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RESUMEN

Introduccidn: El presente estudio busco evaluar la conservacion de las
propiedades de la membrana amniética humana (MAH) en cuanto a la estabilidad
histoldgica, seguridad microbioldgica y la viabilidad de la monocapa epitelial,
comparando tres medios de preservacion, el Eusol — ¢, la glicerina al 98% y la
Solucién salina al 0,9% en el bando de ojos “Corporacion donando vida” de la
ciudad de Medellin en el afio 2020.

Materiales y métodos: Se realizé un estudio preclinico o “In vitro” con un enfoque
cuantitativo, de disefio cuasiexperimental y con intenciéon analitica, en donde se
captaron 2 membranas amnioticas de 2 maternas con parto por cesarea electiva en
el hospital Manuel Uribe Angel de la ciudad de Envigado — Antioquia, con edades
entre 20 y 30 afios de acuerdo con el protocolo del banco de ojos y en camara de
flujo laminar fueron divididas en 8 segmentos, (4 por cada amniética donante); de
las cuales, se utilizaron 6 para los grupos de preservacion (2 para cada grupo) y las
otras 2 se usaron como patrén de referencia para la medicion de las propiedades
en estado basal; es decir, antes de ser sometidas a los medios de preservacion.
Los grupos fueron divididos de acuerdo con el medio de preservacion utilizado, el
grupo #1 con Solucion salina al 0.9%, el grupo #2 con Glicerina pura al 98% y el
grupo #3 con Eusol-c. Para cada una de las 2 membranas amnidticas obtenidas, se
realizd el mismo procedimiento y en cada uno de los medios de preservaciéon se
hizo seguimiento de las propiedades de la MAH al tercer dia, al sexto dia y al noveno
dia. Esta muestra corresponde a la estimada para una variable cuantitativa y debido
a situaciones ajenas al estudio, se tuvo que modificar para la evaluacion de la
viabilidad, la medicion de una variable cuantitativa (medicion de concentracion total
de proteinas en el tejido), por una variable cualitativa (tinciébn inmunohistoquimica
del epitelio), afectando el tamafio muestral y por ende el poder estadistico. Las
variables dependientes para este estudio fueron 3, la estabilidad histolégica que
define la presencia o0 no presencia de las diferentes capas, la seguridad
microbiolégica que se define el momento de aparicion de microorganismos y la
viabilidad que se define a la identificacion por la técnica de inmunohistoquimica del
grado de tincion de células normales del epitelio de la MAH. Las variables
independientes fueron 2, la evaluacion de la MAH en estado basal antes de ser
sometida a los medios de preservacion en cuanto a los criterios de estabilidad
histolégica, seguridad microbiolégica y viabilidad, y los diferentes medios de
preservacion evaluados tal como Solucion salina, Glicerina y Eusol-c. Los métodos
estadisticos utilizados para el analisis de los datos fueron en la caracterizacion el
test exacto de Fischer y la prueba de la Q de Cochran para medidas repetidas para
analizar las diferencias en los 3 momentos de medicion.

Resultados y discusién: En condiciones In vitro nuestro estudio sugiere que la
membrana amnidtica preservada en Eusol-c conserva las propiedades
mecanicas Yy fisiolégicas que son necesarias para la reconstruccion y



tratamiento quirdrgico de las patologias de la superficie ocular y los favorables
resultados de este estudio soportan la posible superioridad del Eusol — ¢ como
medio de preservacion, sin embargo, se debe confirmar hallazgos con estudios
con mayor potencia que muestren diferencias entre los tres medios de
preservacion comparados.

Conclusion: Este estudio propone un tema fundamental en la conservacion de las
propiedades de la MAH que se puede aplicar a los bancos de ojos de Colombia,
con un medio de preservacion conocido como el Eusol - ¢ parala conservacion
de cérneas humanas y debe verificarse con estudios posteriores  antes de ser
aplicado a seres humanos.

Palabras clave: Amniotic membrane, preservation solutions, Eusol, Glycerin,
saline solution, viability, microbiological safety, stability.

1. Formulacion del problema

1.1 Planteamiento del problema

El uso de la Membrana Amnidtica Humana (MAH) con fines terapéuticos en
Medicina se utiliza desde 1910 con David (1) y ha tenido usos exitosos en
Dermatologia en quemaduras extensas de piel (2), en Ginecologia en
reconstrucciones vaginales (3), en cirugia en liberacion de adherencias peritoneales
(4) y en Oftalmologia fue Rotth en 1940 quien describe el uso de membranas
placentarias incluyendo Corion y Amnios en la reparacion de defectos conjuntivales,
con éxitos parciales por involucrar posiblemente tejido inmunogénico (Corion)(5).
En 1947 Sorsby utiliza MAH seca, como parche temporal para el tratamiento de
quemaduras oculares por alcali (6). En 1992 Battle presenta su experiencia en el
Bascom Palmer y esto motivd en 1995 a Kim y Tseng a realizar pruebas de
reconstruccién de la superficie ocular en conejos con MAH conservada (7) y a
Tsubota en 1996 a usar MAH conservada en la reconstruccién de la superficie
ocular en pacientes con Penfigoide ocular cicatricial y Stevens Johnson (8)

La membrana placentaria humana posee una capa externa gruesa que esta en
contacto con la circulacibn materna llamada Corion, altamente inmunogénica e
inductora de rechazo inmunoldgico por ser de origen materno y una capa interna
semitransparente, avascular y altamente resistente que recubre al feto durante la
gestacion llamada Amnios MAH y por ser de origen fetal, no induce respuesta
inmunoldgica y no desencadena episodios de rechazo (9,10).

La MAH debido a sus caracteristicas de transparencia, a la composicion del
colageno de su membrana basal similar a la conjuntiva y en menor grado a la cornea
a la falta de estimulo inmunogénico y de su excelente capacidad de servir como
sustrato para permitir el crecimiento, migracion y adhesion de las células del epitelio



corneal y conjuntival, permiten que sea utilizada en Oftalmologia con fines
terapéuticos en la reconstruccion de la superficie ocular en una variedad de
patologias que afectan a los componentes anatdmicos como la conjuntiva, las
células progenitoras del limbo y la cérnea, asi como su componente funcional
constituido por la pelicula lagrimal (9). A demas se sabe de sus propiedades como
sustrato para cultivo de células del limbo y su uso en reconstruccién de la superficie
ocular (11,12).

La MAH esta conformada por tres capas histolégicas principales, incluyendo una
monocapa epitelial funcional que posee diferentes factores de crecimiento que
permiten el crecimiento, proliferacion y adherencia de las células progenitoras a la
superficie ocular, elementos bioquimicos anti cicatrizantes, anti inflamatorios, anti
angiogénicos y antimicrobianos, una membrana basal intermedia gruesa que
funciona como andamiaje o sustrato para la migracién y crecimiento de las células
progenitoras, y un estroma esponjoso adherente que atrapa las células inflamatorias
de la superficie ocular y favorece su apoptosis apoyando también como efecto
antiinflamatorio (13-15). Por tal motivo la membrana amnidtica aporta
fundamentalmente 2 propiedades, una bioquimica y otra mecéanica o de sustrato.

La MAH puede ser utilizada fresca o no preservada, contenida en un recipiente con
solucion salina para uso casi inmediato para evitar su contaminacion (16,17), o
preservada en diferentes medios de preservacion disminuyendo la posibilidad de
contaminacion y permitiendo su conservacion por mas tiempo.

Existen diferentes formas de preservacion para la MAH incluyendo la Crio
preservacion, la Liofilizacion, la forma seca y en Glicerina, siendo la primera la mas
utilizada en los Estados Unidos y aprobada por la FDA(Food drugs administration),
en la cual el tejido se conserva en un medio compuesto por Glicerina al 86% y una
solucién patentada por los autores (Eagle modificada de Dulbecco) y conservados
a una temperatura de -75°C a -85°C permitiendo mantenerlo hasta por 2 afios (18—
21).

Debido al uso de quimicos en los medios de preservacion y a los procesos de
congelacion y descongelacion, es posible que los factores de crecimiento que aporta
la monocapa epitelial, se vean afectados y pudiera perderse sus bondades
fisiologicas para el beneficio de la superficie ocular, aunque se seguiria
manteniendo el componente de la membrana basal que su principal funcion seria
servir de soporte o0 sustrato para permitir el crecimiento y migracion de las células
epiteliales (22). Esto ha conducido a que algunos autores han preferido el uso de
MAH no preservada, buscando conservar sus componentes histologicos y sus
propiedades bioguimicas y mecanicas, reportando mejores resultados a largo plazo
(23-25).

En Colombia por razones de costos y buscando formas de preservacion segura para
los tejidos, las mas utilizadas son la Glicerina permitiendo conservar el tejido hasta
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por 1 afio y la liofilizacion hasta 2 afios, siendo esta ultima menos frecuente, con lo
cual se asegura la esterilidad del tejido y se permite mantener su aporte mecénico
para mejorar el crecimiento epitelial de la superficie ocular, afectando posiblemente
el componente funcional de la monocapa epitelial y sus beneficios en la curacién y
reparacion de la superficie ocular.

Actualmente existen en nuestro pais 11 bancos de ojos aprobados por el Invima con
certificado de buenas practicas y en Medellin se cuenta con 3 bancos que
suministran tejidos oculares y MAH a 7 instituciones oftalmolégicas autorizadas para
trasplante de cérnea y uso de MAH.

La principal indicacién para el trasplante de cdrnea penetrante es la Optica que
busca mejorar la visidn, por lo cual los bancos de ojos suministran las cérneas
humanas en medios de preservacidon seguros, eficaces manteniendo la morfologia
y viabilidad de las células endoteliales, para permitir injertos de cornea exitosos y
transparentes. El Eusol-c, es un medio utilizado con frecuencia para preservar
cérneas humanas y esta compuesto por ingredientes como el Dextran como agente
osmatico, el piruvato de Sodio y glucosa como agente energético, aminoacidos,
sales minerales y vitaminas como nutrientes, gentamicina como antibiético,
bicarbonato como estabilizador y rojo fenol como indicador de PH, lo que le permite
conservar el tejido corneal hasta 14 dias para su uso (26). El Eusol-c es un medio
aprobado por la FDA en los Estados Unidos de América y en Colombia tiene registro
INVIMA para su uso por los bancos de ojos, y se ha demostrado su capacidad de
preservar la cérnea humana, se piensa que puede también preservar la MAH, con
sus componentes histologicos y sus propiedades fisiolégicas y mecanicas, que la
hacen un tejido privilegiado para ayudar a reconstruir la superficie ocular en sus
diferentes patologias. Se pretende entonces realizar un estudio en el banco de ojos
“Donando vida” ubicado en la ciudad de Medellin, en dénde se compare la MAH
preservada en Eusol-c, con MAH preservada en glicerinay con MAH preservada en
solucion salina, analizando pruebas histologicas, microbiolégicas y bioquimicas
para cada grupo, para poder demostrar con los resultados obtenidos que el Eusol-
c puede ser util para preservar la MAH con todas sus propiedades mecanicas y
bioquimicas, permitiendo suministrar un tejido mas integro para su uso en medicina
y especialmente en oftalmologia, obteniendo posiblemente mejores resultados en
las cirugias de pacientes que requieren de este tejido para ayudar a restaurar la
salud ocular, ver figura 1
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llustracion 1.Diagrama del problema

DIAGRAMA DEL PROBLEMA

La medicién de las propisdades de la MAH en estado
basal coma pardmefro de comparackin

" Conservacién de las propiedades
de la MAH una vez sometidas alos

MAH preservada en soluckin * |" medios de preservacion; "I * MAH preservada en ghicerina
salina 0.8 % 98 %

\ +  Histoldgicas (estabilidad) |
' Bloquimicas {viabilidad) '

Microbiolégicas (seguridad)

MAH preservada en Eusol-C
como medio de preservacion
de comea

llustracion 1: Santiago Mejia M

1.1. Justificacion

La importancia de poder utilizar la MAH para el tratamiento quirdrgico de las
patologias de la superficie ocular ha sido demostrada en varias publicaciones
médicas oftalmoldgicas y sus beneficios se deben a que este tejido es privilegiado
al ser semitransparente, con un composicion del colageno en la membrana basal
similar a la conjuntiva y a la cérnea, que permite servir de sustrato para la el
crecimiento, diferenciacion y migracion celular (9), ademas de contener factores de
crecimiento, citoquinas y sustancias inhibidoras de las metaloproteinasas en su
monocapa epitelial, que favorecen la curacion y regeneracion de la superficie ocular
(13). El poder suministrar este tejido con todas sus propiedades mecanicas y
bioquimicas como lo ofrece la MAH no preservada, pero con un medio de
preservacion que asegure esterilizacién y conservacion de estas propiedades, hace
que el Eusol-c como medio de preservacion de cérneas humanas (26), pueda
también ser utilizado por los bancos de ojos para preservar la MAH, con los
beneficios para los pacientes afectados que requieran de este tejido para mejorar la
salud ocular. Si el Eusol-c demuestra con este estudio ser un medio de preservacion
que conserva estos beneficios de la MAH, sera distribuido para su uso regularmente
para las cirugias que beneficien a todos los pacientes en nuestra ciudad y para todo
el pais.
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Actualmente la MAH que se distribuye en nuestro pais es preservada en Glicerina
0 mediante la liofilizacion y no disponemos de estudios que confirmen que estos
meétodos conserven las propiedades de la MAH para su uso en oftalmologia, este
estudio busca demostrar que el medio de preservacién en Eusol-c conserva sus
propiedades.

La viabilidad del estudio esta asegurada porque se dispone del banco de ojos con
buenas préacticas aprobado por el INVIMA, con convenios que autorizan la captacion
de placentas humanas en el Hospital Manuel Uribe Angel, con protocolo de
procesamiento del tejido y convenios institucionales para los estudios
microbioldgicos, histolégicos y bioquimicos que permiten ver la estabilidad
histoldgica, la seguridad microbioldgica y viabilidad de la MAH. Los recursos son
obtenidos del banco de ojos, dentro de sus politicas de investigacion y desarrollo
cientifico, contando con el tiempo y el personal para su ejecucion.

Este proyecto es importante ejecutarlo, debido a que seria innovador en nuestro
pais, y se podria suministrar un tejido con todas las propiedades fisicoquimicas a
los oftalmdlogos que lo necesiten para sus pacientes, a unos costos razonables que
beneficiaria a los usuarios.

Es un estudio preclinico, in vitro, que los beneficios son mayores que los riesgos y
con problemas éticos de poca importancia, en relacion con la captacion de placentas
en las maternas y su autorizacion.

1.2. Pregunta

¢ Existen diferencias en la conservacion de la MAH en cuanto a la estabilidad
histoldgica, la seguridad microbiolégica y la viabilidad entre los diferentes medios
de preservacion como el Eusol-c, la Glicerina y la Solucion salina?

2. Marco tedrico
2.1. Historia

El uso de la Membrana Amniética Humana (MAH) con fines terapéuticos en
Medicina se utiliza desde 1910 con David (1) y ha tenido usos exitosos en
Dermatologia en quemaduras extensas de piel (2), en Ginecologia en
reconstrucciones vaginales (3), en cirugia en liberacion de adherencias peritoneales
(4) y en Onfalocele (27). En Oftalmologia fue Rotth quien describe el uso de
membranas placentarias incluyendo Corion y Amnios en la reparacion de defectos
conjuntivales, con éxitos parciales por involucrar posiblemente tejido inmunogénico
(Corion)(5). Posteriormente en 1946 Sorsby y Simons utilizan MAH seca, como
parche temporal para el tratamiento de quemaduras oculares por alcali(6). En 1992
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Battle presenta su experiencia en el Bascom Palmer y esto motivé en 1995 a Kim y
Tseng a realizar pruebas de reconstruccion de la superficie ocular en conejos con
MAH conservada (7) y a Tsubota en 1996 a usar MAH conservada en la
reconstruccién de la superficie ocular en pacientes con Penfigoide ocular cicatricial
y Stevens Johnson(8). Se han mostrado posteriormente diferentes reportes sobre
el uso de MAH en ulceras de cérnea que no cierran y como ayudante a la curacion
fisiologica de ulceras(9).

2.2. Definicion, usos y caracteristicas de MAH

La placenta humana posee una capa externa gruesa que esta en contacto con la
circulacion materna llamada Corion, altamente inmunogénica e inductora de
rechazo inmunolégico por ser de origen materno y una capa interna
semitransparente, avascular y altamente resistente que recubre al feto durante la
gestacion llamada Amnios o Membrana Amniética humana (MAH), que, por ser de
origen fetal, no induce respuesta inmunoldgica y no desencadena episodios de
rechazo inmunoldgico(9,10).

Estas caracteristicas Unicas de la membrana amnidtica y de su excelente
capacidad de servir como sustrato para permitir el crecimiento, migracion y adhesion
de las células del epitelio corneal y conjuntival, permiten que sea utilizada en
Oftalmologia con fines terapéuticos en la reconstruccion de la superficie ocular en
una variedad de patologias que afectan a la Conjuntiva, la Coérnea, y otras
miscelaneas (9), ver tabla 1.

Tabla 1: Usos més frecuentes de MAH en oftalmologia
Usos mas frecuentes de MAH en Oftalmologia

Reconstruccion Cornea
Deficiencia de células progenitoras del limbo

-Parcial

-Total
Autoinjerto de células progenitoras del limbo o aloinjerto
Células progenitoras del limbo cultivadas y MAH como
sustrato para su crecimiento
Ulceras o perforaciones
Queratopatia bullosa
Reconstruccion Conjuntival

Pterigion
Tumores
Simbléfaron
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Miscelaneas
Injerto
Condiciones inflamatorias agudas
Queratopatia en banda
Conjuntivochalasis
Conjuntivitis Vernal

Cirugia de glaucoma y complicaciones

Tabla 1 (9)

Se describe una nueva estrategia para el tratamiento de deficiencia de las células
del limbo progenitoras y consiste en el cultivo de estas células ex vivo sobre MAH
en el laboratorio, ya que este tejido es un sustrato biolégico ideal que ayuda al
crecimiento y expansion de las células, permitiendo obtener un tejido con células
progenitoras vivas para ser trasplantado a la superficie ocular (11,12).

Histologicamente la Membrana Amniética Humana (MAH) estd compuesta de 3
capas:

Monocapa de células epiteliales cuboidales con abundantes microvellosidades,
metabdlicamente activa, que producen sustancias importantes como el Factor de
crecimiento epitelial (FCE), Factor de crecimiento Basico fibroblastico (FCbF),
Factor de Crecimiento del Queratinocito (FCQ) y su receptor, Factor de Crecimiento
del Hepatocito (FCH) y su receptor, Factor de Crecimiento tumoral (y sus isoformas
FCT a, FCT b-1, b-2 y b-3), Interleukinas 6 y 8 (IFN-c) e inhibidores tisulares de la
metaloproteinasa 1,2 y 4 y péptidos vasoactivos (13).

Membrana basal gruesa compuesta por colageno IV y VII, fibronectina, lamininas y
acido hialurénico, muy similares a la composicion de las membranas basales de la
conjuntiva y con diferencias a la de la cornea solo en las sub cadenas del colageno
IV y laminina(14).

Estroma avascular y esponjosa, compuesta por fibroblastos y colageno I, 1I, 1ll, V
and VI(15).

2.3. Propiedades
2.3.1. Propiedades mecanicas de la MAH

Por su similitud con la conjuntiva y la cérnea en la estructura del colageno y por su
transparencia se utiliza en Oftalmologia, ya que la membrana basal de la MAH sirve
como sustrato o andamiaje ideal que favorece el crecimiento de las células
progenitoras del epitelio ayudando a la regeneracion epitelial de la superficie
ocular(14,28).
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2.3.2. Propiedades fisioldgicas de la MAH

o Favorece la migracion epitelial, la diferenciacion, la adhesion de las células
basales y previene la apoptosis celular, mediante la produccion de FCE, FCH vy
FC(12,29-31).

o Efecto anti cicatrizante mediante la inhibicion de la proliferacion de
fibroblastos conjuntivales, corneales y limbares y su diferenciacion a
miofibroblastos, por la supresion del Factor de Crecimiento tumoral Beta(32,33).

o Efecto antiinflamatorio propuesto por diferentes mecanismos, como la
modulacién de la produccién de activina(34), la MAH contiene lactoferrina como
proteina antibacteriana y antioxidante que suprime la producciéon de Interleukina
6(35), también posee antagonistas a los receptores de Interleukina 1 bloqueando
su accion inflamatoria(36), asi como la inhibicibn de otras citoquinas
proinflamatorias como la IL-2, IL-8, IL-10, Factor de crecimiento fibroblastico beta,
factor de necrosis tumoral y factor de crecimiento derivado de las plaquetas(37),
posee inhibidores de las proteinasas y metaloproteinasas(38) y el &cido hialurénico
y los glucosaminoglicanos abundantes en el estroma de MAH, juegan un papel
importante en la adhesién de células inflamatorias de la superficie ocular y linfocitos,
en donde quedan atrapadas y sufren el proceso de apoptosis celular(39).

o Efecto anti angiogénico debido a que la MAH tiene compuestos anti
angiogénicos que incluyen la Trombospodina -1, la Endostatina y la
Metaloproteinasas inhibidoras de tejido (MPIT — 1,2,3 y 4)(11,40).

o Efecto antimicrobiano atribuible a la presencia de Lactoferrina, Bactricidina,
Beta — Lisina, Lisozima, Transferrina'y 7-S Inmunoglobulina en el Liquido amnidtico
en contacto con la MAH, ademas la MAH actla como barrera mecanica que aisla la
superficie ocular de posibles infecciones que puedan alcanzarla (41).

2.4. Procesamiento de la MAH

Existen diferentes protocolos que varian en cada pais, para el estudio de la materna
donante de placenta, la preparacion y la preservacion de la MAH, pero las
recomendaciones basicas estan dictadas por la “Guia para la calidad y seguridad
de los tejidos y células para aplicacion humana”, implementada por el Council de
Europa a través del directorio Europeo para la calidad de la Medicina & el cuidado
de la salud(42). En Colombia es captada por los técnicos previamente entrenados
de los diferentes bancos de ojos existentes en las principales ciudades del pais y
es obtenida bajo condiciones de asepsia en cesareas electivas para reducir el riesgo
de contaminacion microbiana por la ruptura de membranas y el paso a través del
canal del parto(41-43). Se obtiene de maternas sanas y que previamente hayan
firmado el consentimiento informado para autorizar la donacién de la placenta y
para la toma de muestras de sangre para realizar las pruebas infecciosas, con un
control prenatal adecuado que descarte la presencia de enfermedades malignas,
genéticas o transmisibles y con estudios seroldgicos negativos para HIV, Sifilis,
Hepatitis B y C, Chagas, Toxoplasma, Citomegalovirus y HTLV 1 y2 (44,45).
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La MAH procesada se mantiene en cuarentena hasta que el informe de las pruebas
infecciosas sea negativo, posteriormente se libera para ser utilizada en cirugia y si
alguna de las pruebas da positiva, se descarta la MAH procesada para su uso(23).

Durante la obtencion en quiréfano, la placenta con sus membranas es irrigada con
solucion salina 0.9% y se introduce en una bolsa con un poco de solucion salina con
antibiético para evitar que se seque durante el transporte y se sella, para luego ser
llevada rapidamente a las instalaciones del banco de ojos, en donde bajo
condiciones de asepsia y bajo camara de flujo laminar y con lavado abundante con
solucion salina 0.9% mas una mezcla de antibidticos contra bacterias Gram + y
Gram -y antimicotico, el coctel que mas se recomienda consiste de penicilina 50
mcg/ml, estreptomicina 50mcg/ml, neomicina 100 mcg/ml y anfotericina B 2.5
mcg/mi(44,46).

Se separa el Amnios del Corion por la técnica de pela miento romo cuidadoso para
no dafar componente epitelial delicada de la MAH(24) y se obtiene una cantidad
suficiente de MAH que se deja durante 3 horas en Solucién salina con antibi6tico.
Posteriormente con tijera se corta cuidadosamente y se obtienen en promedio
dependiendo del tamafio de la placenta unos 15 segmentos de 5 x 5 cm cada uno
y se colocan sobre papel de nitrocelulosa con el estroma adherido al papel y la
superficie epitelial hacia arriba y se introducen en recipientes de depdsito que
generalmente son cajas de Petri o frascos estériles. Luego de este proceso se
puede distribuir la Amniética fresca, en la cual solo se conserva con solucién salina
sin antibidtico para su uso inmediato(16,17) o preservada con diferentes técnicas
gue buscan minimizar el riesgo de contaminacion del tejido donante y permiten su
uso con un mayor tiempo de preservacion.

Si bien el uso de MAH no preservada y preservada son igualmente efectivas cuando
se utilizan sobre la superficie ocular(41), posiblemente la vitalidad de las células
epiteliales de MAH y su capacidad proliferativa se pueden ver afectadas en los
diferentes procesos de preservacion, perdiendo las propiedades fisiologicas y de
curacion, pero conservando la membrana basal fuerte como sustrato y la matriz
estromal(22,25), por esto algunos autores prefieren el uso de MAH no preservada
con mejores resultados(23,24,47).

2.4.1. Formas de preservacion de MAH

Existen diferentes formas de Preservacion de MAH y a continuacion se describen
las mas comunmente utilizadas:

o Crio preservada: Es forma aprobada por la FDA (Food drug administration)
en USA(48) y es la mas utilizada, es basada en la metodologia descrita por Tseng,
en donde a los segmentos de MAH que estan en los recipientes se les introduce
una solucion compuesta por Glicerina al 86% en un medio Eagle modificado de
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Dulbecco (En inglés DMEM) con una proporcion 1:1(18,32,46) y preservadas a una
temperatura de -75 a -85° centigrados, con lo que se permite conservar el tejido
hasta por 2 afios(19).

o Liofilizada: Los segmentos obtenidos son congelados a -50 a -80° C y son
deshidratados al vacio disminuyendo la concentracién de agua a maximo un 5 a
10%, luego usualmente se irradia con rayos Gamma para su esterilizacion(20,21).
Se describe que puede someterse antes de la liofilizacion, a lio protectores de
sacarosa para reducir el dafio celular y mejorar su estabilidad bioquimica(20).

o Forma seca: Los segmentos son dejados a temperatura ambiente y cubierto
por una campana permeable que permiten que sean expuestos al aire durante 24
horas y luego se esterilizan utilizando rayos gamma(18,20,21).

o Glicerina: Dentro de los recipientes que contienen los segmentos se les
adiciona Glicerina pura no diluida al 98%, con lo cual permite que la MAH pueda ser
preservada hasta por 1 afio para su uso, y con propiedades antivirales y
antibacterianas(49). Esta forma de preservacibn estd certificada y es
comercialmente disponible por Laboratorios Alquimia en Italia, y es util clinicamente
como vendaje biologico(50).

2.4.2. Comportamiento de la MAH de acuerdo con diferentes medios de
preservacion

En el estudio de Rodriguez-Ares en donde se investigo la influencia de la liofilizacion
y la crio preservacion en comparacion con MAH no preservada, valuando las
caracteristicas histoldgicas y los niveles de factores de crecimiento, se encontré que
la liofilizacibn mantiene la estructura histolégica de la MAH, aunque con mas
alteraciones que la crio preservacion y el nivel de proteinas y factores de crecimiento
son mejor conservados por la crio - preservacion. En cuanto a la comparacion entre
la concentracion total de proteinas entre la MAH no preservada la crio preservada,
se encontré una diferencia con significacion estadistica a favor de la MAH no
preservada y la liofilizada (p=0,009), con un valor de referencia de 0.30 (0.003 —
1.19) en la MAH no preservada ver tabla y en cuanto al FCE, encontraron cifras
menores en la MAH no preservada en comparacion con la liofilizada y la preservada,
con significacion estadistica, hallazgo posiblemente explicado la destruccion celular
y liberacién de proteinas al estar sometida la MAH a los medios de preservacion,
ver tabla 2(51). Las citoqueratinas son proteinas estructurales del citoesqueleto de
las células epiteliales y su identificacion mediante el uso de anticuerpos
monoclonales contra estas queratinas, producen una reaccion antigeno - anticuerpo
gue generan una tincion util en casi todos los tejidos epiteliales sanos y enfermos,
presentando tinciones moderadas o débiles en epitelios con compromiso de la
viabilidad e integridad fuertes en epitelios sanos y viables (52).

La técnica de inmunohistoquimica se utiliza en la busqueda de antigenos de células
o tejidos que van desde aminoacidos y proteinas a agentes infecciosos
ypoblaciones celulares especificas(53).
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La técnica comprende dos fases: 1. Preparacion del portaobjetos (fijacion de
muestra y procesamiento de tejidos) y etapas desarrolladas para la reacciéon (en
orden: recuperacion de antigeno, blogueo de sitio no especifico, bloqueo de
peroxidasa endbgena, incubacion primaria de anticuerpos, empleo de sistemas de
deteccidn revelacion, contra tincion, montaje y almacenamiento). 2. interpretacion y
cuantificacion de la expresidn obtenida (54).

Tabla 2: Concentracion total de proteinas MAH

NP-HAM L-HAM C-HAM

l'otal protein amount® (mg/ml) 0.30 (0.003-1.19) (.13 (0.00-0.30) (.12 (0.004.92)
EGF*! (ng/mg) 0.00 (0.00-048) (.24 (0.00-0.91) (.47 (0.00-1.11)
bFGF* (ng/mg) 0.92 (0.00-1.61) 0L1T (0.00-40.74) 144 (0.00-2.83)
KGF* (ng/mg) 0.13 (0.00-0.64) CLO0 (0.00-0.17) 0.0 (0.00-0.17)
HGF (ng/mg) 7.22 (0.00-26.5) 00 (0.00-12.9) 38T (0.00-10.9)
NGF (ng/mg) 0.44 (0.00-2.03) 031 (0.00-03.12) (.69 (0.00-2.08)
T'GF-f#1 (ng/mg) 0.003 (0.00-40.59) 0.1 (0.00-1.91) 0L03 (0.004.29)
*P < 0.05 for differences between the NP-HAM and L-HAM groups.

TP < 005 for differences between the NP-HAM and C-HAM groups.

PP < 005 for differences between the L-HAM and C-HAM groups.

HAM = human amniotic membrane; NP-HAM = non-preserved-HAM; L-HAM = Iyophi-
lized HAM; C-HAM = ecryopreserved HAM; EGF = epidermal growth factor;
bFGF = fibroblast growth factor basic; KGF = keratinocyte growth factor; HGF = hepato-

cyte growth factor; NGF = nerve growth factor; TGF-f1 = transforming growth factor-f1.

Tabla 2: (51)

Debido a la posibilidad de contaminacion con bacterias aerdbicas, anaerdbicas y
hongos, el uso de MAH no preservada, puede portar microorganismos altamente
virulentos y patogénicos, describiéndose también el riesgo de transmisién de
enfermedades(43), por lo que no se recomienda su liberacién para uso terapéutico,
pues se han descrito aun realizando muestras microbiolégicas previas y con un
adecuado proceso del tejido en condiciones asépticas, reportes de contaminacion
postquirdrgica que varian de 1.6%-8% con bacterias Gram +(26,55), por tal motivo
se utiliza mas frecuentemente el uso de MAH preservada en el mundo.

2.4.3. Regulacion normativa en Colombia

En Colombia actualmente el uso de MAH no preservada o fresca no se permite por
regulacion del INVIMA (Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y
Alimentos) y las formas de preservacion mas utlizadas, son en Glicerina y
liofilizadas, dependiendo del banco de ojos que suministre el tejido, sabiendo de
ante mano que estos procesos de preservacion conservan la membrana basal y sus
propiedades como sustrato para favorecer la regeneracion epitelial, pero que
posiblemente limitan sus propiedades farmacoldgicas y bioquimicas que favorecen
el proceso de curacion de la superficie ocular (23).
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2.5. Eusol-c, coOmo medio de preservacion para MAH

En la actualidad el medio de preservacion para cérneas humanas mas utilizado en
Colombia en los diferentes Bancos de ojos es el Eusol-c, un medio producido por
Laboratorios Alkimia en Italia, totalmente sintético que permite la conservacion del
tejido a 4°C hasta por 14 dias, existiendo un reporte por Yiksel de la pérdida del
24,5% del conteo de células endoteliales en el dia 8° de preservacion(56). Este
producto tiene autorizacion para su venta en USA por la FDA y permite antes de su
uso almacenarse a la temperatura ambiente, y con el indicador de rojo fenol se
puedes ver variaciones en el PH para su utilizacién. Sus ingredientes son el Dextran
como agente osmético, glucosa y piruvato como fuente energética, gentamicina
como antibiético, bicarbonato como estabilizador y rojo fenol como indicador de PH.

Conociendo las bondades confirmadas del uso de la MAH en Oftalmologia, se
piensa a través de los Bancos de Ojos procesar y distribuir un tejido preservado que
mantenga sus propiedades mecanicas de membrana basal y bioguimicas de
Factores de crecimiento, utilizando el medio de preservacion de Eusol-c, el cual
demuestra sus bondades en la preservacion del tejido corneal con sus células
endoteliales que son altamente especializadas y sumamente delicadas, pensamos
gue si su beneficio estd demostrado para cérnea humanas, también se puede
demostrar para preservar MAH, con un tiempo limite para su utilizacion.

Debido a que por razones de reglamentacién del INVIMA en Colombia sélo se
permite distribuir MAH preservada con posibilidad de afectacion de las células
epiteliales y sus beneficios terapéuticos.

3. Objetivos
3.1. Objetivo general

“Evaluar la estabilidad, seguridad y viabilidad de la membrana amnidtica preservada
en Eusol-c, en comparacion con la preservada en Glicerina al 98% y la preservada
en Solucion salina al 0,9%”.

3.2. Objetivos especificos

o Caracterizar los componentes histoldgicos, microbioldgicos y de viabilidad de
MAH antes de ser sometida a los esquemas de preservacion.
o Analizar la estabilidad histolégica, la seguridad microbiol6gica y la viabilidad

de la MAH en los dias 3, 6, y 9, para cada uno de los medios de preservacion como
el Eusol-c, la Glicerina y la solucién Salina.”
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o Comparar los resultados en cuanto a estabilidad histolégica, seguridad
microbiolégica y viabilidad entre los grupos de preservacion en cada uno de los dias
de evaluacion.

4. Metodologia
4.1. Enfoque metodoldgico

Se realiz6 un Estudio en dénde se formula la hipétesis de que la MAH preservada
en Eusol-c conserva las caracteristicas mecénicas y fisiolégicas para su uso en
oftalmologia, y para esto se hizo el disefio de un estudio con un Enfoque
Cuantitativo, porque se evaluad a través de los datos a analizar.

4.2. Definicion del tipo de estudio

4.2.1. Finalidad del estudio

Es un estudio en fase preclinica o In vitro porque se hizo en tejidos humanos, de
disefio cuasiexperimental porque se manipulo intencionalmente la membrana
amniética humana con 3 diferentes medios de preservacion (Eusol-c, Glicerina al
98% y Solucion salina al 0.9%), sin utilizar el proceso de aleatorizacion, con
intencidn analitica porque se hara una comparacion de los efectos que produce en
la MAH cada uno de los medios en cuanto a la estabilidad, seguridad y viabilidad.

4.2.2. Secuenciatemporal

Es un estudio Longitudinal, porque se evalué en diferentes momentos de tiempo, la
estabilidad, seguridad y viabilidad de la MAH para cada uno de los esquemas de
preservacion evaluados.

4.2.3. Direccionalidad del estudio

Es un estudio prospectivo de fuente de informacion primaria, porque los datos son
nuevos y se obtuvieron por el investigador durante el tiempo que tardd la
investigacion.

4.2.4. Asignacion del factor de estudio

Es un estudio cuasiexperimental puesto que se sometio la MAH a 3 medios de
preservacion y se evaluaron como cambian los parametros de estabilidad,
seguridad y viabilidad en el tejido, de a acuerdo a cada medio de preservacion. La
definicion de las propiedades de la MAH se define claramente a continuacion:

° Estabilidad histolégica: se procesé un fragmento de cada pieza de MAH en
bloque y con tincibn de hematoxilina — eosina para diferenciar las diferentes
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estructuras celulares y capas, definiéndose el concepto de estabilidad histologica
cuando hay presencia de las 3 capas en el tejido evaluado.

° Seguridad Microbiolégica: se tomé un fragmento de cada pieza de MAH
para cultivo de bacterias anaerobias en medios de cultivo Tioglicolato, para
bacterias aerdbicas en Agar sangre y para hongos en medio de Saboraud. Se
define el concepto de seguridad microbiolégica hasta cuando se detecta crecimiento
de algun microorganismo en las muestras evaluadas, luego de lo cual se considera
que no hay seguridad.

° Viabilidad: se tom6 un fragmento de cada pieza de MAH, se proceso6 en
bloque de parafina y se realizaron cortes en forma de laminas, para la deteccién de
las células epiteliales normales de la MAH. Se define el concepto de viabilidad a /a
identificacion por la técnica de inmunohistoquimica de células normales del epitelio
antes de ser sometidas a los diferentes medios de preservacion, esta técnica utiliza
anticuerpos monoclonales que reaccionan contra las citoqueratinas del epitelio
generando una reaccion antigeno — anticuerpo y produciendo una tincion que se
hace fuerte en células del epitelio viables y moderada o débil en células menos
viables. En la interpretacion se usé una técnica cualitativa la cual consiste en
realizar una comparacion entre la poblacién celular en estudio con un tejido control
positivo que se monta en un extremo de la misma placa y permite verificar que la
marcacion se localice en el sitio adecuado de la localizacién del antigeno
(membrana, citoplasma o nucleo) y se gradud la intensidad de la misma teniendo
en cuenta que la expresion por el control se considera la maxima expresion en una
escala previamente definida como fuerte, moderada o leve o como : +,++,+++; el
dato obtenido fue obtenido como parametro de comparacion para las medidas
posteriores en cada uno de los grupos de exposicion a los medios de preservacion.

4.3. Poblacion de referencia
La membrana amniética humana (MAH).

4.3.1. Poblacion de estudio

Membrana amnidtica humana MAH captada del hospital Manuel Uribe Angel de
Envigado de 2 maternas con parto por cesarea electiva que donan su placenta y
esta se procesa en el Banco de ojos “Corporacion Donando Vida” para la obtencion
de la MAH. El banco de ojos esta ubicado en la ciudad de Medellin, cuenta con
autorizacion del INVIMA y cuenta con la infraestructura necesaria para la
realizacion, incluyendo 2 técnicos, director médico, director técnico, camara de flujo
laminar, insumos y dispositivos y convenios con laboratorios para el analisis
histopatoldgico, microbioldgico y bioquimico.



22

4.3.2. Muestra

Se obtuvieron 2 membranas amnidticas que fueron divididas en 8 segmentos, esta
muestra corresponde a la estimada para una variable cuantitativa, que finalmente
no se pudo obtener por dificultades que se detallan mas adelante, inicialmente se
realizd el calculo del tamafio de la muestra con en el programa G*Power versién
3.1; el cual, se hizo para estimar una ANOVA de medidas repetidas de un factor. Se
tomé como referencia el estudio (Bora Yuksel, Umut Duygu Uzunel, Tuncay
Kusbeci) (56), en el cual se toma el reporte de la preservacion de células
endoteliales de la cérnea en Eusol- ¢ al octavo dia, donde se espera una
preservacion del 75,5% (1,658 + 373), y para obtener la media con el método de
solucion salina, nos basamos en la experiencia del investigador; la cual, sugiere que
se conserva el 30% de células endoteliales al octavo dia; es decir, la media es el
30% (658) de la media basal (1,658).

La desviacion estdndar que se usa es la media basal al octavo dia de medicién en
Eusol- ¢ (373), ver tablas 2 (56) y 3. La estimacion del tamafio de muestra con una
confianza del 90% (a 0,1)es de 6 unidades de MAH, asignando 2 unidades
experimentales por método de preservacion, ver tablas 3 (56)y 4.

Tabla 3: Medidas diarias del Eusol-c

Table 1. Dadly Mean BCD of the Donor Cormeas: From the Beginning Lintil
the Eighith Day of Storaps

M=27 Mean Endothelial The Percentage P halue®
Cell Density of Endathelial
feellsimmm) £ 50 Cell Loss

*Paired ¢ tests,

Tabla 3: (56)

llustracion 2: Calculo de tamafio muestral
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Determine == Effect size f 1.8275034 Noncentrality parameter A 30.0579181
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Power (1-B err prob) .8 Numerator df 2.0000000
Number of groups 3 Denominator df 3.0000000
Number of measurements 3 Total sample size 6
Corr among rep measures 0.5 Actual power 0.9339216

Options X-Y plot for a range of values
llustracion 2: Santiago Mejia M.

Se considera un error a de 0,1 debido a que errores mas precisos del 0,05 implican
un tamafo de muestra de 9 unidades, 3 para cada grupo de experimentacién, con
lo cual se aumentaria el nUmero de mediciones de 60 con tamafio de muestra de 6
a 90, lo cual por costos haria el estudio no viable.

4.3.3. Descripcion de Variables

Las variables dependientes para este estudio fueron 3, la estabilidad histoldgica que
define la presencia o no presencia de las diferentes capas, la seguridad
microbiolégica que se define el momento de aparicion de microorganismos y la
viabilidad que se define a la identificacion por la técnica de inmunohistoquimica del
grado de tincion de células normales del epitelio de la MAH. Las variables
independientes fueron 2, la evaluacion de la MAH en estado basal antes de ser
sometida a los medios de preservacion en cuanto a los criterios de estabilidad
histol6gica, seguridad microbiolégica y viabilidad, y los diferentes medios de
preservacion evaluados tal como solucion salina, glicerina y Eusol-c.

4.3.4. Diagrama de variables
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En la figura 2 se describen cada una de las variables del estudio, tanto las
dependientes como las independientes, indicando su nombre y respectiva
definicion.

llustracion 3: Diagrama de variables

DIAGRAMA DE VARIABLES

estado basal ( Parametro de Comparacion)

|

Cambio de las propiedades

de la MAH: x
S°'”°[')°g£a""a . Estabilidad Histolégica 4mmmm— | Giicerina 98%
' + Seguridad Microbiol6gica

+ Viabilidad

1

[ Eusol-C

llustracion 3: Santiago Mejia M.
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4.3.5. Tabla de variables
Para su presentacion se utilizé una tabla, en las cual se relacionan cada una de

ellas especificando su definicion, naturaleza, nivel de medicion, unidad de analisis
y categorias de valores, ver tabla 4.

Tabla 4: Tabla de variables
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e | |l e e
MEDIDA

WARIABLES DEPENDIENTES
Presencia de capa superficial celular con propisdades bioquimicas Cualitztiva Mominal 1 i} Na
monocaps epitelial dicotdmica 2 (Mo}
Estabilidad Prasenciz de Capa intermedia acelular con propiedades de sustrato Cualtztiva Mominal 1 [si} Ma
Histolégica membrana bazal dicotdmica 2 (Mo}
Presencia de Capa esponjosa profunda con glucosamineglicanos Cualitativa Mominal 1 (si} Na
estroma dicotdmica 2 (Mo}
Seguridad microbiolégica Presencia de crecimiente microbioldgico Cualtativa Mominal 1 [si} MNa
dicotdmica 2 [Na}
vizhilidad Marcadores Grado de tincién de las células epitalizles dz |z MAH por Cualitativa Mominal N Na
inmunohistoquimicos reaccion de anticuerpos monoclonales contra los antigenas dicotdmica
de |as citoqueratinas del epitelio
WARIABLES INDEPEMDIENTES
Grupes de preservacion de MAH Diferentes medics de preservacion para conservar MAH Cualitztiva Maominal 1clicerina) Na
olitornica
F 2esal) N2
3{solucidn salina) L)
=
Propiedad  Histologica Monocapa epitelial capa superficial calular con propiedades bioquimicas Cualtativa Mominal 1{si} N3
Bs MAH dicotdmica 2{Mo)
en estado . = = — " =
== Membrana basal Capa intermedia acelular con propiedades de sustrato Cualitztiva Maominal 1si} Ma
dicotdmica 2[Mo)
Estroma Capa esponjosa profunda con glucosaminoglicanos Cualtativa Mominal 1{si} MNa
dicotdmica 2{Mo)
Micrabicldgica Presencia de crecimiento microbioldgico Cualitztiva Maominal 1si} Ma
dicotamica 2{Mo)
Viabilidad Marcadores Grado de tincidn de |as células epitalizles de Iz MAH por Cualtativa Mominal 1 [si} MNa
inmunchistoguimicos reaccidn de anticuerpos monoclonzles contra los antiganos dicotdmica 2 [Na}

de |as citoqueratings del epitslic

Tabla 4: Santiago Mejia M.

4.3.6. Técnicas de recoleccién de lainformacién

A continuacion, se describen todos los aspectos relacionados con la recoleccion de
la informacién.

4.3.7. Fuentes de informacién

La captacion de MAH se hizo de acuerdo al protocolo establecido por el banco de
ojos Donando Vida con autorizacion para obtener las placentas humanas en el
Hospital Manuel Uribe Angel de Envigado, de 2 maternas sanas en un rango de
edades entre los 20 y 30 afios buscando el control de posibles variables de
confusion, con partos electivos por cesarea sin complicaciones, que previamente
hayan firmado el consentimiento informado correspondiente, en el que se autoriza
la donacion de la placenta y la obtencion de sangre por venopuncién ante cubital
por el técnico, para realizar pruebas infecciosas para HIV, Sifilis, Hepatitis B y C,
Chagas, Toxoplasma, Citomegalovirus y HTLV 1 y2 mediante la técnica de
Quimioluminiscencia y la captacion se hara de acuerdo con la disponibilidad que se
tenga de las donantes.

4.3.8. Técnica de recoleccion de lainformacién
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La placenta se captd en el quiréfano en un ambiente aséptico, se lavara con
abundante solucién salina, tratando de quitar coagulos y se introducird en una bolsa
plastica estéril con solucion salina y antibiético de gentamicina, para evitar su
desecacion y poderla transportar eficazmente a las instalaciones del banco de ojos.
La placenta queda en cuarentena en el banco de ojos, almacenada entre 2 y 8°C,
hasta que se dé el reporte del laboratorio sobre las pruebas infecciosas y
serologicas a las 12 horas, y si alguna de las pruebas da positiva, se descarta la
MAH almacenada envidndose por la ruta de desechos biologicos. Al finalizar el
periodo de cuarentena, se extrae la bolsa del refrigerador y se saca la placenta,
luego se lleva a la camara de flujo laminar, donde en condiciones de asepsia, se
separa el amnios del corion para desechar este ultimo, posteriormente se lava el
amnios (MHA) con una solucion que contiene cloruro de Sodio 500cc al 0.9% y
gentamicina 80 mg 2 ml, luego se divide con tijera de tejido (Metzenbaun) en 4
piezas iguales de 9 x 9 cm, siendo en total 8 piezas (4 por cada placenta donante);
de las cuales, segun el calculo de tamafio de muestra, se utilizaron 6 para los grupos
de preservacién (2 para cada grupo) y las otras 2 se usaron como patrén de
referencia para la medicion de las propiedades (estabilidad histolégica, seguridad
microbioldgica, viabilidad) en estado basal; es decir, antes de ser sometidas a los
medios de preservacion. Los grupos fueron divididos de acuerdo con el medio de
preservacion utilizado, el grupo #1 con solucién salina al 0.9%, el grupo #2 con
Glicerina pura al 98% vy el grupo #3 con Eusol-c.

Para cada una de las 2 membranas amnidticas obtenidas, se realizé el mismo
procedimiento, con la siguiente distribucion:

Se tienen 4 piezas de membrana amnidtica por donante, de las cuales, una pieza
de membrana amniética de cada donante fue dividida con tijera de tejido en
segmentos iguales de 3x3 cm, la primera se introduce en un frasco de borosilicato
estéril con 5 ml de formol, para el estudio de la estabilidad histolégica en la seccion
de patologia, buscando conservar las estructuras histoldgicas de la MAH; Para
evaluar la seguridad microbioldgica, la segunda de las piezas se dividié a su vez
en 2 segmentos cada uno con 1,5 x 1,5 cm, de los cuales una se introdujo en 1
frasco de borosilicato estéril con 2,5 ml de cloruro de sodio al 0,45% para el estudio
de gérmenes aerobicos y hongos, el otro segmento de 1,5 x 1,5 cm se introdujo en
un frasco de borosilicato con caldo de preservacion para el estudio de gérmenes
anaerobicos, ambos frascos se enviaron a la seccion de microbiologia. La tercera
pieza se introdujo en un frasco de borosilicato estéril con 5ml de cloruro de sodio al
0,45% y se envid a la seccion de inmunohistoquimica para analizar la viabilidad de
la MAH, sin haber sido sometidas ninguna de las piezas a los medios de
preservacion que se quieren evaluar en el presente estudio. Sélo un laboratorio con
las diferentes secciones se utilizé para este estudio y el andlisis histolégico e
inmunohistoquimico fue realizado por un médico patélogo unico. Los resultados que
se derivaron de este analisis fueron tomados como patrén de referencia, ver
llustracion 4
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llustracion 4: Distribucion de MAH en estado basal

o O

e - Histologia
Microbiologia
| \ | Viabilidad
ee® [= 0600
oo [ o0 K
MEDICION EN ESTADO BASAL (B)

Antes de someterse a los medios de preservacion

-'; UNiversipap CES

' cCOmpraTINe 0360 1 cxcrienc

llustracion 4: Santiago Mejia M.

Cada una de las 3 piezas de membrana amniética resultantes de 9 x 9 cm de cada
donante (6 piezas), fue asignada a un grupo de preservacion especifico, 6sea 2
piezas en cada grupo; a su vez, cada pieza de membrana amnioética de 9x9 cm
correspondiente a cada donante se dividié en 3 piezas de 3x3 cm en cada grupo de
preservacion, contando entonces cada grupo con 6 piezas de 3 x 3 cm cada una,
que fueron usadas asi, 2 para evaluar la estabilidad histologica, 2 para evaluar la
seguridad microbioldgica y 2 para evaluar la viabilidad por inmunohistoquimica. En
cada uno de los medios de preservacion se hizo seguimiento de las propiedades de
la MAH al tercer dia, al sexto dia y al noveno dia.

Las membranas amniéticas fueron introducidas en los frascos de borosilicato
estériles de acuerdo con la distribucidén explicada anteriormente. El grupol contenia
6 frascos de borosilicato con (5ml) solucién salina al 0.9% y sus respectivas
membranas, El grupo 2 contenia 6 frascos de borosilicato con (5ml) Glicerina pura
al 98% y sus respectivas membranas, el grupo 3 contenia 6 frascos de borosilicato
con (5ml) Eusol-c y sus respectivas membranas, ver llustraciones 5,6y 7.

llustracion 5: Distribucion de MAH en Solucién salina
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llustracion 5: Santiago Mejia M.

llustracion 6: Distribucion de MAH en glicerina.
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llustracion 6: Santiago Mejia M.

llustraciéon 7: Distribucion de MAH en Eusol-c
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En cada grupo de preservacion, cada uno de los 6 frascos que lo componen, fueron
enviados en la siguiente forma, 2 a la seccion de patologia para analizar la
estabilidad histolégica, 2 a la seccion de microbiologia para analizar la seguridad
microbiolégica y 2 a la seccion de inmunohistoquimica para analizar la viabilidad de
la MAH, comprendiendo un total de 60 mediciones durante todo el desarrollo del
estudio.

4.3.9. Instrumento de recoleccién de lainformacién

La informacion sobre los datos fue recolectada en una tabla de Excel, en donde se
ubican las variables dependientes en las columnas y las variables independientes
en las filas, teniendo en cuenta lo parametros a medir y los seguimientos en el
tiempo para permitir posteriormente su comparacion y analisis, ver ilustracién 8

Tabla 5: Instrumento para la recolecciéon de los datos

MEMBRANA AMNIOTICA HUMANA MAH

PROPIEDADE! Estabilidad histoldgica Seguridad microbioldgica Viabilidad
iezas
PRESERVACI Dia 0 Dia3 Dia6 Dia® Dia3 Dia6 Diad Dia 0 Dia3 Dia6 Diad
Epitelio 1() 2( )
B Estadobasal 1 |yp.ai) 201 ® ® ® co ® % ® ® ® %
Estrorna1[]  2( ] )z )20
Epitlin 1) 20) Crecirniento Marcadores
B Estadobasal 2 |yp.oi) 201 ® ® ® microbiolégico ® % ® nmunchistoquimicod ® ® %
Estroma1(] 2[] 1z 20
Epitelio 1{ ] 2[ | |Epitelioc 101 2[ | |Epitelic 1] 2[ ] Crecimient Crecimiento | Creeimient IMarcach IMarcad; Marcad
B. Solucién
= 1 X Mbasal 101 2 ) |Mbasal 107 2( ) |Mbasal 107 203 % ierabiolgico | microbiléaico [micrabiolgi X nrunchisto. Urohistoy wrchi mi
Estrome 1(] 2[ | |Estroma 1() 2( | |Estroma 1() 2[] Tyer) | oteyan) |t e 103 201 R RIS 1 20]
Epitslio 101 2( ) |Epitelis 113 2t 1 |Epitelio 17 203 Crecimiento | Crecimiento | Crecimiento Marcadores Marcadores Marcadores
B. Solucién ; o ; o - )
e 2 X Mbasal 101 2( ) [Mbssal 10) 2( ) |Mbssal 10) 2() % micrabiclégica | microbicldgico |microbiolégi X nmunohistoa. rnunohistooy rrunchistoguimicod
Estroma 1(] 2( ] |Estroma 1(] 2[ ] |Fstroma 1(] 2(] 1 er) )2y | ar) ) 20 10 20) ) 20
Enitelio 101 20 ) |Enitelic 10 2¢ ) |Enitelio 103 203 Cresimiento | Crecimiento Marcadores Marcadores Marcadores
C. Glicerina | 1 X Mbassl 101 20 ) |Mbssal 10 20 ) |Mbassl 107 207 % micrabiclagica | microbicldgico |microbioldgi b nmunchistoqui munohistoqui munchist
Estroma 1 ] 2( ] |Estroma 1( ] 2[ ] |Estroma 1( ] 2( ] 1 20 ) 20) |12 1) 20 10 2(0) ) 20) ‘
Eqitelic 10) 20 ) |Epitelio 101 20 ) |Epitelio 1) 20) Crecimiento | Crecimiento | Crecimiento Marcadores Marcadores Marcadores |
C. Glicerina | 2 ® Mbasal 101 20 ) |Mbssl 107 20 ) |Moasal 107 207 % micrebicldgico | microbiclgico [micrebicldgic ® nmunchistogui unohistoqui unohist
Estroma 1[ ] 2( | |Estroma 1{ ] 2[ | |[Estroma 1[ ] 2[ 1 a2 )20 |12 10 20 1 20) 1) 20) ‘
Eritelio 10 ) 20 ) |Epitslio 1( ) 20 ) |Epitsio 1( ) 20} Crecirriento | Crecimiento | Cresirriento Marcader Marcador Marcadores |
D. Eusol-C 1 ® Mbasal 1( ] 2 ) |Mbasal 1 J 2( | [Mbasal 1f 3 203 % jca | microbicldgica mi ® inmunohistogui unohistoqui unohist
Estrorna 1( ] 2( | [Estrorna 10 ] 2( | [Estroma 10 ] 2[ ] 1)z 107 201 10 20) 1) 20) ‘
Eritelio 1( ) 2( ) |Epitelio 1( ) 20 ) |Epitelio 1{ ) 20 ) o | on Marcackres Marcadores Marcadores |
D.Eusol-C | 2 X Mbasal 10 ] 20 ) [Mbasal 17 ) 2( ) |Mbasal 10 3 203 ® micrebiclégica | mi gico microbioléai X nUnokhistoci Linohistagufrri wrnahistaquimi
Estroma 1{ ] 2( ] |Estroma 1[ 1 2( | |Estroma 1 ] 2[ ] e ) 20) | e 101200 1z 1) 20) ‘
Tabla 5: Santiago Mejia M
4.3.10. Proceso de recoleccion de lainformacion

El director técnico del banco de ojos Donando Vida (JCO) fue la persona encargada
del procesamiento de los tejidos, embasamiento y envio a cada uno de los
laboratorios de patologia, microbiologia y bioquimica, asi como de la recepcion de
los datos de interés por cada laboratorio para introducirlos en el instrumento de
recoleccion de datos disefiado previamente, para hacer el analisis y la interpretacion
de los resultados de acuerdo con lo establecido en la pregunta de investigacion.

4.3.11. Criterios de inclusion y exclusién
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Criterios de inclusion:

o Maternas sanas con un rango de edades entre 20 a 30 afos

o Captacion de placentas para la obtencion de MAH de partos electivos por
cesarea sin complicaciones en la IPS descrita anteriormente.

o Firma de consentimiento informado que acepte la donacion del tejido y que

se tomen muestras por venopuncién para estudios de pruebas infecciosas.
4.3.12. Control de errores y sesgos

Para efectos de validez interna de los resultados de esta investigacion, fueron
tenidos en cuenta los posibles errores y sesgos del estudio y se siguieron las
siguientes estrategias con el fin de minimizarlos:

Sesgos de Seleccidn

La captacion se hizo de 2 maternas sanas que donaron sus placentas, de las cuales
se obtuvo 2 membranas amnidticas que fueron divididas en 4 piezas iguales de 9
X 9 cm, siendo en total 8 piezas (4 por cada placenta donante); de las cuales, segun
el calculo de tamafio de muestra, fueron utilizadas 6 para los grupos de preservacion
(2 para cada grupo) y las otras 2 se usaron como patron de referencia para la
medicion de la tincién del epitelio mediante la técnica de inmunohistoquimica en
estado basal. Los grupos fueron divididos de acuerdo con el medio de preservaciéon
utilizado, el grupo #1 con Solucién salina al 0.9%, el grupo #2 con Glicerina pura al
98% y el grupo #3 con Eusol-c. Para cada una de las 2 membranas amnidticas
obtenidas de cada materna, se realizd el mismo procedimiento, con lo cual se limita
los posibles errores de seleccién, sin tener que recurrir a un proceso de
aleatorizacion.

Sesgos de Informacién

El laboratorio en donde se hicieron las mediciones para las propiedades de la MAH,
en cuanto a estabilidad histologica, seguridad microbiolégica y viabilidad, garantiza
gue todos los equipos utilizados estén calibrados, para asegurarse de que registran
resultados precisos (Buenas practicas de laboratorio (BPL)), para la obtencion de
datos que permitan su analisis y conclusiones confiables. S6lo una persona se
encargo del procesamiento, embasamiento, envio al laboratorio y recoleccion de los
datos para ser ingresados en el instrumento para su posterior analisis e
interpretacion de los resultados obtenidos, esto permitio controlar desde el disefio
del estudio los sesgos de informacion.

Sesgo de Confusion
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En la seleccion de los tejidos se captaron de 2 maternas sanas con un rango de
edad entre 20 a 30 afos, lo cual hace que la variable de edad del donante se
controle desde el disefio del estudio para no influir en los resultados.

4.3.13. Técnicas de procesamiento y analisis de los datos

Para el calculo del tamafio muestral se utilizé el software de G*Power version 3.1y
para el procesamiento y andlisis estadistico de los datos se usO el paquete
estadistico SPSS v 21 (Licencia Universidad CES) y el software de Microsoft Office
2019 para el disefio del instrumento de recoleccion de los datos.

Objetivo 1. Caracterizacion de las variables Estabilidad histologica, seguridad
microbioldgica y viabilidad. Para la estabilidad histologica se analizaron la presencia
de sus componentes como la monocapa epitelial, la membrana basal y la capa
esponjosa de manera independiente como variables cualitativas dicotémicas,
presencia de todos los componentes (1) no presencia (2), para las cuales se
calcularon medidas de frecuencia absolutas. Para la seguridad microbioldgica se
informo la presencia o ausencia de crecimiento microbiologico y se analiz6 como
variable cualitativa dicotomica, presencia (1) no presencia (2) y para la informacion
también se calcularon medidas de frecuencia absolutas. Para la viabilidad se
identifico por la técnica de inmunohistoquimica la tincion fuerte o la tincion moderada
o débil como indicador de las células viables del epitelio de la MAH y se analizo
como variable cualitativa dicotdbmica, siendo tincion fuerte (1) y tincion moderada o
débil (2) y se calcularon medidas de frecuencia absolutas utilizando la prueba
estadistica de test exacto de Fischer.

Objetivo 2. Se hicieron mediciones de las propiedades en cuanto a la estabilidad
histoldgica, seguridad microbioldgica y viabilidad en 3 momentos, dias 3, 6 y 9 para
cada uno de los medios de preservacion, lo que define muestras relacionadas. Las
variables de estabilidad histol6gica, seguridad microbiolégica y viabilidad son
cualitativas, para las cuales se calcularon medidas de frecuencia absolutas; para su
analisis estadistico, se aplicé la prueba de la Q de Cochran para medidas repetidas
para analizar las diferencias en los 3 momentos de medicion. Es una prueba no
paramétrica de comparacion de proporciones para tres 0 mMAas muestras
relacionadas y su funcién es comparar el cambio en la distribucion de proporciones
entre mas de dos mediciones de una variable dicotomica y determinar que la
diferencia no se deba al azar (que las diferencia sea estadisticamente significativa).
Objetivo 3. Se hizo comparacion entre los tres grupos de preservacion en cada uno
de los tres momentos de medicion, dias 3, 6 y 9, lo que define muestras
relacionadas, usando frecuencias absolutas y comparacion descriptiva, inicialmente
se habia propuesto hacer un modelo de efectos mixtos en el que se pudiera evaluar
el efecto de los medios de conservacion sobre el cambio de los parametros, pero
este modelo no se logré estimar debido a:

1.Tamafo de muestra por tratamiento

2.No se observan cambios significativa en el tiempo para los pardmetros evaluados
3.No se observaron diferencias significativas entre los tratamientos
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Los hallazgos se presentan en tablas y graficos de acuerdo con el tipo y nivel de
medicion de las variables.

5. Consideraciones éticas

Este estudio se acoge a la resolucion 8430 de 1993, por la cual se establecen las
normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud en
Colombia y cuenta con la aprobacién del comité de investigaciones de la
Universidad C.E.S. Al ser un estudio en fase preclinica o in vitro, en donde la unidad
de andlisis es la MAH y sin asignacion de intervenciones directamente sobre seres
humanos, permite que los beneficios sean mayores que los riesgos y sus posibles
problemas éticos se resuelven al disponer de un consentimiento informado por parte
de cada materna de aceptar donar su placenta para fines de investigacion en
medicina.

6. Resultados

Inicialmente el célculo del tamafio de la muestra fue basado en una variable
cuantitativa representada por el porcentaje de la preservacion de células
endoteliales de la cérnea en Eusol- ¢ al octavo dia, donde se espera una
preservacion del 75,5% (1,658 + 373), y para obtener la media con el método de
solucion salina, nos basamos en la experiencia del investigador; la cual, sugiere que
se conserva el 30% de células endoteliales al octavo dia; es decir, la media es el
30% (658) de la media basal (1,658). La desviacion estandar que se usa es la media
basal al octavo dia de medicion en Eusol- ¢ (373), la estimacion del tamafio de
muestra con una confianza del 90% (a 0,1) fue de 6 unidades de MAH utilizando el
programa estadistico G- Power, sin embargo, debido a la Pandemia originada por
el Covid-19, se paralizé la toma de muestras que debido al protocolo debieron ser
todas al mismo tiempo y el laboratorio para el analisis de conteo total de proteinas
en MAH que inicialmente fue la variable independiente que se tenia para el analisis
de los datos, no se pudo realizar debido a que el laboratorio asignado cerrd sus
servicios durante el tiempo en que se pudo recolectar los tejidos y las muestras,
motivo por el cual se debi6é cambiar esta variable cuantitativa por una variable
cualitativa que consiste en la identificacion por la técnica de inmunohistoquimica de
células normales del epitelio de la MAH; esta modificaciéon ocasiona que el calculo
del tamario de la muestra que inicialmente se hizo para una variable cuantitativa, no
fuera suficiente para el analisis de los datos obtenidos en la realidad, no arrojando
la potencia necesaria para encontrar diferencias entre los medios de preservacion
y poder obtener calculos de porcentajes y medidas de asociacion, lo que solo
permite hacer un analisis descriptivo de los datos, que se presentan a continuacion.

Se analizaron 2 membranas amnidticas obtenidas por cesarea electiva de 2
maternas de 21 y 30 afios con pruebas infecciosas y serologicas negativa y con
adecuado control prenatal;, cada amnidtica se divide en 4 piezas iguales de 9 x 9
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cm, siendo en total 8 piezas (4 por cada placenta donante); de las cuales, segun el
calculo de tamafio de muestra, se utilizaron 6 para los grupos de preservacion (2
para cada grupo) y las otras 2 se usaron como patron de referencia para la medicion
de las propiedades en estado basal inmersas en Solucién salina al 0,45%,
buscando la estabilidad histoloégica mediante la presencia del epitelio, la membrana
basal y el estroma antes de ser sometidas a los medios de preservacion,
encontrandose integras las tres estructuras en ambas membranas amnioticas,
ilustracion 8. Se evalué también la seguridad microbiolégica y no se encontro
crecimiento microbiano en su estado basal y en cuanto a la viabilidad, la
identificacion del epitelio mediante la inmunohistoquimica mostro tincion fuerte en
ambas membranas amnioticas, ilustracion 9 y tabla 6.

llustracion 8: Estado basal: Se observan cortes de membrana amniética con
revestimiento epitelial conservado, membrana basal integra y corion presente laxo.

LCM Basal 10x

llustracion 8: Santiago Mejia M.

llustracion 9: Estado Basal: Tincion con marcacion de inmunohistoquimica
Citoqueratina Coctel, positiva fuerte en células epiteliales
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llustracion 9: Santiago Mejia M.

Al comparar la conservacion de las propiedades o parametros de la MAH segun el
medio de preservacion, no se encontrod significacion estadistica p<0,05 con el uso
del test exacto de Fischer en los diferentes componentes de la estabilidad
histolégica (epitelio, membrana basal y estroma), seguridad microbioldgica vy
viabilidad del epitelio, debido al tamafio de muestra insuficiente para mostrar
diferencias, sin embargo el medio de preservacion de Eusol-c presenté una
conservacion del 100% (6 segmentos) de las de los componentes de la estabilidad
histoldgica llustracién 10, sin crecimiento microbiolégico en el 100% (6 segmentos)
y con el 100% (6 segmentos) de tincion fuerte para marcadores
inmunohistoquimicos del epitelio llustracion 11, la glicerina conservé en un 83.3%
(5 segmentos) el epitelio, en un 100% la membrana basal ( 6 segmentos) y en un
83.3% (5 segmentos) el estroma, sin crecimiento microbioldgico en el 100% (6
segmentos) y con el 100% (6 segmentos) de tincion fuerte para marcadores
inmunohistoquimicos del epitelio llustracion 12 y la solucién salina fue el medio con
mas variabilidad, conservando el 66.6% (4 segmentos) el epitelio, en un 100% (6
segmentos) la membrana basal y en un 83.3% (5 segmentos) el estroma, en el 50%
(3 segmentos) hubo crecimiento microbiolégico y en el 83.3% (5 segmentos) se
conservd la tincion fuerte para marcadores inmunohistoquimicos del epitelio
llustracion 13, tabla 6

llustracion10: Membrana amnidtica preservada durante 216 horas en EUSOL-C:
membrana amnidtica representada por revestimiento epitelial cubico simple sin
atipia sobre una membrana basal delgada y corion laxo presente



LCH Eusol-c 216 h 10X

llustraciéon10: Santiago Mejia M.

llustracion 11: EUSOL - C a las 216 horas Tincion con marcacion de
inmunohistoquimica Citoqueratina Coctel, positiva fuerte en células epiteliales
representadas

LCH Eusol-c 21% h C»

llustracion 11: Santiago Mejia M.

llustracion 12: Glicerina a las 216 horas Tincidon con marcacion de
inmunohistoquimica Citoqueratina Coctel, positiva fuerte en células epiteliales
representadas

36
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CH Glicerina216 h 18
llustracion 12: Santiago Mejia M.
llustraciéon 13: Solucion salina a las 216 horas Tincidon con marcacion de

inmunohistoquimica Citoqueratina Coctel, positiva fuerte en células epiteliales
representadas

——
.LC son salina 216 h 10X

llustracion 13: Santiago Mejia M.

Tabla 6. Conservacion de propiedades de la MAH segun el medio de preservacion
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Tratamiento

Parametro

Estado Solucion
basal salina Glicerina Eusol-C  Valor p
Epitelio Si 2 4 5 6 0,811
No 0 2 1 0
M basal Si 2 6 6 6 >0,999
No 0 0 0 0
Estroma Si 2 5 S 6 >0,999
No 0 1 1 0
Crecimiento Si 0 3 0 0 0,068
microbiol6gico No 2 3 6 6 ’
Marcadores Si 2 5 6 6 >0,999
inmunohistoquimicos No 0 1 0 0

Tabla 6: Santiago Mejia M.

Para comparar la conservacion de la propiedades o parametros segun el dia de
medicion, se utilizé la prueba de la Q de Cochran para medidas repetidas para
analizar las diferencias en los 3 momentos de medicion, sin encontrar significacion
estadistica p<0.05 entre los diferentes medios de preservacion debido a tamafio
muestral insuficiente, sin embargo al analizar los tres medios de preservacion, la
solucién salina muestra méas variabilidad en los datos, con alteracion de la
estabilidad histoldgica por alteracion epitelial al dia 3 de seguimiento y del estroma
al dia 9, con compromiso en la seguridad microbiolégica al evidenciar crecimiento
microbiolégico desde el dia 6 y con compromiso de la viabilidad al mostrar tincién
débil a moderada en los marcadores inmunohistoquimicos del epitelio de la MAH;
la glicerina mostro solo compromiso de la estabilidad histologica, por alteracion del
estroma al dia 3 de seguimiento y del epitelio al dia 9, mientras que el Eusol — ¢ no
present0 variabilidad, conservando las propiedades de estabilidad histoldgica,
seguridad microbioldgica y viabilidad en todos los dias de seguimiento, tabla 6
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Tabla 7. Presencia de parametros segun dia de la medicion

Dia
0 3 6 9 Valor p
Epitelio Si 2 5505 >0,999
No 0111
M basal Si 2 6 6 6 >0,999
No 00 0O
Estroma Si 2 565 >0,999
No 0101
Crecimiento microbiolégico Si 001 2 0,500
No 2 6 5 4
Marcadores inmunohistoquimicos Si 256 6 >0,999
No 0100

Tabla 7: Santiago Mejia M.
7. Discusion

En Oftalmologia el uso de la MAH ha mostrado ser Util para el manejo de patologias
que afectan la superficie ocular en cuanto a sus componentes anatémicos y
fisiologicos como la conjuntiva, las células progenitoras del limbo, la cérnea y la
pelicula lagrimal, debido a sus caracteristicas de transparencia, a la composicion
del colageno de su membrana basal similar a la conjuntiva y a la cérnea, a la falta
de estimulo inmunogénico y a su excelente capacidad de servir como sustrato para
permitir el crecimiento, migracién y adhesiéon de las células del epitelio corneal y
conjuntival (9). A demas se sabe de sus propiedades como sustrato para cultivo de
células del limbo y su uso en reconstruccion de la superficie ocular (11,12). Estas
propiedades mecanicas (14,28) y fisioldgicas (11,12,40,41,29,31-33,36—-39) de la
MAH se contienen en sus componentes histologicos como el epitelio, membrana
basal y estroma (13-15), por lo cual es muy importante su conservacion en medios
de preservacion adecuados para su uso en oftalmologia.

La MAH puede ser utilizada fresca o no preservada, conservando posiblemente la
vitalidad de las células epiteliales y su capacidad proliferativa al no estar sometida
a los diferentes procesos de preservacion (23,24,47), pero con mayor posibilidad de
contaminacion microbioldgica y la posibilidad de transmision de enfermedades(43)
o preservada con diferentes técnicas que buscan minimizar el riesgo de
contaminacion del tejido donante y permiten su uso con un mayor tiempo de
preservacion.

Existen diferentes medios de preservacion para la MAH, dentro de los cuales se
tiene la Crio preservacion, en donde se introduce los segmentos de MAH en una
solucién compuesta por glicerina con un medio Eagle modificado de Dulbecco a una
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temperatura de -75 a -85°c (18,23,32), siendo la forma mas utilizada en USA (43),
la Liofilizacion en dénde se deshidrata el tejido y se irradia con rayos gamma para
su esterilizacion (20,21), la forma seca (18) y el medio en glicerina con propiedades
antivirales y antibacterianas (49,50).

En Colombia el medio de preservacion mas utilizado es la Glicerina, con el cual se
conserva la membrana basal y sus propiedades como sustrato favorecer la
regeneracion epitelial, pero que posiblemente limita sus propiedades
farmacoldgicas y bioquimicas que favorecen el proceso de curacién de la superficie
ocular (23)y el uso de membrana amnioética frescao es permitida en la actualidad
debido a su posibilidad de contaminacién, a pesar de conservar posiblemente todas
sus propiedades.

El Eusol-c es un medio de preservacién producido por laboratorios Alkimia de Italia
y es el méas utilizado por los bancos de ojos de Colombia, para conservacion de
cOrneas humanas a 4° ¢ hasta por 14 dias y se ha reportado que el endotelio de la
cérnea se conserva hasta un 75,5% al octavo dia (56).

Este estudio compara tres medios preservacion, la Solucion salina al 0.9%, la
glicerina al 98%y el Eusol-c en cuanto a la conservacion de las propiedades de la
membrana amniética como la estabilidad histolégica, seguridad microbioldgica y
viabilidad del epitelio en 3 momentos de medicién y se hace un andlisis descriptivo
en doénde el Eusol-c fue el medio en donde no se encontrd alteracion de las
propiedades, sugiriendo este medio como un método de preservacion util en la
conservacion de las propiedades mecanicas y bioquimicas de la MAH.

Rodriguez-Ares MT, hace un estudio similar en donde evalué la conservacion de las
caracteristicas histolégicas de la membrana basal en tres medios diferentes, MAH
no preservada fresca, Liofilizada y crio preservada, teniendo como referencia los
datos de la MAH fresca, en cuanto a la presencia del epitelio y la membrana basal
mediante el uso de microscopia de luz con tincidon de hematoxilina - eosina y acido
periodico de Shift (PAS), microscopia electrénica y medicion de concentracion total
de proteinas en MAH mediante técnica de Elisa, encontrdndose que la Liofilizacion
y la crio preservacion conservan las caracteristicas histoldgicas la MAH, aunque con
mayor alteracion en la liofilizaciéon sin encontrar significacion estadistica, pero en
cuanto a la concentracion total de proteinas, el medio que mas contiene las
proteinas es la MAH fresca que muestra significacion estadistica en comparacion
con la liofilizada y al comparar la crio preservada con la liofilizada, hay mayor
concentracion en la crio preservada, aunque sin mostrar significacion estadistica, lo
cual sugiere como la crio preservacion conserva mejor las caracteristicas
histolégicas y concentracion de proteina en comparacion con la liofilizacion (51).

En nuestro estudio, comparamos tres medios de preservacion, no encontrando
variabilidad en las caracteristicas histologicas en el Eusol-C, con cambios leves en
la Glicerina y con mayores cambios en la Solucién salina, aunque sin diferencias
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estadisticas significativas debido al tamafio de muestra insuficiente, sugiriendo el
medio de Eusol-C como el método de preservacidon mas adecuada entre los tres.

Hasta donde conocemos, este el primer estudio en comparar el Eusol-c medio de
preservacion de cérneas humanas, con la Glicerina y la Solucion salina, en tres
momentos de medicién (dias 3, 6 y 9), mostrando como el Eusol -C no presentd
variabilidad, conservando las propiedades de estabilidad histologica, seguridad
microbiolégica y viabilidad en todos los dias de seguimiento, la Glicerina mostro solo
compromiso de la estabilidad histolégica, por alteracion del estroma al dia 3 de
seguimiento y del epitelio al dia 9, sin presentar alteracion de la seguridad
microbiolégica ni en la viabilidad por tincion inmunohistoquimica durante los 3
momentos y la Solucién salina obtuvo mayor variabilidad en los datos, con alteracion
de la estabilidad histolégica por alteracion epitelial al dia 3 de seguimiento y del
estroma al dia 9, con compromiso en la seguridad microbiolégica al evidenciar
crecimiento microbiolégico desde el dia 6 y con compromiso de la viabilidad en los
marcadores inmunohistoquimicos del epitelio desde el dia3.

La Glicerina mostré ser un medio seguro en cuanto a la seguridad microbioldgica,
corroborado por estudios previamente citados (49,50), a la viabilidad y con
alteraciones leves de la estabilidad histologica anteriormente descritos.

Para el control de sesgos de seleccion, a las 2 membranas amniéticas se les aplico
el mismo procedimiento si realizar aleatorizacion, para el control de los sesgos
informacion soélo un laboratorio fue utilizado para la evaluacién microbiolégica,
histol6gica e inmunohistoquimica y sélo 1 persona fue la encargada de procesar los
tejidos, enviarlos al laboratorio y recolectar la informacién para su analisis. La edad
como variable de confusién se control6é desde el disefio al incluir maternas entre los
20 y 30 afios solamente. Una fuente posible de sesgos de informacién se puede
presentar en este estudio, debido a que el analisis de los tejidos en cuanto a la
histologia e inmunohistoquimica fue realizado por 1 s6lo medico patélogo, sin la
evaluacion de un par que confirmara sus reportes.

Los favorables resultados de este estudio In vitro soportan la posible superioridad
del Eusol — ¢ como medio de preservacion en comparacion con la Glicerina y la
Solucion salina en la conservacion de las propiedades de la MAH y sirve como base
para seguir una linea de investigacién con estudios con mayor tamafio de muestra,
gue permitan encontrar las diferencias entre los tres medios y poder asi afirmar que
el Eusol — ¢ es mejor, antes de su uso para la MAH utilizada en seres humanos.

Debido a situaciones ajenas al estudio, se tuvo que modificar la evaluacion de una
variable cuantitativa (medicion de concentracion total de proteinas en el tejido) por
una variable cualitativa (tincion inmunohistoquimica del epitelio), afectando el
tamafo muestral y por ende el poder estadistico sin encontrar diferencias entre los
medios de preservacion, por lo cual este estudio nos muestra hallazgos preliminares
gue deben ser verificados con otro estudio In vitro con mayor tamafio de muestra
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para la prueba de hipotesis, que pueda demostrar diferencias y poder aplicar los
resultados a los diferentes bancos de ojos del pais, para poder distribuir la MAH
preservada con todas sus propiedades que aseguren mejores resultados en las
cirugias utilizadas para las patologias de la superficie ocular.

8. Conclusiones

En condiciones In vitro nuestro estudio sugiere que la membrana amniotica
preservada en Eusol-c conserva las propiedades mecanicas y fisiolégicas que son
necesarias para la reconstruccion y tratamiento quirdrgico de las patologias de la
superficie ocular, sin embargo, se debe confirmar hallazgos con estudios con mayor
potencia que muestren diferencias entre los tres medios de preservacion
comparados, para esto entonces se continla con esta linea de investigacion en
donde se pueda probar flas diferencias.

La distribuciébn de membrana amniética humana en un medio de preservacion de
cornea puede tener mucha aplicabilidad a los bancos de ojos del pais, para su
distribucién de forma segura y conservando sus propiedades.

9. Recomendaciones

Este estudio propone un tema fundamental en la conservacion de las propiedades
de la MAH que se puede aplicar a los bancos de ojos de Colombia, con un medio
de preservacion conocido como el
Eusol - ¢ para la conservaciéon de cérneas humanas. y puede servir como referencia
para futuros estudios con un disefio metodolégico similar, adicionando la medicién
de una variable cuantitativa como la concentracion total de proteinas en el tejido
como evaluacion de la viabilidad epitelial, comparando los tres medios de
preservacion analizados en este estudio.
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