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2.1. Conservacion del tejido corneal. Banco de ojos
Lucia Mata Moret, Ramon Calvo Andrés, Vicente Mirabet Lis

RESUMEN

El objetivo de los bancos de ojos es centralizar los procesos de extraccidn, validacion,
almacenamiento y manipulacion del tejido corneal con el objetivo de garantizar la cali-
dad y trazabilidad de estos tejidos. Los bancos suelen utilizar las directrices del Plan Na-
cional de Corneas para la seleccidon de donantes y validacion del tejido corneal. El alma-
cenamiento habitualmente es en frio con medios de cultivo enriquecidos. En los ultimos
tiempos los bancos de tejidos oculares se han adaptado a la actual realidad de la cirugia
laminar preparando el tejido corneal para la cirugia laminar anterior y posterior. Aunque
la cornea es el tejido ocular mas importante de los bancos, suelen disponer también de
esclera, membrana amniédtica y en algunos centros de tejido limbar.

HISTORIA

En 1912 Magitot (1) comenzé con la preservacion del tejido corneal durante 8 dias
en sangre hemolizada a 52 para su uso en un trasplante lamelar, este descubrimiento
junto con el uso de corneas post-mortem de Filatov (2,3) daria pie a la formacién de los
primeros bancos de ojos. Richard Townley Paton es considerado el pionero al crear el
primer banco de ojos (BO) en Nueva York en 1944 (4). En sus inicios, se empleaban teji-
dos lo mas frescos posibles pero la demanda de tejido hizo comenzar a buscar diferentes
métodos de conservacion para su distribucion. En Espaia Aguilar Mufioz, en 1952, crea
el primer BO en el Hospital Provincial de Madrid, que estuvo en funcionamiento durante
un breve espacio de tiempo. En 1962, Ignacio y Joaquin Barraquer fundan el Banco de
Ojos para el Tratamiento de la Ceguera en Barcelona, el primero en la Europa continental
que sigue en funcionamiento.

INTRODUCCION

Los bancos de tejidos consolidaron su desarrollo en la mitad del siglo XX. Unas déca-
das después, los tradicionales bancos quirurgicos (fundamentalmente, para ojos y hue-
sos) fueron reemplazados por estructuras centralizadas, concentrando infraestructuras
y conocimiento experto. De este modo, se proporciond mayor eficiencia y seguridad.
Asi, en la actualidad, la mayor parte de los bancos de tejidos procesan y almacenan una
notable variedad de células y tejidos humanos (cérneas, escleras, membrana amnidtica,
tejidos musculo-esqueléticos, piel, arterias, valvulas cardiacas, etc.).

En Espafia, en 2016, se aprueba el Plan Nacional de Cdrneas, incorporando un do-
cumento de consenso con recomendaciones basicas dirigidas a la optimizacién de los
procesos de obtencidn, procesamiento, distribucion e implante de este tipo de tejidos.

Diversas asociaciones y entidades cientificas especializadas han editado estandares
relativos a este tipo de actividad. European Eye Bank Association (EEBA) (6), Eye Bank
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Association of America o Eye Bank Association of Australia and New Zealand y European
Directorate for the Quality of Medicines & HealthCare (EDQM).

PROCESO DE OBTENCION DE TEJIDO DE DONANTE

En general, se estima conveniente no superar las 12 horas desde el fallecimiento has-
ta el inicio de la extraccidn (7), pudiendo demorarse hasta las 24 horas si el cadaver ha
sido refrigerado antes de las 6 horas. Durante la preservacidon a temperatura ambiente
la formacién de humor acuoso puede causar problemas nutricionales en el endotelio
corneal, reduciendo menor la viabilidad celular. La conservacion en cdmara fria (4-8°C)
ofrece una mayor probabilidad de supervivencia. Légicamente, cuanto menos se demo-
re la extraccidn, serd mas probable obtener un tejido con mayor calidad.

Seleccion del donante

El papel de la coordinacidn hospitalaria de trasplantes resulta trascendental. El mun-
dialmente reconocido modelo espafiol encuentra en esta figura uno de sus fundamen-
tos. Entre otras funciones, adquieren especial relevancia la deteccién y seleccién de los
potenciales donantes. También es resefiable la atencidn a la familia y la gestién para el
pertinente consentimiento para la donacion

Criterios de seleccion (8)

Entre las contraindicaciones absolutas, de tipo general, cabe destacar:

— Causa de muerte desconocida.

— Imposibilidad de realizar una correcta evaluacién de la historia clinica y del riesgo
social bioldgico.

— Ingesta o exposicidn a sustancias toxicas que se puedan transmitir en dosis toxicas
al receptor de tejidos o a las células (cianuro, plomo, mercurio, oro).

— Enfermedades neuroldgicas.

— Antecedentes de neoplasia maligna (ver debajo).

— Enfermedad infecciosa transmisible (sida, hepatitis, sifilis, covid-19, etc.).

— Infeccidn sistémica.

Por otro lado, contraindican genéricamente la donacién de tejidos oculares:

— Alteraciones morfoldgicas estructurales de la cdrnea: Queratocono, Sd de Down,

Queratoglobo, ulcera corneal.

Infecciones o inflamaciones oculares activas: conjuntivitis, queratitis, iritis, coroiditis.

Queratitis herpética. Contraindica las dos cérneas.

Enfermedades que puedan afectar especificamente al tejido, como por ejemplo el

sindrome de Marfan.
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— Antecedente de cirugia refractiva, valordndose el tipo de intervencién y técnica

utilizada.

— Trasplante corneal.

— Pterigion, en aquellos casos que no se invada el eje visual.

El caracter avascular de la cornea le confiere un estatus particular a la hora de evaluar
determinados riesgos. Asi, en cuanto al riesgo de neoplasias malignas, se ha propuesto
aceptar la donacidn salvo en el caso de retinoblastoma, neoplasia hematoldgica y otros
tumores malignos que puedan metastatizar en el polo anterior del ojo.

En cuanto a la edad del donante, se ha establecido un rango entre 2 y 89 anos. Una
respuesta inmune impredecible y la limitacion del didametro se han apuntado como razo-
nes para el valor minimo de edad recomendable (9). En cuanto a donantes mayores, hay
estudios que demuestran la viabilidad endotelial en estos tejidos, pese a ello, a mayores
edades menor es el porcentaje de cdrneas vdlidas para trasplantes (10).

Trazabilidad

La gestion de los datos del donante, los tejidos y todas las muestras asociadas se
debe realizar de modo anonimizado. El sistema de codificacion de cada uno de los ele-
mentos debe asegurar su identificacion, con las relaciones oportunas, en cualquier fase
que se encuentre.

Extraccion del tejido

Se debera realizar por personal especializado en la recuperacién de tejido ocular y
bajo condiciones de asepsia. Comienza con la desinfeccién de parpados con povidona
yodada e higiene de fondos de saco con suero o solucién salina tamponada. Posterior-
mente, tras la colocacién del blefardstato, se instilara povidona yodada al 5% en fondos
de saco.

Se puede realizar la extraccion completa del globo ocular o solo del casquete escle-
ro-corneal. Se recomienda garantizar 2-3 mm de rodete escleral para facilitar la eventual
diseccidn de lamelas para DSAEK.

Se debera depositar en el caso del globo ocular en una cdmara humeda con precau-
cion de no danar el botdn corneal; en el caso de la extraccién del botén esclero-corneal
se deberd preservar en su medio de conservacion.

Almacenamiento y preservacion del tejido:

Fundamentalmente, en la actualidad se emplean dos tipos de conservacién del tejido
corneal para su posterior trasplante, en funcidn de la temperatura de almacenamiento.
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Conservacion en frio

Conservacion en camara humeda

Inicialmente utilizada en los primeros bancos de tejidos, actualmente desplazada por
otras técnicas de conservacion.

Medios de cultivo enriquecidos

Es una de las mds empleadas actualmente. Estas soluciones tienen su fundamento
en el uso de medios basales (de composicién definida) que se suplementan con sustan-
cias para mantener la estabilidad de la membrana plasmatica y garantizar una correcta
funcionalidad celular. Ademas, suelen incorporar antibioticos que, afiadido el efecto de
la baja temperatura, reducen el riesgo de crecimiento microbiano. Entre otros, actual-
mente se disponen de variadas presentaciones: Optisol, Optisol GS, Dexol, Likorol, Eusol-
Cy el Chen Medium (11-13) con propiedades muy similares, permitiendo la conserva-
cion entre 7 y 12 dias.

Conservacion en caliente

La necesidad de aumentar el tiempo de disponibilidad de los tejidos favorecid
el desarrollo de estas técnicas, que utilizan incubadores entre 31-37°C. La mayor
proximidad de este rango a la temperatura fisiolégica ofrece ventajas para la pre-
servacion de la funcionalidad celular. Sin embargo, también exige un estricto control
microbioldgico. La adicion de sustancias bioactivas (citocinas y factores de creci-
miento presentes en el suero humano) al medio de cultivo puede optimizar el pro-
ceso. La ausencia de dextrano en el medio utilizado, ya que a estas temperaturas
podria resultar perjudicial al ser incorporado como sustento por las células, exige
la necesidad de un acondicionamiento previo al trasplante, para revertir el edema.
Con este sistema, es posible conservar las cérneas en condicion de uso clinico hasta
5 semanas.

Tabla 1. Tipos de medios de conservacion

Medio de conservacion Tiempo recomendado de preservacion
Optisol y Optisol GS < 8 dias
Likorol <7 dias
Eusol-C <10 dias
Chen Medium < 8dias
Conservacién en caliente < de 4 semanas
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Criopreservacion

Se han descrito diversos protocolos de actuacién para la criopreservacion de tejido
corneal. Actualmente sigue siendo un procedimiento complejo que requiere personal
y medios especializados. Los riesgos por controlar durante los procesos de congelacion
y descongelacién son: los fendmenos osmaticos originados como consecuencia de las
variaciones en el entorno celular y la formacién de cristales de hielo intracelulares. Para
ello, teniendo en cuenta que se trata de un tejido compacto (a diferencia de las suspen-
siones celulares) se sugiere utilizar tasas de enfriamiento lentas (en torno a 0,5°C/min)
(14). Con este fin, hay que implementar metodologias validadas. Por otro lado, los com-
ponentes celulares (especialmente en lo que se refiere al tapiz endotelial) son accesibles
para el empleo de sustancias crioprotectoras. El dimetilsuféxido y el polietilenglicol son
frecuentemente utilizados con esta finalidad (15).

Una vez congeladas, las cérneas pueden ser almacenadas durante unos meses a
—80°C o, utilizando nitrégeno liquido (—196°C), por varios afios.

Inicialmente, la criopreservacion de las cdrneas se plantea con un objetivo tectdnico.
No obstante, si el desarrollo de estas técnicas lo permite, no seria descartable ampliar a
otras indicaciones.

Figura 1: Métodos de conservacion. a) Conservacién en frio. b) Conservacion en caliente. c-f)
Método de criopreservacion. 1c. Envasado de la cérnea. d) Adicién de crioprotector. e) Etiquetado y
doble proteccién. f) Congelacién a —80°C.

Evaluacion del tejido corneal

Debe ser estudiada la viabilidad del tejido corneal, para ello estudiaremos tanto de
forma macro como microscépica el tejido con el fin de decidir si el tejido puede ser usa-
do para trasplante penetrante, endotelial o tan solo lamelar anterior.
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Evaluacion endotelial

En el banco de tejidos se realiza la exploracién mediante microscopia éptica o mi-
croscopia especular. En general, por su sencillez y precisidn se suele utilizar el micros-
copio especular, estando muy extendido el uso del Konan Eye Bank KeratoAnalyzer que
permite evaluar la densidad celular media, el polimegatismo y el pleomorfismo.

Criterios de exclusion (8):

— Baja densidad celular (menor a 2.000 células/mm?).

— Baja hexagonalidad.

Presencia elevada de cuerpos de Hassal-Henle o guttas.
Presencia de células inflamatorias o bacterias en el endotelio.
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Figura 2: Estudio microscopico. a) Endotelio normal. b) Endotelio con baja celularidad. c) Endotelio
con guttas. d) Endotelio con sangre.

Evaluacion macroscopica (8)

Se debe realizar la evaluacién de la integridad del resto de capas del tejido, mediante
el uso de lampara de hendidura modificada para el banco de tejidos. Los detalles que se
suelen valorar son:

a) Epitelio: si hay desepitelizacidn, opacidades o cuerpos extrafios/restos hematicos.

b) Estroma: existencia de edema o estrias, leucomas y otras opacidades como arco

senil y cicatrices de cirugia.

¢) Endotelio: si hay pliegues, alguna zona de desprendimiento o corpusculos de gut-

tata, o presencia de restos hematicos.
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Figura 3: Estudio macroscépico. a) Cornea normal. b) Cornea con sangre.

d) Anillo limbo-escleral: regularidad, anchura y si existen restos de conjuntiva y/o iris.
e) Liquido de conservacion. Suelen tener un control de pH mediante colorimetria,
gue podrias indicar una posible colonizacion bacteriana.

Tejido precortado y obtencion de laminas corneales

En la actualidad, se esta tratando de trabajar con tejido precortado y con ldminas
para mejorar los resultados y tiempos quirurgicos. Se puede realizar laminas para cirugia
laminar anterior: DALK (Deep Anterior Lamellar Keratoplasty) que no requieren de un
buen recuento celular endotelial, y cirugia laminar posterior: DSAEK (Descemet Stripping
with Automated Endothelial Keratoplasty), DMEK (Descemet Membrane Endothelial Ke-
ratoplasty) mediante diversas técnicas como son: de forma manual, con microquerato-
mo o con laser de femtosegundo. (16).

Figura 4: Creacion de lamelas. a) Preparacion de lamela para DSAEK con microqueratomo Gebauer.
b) Preparacién de lamela para DMEK mediante técnica de doble trepanacion.
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Otros tejidos

A pesar de que la cornea es el tejido mas importante en el banco de tejidos oculares,

existen otros disponibles.

e Esclera:
Habitualmente se almacena a 4-8°C conservada en etanol al 95% durante 1 afio El
tejido escleral suele usarse con fines tectdnicos en el caso de perforaciones. Suele
almacenarse o bien entera (globo ocular) o en cuadrantes. Presenta el inconve-
niente de que su rigidez dificulta el manejo quirurgico.
e Tejido limbar:
El tejido limbar tiene una gran importancia al ser el nicho de las células madre
limbares, presentes en las criptas de Vogt. Actualmente existen dos tipos de tras-
plantes de células limbares:
— CLET (Cultured limbal epitelial transplantation)
Se realiza un cultivo ex vivo de células madre limbares sobre una matriz que
habitualmente suele ser membrana amnidtica. Requiere de unas instalaciones
adecuadas para la proliferacion y tipificacion celular.
— SLET (Simple limbal epitelial transplantation)
Se realiza el implante directo del tejido limbar fragmentado en pequefios trozos,
habitualmente utilizando la técnica de sdndwich con una doble membrana am-
nidtica que sirve de sustento.
e Membrana amniética:
Se almacena en pequefios fragmentos de 20 x 20 mm aproximadamente a —80°C.
Tiene propiedades antiinflamatorias y regenerativas. Suele utilizarse en cirugias
reconstructivas de la superficie ocular, como causticaciones, reconstruccion tras la
extirpacion de tumores conjuntivales o pequefias perforaciones.
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PREGUNTA TIPO TEST

(pulse en la flecha para comprobar las respuestas)

=2 a) Un paciente de 62 afios diagnosticado de alzheimer no presenta ninguna contra-
indicacion para la donacidn de corneas.

= b) En la evaluacion del tejido corneal una cornea con una celularidad endotelial de
1200 células/mm?se puede utilizar para una cirugia DALK.

= c) Lacriopreservacion del tejido corneal es un proceso complejo y en desarrollo por
lo que la utilizacidn de tejido criopreservado se reserva a cirugias tectdnicas.

=2 d) Por encima de 80 afios el tejido corneal es desestimado pues se considera que no
tiene una celularidad endotelial suficiente.

= e) Actualmente no es posible realizar el trasplante de limbo o células limbares.
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