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 RESUMEN

Sz compara la influencia del coldgeno (Bio-CorR), la
vitamina “A” y el E.G.F. con un grupo testigo tras 8
incisiones radiales en las cérneas de 80 conejos. Los
periodes de sacrificio, fueron de 1, 6, 48, 96, 192y
288 horas. Tras aplicar los criterios de evaluacién que
figuran en el Método, comprobamos:

— La existencia de un tapén epitelial en todos los
casos tras 48 horas; organizindose en su disposicién
paulatinamente las células (192 horas) e incremen-
tandose la respuesta fibrobléstica, que se concreta en
la zona periincisorial independientemente del producto
empleado.

— El mayor nimero de capas celulares obtenidas
con el coligeno, seguidas en sus resultados del E.G.F.
y la Vit“A™, tanto a la hora como a las 6 horas.

— El desarrollo en superficie del epitelio a lo largo de
las superficies cruentas de la herida se logra antes
también con el coligeno, equiparindose los resultados
al cabo de las seis horas.

— Se aprecian fenémenos de “aplastamiento” o “alla-
namiento” celular del epitelio adyacente, contrastando
con un grueso labio epitelial que avanza al fondo de la
herida (fundamentalmente con el coligeno y el E.G.F.).
El grosor del mencionado epitelio adyacente se recu-
pero a las 48 horas.

SUMMARY

The object of this study, is to compare the influencing
effects of colagen, vitamin “A”, and E.G.F. after 8
radial incisions in both corneas of 80 rabbits by
confronting these results with another group which
did not recive treatment. The rabbits were sacrified
after 1, 6, 48, 96, 192, and 288 hours, after the
operation. The corneas pertaining to the 1 to 6 hours-
group were refered to, as the “Criterion of Evaluation
I” and the rest of the group: “Criterion of Evaluation
II", which figures in the method. The results were:

In all cases, after 48 hours, there is an epitelial plug,
forming slowly a “celular organization” evidently after
192 hours, independent of the product used.

The fibroblastic response, multiplies with the time
concentrating itself in a periincisorial area independent
of the substance used.

An hour after the operation —in relation to the
witness group— the colagen resulted toa high percen-
tage of stratum formed, followed by E.G.F. group and
finally the vitamin“A” group. In 6 hours, we could say
—though in less measure— still the collagen maintai-
ned the best results in number ob stratum formed.

The growth “on surface” or extension, the collagen
obtained results sooner than the rest, after an hour.

There was a phenomenon of “flattening” or leaveling
of the cells on areas around the incision; in contrast
to the thick epitelial lip advancing towards the bottom
of the wound (always with colagen and E.G.F.) recove-
ring the normal epitelial thickness after 48 hours.

INTRODUCCION

Con la Queratotomia Radial (Q.R.).
buscamos el aumento del radio de
curvatura corneal mediante incisiones
en su superficie anterior, consiguiendo
la disminucién de la potencia diéptrica
corneal (1, 2).
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Intervienen después parametros bio-
l6gicos reparativos modeladores de la
estructura corneal definitiva. Sin em-
bargo, la regresion de los resultados se
acompana de cierta recuperacion del
“factor de configuracion original” (3, 4).
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La reepitelizacion sucede en las pri-
meras horas mediante deslizamiento
celular hasta formar el boton epitelial
que cubre la superficie cruenta (5. 6, 7).
Tras ello, aparecen en el médico las
siguientes inquietudes:
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1. Intentar reparar con la mayor agre-
sion posible.
Conseguir una cicatrizacion rapida,
solida, segura y firme.
La esperanza de conseguir resulta-
dos funcionales y estéticos lo mas
optimos posibles.

Basados en los anteriores puntos,
hemos querido comprobar en animales
de experimentacion los siguientes as-
pectos:

a) Estudiar todo lo concerniente a
“como es la reparacion” corneal tras
Q.R. en condiciones basales.

b) Ver cémo actiia la Vitamina “A"
sobre el proceso reparativo corneal
(Pomada Epitelizante)®.

Foto 1.—Escudos de Coldgeno (Bio-Cor®) de esclera de cerdo.

c¢) Comprobar si los apositos de
colageno de esclera de cerdo (Bio-CorR)

modifican el proceso reparativo corneal.

d) Verificar si el Epidermal Growth,

Factor (E.G.F.) o Factor de Crecimiento
Epidermal interviene como elemento
activo o no en la cicatrizacion corneal
comparativamente con las demas sus-
tancias. B

e) Concluir si merece o no la pena
protocolizar el uso de las anteriores
sustancias.

MATERIAL Y METODO

Animales de Experimentacion: 80
conejos New-Zeland de 2-2,5 l? previa-
mente sanos. Con este peso el desarrollo

es completo, alcanzando la cornea dia-
metros de 12-13 mm. ‘

Material Técnico
— Cuchilletes desechables Guardian-

Foto 2.—El E.G.F. (PHZ-102) se sirve
blanco a disolver. Se conserva inmedia
contiene 0,6 mcg del producto.

MyocureF; penetran entre 300-400 mi-
cras. Estan dotados de un tope lateral.

— Anillos de fijacion tipo Thorton de
12-14 mm de diametro.

— Escudos de colageno Bio-Cor® de
Fyodorov (foto 1). Aparecen como una
fina pelicula transparente, flexible, de
entre 0,0125-0,071 mm de grosor. Su
reabsorcion se efectiia entre 2-12 horas.

— Pomada epitelizante rica en reti-
nol, aminoacidos y metionina.

— E.G.F.: polipéptido de 6.054 dal-
tons obtenida actualmente de la E.
Coli. Se facilita con la denominacién
PHZ-102 como polvo blanco a mezclar
con una sustancia disolvente. Cada
gota] proporciona 0,6 microgramos (fo-
to 2).

Técnica Quirirgica

Anestesia: Tiopental Sodico: 40 mgs/
kg de peso. Se someten luego a ocho
incisiones radiales, centrifugas, com-
probamos la profundidad y aplicamos

separadamente como
tamente a 4-5°C. mp;l‘:;
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Foto 3.— o (Bio-Cor®) 6 horas (20 X 10). Marcadisima Fowé.'-'cé:ssmo(-m-coﬂjam Células epiteliales con aspecto
Crecimiento asimétrico, con hasta 6 en | de“ " desde el borde de la incisién, de ahi el menor r
y os puntos. El edema in es probablemente del wuoymmmgmm).mrnmaeum tus
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la sustancia. El Bio-Cor®, se aplica
como una lente de contacto, instilando
primero una gota de suero fisiologico
en la concavidad, retirando la membra-
na nictitante previamente y tras ello:
tarsorrafia de 3 puntos con seda de 4/
0. La oclusién es de 24 horas.

El Método

Los conejos (160 corneas) se dividie-
ron inici nte segun la sustancia
empleada en cuatro grupos: 1) Co-
lageno; 2) Pomada epitelizante; 3) EG.F;
4) Grupo testigo. (Ver tabla I). Se agru-
paron con arreglo al periodo de sacrifi-

cio en seis grupos de 1, 6, 48,96, 192 y

[ 288 horas. En la tabla puede apreciarse

la posologia.

La extraccion se efectué realizando
la incision a 1 mm del limbo, para
mejor mantener la forma de la cornea y
facilitar el procesado.

Se fijan en formol al 10 %, se incluyen
en parafina y se efectiian cortes de
ocho micras, tinendo luego las muestras
con Hematoxilina-Eosina.

El estudio Histologico y Fotografico
se efectud con un microscopio Nikon-
Fluphot; las ampliaciones se obtuvieron
por la técnica de “inmersién en aceite”.

A las muestras de una y seis horas,
se les aplicaron los “Criterios de Eva-
luacién I" (ver figura 1), mientras que
al resto se les aplicaron los Criterios de
Evaluacién II" (ver figura 1). En los
primeros tenemos en cuenta tres zonas:
1.—La lesional (Z a) comprendida entre
las dos lineas perpendiculares al borde;
2.—La yuxtalesional (Z b) a uno y otro
lado de la anterior y de i grosor que
ella; 3.—Lejana a la herida (Z ¢) de
anchura equivalente a la suma de las
anteriores.

Foto 5.—Testigo de 6 horas (ampliacién 100 X 10). Detalle del borde de la incisién. Mitosis
loderada espongiosis celular.

(Flecha). Mi

Foto 7.—E.G.F. de 6 horas (20 X 10). Crecimieato wco En
algunos tos el crecimiento es de entre . capas ulas.
fondo, m;’:; celulares. d

de los bordes.

VALORAMOS

1.—Desarrollo epitelial en al profun-
didad de la herida, considerando tres
%rados (de menor a mayor): a, b, c
Fig. 2).

2.—Simetria o asimetria en el desa-
rrollo.

3.—Numero maximo de capas alcan-
zadas.

En el estroma, valoramos el edema
extendido tanto en superficie:

. — E. minimo: za(+).
— E. evidente: Zb (++).
— E. méximo: Ze (+++).

como en profundidad:

— Grado I: 1/3 del grosor.
— Grado II: 2/3 del grosor.
— Grado III: 3/3 grosor.

En los “Criterios de Evaluacion II”
(muestras de 48-288 horas) se tuvieron
en cuenta las mismas tres zonas: valo-

.rando:

a) La organizacion celular epitelial

Foto 6.— de 12 dias (20 X 10).
m i d;:

con marca
g:}eenmddndaoéhh!nmlulow

Foto 8.—Coldgeno de 6 horas (20 x 10). Marcado crecimiento de uno
-
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dentro del tapon epitelial. en tres grados
—de menor a mayor— (0 y +++).

b} Infiltrado fibroblastico estromal:
1) No existe: (0): 2) Limitado a Zb: (+):
3) Visible en Za: (++).

LOS RESULTADOS

En cuanto al grado de desarrollo
epitelial en la profundidad de la herida
(ver figura 2). comprobamos, que. si
bien en la primera hora los resultados
eran ligeramente mejores para el cola-
geno. éstos se equiparan a las 6 horas.

En lo referente al niimero maximo de
capas alcanzadas a la hora (ver figu-
ra 3) también los resultados mejores,
se obtienen con el Colageno y el E.G.F..
siendo discretamente mejores con el
primero. Asi comprobamos que el 62.5 %
de los casos con colageno mostraron
tres capas como maximo y el 37,5%
restante cuatro capas. Con el E.G.F. un
25%: una capa: el 37.5%: dos capas e
igual porcentaje con tres capas celula-
res.

Esta diferencia inicial tendio a equi-
pararse —en parte— en el grupo de las
seis horas (ver figura 3). El 25%: 6
capas y el 375% con cuatro y cinco
capas para el colageno; en comparacion
con el EGF. con un 12,5% con seis
capas. el 25% con cinco y el 625%
restante con cuatro capas.

El grado de simetria en el crecimiento
fue como media del 31% (1.2 hora).
pasando al 46,8% al cabo de las 6
horas. no influyendo la sustancia em-
pleada.

Los resultados resumidos en cuanto
al grado de profundidad y extensién
del edema a la 1.2 y 6.2 hora aparecen
resumidos en las tablas II y III.

En las muestras de 48, 96, 192, 288
horas en las que se efectuaron estudios
relativos a la organizaciéon celular epi-
telial dentro del tapén cicatrizal, com-
probando la disposicion de la capa

6h.

454,

96h. 1924 288h.

Test go. 4 4 3 3 3 3
Epitelizan| * 4 3 3 3 3
TAPL/24n
Bio-(or” 4 4 3 3 3 3
1 escudo/ojo
E.G.F 4 4 3 3 3 3
2gotas/8 h
Tota/: 80 16 16 12 12 12 12
ejemplares

(resumen protocolo)

Tabla I. —Método, con expresion de la posologia empleada y nimero de cjemplares.

basal o germinativa adoptando la tipica
forma de “empalizada”. y del resto de
las capas (capa de células intermedias
“alares”, y capa de células superficiales),
asi como las caracteristicas del infiltra-
do fibroblastico estromal, se constatd
el progresivo aumentc de ambos, no
existiendo realmente diferencias lla-
mativas en los grupos de las 48, 96 y
192 horas, tendiendo los resultados a
equipararse completamente al cabo de
las 288 horas (12 dias). Ver tabla IV.

DISCUSION

Hemos de afirmar, a primera vista el
mas rapido efecto reparativo del cola-
geno —si por tal entendemos un mayor
numero de capas de epitelio corneal
normal— tanto a la hora como a las
seis horas (foto 3). Dicho efecto se
extendié al grosor y al crecimiento a lo
largo de la superficie cruenta.

Con el Bio-CorRy el E.G.F. se observa-
ron fenémenos de aplastamiento o “alla-

Edema Estromal

1 Hora

Edema Estromal
en Extension

Edema Estromal

en Extension en Profundidad

Grupo Testigo

Epitelizante .....

Colageno........

EGF. ...

100%: (+++)

75%: (+++)
25%: (++)

100%: (++)

25%: (+4+)
75%: (+4)

Edema Estromal 6 Hora

en Profundidad

75%: Grado (lll) Grupo Testigo
25%: Grado (1)

75%: Grado (I!l) Epitelizante .....
25%: Grado (I}

75%: Grado (IIl) Colageno ...
25%: Grado (I}
37,5%: Grado (i) EGF. . ...
62,5%: Grado (lI)

en la primera hora.

Localizacién: En el apartado de los Resultados.

Tabla I —Resumen del grado de profundidad y Extension del edema
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12,5%: (+++)
87,5%: (++)

25%: Grado (Il)
75%: Grado (I1)

12,5%: (+++)
787,5%: (++)

25%: Grado (llI)
75%: Grado (l1-111)

100%: (++) 25%: Grado (I1)

75%: Grado (I-11)

12,5%: (+++)
87,6 %: (++)

25%: Grado (lI)
75%: Grado (l1-111)

en Ia sexta hora.

Tabla [II. —Resumen del grado de Profundidad y Extension del edem:
Localizaciéon: En el apartado de los Resultados.



namiento” celular yuxtaincisorial con-
trastando con un grueso labio epitelial
avanzando al fondo de la herida (fo-
to 4). Sin embargo, la recuperacion del
grosor epitelial se patentizo en todas
las muestras a las 48 horas. También
se evidenci6 este hecho en las muestras
del G. Testigo y de la P. Epitelizante,
pero en menor tasa.

+Grupo Testigo

Coincidimos con Thoft (8) y Khoda-
doust (9) al comprobar que el desplaza-
miento celular se inicia transcurrida la
primera hora tras la injuria, pero a
diferencia de ellos, hemos encontrado
algunas imagenes de mitosis durante
el proceso de deslizamiento, en el grupo
de las 6 horas (foto 5).

PERIODO DE SACRIFICIO DE 288 HORAS (12 dias)

1. G.Testigo ... 1 2 3 4 5 6

a. Organiz. Epitelial ............................. +++ +++ +++ +++ +4+ 4
b. Infilt. Fibrobl. Estromal ... .. ++ ++ ++ ++ S+ ++
2. P. Epiteliz.

a. Organiz. Epitelial ... +++ +++ +++ -+ 4
b. |Infilt. Fibrobl. Estromal ...................... ++ ++ ++ 4+
3. Colageno

a. Organiz. Epitelial ... ... +++ +++ +++ +++ -+
b. Infilt. Fibrobl. Estromal .................... ++ ++ 4+ ++ A+
a. Organiz. Epitelial ... +++ +++ +++ +++ -+
b. Infilt. Fibrobl. Estromal ... ... ... . ++ ++ ++ ++ A+ ++

horas.
Localizacién: En el apartado de los resultados.

- CRITERIOS DE EVALUACION (I)
PRI TENED o U T Vs Epitelio
1 |
I | : ; i
: | | ! Estroma
!
( ! I l
| | ! |
.
- l l g Descemet.
' o Endotelio.
Zc Zb Za Zb Zc
CRITERIOS DE EVALUACION (II)
el o'...':.:.bo‘:'.' "t % s % e, 2% 0 ‘:0:‘:‘." .‘-‘-" .
LR SNE M ". 2 29t o vy W satt gt e 2 A pltello
i | |
| | |
‘ | Estroma
‘ |
| | | |
l ! | '
! [ | |
4 — + T Descemet
Endotelio.
Zc Zb Za Zb Zc
Figura 1: Criterios de Evaluacién Iy I,

Tabla IV.—Grado de Organizacién epitelial y de Infiltracién fibrobldstica estromal a las 288

No podemos coincidir con Hanna
(10) cuando afirma que es durante las
primeras 15 horas tras la agresion
cuando sucede la migracién celular,
evidenciando nosotros respuestas mu-
cho mas tempranas. Por ello, nuestros
resultados se alinean mas con los apor-
tados por SALADO (5) en lo siguiente:

1.—Antes de seis horas se inicia la
reepitelizacién.

2.—La incisién se rellena totalmente
de epitelio hacia el final de las 12 h.

3.—En la 12 h, existe un engrosa-
miento periincisorial 2.0 al edema es-
tromal.

Las imagenes obtenidas por nosotros
en éste grupo a las seis horas coinciden
con las publicadas por CROSSON (11),
evidenciando el ya mencionado feno-
meno de aplastamiento, allanamiento
o adelgazamiento epitelial que frecuen-
temente contrasta con un grueso ma-
melén avanzando al fondo de la incision
(sobre todo, cuando se usaron sustan-
cias facilitadoras).

El edema —inmediato— es en el
fondo beneficioso al aproximar los bor-
des de la incision, lo que favorece la
reepitelizacién a modo de “salto” (fig. 4).

En el mismo sentido opinan ZATO
(12) y SALADO (5) al comprobar que en
la cicatrizacién patolégica el material
de “relleno”, ha de ser necesariamente
epitelio, tejido éste que no es desde
luego el mas adecuado biolégicamente
para el mantenimiento de las funciones
encomendadas a la cornea. '

También constatamos la paulatina

““reorganizacién celular” concluida la

fase de migracién (foto 6). Esta reorga-
nizacion, en principio no se ve modifi-
cada o influenciada por el uso de las
diversas sustancias.

+Grupo E.G.F.
Resulta dificil comparar nuestros re-
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sultados con el E.G.F. con los obtenidos
por otros, pues en la mayoria de los
trabajos encontrados las lesiones se
provocan por métodos muy alejados a
los nuestros.

Algunos podrian aproximarse: asi los
obtenidos por SINGH (13) mediante
quemaduras por alcalis: por BRIGHT-
WELL. (14) en corneas que sufrieron
incisiones: por SAVAGE (15) en corneas
en cultivo; por PETROUTSOS (16) tras
desepitelizacion por exposicion al yodo
y por OUTERINO (17) provocando ulce-
ras corneales mediante abrasion, tienen
en comun con el nuestro el efecto
acelerativo de la tasa de regeneracion
epitelial. bien como crecimiento hiper-
plasico para algunos, o como mero
crecimiento significativo del grado de
robustez y grosor epitelial para otros.

Nosotros evidenciamos desde luego,
tantoala 1.2 como a la 6.2 h del Tt.° con
el EGF. el incremento llamativo del
numero de capas celulares, frecuente-
mente asimétrico y ocasionalmente
acompanado de mitosis (foto 7).

+Grupo Coldgeno (Bio-CorR)

Los resultados de AQUAVELLA (18) y
MARMER (19) se aproximan bastante
a los nuestros, utilizando similar méto-
do en sus experiencias.

1.—AQUAVELLA (18) mantiene que
a las 8 h la cicatrizacion es mas
completa y diferenciada en ojos tratados
con colageno. Esto mismo evidenciamos
nosotros yva a las 6 h, incluso con
crecimientos llamativos en forma de
mamelon hipertroéfico (foto 8).

Por ello, no podemos coincidir con
MARMER, quien no encuentra diferen-
cias significativas entre los grupos
tratados y el grupo control.

2.—Coincidimos con ambos, cuando
encuentran mayor grado de edema

de casos

MNurmero

!

Tes.Bh Epite.6h  B.Cor Bh

1hT

EGF 6h

2: Esquema comparativo del grado de desarrollo en profundidad | == -

a lo Iargo de la superficie cruenta de la incisién. El resultado se
equipara al cabo de las seis horas en todas las muestras cuando se

emplean sustancias facilitadoras.
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estromal en los grupos control. (Ta-
blas II y III).

3.—Para AQUAVELLA. la reaccion
queratocitica es mayor a las 8 y 24 h,
limitAndose dicha reaccion a la zona
incisorial. En nuestros resultados, la
respuesta es similar en todos los grupos
no siendo influenciada por las sustan-
cias facilitadoras (fot 9).

No comprobamos en ningan mo-
mento, el desalojo o desaparicion de los
tapones epiteliales, cosa que para MAR-
MER (19) acaece a los 7 dias de la
incisién en los s;rupos tratados con
colageno (foto 10).

+Grupo Vit.“A" (P. Epitelizante)®

Pocos trabajos estudian su efecto

promotor en la reparacion corneal tras |

una agresion concreta inferida a dicha
estructura. Junto con UBELS (20) —que
estudia su efecto tras raspados cornea-
les— podemos confirmar un mayor
grado reparativo con esta sustancia en
relacion al G. Testigo ala 1.2 y 6.2 hora:

/1\

(s}

Foto 10.—Coldgeno Bio-Cor® de 8 dias. (20 X 10).

e

Foto 9.—Bio-Cor® 8 dias (10 X 10). Se ven dos cortes corneales de
distinta profundidad, pero que presentan similar

respuesta fibroblistica
por parte del estroma. (Flechas).



Figura 4: La inmediata respuesta edematosa
del estroma, aproxima las dos superficies
cruentas de la incision (A); facilitando el
“salto” epitelial sin la formacion del cldsico
tapon o botén celular (B).

3: Niimero médximo de capas de

porcentaje del nimero de casos alcanzado.

aunque desde luego menos que la
lograda con el E.G.F. y el colageno (foto
11).

Encontramos, que la utilizacion de
materiales como el colageno de esclero-
tica porcina (Bio-Cor) y el E.G.F.; pueden
favorecer el proceso reparativo del epi-
telio y estroma corneal, siendo sustan-
cias de empleo facil, cémodo e inocuo a
las dosis utilizadas y siempre que se
respeten las indicaciones y precaucio-
nes de uso de dichos productos.

?imﬂo a la hora y a las seis horas con expresién en

Foto 11.—P. Epitelizante 6 horas (20 X 10).

Repitelizacion bilateral. Se ven 2-3
ulares. Mitosis (flechas). Al fondo: detritus

celulares.
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