion rapida, mientras que con los protocolos de criopreservacion lenta se
retiene cierta viabilidad. Las capas histologicas muestran posibles danos debido a la criopreservacion en epitelio, estroma y endotelio
independientemente del protocolo de criopreservacion utilizado.
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