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Efecto reparador del suero autdélogo en lesiones corneales
producidas por agentes quimicos. Ensayo preclinico aleatorio a
doble ciego en conejos

Reparative effect of autologous serum in corneal injuries produced by chemical
agents. Random double-blind preclinical trial in rabbits

I. Hernandez-Patiio', G. Rossani', E. Borobio?, E. Talavera', M. Pilar Quiifiones’,
R. Rozas LL* Juan Carlos Roque!, M. Jara®, Jhony A. De la Cruz-Vargas!

RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar el efecto reparador del suero autdlogo en
lesiones corneales de conejos producidas por agentes quimicos. Se realizé un estudio
piloto preclinico-experimental de caso-control con 10 unidades oculares obtenidas de
cinco conejos. Las superficies corneales fueron lesionadas mediante abrasion quirtr-
gica controlada y posterior aplicacion de alcohol al 70% o acido sulftrico pH 1 (acido
de bateria). Los casos fueron tratados con suero autélogo y los controles con suero
fisiologico. Se siguio la evolucion con fluoresceina y registro fotografico inmediata-
mente después de producida la lesion, y a las 24, 48 y 72 horas. Los conejos fueron
sacrificados y se hizo la evaluacion histopatologica de las corneas. Los casos mostra-
ron reduccion significativa del perimetro de la lesion y mayor transparencia (p<0.008).
Se observo diferencia significativa con relacion a la progresion y calidad de tejido en el
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area lesionada (p<0.05). La evaluacion histologica mostro un tejido corneal mas uniforme
y organizado en los casos. Se concluye que el suero autdlogo presentdé un mayor bene-
ficio frente al uso del placebo en lesiones corneales producidas por estos agentes quimi-
Cos.

Palabras clave: plasma rico en plaquetas, suero autdlogo, conejos, lesiones corneales

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the reparative effect of autologous serum
on corneal lesions of rabbits produced by chemical agents. A preclinical-experimental
case-control pilot study was carried out with 10 ocular units obtained from five rabbits.
The corneal surfaces were injured by controlled surgical abrasion and subsequent
application of 70% alcohol or sulfuric acid pH 1 (battery acid). The cases were treated
with autologous serum and the controls with physiological serum. The evolution was
followed with fluorescein and photographic recording immediately after the injury occurred,
and at 24, 48 and 72 hours. The rabbits were euthanised and the histopathological
evaluation of the corneas was made. The cases showed a significant reduction in the
perimeter of the lesion and greater transparency (p<0.008). A significant difference was
observed in relation to the progression and quality of tissue in the injured area (p<0.05).
Histological evaluation showed a more uniform and organized corneal tissue in the ca-
ses. It is concluded that autologous serum presented a greater benefit compared to the

use of placebo in corneal lesions produced by these chemical agents.

Key words: platelet-rich plasma, autologous serum, rabbits, corneal injuries

INTRODUCCION

Las quemaduras oculares producidas por
agentes quimicos o fisicos son una verdade-
ra emergencia que genera un dafo tisular en
el globo ocular y/o estructuras anexas
(Bradford, 2004). Al mismo tiempo, la mala
cicatrizacion provocada por ulceracion corneal
constituye una de las principales causas de
ceguera y de deterioro de la vision (Arenas y
Torres, 2008). Se estima que cerca de
500 000 lesiones oculares ocasionan cegue-
ra a nivel mundial, donde el trauma es la cau-
sa principal unilateral (Geerling et al., 2004),
con mayor frecuencia en adultos jévenes que
se encuentran dentro de la poblacion econd-
mica productiva (Ministerio de Salud, 2009),
donde dos terceras partes ocurren en el tra-
bajo y el resto por accidentes domésticos
(Diaz-Mendoza et al., 2019). Hospitales de

Espafia, Francia, Reino Unido y Estados Uni-
dos reportan entre 5 a 8& de las emergen-
cias atendidas (Edwards, 1987; Nash y
Margo, 1998; Girard et al., 2002; Sanchez et
al., 2004). n estos casos, las producidas por
alcalis son dos veces mas frecuentes que las
producidas por acidos, debido a que son muy
usados en el hogar y las industrias (Kanski,
2008).:

Segun el informe del Boletin del Anua-
rio Estadistico mensual de notificaciones de
accidentes de trabajo, incidentes peligrosos y
enfermedades ocupacionales del ministerio
del trabajo y promocion del empleo del Peru
de junio del 2020 (MTPE, 2020), las lesiones
oculares ocupan el primer lugar con 10.2%
en los cuadros de partes del cuerpo lesiona-
das. Asimismo, segun el departamento de
estadistica del Instituto Nacional de Oftalmo-
logia (INO), las lesiones oculares que afec-
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taron la cornea hasta el tercer trimestre de
2019 bordearon los 12 700 casos, ocupando
el tercer lugar de frecuencias de atenciones
(INO, 2019).

Las lesiones oculares se pueden clasifi-
car segun su agente causal, en quemaduras
quimicas generadas por alcalis o acidos y
quemaduras fisicas por agentes térmicos o
radiacion ultravioleta (Dua et al., 2001;
Spector y Fernandez, 2008) y la severidad
del dafio ocular, ya sea producido por élcali o
acido, se determina por el tipo de quimico, la
concentracion de la solucion, la superficie de
contacto, la duracion de exposicion y grado
de penetracion (Gandaho et al, 2016). Una
vez producida la lesion se manifiestan signos
y sintomas como dolor, epifora, fotofobia, lle-
gando inclusive a necrosis de la cornea,
isquemia del limbo y hasta complicaciones
como opacidad de la cornea y ceguera
(Nishida et al., 1996).

El suero autdlogo no solo actua como
lubricante en la superficie ocular, sino que
también proporciona varias sustancias esen-
ciales para la recuperacion del epitelio dafa-
do, incluida la vitamina A, el factor de creci-
miento epidérmico (EGF), la fibronectina y
una variedad de citocinas (Tsubota et al.,
1999; Vercesi et al., 2009). Estos factores
de crecimiento tisular en el suero se facilita
la proliferacion, migracion y diferenciacion del
epitelio de la superficie ocular (Acosta et al.,
2014).

Tsubota et al. (1999), al evaluar la efec-
tividad del suero autélogo en 20 pacientes
demostraron que las gotas oftalmicas de plas-
ma rico en plaquetas (PRP) reducian la reci-
diva de erosiones corneales sin complicacio-
nes significativas. Asimismo, Vercesi et al.
(2009), demostraron en conejos que la utili-
zacion del uso topico de factores de creci-
miento puede constituirse en una herramien-
ta util para el manejo de ulceras de cornea de
dificil tratamiento, en tanto que Acosta et al.
(2014) concluyeron que el PRP demostro6 ser
tan efectivo como el producto comercial
Solcoseryl® para el tratamiento de regenera-
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cion de tlceras corneales profundas y exten-
sas.

La solucion de las lesiones que afectan
la superficie ocular constituye un problema
de salud publica a resolver, puesto que el tra-
tamiento convencional no siempre permite una
evolucion favorable. Debido a la evidencia
cientifica que demuestra que los factores de
crecimiento mejoran la cicatrizacion de teji-
dos blandos con epitelios muy parecidos a los
originales, el presente estudio tuvo como ob-
jetivo determinar mediante un estudio piloto
en conejos el efecto del Suero Autdlogo (SA)
rico en factores de crecimiento aplicado en
estas lesiones traumaticas de la superficie
corneal de evolucion lenta e incierta, evaluan-
do el tiempo de recuperacion al inducir mejor
cicatrizacion, la calidad del tejido resultante y
las complicaciones infecciosas propias de
estas lesiones.

MATERIALES Y METODOS

Lugar del Estudio

Se realizd un estudio piloto preclinico
experimental de caso-control, aleatorio y en-
mascarado en todas sus etapas en lesiones
de 15 mm? en corneas de conejos producidas
por abrasion quirurgica controlada y poste-
rior contacto al alcohol o acido sulfurico pH
1 (&cido de bateria), en los laboratorios de la
Universidad Ricardo Palma, Lima.

Animales y Tratamientos

Se trabajo con 10 unidades oculares pro-
venientes de cinco conejos jovenes machos
(Oryctolagus cuniculus), raza Nueva
Zelanda, de peso 2.5 + 0.5 kg, provenientes
del bioterio del Instituto Nacional de Salud
(INS). Los conejos, previo al estudio, reci-
bieron aclimatacién por una semana en jau-
las individuales. Se les proporcion6 alimento
y agua ad libitum en una habitacion con tem-
peratura controlada (21 = 5 °C), mantenien-
do ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad.
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Los especimenes se distribuyeron en dos
grupos: A (dos conejos — 4 unidades ocula-
res) a quienes se les aplico alcohol al 70% en
los ojos; B (3 conejos — 6 unidades oculares)
a quienes se les aplico acido sulfurico pH 1.
La aplicacion abrasiva, en todos los casos fue
en un ojo, dejando el otro ojo como control
(caso-control), donde se aplicé suero fisiolo-
gico (SF). El enmascaramiento se dio por
parte de las evaluaciones oftalmologicas y las
de anatomia patologica, quienes desconocian
las unidades caso-control.

Las variables de estudio fueron: la eva-
luacion del dolor durante la etapa de estudio
con la escala de la mueca del conejo - Rabbit
Grimace Scale — RbtGS — (Benato et al.,
2020) que arroja una puntuacion de 0 (no pre-
sente), 1 (moderadamente presente) y 2 (ob-
viamente presente); evolucion del area de la
lesion con la prueba de fluoresceina; trans-
parencia corneal y fotografia en macro; apa-
ricion de infecciones; y evaluacion
histopatologica de las muestras corneales post
mortem.

Procedimientos

La anestesia fue de acuerdo con la clasi-
ficacion ASA 2. Se utilizé Propofol 5-14 mg/kg
EV, para el manejo del dolor se utiliz6
Ketamina 15-20 mg/kg EV y para revertir el
efecto de la sedacion se us6 Yohimbina 0.2-
1 mg/kg EV. Los farmacos fueron aplicados
a través de la vena auricular marginal.

El Suero Autologo (SA) se extrajo bajo
técnica cerrada al vacio con nula manipula-
cion, seglin la normativa espafiola, mediante
el Real Decreto 175/2001 (BOE N.° 065-2001
de 16/03/2001: 9746- 9755). La sangre (10 ml)
se coloco en seis tubos estériles al vacio de
3.5 ml con citrato de sodio 3.2%, los que se
sometieron a centrifugacion (Greed-Med GT
119-100T) a 3500 rpm durante 8 min. Se ob-
tuvo de 5 a 7 ml de SA acondicionados en
goteros y se almacenaron a 4 °C para su apli-
cacion durante los siguientes 5 dias. Cada
frasco podia contener entre 100 y 140 gotas.

La lesion corneal controlada se dio el
Dia 0 en las instalaciones del laboratorio de
cirugia experimental de la Escuela Profesio-
nal de Ciencias Veterinarias de la de la Uni-
versidad Ricardo Palma. Se hizo, de manera
controlada, una laceracion superficial con un
bisturi 11° en un area aproximada de 50 mm?,
con posterior lavado con solucion fisiologica
y limpieza con lactantes de celulosa para eli-
minar restos. La aplicacion inmediata de los
agentes agresores (alcohol y acido sulfurico)
fue de manera aleatoria bajo el mismo perio-
do anestésico.

Pasados 30 segundos, se realizo el la-
vado con SF (Cuadro 1). Las gotas oftalmi-
cas con SA y SF fueron aplicadas en la uni-
dad caso y en la unidad control, respectiva-
mente. Desde el dia 0 hasta el dia 2 se les
aplicod una gota cada 2 h y del dia 3 al 4 una
gota cada 4 h. La primera dosis se hizo a las
2 horas de la lesion (Cuadro 1). Todos los
casos y controles recibieron un total de 36
gotas oftalmicas de suero autélogo y de sue-
ro fisioldgico respectivamente. La dosifica-
cion de las gotas oftalmicas en condiciones
normales y fuera del periodo de la anestesia
se hizo sin generar estrés en los animales.

Todas las evaluaciones fueron realiza-
das por el mismo oftalmoélogo, y se efectua-
ron antes del procedimiento, a las 2 horas de
producida la lesion y se continud con una eva-
luacion diaria hasta el dia 4. Enel dia 5y
luego del sacrifico de los animales, se extra-
jeron los ojos y se procedio al aislamiento de
las corneas para su inmediato traslado al la-
boratorio donde las corneas extraidas se fija-
ron en formol al 10% para su tincion e inclu-
sién en hematoxilina-eosina y cortes de 14
um. Para la evaluacion histopatologica, un
juego de muestras se analizo en el Laborato-
rio de Anatomia Patologica de la Facultad de
Medicina de la Universidad Ricardo Palma,
y un segundo set de laminas en el Departa-
mento de Anatomia Patologica del Hospital
Nacional ESSALUD - Edgardo Rebagliati
Martins.
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Cuadro 1. Secuencia de las actividades realizadas en el ensayo preclinico
Periodol (’1e Aleatorizacion Dia 0 Dias (0-1-2) Dias (3-4) Final Qel
adaptacion  de grupos estudio
07 dias Evaluacién ocular (2 h pos-lesion)  Aplicacion de  Preparacion
(Equipo de suero autdlogo anestésica de
oftalmologia) Aplicacion de y lagrimas los conejos
Preparacion del suero  suero autologoy  artificiales
autélogo lagrimas (Equipo de
(Equipo de artificiales Frecuencia veterinaria)
INGECEL) (Cada 2 h)
Frecuencia
(Cada 2 h) (Equipo de
veterinaria)
(Equipo de
veterinaria)
Periodo de Preparacion anestésica Registro diario de la evolucion de  Sacrificio y

acondicionamiento y de los conejos

los conejos enucleacion de

evaluacion de los conejos (Equipo de (Equipo de INICIB) los ojos
(Evaluacion ocular) veterinaria)
(Equipo de
Microscopia veterinaria)
Fotografia Lesion ocular Preparacion y
mecanica en todas las estudio de las
unidades oculares de muestras
los conejos oculares
(Equipo de
oftalmologia) (Equipo de
Marcacion, distribuciony  Aplicacion de agentes Evaluacion ocular diaria anatomia
acondicionamiento de los  quimicos: Alcohol Test de fluoresceina patologica)
conejos de manera aleatoria ~ 90% y Acido. de (Equipo de oftalmologia) Reporte
bateria histopatolégico
(Equipo de de las muestras
oftalmologia)
Grupo A (Alcohol 70%)y  Evaluacion ocular Informe final
Grupo B (Acido de bateria  post lesién y lavado del estudio
pH1) con suero fisiologico piloto
(Equipo de
oftalmologia) (Equipo de
Supervision y vigilancia de los conejos INICIB)

(Equipo de veterinaria)

Analisis Estadistico

Los datos recolectados se registraron a
doble ciego en una hoja de Excel 2017 con-
trastandola con las hojas de recoleccion de
datos para evitar la omision o el ingreso de
datos erroneos. Se le asignd un codigo a cada
unidad de trabajo. Las variables cualitativas
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se describieron a través de frecuencias y por-
centajes. Para el analisis de la normalidad se
utilizo la prueba de Shapiro-Wilk y la prueba
U de Mann-Whitney. Para el anélisis biva-
riado se utilizo la prueba Exacta de Fisher
- funcion hibrida para variables politdmica
disponible en el software Stata (p<0.05, IC
del 95%).
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Grupo A Alcohol 70%
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Figura 1. Escala de muecas de conejo después de una agresion ocular con alcohol 70% (n=2) o
acido sulfurico pH 1 (n=3) en conejos medida cada 24 h

Aspectos Eticos

El estudio fue aprobado por el Comité
de Etica de Estudios en Animales de la Uni-
versidad Ricardo Palma (URP). Los proce-
dimientos estuvieron de acuerdo a las nor-
mas de la Asociacion para la Investigacion
en Vision y Oftalmologia (normas ARVO)
relacionadas con el uso de animales en in-
vestigacion.

RESULTADOS

Escala de la Mueca del Conejo (RbtGS)

El tipo de agente agresor tuvo efec-
tos significativos sobre la puntuacion RbtGS.
El 4cido sulfurico pH 1 fue mas «doloroso»
para el animal que el alcohol (Figura 1). Esta
ultima se vio reflejada en el bienestar de los
animales a partir de las dos horas de la inter-
vencion. Todos los conejos disminuyeron pro-
gresivamente su malestar hasta el dia 4, ex-
cepto un espécimen del Grupo B que mantu-
vo un malestar moderadamente presente has-
ta el final del estudio (Figura 2).

Test de Fluoresceina (Efecto Reparador)

Los ojos tratados con SA (Figura 3)
mostraron reduccion significativa del perime-
tro de la lesién y mayor transparencia
(p<0.008). Asimismo, se observa que el tra-
tamiento con SA promovié una reparacion
mas eficiente que los tratados con SF (p<0.05)
(Cuadro 2).

Al analizar el promedio de reduccion de
las lesiones corneales se encontrd que el gru-
po que recibiod el SA tuvo una reduccion por-
centual significativamente mas rapida que los
del grupo control (p=0.005 de U de Mann-
Whitney). El total de casos tuvo un porcen-
taje de reduccion del 85.2% a diferencia del
porcentaje de reduccion de los controles que
fue del 47.4% (Cuadro 3).

Estudio Histopatoldgico

Las muestras histopatologicas tefiidas
con hematoxilina-eosina fueron analizadas por
dos patdlogos ajenos al estudio. El dafio del
epitelio corneal mostrd ser similar para am-
bos agentes agresores (acido sulfurico pH 1
0 alcohol 70%). En ambos casos se encontrd
un tejido conjuntivo hialino con células
fusiformes de aspecto fibroblaistico, estroma
laxo con zonas basofilas y presencia de leve
infiltrado inflamatorio.

Rev Inv Vet Peru 2021; 32(6): 20425
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Figura 2. Lesion corneal producida en conejo por desepitilizacion controlada mas agente agre-
sor (acido de bateria pH 1). Evaluacion de la opacidad corneal al dia 3. Izquierda:
Ojo tratado con suero fisioldgico con presencia de secrecion alrededor del ojo. De-
recha: Ojo tratado con suero autdlogo, con mejora en la opacidad corneal sin

secreciones alrededor del ojo

La cérnea de los conejos tratados con
SA al dia 4 mostré un epitelio corneal unifor-
me, no discontinuo. La membrana de
Bowman se encuentra visible. El estroma laxo
con formaciones basoéfilas con un leve infil-
trado inflamatorio local. La membrana de
Descemet y el endotelio corneal se encuen-
tran conservados. En las corneas control se
observo discontinuidad del epitelio corneal,
degeneracion vacuolar epitelial e hiperplasia
papilar con pequefias cavidades dilatadas de
aspecto quistico y neovascularizacion, ade-
mas de inflamacion aguda con presencia de
infiltrado polinuclear de aspecto leucocitario
e inflamacién cronica con presencia
mononuclear de aspecto linfocitario (Figura 4).

DiscusioN

Se vienen desarrollando técnicas y tra-
tamientos dirigidos a favorecer la regenera-
cion de los tejidos corneales, entre ellos el
concentrado Autélogo de Plaquetas (Bonilla-
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Gutierrez et al., 2017). En el presente estu-
dio se utilizo el suero autdlogo generado de la
extraccion proceso de centrifugacion, debido
a que dentro del suero se encuentra diversas
proteinas que intervienen en la reparacion,
pero que no estarian involucradas dentro del
plasma rico en plaquetas, lo que podria expli-
car los resultados obtenidos en comparacion
con otros reportes.

En la reparacion tisular se llevan a cabo
complejos procesos en los que intervienen
multitud de factores, entre ellos células, pro-
teinas y citoquinas. Las plaquetas y sus agen-
tes son columnas importantes en la construc-
cion del entramado que restaura las heridas
(Borzini y Mazzucco, 2007). Los factores de
crecimiento contenidos en el SA son utiles y
de demostrada eficacia en determinadas pa-
tologias oftalmologicas, como es el caso de
las tlceras corneales, el sindrome de ojo seco,
el sindrome post-LASIK, la perforacion ocu-
lar, la disfuncion de la glandula lagrimal, los
agujeros maculares y los trasplantes de lim-
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Alcohol 70° Ac. de bateria pH2

Caso Control Caso Control

Figura 3. Evolucion de la lesion epitelial producida experimentalmente en ojos de conejos segun
tipo de agente agresor (alcohol 70%, acido de bateria pH 1 ). Las imagenes muestran
que el suero autélogo promueve una cicatrizacion de la herida corneal mas rapida y

con un tejido de mejor calidad

Cuadro 3. Reduccion porcentual del tamafio de las lesiones corneales en conejos sujetos
experimentalmente a agresiones con alcohol 70% o acido de bateria pH1 y tratados

con suero autdlogo (SA) o suero fisiologico (SF)

. ., Caso (SA)/ , , .
Tipo de lesién control (SF)? Dia 1 Dia 2 Dia 3
SA 143.1 £ 11 70.8 £ 28.1 37.1 £20.6
Alcohol
cohol 70 SF 152.5+ 4.1 98.9+ 16.5 672+31.7
Acido de bateria SA 117.9+27.2 57.7+24.7 28.9+20.6
pH1 SF 140.1 £ 16.5 117.6 £27.2 82.5+23.1

Existe diferencias significativas entre las lesiones tratadas con SA y las lesiones tratadas con SF
con relacion a la reduccion porcentual de la lesion (p=0.005). (Prueba U de Mann-Whitney)

Rev Inv Vet Peru 2021; 32(6): 20425
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Figura 4. Cortes con hematoxilina y eosina de corneas de conejos durante el proceso de cicatri-
zacion. A-B: Corneas laceradas y expuestas al agente agresor alcohol 70%; C-D: Corneas
laceradas y expuestas al agente agresor acido de bateria pH 1. A: Cornea derecha (20X) tratada
con suero autélogo. Queratitis cronica, estroma laxo con leve infiltrado inflamatorio. B: Cornea
izquierda (20X) no tratada. Tejido conjuntivo hialino con estructuras papilares con pequefias
cavidades dilatas de aspecto quistico con infiltrado inflamatorio agudo y cronico. C: Cérnea
derecha (20X) no tratada. Degeneracion vacuolar epitelial e hiperplasia papilar, fibrosis, ulcera
con inflamacién aguda. D: Cornea izquierda (20X) tratada con suero autélogo. Queratitis croni-
ca, estroma laxo con areas basofilas en cantidad moderada

bo (Solans Pérez et al., 2015). En este senti-
do, Monton-Echevarria et al. (2007) conclu-
yen que la utilizacion de los factores de cre-
cimiento incrementa la reparacion de tejidos
blandos, disminuyendo las infecciones con-
comitantes, las postoperatorias y el dolor.
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En la busqueda de alternativas a los
agentes quimicos presentes en las lagrimas
artificiales se encontro que el SA tiene el mis-
mo pH y osmolaridad de la lagrima (Geerling
et al.,2004). Esto en parte explicaria la tole-
rancia y rapida adaptacion del empleo del SA
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en el presente estudio. No obstante, existen
reportes de estudios comparativos en otros
animales donde no se encontr6 diferencias
significativas entre el grupo caso y control en
el marco de la opacidad y reparacion de la
cornea (Vercesi et al., 2009; Acosta, 2017).

Si bien es cierto, los hallazgos del pre-
sente estudio son prometedores y se viene
manejando parametros estandarizados de pro-
cesos en la obtencion, aplicacion y concen-
traciones de suero autélogo, no existe un con-
senso hasta el momento en referencia a este
tema. Se utilizo SA al 100% sin manipulacion
alguna de tejidos con un solo ciclo de
centrifugacion y con aplicacion de 1 gota cada
dos horas con disminucion progresiva de la
dosis. Otros autores manifiestan diferencias
en las concentraciones y goteo en el tiempo,
incluso que la concentracion de este deberia
ser al 20% (Young et al., 2004; Vercesi et
al., 2009; Acosta, 2017). En esta linea, en
este estudio se optd por no utilizar coadyu-
vantes como analgesia o antibioticos de dosi-
ficacion ocular sin que se hayan desarrollado
procesos infecciosos agregados, a diferencia
de otros estudios (Noble et al., 2004; Young
et al.,2004).

CONCLUSIONES

e El tratamiento con suero autélogo pro-
mueve una reparacion de las lesiones
corneales de manera mas eficiente que
los tratados con suero fisiologico.

e El estudio histopatologico mostré una

mejor distribucion, regeneracion y con-
servacion de las capas cornales con el
uso del suero autologo.
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