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RESUMEN 

Introducción: La córnea es un tejido avascular transparente capaz de refractar la luz, 

cuando este tejido pierde su función, se realiza una queratoplastia, procedimiento que 

requiere un donador de córnea humano. Hoy en día existe escasez de tejidos a nivel 

mundial, debido a esto se están evaluando nuevas alternativas de tratamiento como los 

implantes corneales basados en hidrogeles multilaminares. 

Objetivo: Obtener un protocolo para fabricar y validar hidrogeles multilaminares 

sintéticos a través del análisis histológico e imagenológico de su estructura para ser 

utilizado como posible sustituto corneal biomimético. 

Metodología: Se evaluaron hidrogeles multilaminares basados en gelatina con 

concentraciones de glutaraldehído [0,05% y 0,10%], mediante técnicas histológicas 

hematoxilina eosina (HE) y van Gieson (VG). Se evaluó la ultraestructura de hidrogeles 

mediante microscopía electrónica de barrido y tomografía de coherencia óptica (OCT) 

siendo comparadas con un control de córnea nativa, además se realizó ensayo de 

viabilidad celular in vitro. 

Resultados: La intensidad de tinción con VG fueron mayores en las matrices con 0,10% 

glutaraldehído (GA) respecto al control, pese a observar una menor intensidad con 

tinción HE, no se encontraron diferencias significativas. La ultraestructura de hidrogeles 

mostró una porosidad similar al control de 17 µm, mientras que con OCT se obtuvo un 

grosor medio correspondiente a 423 µm similar al grupo control de 424 µm. En el ensayo 

in vitro se evidenció proliferación y migración celular. 

Conclusión: Se logró crear un hidrogel multilaminar junto a un protocolo de inclusión y 

procesamiento histológico para hidrogeles sintéticos, en donde se evidenció que los 

grosores, número de capas, estructura son similares a una córnea nativa, además de 

favorecer el crecimiento y estimulación celular. 

Palabras Clave: Córnea, hidrogel, trasplante corneal, biomimético, morfología. 
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1 INTRODUCCIÓN 
 

La visión es uno de nuestros principales sentidos, esencial para cada momento de 

nuestra vida, nos permite reconocer y vincularnos con el mundo que nos rodea. Las 

afectaciones oculares afectan aproximadamente a 2.200 millones de personas en el 

mundo y de ellas 43 millones de personas son ciegas. (1)  

Existen diversas causas que pueden ocasionar la pérdida de visión, entre ellas, hay 

afectaciones que alteran la estructura corneal, produciendo la pérdida de transparencia 

en el tejido de manera irreversible. Para estos casos el tratamiento principal es la 

queratoplastia, o trasplante de córnea, donde hoy en día no existe la cantidad de 

donadores necesarios para la demanda a nivel mundial, por lo tanto, se requiere de un 

tratamiento alternativo que cumpla con las propiedades biomiméticas de una córnea 

nativa. En el camino para lograr un trasplante artificial se considera a la ingeniería de 

tejidos y biomateriales un nicho para encontrar una nueva terapia alternativa. 

2 MARCO TEÓRICO 

 

El globo ocular es una estructura semiesférica, situada en el centro de la parte anterior 

de la órbita. Tiene un volumen de 6 mL y un largo axial de 24 mm promedio en un adulto 

sin vicio de refracción. (2) Está constituido por tres cubiertas: esclero-corneal (membrana 

fibrosa), coroides (membrana vascular), retina (membrana nerviosa) y un contenido que 

otorga la forma al globo ocular (humor acuoso, cristalino y humor vítreo). La córnea, 

junto con el humor acuoso, el cristalino y el humor vítreo, son estructuras que 

contribuyen a la transparencia, constituyen el “sistema óptico del ojo”, alcanzando un 

poder refractivo correspondiente a 40 dioptrías. (Ver figura 1).  

 

La córnea es un tejido transparente, avascular de forma ovalada horizontalmente, con 

un diámetro entre los 11 a 12 mm (blanco a blanco) y entre 9 a 11 mm en el eje vertical, 

con un diámetro horizontal promedio de 11,71 mm ± 0,42mm.(2)  
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Figura4 1. Esquema del globo ocular con sus componentes. (3) 

2.1 Histología	corneal	
 

El tejido corneal está altamente diferenciado para permitir la refracción y transmisión de 

la luz, se compone de 5 capas (Ver Figura 3), desde la más externa a la más interna se 

encuentran: Epitelio, membrana de Bowman, estroma, membrana de Descemet y 

endotelio. 

1. El epitelio corneal está conformado por 5 a 7 capas de células (las células 

superficiales, alares y basales), que forman un epitelio escamoso estratificado no 

queratinizado con un grosor total de 50 µm y en donde, el recambio celular de 

esta capa es de 7 días. (4) (Ver Figura 2). 
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Figura 2. Corte histológico de córnea humana se puede observar multicapas de epitelio 

y parte del estroma corneal, imagen 40X. (Imagen propia, F. García 2022, Laboratorio 

de Ciencias Morfológicas, Universidad Valparaíso) 

 

2. La membrana de Bowman es un condensado acelular compuesta por colágeno 

tipo I y colágeno V.   

3. La capa estromal es una estructura de 12 µm, que consiste en una matriz 

extracelular rica en colágeno tipo I (MEC), colágeno tipo III y V, adicionalmente 

posee proteoglicanos intercalados con queratocitos y una capa de células 

endoteliales propia. (5) Además, la matriz extracelular estromal posee otros 

componentes como glicosaminoglicanos, queratán sulfato, condroitín sulfato y 

dermatán sulfato, moléculas que, junto al colágeno son sintetizadas y mantenidas 

por los queratocitos mediante una síntesis constante, estos corresponden entre 

un 3 a 5 % del volumen estromal. (2) 

4. La membrana de Descemet no posee componente celular y está conformada por 

una ultraestructura amorfa, posee un grosor de 7 µm y se compone de colágeno 

tipo IV. (2).  
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5. El endotelio es una monocapa de células hexagonales que posee un grosor de 5 

µm, la densidad celular de esta capa cambia con el tiempo descendiendo de 4000 

células/mm2 a 2600 células/ mm2 en edad adulta, ya que estas células no se 

regeneran. Se requiere de 700 células/ mm2 para conservar la transparencia del 

tejido corneal. (2) 

 
Figura 3. Imagen histológica de córnea con sus distintas capas: Epitelio (capa más 

externa) en contacto con película lagrimal, membrana de Bowman, estroma, membrana 

de Descemet y endotelio (capa más interna) en contacto con humor acuoso.(6) 

 

El grosor de la córnea se da principalmente por el estroma, conformando el 90% del 

total, en el centro el grosor es menor y aumenta hacia la periferia dada la disposición de 

sus capas. A nivel macroscópico el grosor corneal se puede evaluar mediante tomografía 

de coherencia óptica (OCT), observándose que el valor corneal central promedio varía 

de 520 a 565 micras y el grosor periférico está entre las 610 a 640 micras. Este grosor 

disminuye con la edad debido a la pérdida de células endoteliales.(2) 
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En algunos casos patológicos la córnea sufre un adelgazamiento y debilitamiento 

progresivo en la capa estromal por la alteración del colágeno y pérdida de queratocitos, 

relacionado al aumento de expresión de lisozimas y aumento de proteasas que se liberan 

hacia la película lagrimal. (7), (8)  

 

A nivel microscópico el estroma está compuesto de fibrillas de colágeno tipo I de 25 a 

30 nm de grosor, estando estás empaquetadas y distribuidas en capas de manera 

ortogonal o en laminillas en los dos tercios posteriores, donde se ordenan en unas 200 

a 250 láminas paralelas a la superficie, y siendo esta disposición la que minimiza la 

dispersión de la luz y permite la transparencia del tejido. La orientación entre cada 

laminilla es oblicua en el tercio anterior, para poder compensar las deformaciones 

causadas por la musculatura extrínseca. (Ver Figura 4) La superficie de las fibrillas de 

colágeno en la córnea ha sido observada mediante microscopía electrónica de barrido 

(SEM), observándose que en su disposición existen espacios o surcos superficiales en 

las zonas de separación respecto a las zonas de superposición de las fibras. En córneas 

humanas la profundidad de los surcos de fibrillas corresponde a 0,23 nm. (5) 

 

Esta disposición espacial de las fibras de colágeno, la densidad y entrecruzamiento son 

las que permiten mantener la propiedades mecánicas como curvatura, elasticidad y 

cualidades ópticas como la transmitancia, ya que el epitelio corneal está sujeto a una 

variedad de fuerzas extrínsecas e intrínsecas dado por distintos estímulos mecánicos 

sobre el tejido, como la presión de los párpados, el frotamiento de los ojos, el uso de 

lentes de contacto, la presión atmosférica y la presión intraocular.(7)  

 

Los principales colágenos que forman fibrillas en la matriz extracelular del estroma 

corneal son los tipos I y V.  El colágeno, es una proteína trimérica, existen 28 tipos de 

colágenos distintos, estos en conjunto con oligosacáridos constituyen diversas 

glicoproteínas. Las fibrillas de colágeno estromal están ensambladas por colágeno tipo 

V, junto a lumicano y decorina, proteoglicanos que participan en la estabilización y 

regulación del diámetro de las fibrillas. Con respecto al tamaño de los proteoglicanos 

presentes entre las fibrillas de colágeno se encuentran entre los 35 kD a 40 kD, y tienen 
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entre sus funciones la de regular el espacio interfibrilar. (5) 

 

 
Figura 4. Esquema muestra la disposición de fibras de colágeno en cada una de las 

capas corneales.(9). 
  

La medición de la transparencia corneal, se puede evaluar cuantitativamente mediante 

espectrometría, uno de los primeros intentos realizados en córneas humanas aisladas 

fue el de Boettner y Wolter, ellos evaluaron la transmisión de 220 nm (ultravioleta) hasta 

los 2800 nm (infrarrojo), sus resultados demostraron poca transmisión de luz debido a 

que parte de la radiación fue absorbida por la córnea, gracias a la composición de 

proteínas y vitaminas especializadas, por lo tanto, se comprobó que la córnea cumple 

con una función protectora hacia el contenido interior del globo ocular, esta absorción 

(ver figura 5) está dada por las capas anteriores del ojo (córnea y cristalino).  Ellos 
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encontraron que la transmitancia corneal aumentaba desde los 300 nm alcanzando un 

80% a 380 nm y luego aumentaba a más del 90% de transmitancia pasado ese rango, 

al llegar a los 1430 nm y 1950 nm donde se presentaba una transmitancia ocasionada 

por la absorción de agua del tejido. (4) 

 

Luego Doutch et al, realizaron cálculos teóricos para la transmisión de la luz asociado al 

eje pupilar y el tamaño del radio fibrilar de la córnea, realizando una comparación de 

mediciones entre una córnea animal y humana, identificaron que la transmitancia 

disminuye fuera de la córnea prepupilar considerada a los 4 mm. También descubrieron 

que la transmisión de luz a través de la córnea disminuye desde el centro a la periferia 

lo que se asoció a un efecto de dispersión y absorción de la luz en el tejido.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Gráfica de luz incidente transmitida por córnea. (11) 

 

Luego Joyce y colaboradores relacionaron estos resultados con los efectos del daño 

oxidativo en las células endoteliales, concluyeron que las células del centro corneal 

dentro de los 3 mm sufren mayor daño oxidativo por los rayos UV, permitiendo una 

mayor transmitancia a comparación de las células endoteliales que se encuentran 

alojadas en la periferia corneal. (4) En la córnea es mayor al 90% del espectro visible 
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entre los 400 nm y 700 nm correspondientes a longitudes de onda de color azul y rojo 

respectivamente (ver Figura 6) y su índice de refracción corresponde a 1,376 nm. (11) 

 
Figura 6. Espectro de radiaciones electromagnéticas en donde se encuentra el espectro 

de luz visible entre los 380 nm y 750 nm.(12) 

 

La transparencia corneal es una característica primordial para cumplir con la función 

principal de este tejido. Cuando se produce una lesión por incisión a través del epitelio 

hasta la capa estromal, los queratocitos dañados sufren apoptosis. Las células epiteliales 

rompen sus hemidesmosomas que mantienen la unión a la membrana basal del epitelio 

y migran al sitio de la herida junto a queratocitos inactivos viables que se activan para 

proliferar, generando regiones hipercelulares entre el neoepitelio y el estroma. Existen 

dos opciones en el proceso de cicatrización, la primera es que los miofibroblastos 

hipercelularizados se conviertan en miofibroblastos como tal o en fibroblastos. En el caso 

de los miofibroblastos, producen colágeno para regenerar las fibrillas, pero con una 

matriz extracelular desorganizada y en el caso de los fibroblastos, producen colágeno al 

igual que los queratocitos y una matriz extracelular organizada la cual posee la capacidad 

de restaurar la transparencia corneal. (5) 
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2.2 Patologías	asociadas	a	la	córnea	
 
Existen varias patologías oftalmológicas que pueden afectar la córnea generando una 

disminución en la transparencia, baja visión o ceguera, algunos ejemplos son 

presentados en la Tabla 1. 

 

Tabla 1. Definición de patologías que afectan el tejido corneal. 

 

2.3 Patología	 2.4 Descripción	

Ectasia corneal Adelgazamiento progresivo de la córnea, relacionada con la 
función de las proteinasas del estroma dando como resultado 
una menor estabilidad biomecánica de la córnea. Por ej.: 
queratocono, degeneración marginal pelúcida. (13) 

Distrofia endotelial 
de Fuchs (DCEF) 

Trastorno degenerativo del endotelio corneal donde se afecta la 
membrana de Descemet, se caracteriza por engrosamiento 
debido a una falla en la actividad de la bomba iónica limitando 
la reabsorción de fluidos y causando acumulación de agua 
llamada guttas. (14) 

Queratopatía 
bullosa (QB) 

Alteración corneal producida por la pérdida de células 
endoteliales debido a una falla de la bomba Na+ /K+ ATPasa que 
se encuentra en la capa endotelial generando un edema corneal 
irreversible. (15) (16) 

Queratitis Inflamación de la córnea, puede ser causada por proliferación de 
microorganismos en el tejido, bacterias, virus y hongos. Es la 
principal causa de ceguera monocular. (17) 

Leucoma Opacidad corneal que afecta la estructura y función corneal, 
genera tejido fibrótico de mayor densidad en una o más capas 
corneales causas frecuentes son heridas cicatrizadas, úlceras, 
quemaduras o infecciones corneales. (18) 

Trauma Ocular Lesión originada por mecanismos contusos o penetrantes sobre 
el globo ocular. Los traumatismos oculares son responsables de 
19 millones de casos de ceguera según la Organización Mundial 
de la Salud. (19) 
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2.5 Tratamientos	
Los tratamientos para las patologías que afectan a la córnea se pueden dividir en no 

quirúrgicos (lentes ópticos o de contacto) y quirúrgicos.  

Existe un tratamiento quirúrgico Gold standard en afecciones corneales asociadas a 

defectos en la transparencia del tejido. La queratoplastia (QP) es una técnica quirúrgica 

que consiste en sustituir la córnea dañada por otra sana en donde se requiere de un 

tejido corneal humano donado. Las patologías en las cuales se indica este procedimiento 

son: Queratocono, queratopatía bullosa postquirúrgica, distrofias endoteliales, 

traumatismos corneales, queratitis herpéticas, ulcerativas, virales entre otras. Sin 

embargo, tiene algunas desventajas asociadas como: el acceso a estos tratamientos en 

el mundo es limitado por escasez de donantes, el costo económico para acceder a ellos 

es elevado y el riesgo que existe sobre las tasas de rechazo inmunológico descritas 

alcanza un 20 a 30 % de los trasplantes realizados. (23) Relacionadas al procedimiento 

son, el rechazo del tejido, complicaciones con las suturas, riesgo de neovascularización 

y/o infección corneal, no obstante, existen otras opciones de implantes artificiales como 

las queratoprótesis Boston tipo I (20) que simula una córnea nativa (Ver Figura 7). Estas 

prótesis se utilizan para recuperar la visión en un ojo ciego cuando los trasplantes de 

córnea no son posibles, en quienes se prevé que puede fallar o por rechazo del injerto 

corneal. Algunas desventajas para las prótesis artificiales es el desarrollo de otras 

afecciones oftalmológicas como la alteración de la presión intraocular (glaucoma), 

condición que se ha reportado en un 35% de los pacientes operados y los 

desprendimientos de retina (DR) en un 20% de los casos estudiados. (21), (22) 

 

Figura 7. Fotografías de pacientes trasplantados. A) Queratoplastia (QP) (F. García 

2022 Clínica ISV), B) Queratoprótesis Boston tipo I.(21) 
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Los injertos de córnea siguen siendo el Gold Standard a nivel mundial, sin embargo y 

considerando la escasa donación de tejido corneal, haciendo crecer la necesidad de 

implantes corneales alternativos. En este aspecto, la Ingeniería de tejidos es una 

alternativa que ha intentado dar respuesta a la ausencia de una terapia eficaz, mediante 

la creación de tejidos artificiales que sean capaces de reemplazar el tejido corneal 

dañado (24), cumpliendo con características biomiméticas de una córnea nativa. Esta área 

ha progresado exponencialmente mostrando ventajas respecto al costo, 

almacenamiento y transporte de implantes corneales sintéticos. (25) 

El tejido corneal, elaborado mediante bioingeniería, ha adquirido una amplia atención 

para ser utilizado como un nuevo tratamiento oftalmológico. La mayor parte de los 

materiales biomiméticos propuestos a la fecha están basados en colágeno, no obstante, 

los biomateriales de andamiaje también consideran distintas materias primas entre ellas 

el quitosano, alginato, celulosa, agarosa, gelatina, polilisina y el uso de reticuladores 

como el glutaraldehído (ver tabla 2). Estos compuestos al interactuar con sistemas 

biológicos deben poseer propiedades como la biocompatibilidad, biodegradables, no 

tóxicos, mantener propiedades mecánicas, ópticas, alta resistencia química, térmica, 

morfología y un diseño que imite al tejido a reemplazar, siendo fundamental para 

permitir el desarrollo del microambiente celular. (26), (27), (28) 

Entre los tipos de materiales a destacar en tratamientos para córnea, los hidrogeles han 

dado paso a nuevas fronteras en la regeneración corneal. Los hidrogeles son una red 

tridimensional compuesta por polímeros hidrofílicos (naturales o sintéticos), 

biomoléculas (por ej. proteínas y péptidos), y /o aditivos. Esta red tiene la capacidad de 

absorber una gran cantidad de agua, hinchándose y aumentando considerablemente su 

volumen sin perder su forma, siendo esta una de sus propiedades más importantes. (29) 

Los hidrogeles basados en colágeno tipo I y III muestran una mayor resistencia 

mecánica, estabilidad, propiedades ópticas (dispersión, transmisión de la luz) 

semejantes a las de la córnea humana, permitiendo la regeneración de células corneales 

en modelos animales. (30) Adicionalmente, para una adecuada infiltración celular es 

necesario contar con alta porosidad. Se sabe que el tamaño de un poro óptimo debe 

permitir la penetración de células del huésped y, debe estar entre los 0,8 a 8 micras. (31) 

(32) 



23 
 

 

Tabla 2. Biomateriales utilizados en ingeniería de tejidos corneales. 

 

2.6 Biomateri
al	

2.7 Descripción	

Quitosano Es un polímero natural derivado de caparazones de crustáceos, 
exoesqueletos de insectos, hongos y plantas. Algunas de sus 
propiedades biológicas son mucoadhesión, bactericida, capacidad 
cicatricial, baja solubilidad en agua y no es tóxico. (33) 

Alginato Es un biopolímero obtenido de algas pardas, posee propiedades de 
aglutinamiento, gelificación, espesamiento y maleabilidad. Es 
utilizado en diversas áreas acuicultura, odontología y oftalmología 
(creación de lentes de contacto).  Los geles de alginato se utilizan 
como vehículos de suministros celulares, permitiendo la 
localización de células trasplantadas y controlar así su destino. (34)

Gelatina Es un polímero natural económico derivado de la desnaturalización 
por hidrólisis del colágeno. (35) Este biomaterial es una sustancia 
incolora o ligeramente amarilla, tiene una alta capacidad de 
hinchamiento y logra absorber de 5 a 10 veces su peso en agua 
para formar un gel. (36) Es uno de los biomateriales más utilizados 
en el entrecruzamiento de hidrogeles por sus propiedades de 
solubilidad y antigenicidad, estimula la unión y crecimiento celular, 
puede regular la degradación de metaloproteinasas en la matriz. 
(37) 

Polilisina 
 

Es una solución utilizada para recubrir artículos de plástico y vidrio, 
estimula la adhesión de las células, se utiliza para realizar 
entrecruzamiento de partículas o la entrega de material genético, 
es soluble en agua y etanol. (38)  

Glutaraldehído 
(GA) 

Agente de reticulación para materiales biomédicos mejora las 
propiedades de tracción de las redes de hidrogeles, es soluble, 
tóxico, pero al entrar en contacto con agua se polimeriza 
inactivando su toxicidad. (39) 
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Las córneas artificiales creadas mediante bioingeniería tienen ventajas significativas por 

sobre las córneas donadas: 

 

1) Evitar el rechazo inmunológico inducido por células alogénicas, enfermedades 

por infección ocular o disfunción del tejido donado. 

2) La córnea artificial se puede modificar junto a los avances en biomateriales, 

creación de nuevos biomateriales, técnicas de revestimiento y utilización de 

nanopartículas. 

3) Al utilizar compuestos específicos se puede controlar la capacidad de 

hinchamiento y homogeneidad del tejido evitando así patologías en las que 

hay desequilibrio de osmolaridad. 

4) Gracias a las técnicas de ingeniería se puede controlar las propiedades 

ópticas, biomecánicas del tejido obteniendo una córnea totalmente funcional 

y transparente. 

5) Un sistema de fabricación mecanizado garantiza el control de enfermedades 

al utilizar biomateriales que no generen toxicidad y sean estériles. 

6) La obtención de córneas sintéticas que favorecen el crecimiento celular ofrece 

una posible solución ante la escasez de córneas donantes humanas. (40) 

 

Uno de los trabajos más citados en la creación de andamios de colágeno fue el realizado 

por Griffith y cols. En el año 1999 quienes crearon una matriz corneal multicapa de 

hidrogel adicionado con células epiteliales y células endoteliales en la parte superior e 

inferior, demostrando que su construcción era semejante en morfología y transparencia 

a una córnea nativa. (41) 

 

Algunos investigadores han intentado replicar con mayor precisión el estroma corneal, 

uno de ellos es el grupo de Chen y cols. En el año 2005, establecieron una formulación 

que incluía colágeno, quitosano y hialuronato de sodio para generar una matriz, en ella 

se evaluó el crecimiento de células epiteliales corneales, endoteliales y queratocitos. El 

andamio idóneo para la sobrevivencia celular estuvo compuesto por 20% de colágeno, 

10% de quitosano y un 5% de hialuronato de sodio, el cual se implantó in vivo en conejos 
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y se degradó a los 5 meses. Se encontró que el constructo tenía una transparencia que 

otorgaba un 95% de transmisión de luz, además logró el crecimiento de los 3 tipos 

celulares estudiados. (41) 

 

En el mismo año otra investigación del grupo de Hu y col. (2005) implantaron una matriz 

biomimética in vivo en conejos para evaluar la posible reducción de la transparencia del 

andamio sintético construido en base a ácido poliglicólico (PGA) sembrado con células 

estromales corneales. Se observó que el andamio implantado era transparente y 

evaluaron mediante la expresión de GFP, el origen celular en el estroma construido. 

Luego de 8 semanas, mediante evaluación histológica observaron que las células 

estromales marcadas provenían de los andamios insertados, lo que sugiere que 

derivaron de los implantes, y no de células estromales corneales propias del modelo 

animal. (41) 

 

En el año 2008, Griffith et al. demostraron la transparencia óptica de hidrogeles en base 

a colágeno con carbodiimida (EDC/NHS). En evaluaciones in vitro, no se observó 

citotoxicidad y las tasas de crecimiento epitelial tampoco se vieron afectadas. En el caso 

de modelo in vivo de conejo, al implantar este sustituto corneal, la reepitelización del 

tejido ocurrió en una semana, se probaron 24 trasplantes y sólo uno de ellos mostró una 

ligera zona edematosa a los 6 meses de realizada la cirugía. (28)  

 

En el año 2010 Fagerholm y colaboradores realizaron un estudio clínico de seguimiento 

de 2 años a 10 pacientes a quienes se les incorporó una córnea artificial basadas en 

colágeno humano recombinante sintetizado en levadura y modificado genéticamente, 

para reemplazar córneas afectadas por queratocono e infección corneal. Se observó que 

la capa epitelial recubrió el implante, los nervios corneales cortados volvieron a crecer y 

fueron sensibles a estimulación mecánica, la dificultad en este estudio fue el resultado 

de la visión, ya que no lograban una buena agudeza visual como los pacientes que 

reciben córneas donadas humanas. (42) 
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En el año 2013, Stulting y colaboradores realizaron un estudio de donantes de córneas, 

evaluando la relación entre los factores del donante y el rechazo del aloinjerto en ojos 

sometidos a queratoplastia. Se demostró que la tasa de rechazo del injerto es mayor en 

ojos edematizados, las mujeres tenían una probabilidad más alta de rechazo que los 

hombres, no se encontró relación con la variable edad del donante y un 23% de los 

pacientes sometidos al procedimiento experimentaron un evento de rechazo dentro de 

los 5 años posteriores a la cirugía. (43) 

 

Una investigación realizada el año 2016 por Ramírez y col. evaluaron mediante técnica 

de microscopía electrónica de barrido realizaron una caracterización de la morfología de 

hidrogeles sintetizados por dos métodos distintos, uno sintetizado mediante baño maría 

y otro por radiación microondas. Como resultado de la morfología de los poros, se 

encontró poros más profundos al utilizar la síntesis mediante baño maría y poros más 

uniformes en el preparado con radiación microondas. (44) 

 

A pesar de los avances en el área, aún existen desafíos en el campo de la ingeniería de 

tejidos corneales sintéticos para lograr un diseño de tejido biocompatible, ópticamente 

transparente que logre mantener una estabilidad similar a la córnea, que permita el 

soporte adecuado de células y estas puedan desarrollar su propia matriz promoviendo 

la viabilidad celular. (28) 

 

En el año 2018, el equipo de Griffith publicó un ensayo clínico de 6 pacientes con alto 

riesgo de rechazar aloinjertos a los que se les trasplantó matriz de córneas porcinas 

acelulares (APCM) con colágeno recombinante humano y fosforilcolina, en todos los 

pacientes evaluados se observó una mejoría significativa tanto en visión, sensibilidad y 

regeneración nerviosa demostrando que los implantes animales acelulares son una 

opción potencialmente segura y eficaz. (65) 

3 Definición del problema 
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En el mundo hay 1300 personas que viven con deficiencia visual asociada a pérdida de 

transparencia corneal, hoy en día la donación de córneas sigue siendo escasa y este 

número se ha visto aún más disminuido debido a la pandemia del COVID 19. (45), (46) 

 

En Chile existe una lista de espera para acceder a queratoplastia de 879 personas hasta 

diciembre de 2022, durante ese mismo año la realización de este procedimiento 

disminuyó en un 50% respecto de años anteriores. A su vez en nuestro país no existen 

investigaciones relacionadas a la fabricación de córneas artificiales y, no hay protocolos 

de caracterización morfológica de sustitutos corneales basados en hidrogeles como 

posible tratamiento oftalmológico. Basado en lo anterior, formulamos la siguiente 

pregunta de investigación:  

 

¿Los sustitutos corneales biomiméticos basados en hidrogeles multilaminares, 

lograrán tener las características morfológicas y morfométricas equivalentes a 

una córnea nativa?  

 

Nuestro objetivo será analizar las características estructurales e imagenológicas de 

hidrogeles multilaminares sintéticos para desarrollar un protocolo de validación 

morfológica del sustituto corneal. Esto se realizará mediante técnicas histológicas 

convencionales y ultraestructurales del biomaterial. 
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4 HIPÓTESIS 
 

Los hidrogeles multilaminares sintéticos inspirados en la arquitectura corneal poseen 

características morfológicas e imagenológicas equivalentes a una córnea nativa. 
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5 OBJETIVOS 
 

5.1 Objetivo	general	
 

Obtener un protocolo para fabricar y validar hidrogeles multilaminares sintéticos a través 

del análisis de las características estructurales e imagenológicas de hidrogeles 

multilaminares sintéticos como posible sustituto corneal biomimético. 

 

5.1.1 Objetivos	específicos		
 

1. Aplicar protocolo de inclusión que permita el procesamiento histológico de los 

sustitutos corneales sintéticos. 

2. Caracterizar la estructura morfológica del sustituto corneal sintético mediante 

técnicas histológicas, hematoxilina- eosina y van Gieson 

3. Describir las características ultraestructurales del sustituto corneal sintético 

mediante microscopía electrónica de barrido. 

4. Evaluar el sustituto corneal sintético mediante tomografía de coherencia óptica. 

5. Evaluar la viabilidad celular en un sustituto corneal sintético in vitro. 
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6 MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Metodología	General.	

6.1.1 Diseño	de	investigación:	Estudio	tipo	experimental	
 

En este estudio se utilizó material biológico, córnea nativa humana de descarte obtenida 

a través de consentimiento informado desde Clínica Oftalmológica ISV, (Ver Anexo 1). 

Además, matrices de hidrogel (sintéticas) obtenidas desde el Centro de Nanotecnología 

de la Universidad Mayor.  

El control y las matrices sintéticas se procesaron mediante técnicas histológicas de rutina 

tinción de hematoxilina eosina (HE) y tinción Van Gieson (VG), la evaluación 

imagenológica ultraestructural se realizó a través de microscopía electrónica de barrido 

(SEM) y tomografía de coherencia óptica (OCT). El número de muestras fue 15 por cada 

matriz evaluada, realizándose para cada protocolo experimental de validación 3 réplicas. 

Se utilizó como control córnea nativa humana (ver Figura 8) siendo preservada en suero 

fisiológico pH 7.0 a 4 °C desde que fue obtenida hasta su procesamiento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Imagen de córnea nativa humana (Imagen propia, F. García 2022, Laboratorio 
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de Ciencias Morfológicas, Universidad Valparaíso). 

 

 

A) Variables evaluadas: 

Intensidad de tinción y distribución de los componentes analizados mediante morfología 

convencional.  Grosor total, grosor por capas y porosidad. Diámetro total e individual de 

cada capa, paquimetría. 

Composición de matrices sintéticas: Los biomateriales que componen las matrices 

sintéticas son los siguientes: 1% gelatina, 1% quitosano, 1% polilisina y como agente 

reticulador glutaraldehído en concentraciones [0,05% y 0,10%]. Cada una de estas 

formulaciones se preparó con 3 tipos de hidratación (ver Tabla 3). La hidratación se 

entiende como el medio en el cual fue hidratada cada lámina del hidrogel. Cada matriz 

sintética posee 4 capas iniciales de 50 µm de grosor promedio cada una. 

 

B) Tipos de hidratación para matrices sintéticas:  

H1: Utilización de agua miliQ a pH 7.0. 

H2: Utilización de solución mezcla (todos los componentes de cada matriz). 

H3: Utilización de solución reticulada compuesta por 1% de gelatina: 1%, de 

quitosano 1%, polilisina 1% y glutaraldehído 2%. 

 

Tabla 3. Resumen de componentes para cada matriz sintética evaluada con técnicas 

histológicas. 

 

Formulación Componentes Reticulación Hidratación 

C1H1 G1, Q1, P1 GA [0,05%] H1 
C1H2 G1, Q1, P1 GA [0,05%] H2 
C1H3 G1, Q1, P1 GA [0,05%] H3 
C2H1 G1, Q1, P1 GA [0,10%] H1 
C2H2 G1, Q1, P1 GA [0,10%] H2 
C2H3 G1, Q1, P1 GA [0,10%] H3 
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Tabla 4. Resumen de componentes para cada matriz sintética evaluada con técnicas 

ultraestructurales basadas en composición C2H3. 

 

Formulación Componentes Reticulación Hidratación 

C2H3-I G1, Q1 GA [0,10%] H3 

C2H3-II G1, P1 GA [0,10%] H3 

C2H3-III G1, Q1, P1 GA [0,10%] H3 

C2H3-IV G2, Q1, P1 GA [0,10%] H3 

 

*G: gelatina 1%, Q1: Quitosano1%, P1: Polilisina1% y GA: Glutaraldehído. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



33 
 

Objetivo específico N°1: Procesamiento de las matrices sintéticas candidatas a 

sustitutos corneales. Aplicación de protocolo de inclusión. 

 

Inclusión en parafina 

Para poder realizar el análisis histológico de las matrices artificiales se debió evaluar si 

estas no se degradan al realizar procedimiento de fijación de la muestra previo al 

protocolo de inclusión en parafina. 

 

Método utilizado: Protocolo de inclusión (Fijadores acuosos) 

 

Procedimiento:  

 

1) Prefijación de la muestra con hidratación en agua destilada a pH 7.0 y sucralosa 

al 30% durante 5 minutos. 

2) Fijación de la muestra se mantuvo en paraformaldehído durante 30 minutos a 

temperatura ambiente bajo campana, luego se deshidrató en etanol al 70 % 

durante 12 horas a 4 °C de temperatura. 

3) Post Fijación de la muestra se deshidrató en alcohol al 70% durante 15 minutos. 

4) Aplicación de protocolo de inclusión (Ver anexo 2). 

 

Todos los tiempos utilizados en el protocolo de inclusión se realizaron en 15 minutos 

cada uno. 

 

El primer protocolo de inclusión realizado no contemplaba sucralosa en el paso de 

prefijación, esto se modificó debido a los resultados en el proceso de caracterización 

morfológica de las muestras descrito en la sección de resultados para el objetivo 

específico N°2.  

 

Una vez obtenido los tacos de parafina de todas las muestras se utilizó un micrótomo 

para realizar cortes histológicos de manera transversal de 5 micrómetros de grosor. 
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Objetivo específico N°2: Caracterizar la estructura morfológica de matrices 

sintéticas mediante técnicas histológicas de rutina. 

 

 

 
 

Figura 9.  Esquema resumen del procesamiento de matrices sintéticas y control. 

 

Método utilizado: Tinción histológica Hematoxilina- Eosina y Van Gieson. 

 

A) Técnica hematoxilina – Eosina (HE): la tinción hematoxilina consiste en un 

colorante catiónico este nos permitió observar estructuras ácidas en tono azul 

violeta como los núcleos en las células epiteliales y endoteliales en el tejido 

corneal humano, en las matrices sintéticas se une a las cargas negativas de sus 

compuestos en este caso a los aminoácidos presente en la gelatina y quitosano 

por otro lado, la eosina es un colorante aniónico que permitió evaluar las 

estructuras básicas en las matrices sintéticas lo que se observará de tono 

anaranjado rosa localizadas en la matriz extracelular.(47) 

 

B) Técnica Van Gieson (VG): esta técnica permite la tinción de fibras de colágeno 

en los tejidos mostrando una tonalidad rosado-rojo y en color marrón a negro se 

puede observar estructuras con componentes básicos, que correspondería a 

    

Control  
+ 

Matrices 
Sintéticas 

Multilaminares 

 
Tinción 

Hematoxilina- 
Eosina 

 C1H1 -C1H2- C1H3 

 C2H1 -C2H2- C2H3 

 
Tinción 

Van Gieson 

 C1H1 -C1H2- C1H3 

 C2H1 -C2H2- C2H3 
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núcleos celulares y de color amarillo el restante de la matriz extracelular. En el 

tejido corneal las células epiteliales se observaron de color marrón y el estroma 

de color rosado. En las matrices sintéticas los grupos catiónicos de la gelatina 

sienten afinidad por los grupos aniónicos de la tinción, se observó mayormente 

en tonalidad amarillo anaranjado. (48) 

 

Procedimiento: Se realizaron cortes en el microtomo de 5 µm de grosor de todos los 

tacos de parafina, cada una de las muestras se tiñeron con ambos protocolos de tinción 

(ver anexo 3).  Se utilizaron portaobjetos con doble capa de polilisina, cada uno de los 

cortes se secaron durante 1 hora a 60 °C en la estufa, luego se desparafinó, rehidrató y 

lavó con agua destilada. Con respecto a los tiempos de tinción para H-E: hematoxilina 

se aplicó en las muestras durante 5 minutos y eosina se aplicó durante 4 segundos. En 

VG: hematoxilina de Weigert durante 5 minutos y van Gieson durante 30 minutos todas 

a temperatura ambiente. Para finalizar, las muestras fueron deshidratadas y aclaradas, 

para luego ser cubiertas con entellán.  

 

Adquisición de imagen: Las imágenes histológicas se captaron mediante un 

microscopio óptico marca Olympus modelo CX43RF, cámara de captura marca Euromex 

modelo VC 3040. El software de captura de imágenes marca Euromex versión Image 

Focus Alpha v1.3.7.19728. Para obtener resultados fiables y reproducibles la adquisición 

fue estandarizada para todas las réplicas según cada tinción (ver anexo 4), ya sea tiempo 

de exposición, balance de blancos y fondo, se utilizó aumento 40x para imágenes de 

matrices sintéticas y 200x para control. 

 

Procesamiento imagenológico: La cuantificación de tinción, morfometría de las 

matrices multicapas y control se realizó en el software de análisis ImageJ versión 1.53t. 

Se crearon dos algoritmos de aplicación (Macros) para cada una de las tinciones 

utilizadas para evaluar la intensidad de tinción y área (ver anexo 5). Esto permitió un 

análisis automatizado descrito en los siguientes pasos: 
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a) Preparación de la imagen: Todas las imágenes fueron evaluadas en color RGB 

(red, green o blue) o en escala de grises, cada imagen se realizó una separación 

de estos colores seleccionando el que identificaba mejor los componentes de las 

matrices evaluadas luego se transformó a escala de grises en 8 bits (Figura 10). 

 

b) Seleccionar área de interés: Se seleccionó el área de interés mediante la 

herramienta “threshold” (umbral) en todas las imágenes. 

 

c) Análisis: Se utilizaron dos imágenes por cada muestra para calcular las intensidades 

de tinción, una imagen que contenga la señal a analizar (ROI), y otra con el área total 

evaluada de la imagen. El programa entregó las mediciones de área total, área de 

interés, promedio, mínimo y máximo de la intensidad. Las unidades de medida son en 

pixeles al cuadrado tanto para el área seleccionada de la tinción y el área total de las 

imágenes en escala 8 bits. 

 
Figura 10. Imágenes representativas del proceso de cuantificación de intensidad de 

tinciones, utilizado para H-E y VG. A) Imagen obtenida por microscopía óptica B) Imagen 

en 8 bits, C) herramienta “threshold” utilizada en software ImageJ. 

 

Para las mediciones de grosor total de las matrices se realizó una conversión de la unidad 

de medida desde píxel a micras, para ello se seleccionó la imagen obtenida mediante 

microscopio electrónico de barrido con barra de escala incluida. Se utilizó la herramienta 

“set scale”, se ingresó el valor de la barra correspondiente y se seleccionó “global” para 

que todas las imágenes se puedan procesar con la misma unidad de medida, en este 

caso micras. 
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Figura 11. Imágenes representativas del proceso de conversión de escala, utilizado 

para imágenes obtenidas con microscopio óptico. A) Imagen obtenida por microscopía 

óptica con barra escala B) herramienta “set scale” utilizada en software ImageJ. 

 

Objetivo específico N°3: Evaluación ultraestructural de matrices sintéticas 

mediante microscopio electrónico de barrido. 

 

El microscopio electrónico de barrido (SEM) permite la observación y caracterización de 

alta resolución, entregando información morfológica superficial. (49) 

 

Método Utilizado: Microscopio electrónico de Barrido 

 

Procedimiento: Se realizó liofilización de las muestras durante 1 hora, antes de ser 

evaluadas en el microscopio, luego se ubicaron en un pin (Figura 12) con cinta adhesiva 

de carbono que es utilizado al interior del equipo al vacío donde el haz de electrones 

permitió la obtención de imágenes en distintas magnificaciones. 
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Figura 12. Pin utilizados para colocar las muestras evaluadas en microscopio electrónico 

de barrido.  

Adquisición de imágenes: Las imágenes se obtuvieron con microscopio electrónico de 

barrido SEM Phenom en distintas magnificaciones. Las matrices se liofilizaron durante 

una hora, luego se colocó cada matriz sobre una cinta de carbono para ser fijadas a la 

estructura (pin) del equipo.  

 

Procesamiento imagenológico: La cuantificación de grosores total e individual de las 

matrices multicapas y control se realizó en el software de análisis ImageJ versión 1.53t. 

Se realizó cambio de escala desde píxel a micras en todas las imágenes, para poder 

obtener las mediciones en micras. Se consideró en las imágenes una barra escala para 

poder hacer la conversión de la unidad de medida. 

 

Conversión de unidad de medida: 

Se seleccionó la imagen obtenida mediante microscopio electrónico de barrido con barra 

escala incluida (Figura 13). Se utilizó la herramienta “set scale” en donde se ingresó el 

valor de la barra correspondiente y seleccionó “global” para que todas las imágenes se 

puedan procesar con la misma unidad de medida en este caso micras. 
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Figura 13.  Imágenes para cambio de escala. A) Imagen de microscopio electrónico de 

barrido con barra escala en micras B) herramienta “set scale” utilizada en software 

ImageJ. 

Análisis: El análisis de medidas obtenidas a través del software ImageJ, entregó el grosor 

total e individual de capas, el promedio, menor y mayor valor en micras. Para los 

resultados de porosidad se realizó procesamiento de imagen similar al de la intensidad 

de tinción. 

a) Preparación de la imagen: Todas las imágenes pueden ser evaluadas en color RGB 

(red, green o blue) o en escala de grises, cada imagen se realizó una separación de 

estos colores seleccionando el que identificaba mejor los componentes de las matrices 

evaluadas luego se transforma a escala de grises en 8 bits. 

b) Seleccionar área de interés: Se seleccionó la intensidad de interés mediante la 

herramienta “threshold” (umbral) en todas las imágenes.  

c) Conversión de unidad de medida: Se debe hacer cambio en la unidad de medida de 

pixel a micras para poder medir el tamaño de los poros de cada imagen. Se seleccionó 

la imagen obtenida mediante microscopio electrónico de barrido con barra escala incluida 

(Figura 14). Se utilizó la herramienta “set scale” en donde se ingresó el valor de la barra 

correspondiente y seleccionó “global” para que todas las imágenes se puedan procesar 

con la misma unidad de medida en este caso micras. 

 

d) Análisis: Se seleccionaron todos los poros que lograron ser definidos en las imágenes, 

luego se obtuvo el valor mínimo, máximo y promedio en micras. 
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Figura 14. Imágenes representativas para cambio de escala y selección de área de 

interés. A) Imagen de microscopio electrónico de barrido de porosidad con barra escala 

en micras B) Imagen procesada a 8 bits y con cambio de escala con el área de interés 

seleccionada para ser medida en software ImageJ. 

 

Objetivo específico N°4: Evaluación ultraestructural de matrices mediante 

Tomografía de coherencia óptica. 

 

La tomografía de coherencia óptica (OCT) es una técnica de diagnóstico no invasiva y 

de no contacto en donde se obtienen imágenes caracterizadas por la realización de cortes 

tomográficos micrométricos a través de luz sobre el tejido in vivo a estudiar, con una 

resolución espacial superior al ultrasonido con detalles similares a los de la histología.(50) 

El principio básico y fundamental del OCT es la reflectometría de baja coherencia basado 

en interferometría de Michelson (1887) a esto se adiciona una fuente de luz infrarroja 

con longitud de onda que varía entre los 840 nm y los 1050 nm. La técnica de 

interferometría divide la señal en 2 haces, el de referencia y el otro proveniente de la 

muestra, para posteriormente acoplar ambos haces en un detector (interferómetro).  

 

Procedimiento: Se utilizó un modelo fantoma tamaño escala de una córnea nativa este 

se instaló en apoya frente del equipo OCT (Figura 15), junto a las matrices sintéticas 
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multilaminares en dos condiciones: secas e hidratadas. Para las matrices secas se 

colocaron 4 capas de grosores similares una sobre la otra, y para las matrices hidratadas 

se sumergieron durante 5 minutos en agua destilada pH neutro (7.0) para luego ser 

montadas una sobre otra en el modelo fantoma. 

 

 
Figura 15. A) Matrices sintéticas multicapas hidratadas. B) Posicionamiento fantoma en 

equipo OCT de polo anterior. 

 

Adquisición de las imágenes: Las imágenes se obtuvieron mediante tomografía de 

coherencia óptica de polo anterior Anterion versión 10.0.19042. 

 

Procesamiento imagenológico: Se realizaron medición de grosores con la ayuda del 

caliper de medición del equipo oct de polo anterior, en zonas central (perpendicular al 

tejido), periférica (entre los 7 y 9 milímetros) y medición individual de capas obtenido 

en micras. Las imágenes se obtuvieron en imágenes 2D (scan) de 16 mm de diámetro 

mediante el cual se obtuvo los mapas paquimétricos de las matrices artificiales en ambas 

condiciones (seca e hidratada) para así evaluar la regularidad de las capas. 
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Objetivo específico N°5: Evaluar la viabilidad celular en un sustituto corneal sintético 

in vitro. 

 

Método utilizado: Protocolo de cultivo y fijación. 

Línea celular: Fibroblastos embrionarios de ratón NIH/3T3 (ATCC, CRL -1658).  

Procedimiento: Protocolo utilizado se lava la placa con PBS 1 x 3 veces, añade tripsina 

y se incuba 5 minutos a 37 °C, se recogieron las células y se detuvo la acción de la 

tripsina con medio luego se centrifugó por 5 minutos a 2500 rpm. Se eliminó el 

sobrenadante y se resuspenden en 1 mL para el conteo de células. Se sembraron 

210.000 células por pocillo sobre las matrices sintéticas. Se realizó incubación a 37 °C 

con 5 % de CO2. Se obtuvieron fotografías a campo claro a las 24 h, 48 h, y 72 h.  

El protocolo de fijación utilizado fue con PFA 4 % durante 30 minutos, luego se lavó 3 

veces con PBS 1x, se tiñó con DAPI. Se volvió a lavar 3 veces con PBS y se añadió PBS 

1x para obtener imágenes en el DMI.  

 

Procesamiento imagenológico: Se realizó procesamiento de las imágenes obtenidas 

con software ImageJ para el cálculo de porcentaje de área que recubrieron las células. 

 

Análisis Estadístico: 

 

Todos los resultados se registraron en una plantilla Excel/ versión 2022, según cada 

objetivo específico evaluado (Ver Anexo 6). Para este análisis de datos se utilizó el 

software estadístico Stata/ versión 17 y Graph Pad Prism / versión 8.0.2. 

En el análisis estadístico se realizó una evaluación de distribución de datos para 

determinar si los datos se distribuyen de manera normal o no mediante test Kruskal 

Wallis obteniendo distribución de datos no normal (ver anexo 7), por lo tanto, se aplicó 

test no paramétrico Kruskal- Wallis. Para el análisis de correlación entre el espesor de 

las matrices y la intensidad de tinción se utilizó test de Kendall para revisar la 

independencia de los datos. En todos los casos la significación estadística se definió como 

p<0,05 para un índice de confidencialidad del 95%. 
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7 RESULTADOS 

7.1 Objetivo	 específico	 N°1:	 Procesamiento	 de	 las	
matrices	 candidatas	 a	 sustitutos	 corneales.	
Aplicación	de	protocolo	de	inclusión.	

 

Se realizó el procesamiento de las muestras sintéticas aplicando el protocolo de inclusión 

de rutina, no obteniendo buenos resultados en la realización del objetivo específico n°2. 

Se observó que las muestras sintéticas se desintegraron y no se adherían a los 

portaobjetos luego de realizar el protocolo de inclusión (Figura 16). Posteriormente, se 

utilizó portaobjetos con doble polilisina, para mejorar la adherencia de las matrices al 

vidrio. También se redujo los tiempos de inclusión y se agregó sucralosa al 30% al 

proceso de hidratación de las muestras (Figura 17). 

 

 
Figura 16. Imágenes post aplicación de protocolo de inclusión a muestras sintéticas en 

donde se puede observar defectos en el procesamiento histológico. A) Matrices sintéticas 

en el baño de estirado. B) Pérdida de la muestra post tinción H-E. C) Pérdida de la 

muestra post tinción VG.  
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7.1.1 Resultado	objetivo	específico	1	
Protocolo de Inclusión aplicado a todas las matrices evaluadas: 

 

Fijación de la muestra 

1) Prefijación de la muestra con hidratación en agua destilada a pH 7.0 y sucralosa 

al 30% durante 5 minutos. 

2) Fijación de la muestra se mantuvo en paraformaldehído durante 30 minutos a 

temperatura ambiente bajo campana, luego se deshidrató en etanol al 70% 

durante 12 horas a 4° de temperatura. 

3) Post Fijación de la muestra se deshidrató en alcohol al 70% durante 15 minutos. 

 

Inclusión de la muestra 

1) Etanol de 70% durante 15 minutos 

2) Alcohol de 80% durante 15 minutos 

3) Alcohol de 95 (dos cambios de 15 minutos cada uno) 

4) Alcohol de 100 (3 cambios de 15 minutos cada uno) 

5) Xilol (3 cambios de 15 minutos cada uno) 

6) Parafina (3 cambios de 15 minutos cada uno) 

  

Figura 17. Imágenes macroscópicas de matrices sintéticas. A) Proceso de hidratación 

con sucralosa al 30%. B) Taco de parafina con matriz sintética post protocolo de 

inclusión.  
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7.2 Resultado	objetivo	específico	N°2:	Caracterizar	la	
estructura	 morfológica	 de	 matrices	 mediante	
técnicas	histológicas	de	rutina.	

 
Para cada una de las 6 formulaciones, se generaron 15 muestras por cada tinción 

evaluada, las matrices sintéticas presentaron elasticidad y maleabilidad al momento de 

ser manipuladas en el laboratorio (Figura 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Imagen macroscópica de matriz sintética se observa conservación de forma 

y elasticidad luego de ser hidratada con sucralosa por 5 min. 

7.2.1 Tinción	Hematoxilina‐	Eosina	
 
El análisis histológico en el grupo de control, córnea, (Figura 19) se observó laminillas 

entrelazadas organizadas en el centro y la periferia dejando ver espacios interfibrilares 

porosos en todo el estroma del tejido. Respecto a las matrices artificiales en 

concentración [0,05%] GA mostró una red de fibras homogéneas y regular conformada 

por al menos 3 capas, además hay una diferencia en la intensidad de la tinción entre las 

muestras. 
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Figura 19.  Análisis histológico de la integridad de matrices al [0,05 %] GA con tinción 

HE. A) Córnea nativa en aumento 10x. B) Matriz C1H1 aumento 40x. C) Matriz C1H2 

aumento 40X. D) Matriz C1H3 aumento 40X. Barra escala representa de 20 µm. 

La intensidad de tinción HE se evaluó respecto del área total ocupada de las muestras, 

tanto del control como de las matrices sintéticas en concentración [0,05 %] GA. La 

mediana obtenida para el control fue de 0,571, mientras que, las matrices sintéticas 

C1H1 fue de 0,552 no observando cambios significativos luego de realizada la tinción, 

en cambio C1H2 y C1H3 si presentaron cambios significativos, siendo sus medianas de 

0,380 y 0,362 respectivamente (Figura 20).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Gráfico de barras representativo de intensidad óptica de tinción HE en 

matrices sintéticas compuestas de [0,05 %] GA, ***p<0,05 de significancia.  
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El análisis histológico para la tinción HE de las matrices sintéticas en concentración [0,10 

%] GA se muestra una red de fibras homogéneas y regular homogénea conformada por 

al menos 3 capas, existe diferencia en la intensidad de tinción se logra apreciar más 

hematoxilina con respecto a las matrices de [0,05 %] GA y entre las muestras mismas 

(Figura 21). 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Análisis histológico de la integridad de capas de matrices en concentración 

[0,10 %] GA con tinción HE. A) Córnea nativa en aumento 10x. B) Matriz C2H1 aumento 

40x. C) Matriz C2H2 aumento 40X. D) Matriz C2H3 aumento 40X. Barra escala 

representa 20 µm. 

Para la intensidad de tinción de las matrices sintéticas en concentración [0,10 %] se 

obtuvo la mediana para cada una siendo estos valores para las matrices C2H1, C2H2 Y 

C2H3 de 0,548, 0,448 y 0,602, respectivamente, mientras que para el control se utilizó 

el mismo valor de la tinción HE anterior 0,571, no habiendo cambios significativos para 

estas matrices respecto del control (Figura 22). 
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Figura 22. Gráfico de barras representativo de intensidad óptica de tinción HE en 

matrices sintéticas compuestas de [0,10%] GA, p<0,05 de significancia. 

Se realizó una comparación entre las intensidades de tinción con HE, en las matrices de 

concentración [0,05 %] y [0,10 %] de GA los resultados se observan en la siguiente 

gráfica (Figura 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Gráfico de barras resumen de intensidad óptica de tinción HE para todas las 

matrices sintéticas compuestas de [0,05 %] y [0,10 %] GA, *** p<0,05 de significancia. 
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7.2.2 Tinción	Van	Gieson	
En el análisis histológico del grupo de control se observó una tinción rosada en el estroma 

correspondiente a fibras colágenas con espacios interfibrilares correspondiente a 

porosidades y marrón en las capas celulares (epitelio y endotelio). Respecto a las 

matrices artificiales en concentración [0,05 %] de GA mostró una red de fibras 

homogéneas y regular conformada por todos sus componentes en al menos 3 a 4 capas, 

si hay una diferencia en la intensidad de la tinción mediante la coloración amarilla (C) y 

anaranjada (B y D) en las muestras (Figura 24). 

 

Figura 24. Análisis histológico de la integridad de capas de matrices sintéticas en 

concentración [0,05%] GA con tinción VG. A) Córnea nativa en aumento 10x. B) Matriz 

C1H1 aumento 40x. C) Matriz C1H2 aumento 40X. D) Matriz C1H3 aumento 40X. Barra 

escala representa 20 µm. 

La mediana obtenida para la intensidad de tinción Van Gieson para las matrices sintéticas 

en concentración [0,05%] fueron de 0,649 para, el control y para las matrices C1H1, 

C1H2 Y C1H3 las medianas fueron 0,771, 0,457 y 0,725, respectivamente, no habiendo 

cambios significativos para estas matrices respecto del control (Figura 25). 
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Figura 25. Gráfico de barras representativo de intensidad óptica de tinción VG en 

matrices sintéticas compuestas de [0,05 %] GA, p<0,05 de significancia. 
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Para el análisis histológico del grupo de control se utilizó el mismo control que para las 

matrices sintéticas compuestas de [0,05%] GA. Respecto a las matrices artificiales en 

concentración [0,10%] de GA mostró una red de fibras homogéneas y regular 

conformada al menos de 3 a 4 capas, si hay una diferencia en la intensidad de la tinción 

mediante la coloración amarilla (B) y amarillo anaranjado (C y D) entre las muestras 

(Figura 26). 

 

Figura 26. Análisis histológico de la integridad de capas de matrices sintéticas en 

concentración [0,10%] GA con tinción VG. A) Córnea nativa en aumento 10x. B) Matriz 

C2H1 aumento 40x. C) Matriz C2H2 aumento 40X. D) Matriz C2H3 aumento 40X. Barra 

escala representa 20 µm. 

Las medianas obtenidas para la intensidades de tinción Van Gieson para las matrices 

sintéticas en concentración [0,10 %] fueron de 0,649 para el control y para las matrices 

C2H1, C2H2 Y C2H3 las medianas fueron 0,472, 0,345 y 0,722 respectivamente 

presentando un cambio significativo para la matriz C2H2 respecto del control (Figura 

27). 
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Figura 27. Gráfico de barras representativo de intensidad óptica de tinción VG en 

matrices sintéticas compuestas de [0,10%] GA, *** p<0,05 de significancia. 

Se realizó una comparación entre las intensidades de tinción con VG, en las matrices de 

concentración [0,05 %] y [0,10 %] de GA los resultados se observan en la siguiente 

gráfica (Figura 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Gráfico de barras representativo de intensidad óptica de tinción VG para 

todas las matrices sintéticas compuestas de [0,05%] y [0,10%] GA, *** p<0,05 de 

significancia. 
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7.2.3 Grosor	Medio	post	tinciones	histológicas	
 
El grosor medio del control y para cada una de las matrices sintéticas en concentraciones 

de glutaraldehído [0,05 %] y [0,10 %] posterior a realizado el proceso de tinción con 

HE (Figura 29). Siendo los siguientes: Control 98 µm, C1H1 131 µm, C1H2, 60 µm, C1H3 

91 µm, C2H1 88 µm, C2H2 83 µm y C2H3 116 µm. Se mostró que C1H2 tiene un cambio 

significativo p<0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Gráfico de barras representativo de grosor medio posterior a tinción HE para 

todas las matrices sintéticas compuestas de [0,05%] y [0,10%] GA, *** p<0,05 de 

significancia. 

En el caso de la tinción VG los grosores medios para el control corresponde a 98 µm en 

las matrices sintéticas fueron los siguientes: C1H1 71 µm, C1H2 71 µm, C1H3 110 µm, 

C1H1 66 µm, C2H2 52 µm y C3H3 120 µm. Según los resultados se muestran cambios 

significativos en las matrices C2H1 y C2H2, p<0,05 (Figura 30). 
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Figura 30. Gráfico de barras representativo de grosor medio posterior a tinción VG para 

todas las matrices sintéticas compuestas de [0,05%] y [0,10%] GA, **** p<0,05 de 

significancia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Gráfico de barras comparativo entre los resultados de grosor medio posterior 

a tinciones HE y VG G para todas las matrices sintéticas compuestas de [0,05%] y 

[0,10%] GA, **** p<0,05 de significancia. 
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7.2.4 Cantidad	de	capas	
La córnea (control) posee 5 capas en su estructura, los resultados luego de la aplicación 

de tinción HE en el caso de las matrices C1H1, C1H2, C1H3, C2H1, C2H2 todas 

registraron 3 capas y C2H3 registro 4 capas, todas presentando cambios con distinto 

nivel de significancia p<0,05. En el caso de las matrices post tinción VG, C1H1, C1H2, 

C1H3, C2H1 y C2H2 registraron 3 capas y en el caso de C2H3 mostró 4 capas, todas 

presentan cambios significativos (Figura 32). 

   

Figura 32.  Gráfico de barras de cuantificación de capas posterior a tinción HE (A) y VG 

(B) para todas las matrices sintéticas compuestas de [0,05%] y [0,10%] GA, **** 

p<0,05 de significancia. 
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7.3 Resultado	 objetivo	 específico	 N°3:	 Evaluación	
ultraestructural	 de	 matrices	 mediante	
microscopio	electrónico	de	barrido.	

 

Córnea Nativa (Control) 

Las micrografías de la estructura corneal humana presentaron un patrón fibrilar regular 

con porosidades y espacios interfibrilares (Figura 33), se observó 3 capas en cada 

imagen debido a que es un remanente corneal de una córnea nativa.  

 

Figura 33. Imágenes de microscopía electrónica de barrido de córnea nativa 

(remanente) se observa la disposición de capas en magnificaciones (370x y 620x). Barra 

escala presente en imágenes A) representa 200 µm y en imagen B) representa 100 µm.  

 

Se obtuvieron imágenes de matrices artificiales en distintas concentraciones de GA, 

estas matrices son formulaciones iniciales que se utilizaron para crear las matrices 

evaluadas posteriormente en el estudio. En todas ellas se mostró una disposición de 

fibras paralelas, cantidad de capas desde 1 hasta 4 capas ([0,05 %, 0,10 % y 0,15 %] 

GA), algunas estructuras menos porosas ([0,15 % GA]), espacios interfibrilares mayores 

como en las matrices de concentración [0,15 % y 0,20 %] y en la matriz de 

concentración [0,30%] se observó una sola capa con alta porosidad (Figura 34). 

370X 620X
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Figura 34. Micrografías estructurales de matrices sintéticas (5 láminas en estado seco) 

y laminar completo, cada una de las fabricaciones contiene distintas concentraciones de 

glutaraldehído. A) 0,05 %, B) 0,10 %, C) 0,15 %, D) 0,20 %, E) 0,30 % en distintas 

magnificaciones. Barra escala presente en imágenes A) y B) representan 100 µm, para 

imagen C) 50 µm, D) 200 µm y E) escala de 20 µm. 

 

En las imágenes de matrices sintéticas compuestas en base a concentración C2 [0,10%] 

GA e hidratación H3 (Figura 35), se observó múltiples capas en cada una de ellas, con 

intensidad mayor en imágenes A y B, en todas se aprecia porosidad en cada una de las 

capas, existe espacio interfibrilar y al menos 3 capas en todas excepto en la imagen D.  

 

 
Figura 35. Microestructuras de matrices sintéticas multicapas, láminas en estado seco 

para cada una contiene [0,10%] GA en distintas magnificaciones. Barra escala presente 

en imágenes A) Matriz C2H3-I representa 50 µm, para imagen B) Matriz C2H3-II, C) 

Matriz C2H3-III y D) Matriz C2H3-IV representa barra escala de 100 µm. 
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7.3.1 Grosor	Medio	
 
Los resultados del grosor para todas las capas de matrices sintéticas iniciales en distintas 

concentraciones de GA incluyendo el control se muestran en la tabla 5. 

 

Tabla 5. Valores de grosor medio para cada matriz sintética. 

Matriz Grosor medio (µm)
Control 98 

A1 [0,05%] GA 44 
B2 [0,10%] GA 78 
C3 [0,15%] GA 26
D4 [0,20%] GA 31 
E5 [0,30%] GA 45 

 

 
Figura 36. Gráfico representativo de los grosores medios del control y matrices 

sintéticas en distintas concentraciones de GA. En las matrices A1, C3, D4 y E5 existen 

cambios significativos **** p<0,05.  

Los resultados para el grosor total de las matrices sintéticas comparadas con el control 

(Figura 37), se consideraron 4 capas para cada una de las matrices. Las medianas para 

el control fue 424 µm, matriz A1 228 µm, matriz B2 503 µm, matriz C3 452 µm, matriz 

D4 487 µm y matriz E5 445 µm. Los resultados que presentaron cambios significativos 

son para la matriz B2 y D4.   
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Figura 37. Gráfico de barras representativo del grosor total del control y matrices 

sintéticas en distintas concentraciones de GA. En las matrices B2 y D4 existen cambios 

significativos **** p<0,05. 
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7.3.2 Resultados	de	Porosidad	
 

Se analizó la porosidad del grupo control y matrices sintéticas basadas en la composición 

C2H3 que contienen [0,10%] GA se obtuvo la mediana del tamaño de los poros de cada 

una de ellas (Figura 38). 

 
Figura 38. Imagen de microscopio electrónico de barrido de tejido corneal humano, 

corte transversal, se observa la porosidad de la microestructura. Barra escala presente 

en imagen corresponde a 50 µm y tiene una magnificación de 1600x. 

 

Antes de realizar la evaluación de porosidad de las matrices, se seleccionaron 4 

formulaciones basadas en la concentración C2 correspondiente a [0,10%] GA, esta 

selección se realizó a partir del porcentaje de masa seca respecto a la masa total 

hidratada o propiedad de hinchamiento (Ver anexo 8). Las matrices seleccionadas 

resultaron ser 4, cuya masa seca alcanza valores similares a los de una córnea nativa. 

 

Matrices basadas en C2H3 [0,10%] GA composición descrita en tabla 5 (metodología): 

● C2H3-I 

● C2H3-II 

● C2H3-III 

● C2H3-IV 
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Figura 39. Microestructuras de matrices sintéticas multicapas, láminas en estado seco 

para cada una contiene [0,10%] GA en distintas magnificaciones. Barra escala presente 

en imágenes A) Matriz C2H3-I representa 50 µm, para imagen B) Matriz C2H3-II, C) 

Matriz C2H3-III y D) Matriz C2H3-IV representa barra escala 100 µm. 

 

El resultado de los valores de las medianas del grupo control y cada una de las matrices 

en concentración [0,10%] GA. Para el grupo control se obtuvo una media 

correspondiente a 17 µm, matriz C2H3-I 25 µm, matriz C2H3-II 29 µm, matriz C2H3-

III 211 µm y matriz C2H3-IV 17 µm, solo se presentó un cambio significativo en la matriz 

C2H3-III (Figura 40). 

 
Figura 40. Gráfico de barras representa las medianas de los poros en el grupo control 

y las matrices sintéticas compuestas [0,10%] de GA, ***p<0,05 de significancia. 



62 
 

7.4 Resultado	 objetivo	 específico	 N°4:	 Evaluación	
ultraestructural	 de	 matrices	 mediante	
Tomografía	de	coherencia	óptica.	

 

En el análisis ultraestructural realizado mediante OCT se utilizó dos tipos de fantoma, 

uno de ellos similar a las curvaturas de la córnea nativa (Figura 41) y otro realizado 

mediante impresora 3D. Se comparó la disposición de capas de cada matriz sobre los 

moldes en condiciones seca e hidratada. 

 
Figura 41. Imagen resumen de fantoma y tomografía óptica obtenida con OCT de polo 

anterior. A) Fantoma corneal B) Fantoma impresora 3D C) Tomografía corneal humana 

D) Tomografía corte transversal fantoma corneal E) Tomografía vista frontal de fantoma. 

 

La disposición de las matrices sintéticas multilaminares (4 capas c/u), permitió apreciar 

que las capas de cada matriz se amoldan sin problema a la superficie de los moldes una 

vez dispuestos una sobre otra, tienden a caer por los costados haciendo el centro más 

delgado por la elasticidad de las matrices. Hay diferencias en la disposición de capas 

secas e hidratadas, las matrices en condiciones secas resultan más delgadas en toda su 

extensión a diferencia de las matrices hidratadas que mantienen su grosor en toda la 

extensión. Se observó que al estar secas adoptan la forma de la superficie en la que 

están apoyadas (Figura 42 y Figura 43). 
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Figura 42.  Tomografía corneal. A) Fantoma corneal 3D, se aprecia irregularidad de 

superficie B) Fantoma corneal, se aprecia superficie lisa en toda su extensión. 

 

Cada una de las matrices presentó irregularidades en la superficie, debido a la estructura 

del fantoma realizado en impresora 3D; además, en todas las matrices se observó una 

leve delimitación entre las capas. En cambio, para las matrices hidratadas estas se 

dispusieron en el fantoma con curvaturas similares al control (Figura 44), obteniendo 

matrices con disposición regular en casi toda la extensión de la imagen, la delimitación 

entre cada capa se percibió de forma más clara que en la condición seca en todas las 

matrices sintéticas (Figura 43). 

 
Figura 43. Tomografías matrices sintéticas en condición seca. A) Matriz C2H3-I B) 

Matriz C2H3-II C) Matriz C2H3-III D) Matriz C2H3-IV. 
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Figura 44. Tomografías matrices sintéticas en condición hidratada. A) Matriz C2H3-I B) 

Matriz C2H3-II C) Matriz C2H3-III D) Matriz C2H3-IV. 

 

Los valores obtenidos del grosor de cada matriz se detallan en Tabla 6, se registró cada 

medición obtenida mediante el caliper del equipo (medición manual) y el valor 

paquimétrico (medición automática) que midió el equipo en cada condición evaluada 

(Figura 45). 

 

Tabla 6. Valores de grosor central para cada matriz sintética. 

 

Matriz Matriz  
Seca (µm) 

Matriz 
Hidratada (µm)

Paquimetría 
Seca (µm) 

Paquimetría 
Hidratada (µm)

C2H3-I  256 429 332 no 
C2H3-II 106 534 341 357 
C2H3-III 332 494 no 378 
C2H3-IV 220 797 320 324 

 

Considerando que el grosor medio del control (córnea humana) está entre los 520 µm y 

565 µm, el resultado más aproximado se encuentra en la condición hidratada siendo la 

matriz C2HE-II ya que el resto se encuentra por debajo de la media o por sobre la media.  
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Figura 45. Mapas paquimétricos donde se aprecia topografía en distintas condiciones, 

se observa distribución de superficie de cada matriz. A) Matriz C2HE-I seca B) Matriz 

C2H3-II seca C) Matriz C2H3-III hidratada D) Matriz C2H3-IV hidratada. 
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7.5 Resultado	 objetivo	 específico	 N°5:	 Evaluar	 el	
sustituto	corneal	sintético	in	vitro.	

 

Se evaluó la presencia de fibroblastos en las matrices multicapas en 3 tiempos distintos, 

al cabo de 24 h, 48 h y 72 h, en donde todos los fibroblastos porcinos sobrevivieron y 

proliferaron en las matrices (Figura 46). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 46. Microscopía de campo claro evidencia el resultado de evaluación in vitro. 

Matrices multicapas con fibroblastos porcinos a las 24 h, 48 h y 72 h. A) Matriz C2H3-I 

B) Matriz C2H3-II C) Matriz C2H3-III D) Matriz C2H3-IV.  

Mediante tinción DAPI se realizó evaluación de viabilidad celular (Figura 47), en el caso 
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de la matriz C2H3-I (imagen A) se logró apreciar en todos los tiempos previos a 72 

horas, luego no se logró evidenciar presencia de núcleos celulares en la imagen. 

 

Figura 47. Micrografías de inmunofluorescencia de viabilidad celular luego de 72 horas 

de cultivo in vitro de matrices sintéticas en concentración [0,10%] de GA, A) Matriz 

C2H3-I B) Matriz C2H3-II C) Matriz C2H3-III D) Matriz C2H3-IV.    

 

Respecto a la tasa de supervivencia posterior a las 72 horas no se pudo cuantificar la 

matriz C2H3-I y para las matrices C2H3-II, C2H3-III y C2H3-IV no hay cambios 

significativos respecto del control (Figura 48).  

 
 

Figura 48. Gráfico de barras representativo de tasa de supervivencia celular en matrices 

sintéticas, no se obtiene cuantificación de matriz C2H3-I y no hay cambios significativos 

para matrices C2H3-II, C2H3-III Y C2H3-IV. 
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Los resultados del área de cobertura de las células a las 24 h, 48 h y 72 h (Figura 49), 

en la matriz C2H3-I se registra el menor porcentaje área de cobertura en todos los 

tiempos representando cambios significativos respecto al control. A las 48 h y 72 h la 

matriz C2H3-II no presenta cambios significativos y luego de las 72 horas aumenta el 

área de cobertura respecto de todas las otras matrices. Con respecto a las matrices 

C2H3-III y C2H3-IV presentan cambios significativos respecto al control en las 24 h y 

72 h. 

 
Figura 49. Gráfico de barras representativo de área de cobertura a las 24 h, 48 h y 72 

horas luego del cultivo celular en matrices sintéticas in vitro. **** p<0,05 significativo. 

 

Al realizar el procesamiento histológico de las matrices sintéticas con tinción HE y 

utilizando el protocolo de inclusión con sucralosa al 30%, el cultivo de células fue ubicado 

en el centro de las matrices y entre las capas para cada una de las muestras. Se observó 

fibroblastos porcinos presentes en distintas profundidades de todas las matrices 

evaluadas esto se puede observar en las imágenes con microscopio óptico en aumento 

de 100x (Figura 50). 
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Figura 50. Cortes histológicos con tinción HE se observan algunos fibroblastos porcinos 

indicados con flechas en las distintas matrices con [0,10%] GA en aumento 100x. A) 

Matriz C2H3-I B) Matriz C2H3-II C) Matriz C2H3-III D) Matriz C2H3-IV.   
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8 DISCUSIÓN. 
 

El diseño de una córnea mediante ingeniería tisular puede ser una alternativa para el 

reemplazo de una córnea dañada, considerando que los implantes sintéticos 

biomiméticos están logrando dar una respuesta ante la escasez de tejidos ya que son 

capaces de simular las propiedades ópticas, estructurales y biológicas para cumplir con 

las funciones del tejido nativo al cual van a reemplazar. (52), (68) 

En este estudio se logró establecer un protocolo de inclusión para constructos sintéticos 

basados en hidrogeles. Se utilizó gelatina como principal biomaterial, este biopolímero 

posee una red tridimensional interconectada y puede contribuir a la generación de tejido 

conectivo similar a los tejidos nativos. (53) Se utilizó una técnica de entrecruzamiento 

químico con glutaraldehído (GA) (71) capaz de proporcionar una mejora sustancial en las 

propiedades mecánicas de los hidrogeles. Según la literatura tanto la gelatina como el 

colágeno son utilizados para generar andamios debido a que mejoran la infiltración, 

adhesión y proliferación celular. (53) La incorporación de un biopolímero natural tiene 

efectos benéficos respecto a las señales de reconocimiento biológico, por tanto, se 

espera que las células tengan la capacidad de migrar, los andamios presenten una mejor 

elasticidad y deformabilidad facilitando la formación de cavidades para la incorporación 

celular. (54), (55) 

Estudios previos en distintos lugares del mundo han evaluado las propiedades que tienen 

las matrices multilaminares de hidrogel para regenerar el tejido corneal de manera in 

vitro (28) e in vivo (41) en conejos, no obstante, en Chile estamos alejados de esta realidad 

ya que no hay un protocolo para la fabricación de sustitutos corneales sintéticos, 

tampoco se han realizado estudios de caracterización morfológica en hidrogeles como 

posible reemplazo corneal. 

El protocolo que se utilizó para la inclusión de hidrogeles fue determinante para la 

realización del proceso histológico posterior de matrices sintéticas multilaminares, 

estuvo basado, pero con modificaciones, en la metodología habitual de procesamiento 
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para inclusión de tejidos acuosos en parafina. Alguna de las diferencias que se 

establecieron fue la reducción en los tiempos de hidratación e inclusión de las muestras, 

además de la incorporación de sucralosa al 30% en el proceso de hidratación inicial. La 

incorporación de sucralosa genera cambios en la red estructural del hidrogel logrando 

una red más densa ya que, potencia el efecto del agente entrecruzante utilizado, 

aumentando la capacidad de absorción de agua de las matrices.(70)  El protocolo 

propuesto en este estudio permitió la inclusión de hidrogeles compuestos de quitosano, 

gelatina, polilisina y glutaraldehído (GA) en parafina y el procesamiento histológico con 

dos técnicas de tinción de rutina; Hematoxilina eosina (HE) y Van Gieson (VG), en ambos 

protocolos fue necesario realizar modificaciones en los tiempos. 

La evaluación histológica permitió medir la intensidad de tinción de las matrices con 

técnica HE y VG, obteniendo cambios significativos en matrices C1H2 Y C1H3 para HE y 

C2H2 en VG. Para ambas tinciones se pudo observar distintas intensidades de tinción, 

áreas más claras asociadas a una mayor porosidad entre las capas del hidrogel o menor 

presencia de matriz, zonas más oscurecidas en donde el tejido sintético logró mayor 

captación de tinción. En un estudio se creó un protocolo para la fabricación de un hidrogel 

en base a piel porcina acelular (56), el procesamiento histológico fue similar al utilizado 

en este estudio, las muestras fueron fijadas con formaldehído al 4% durante 24 horas, 

en nuestro caso se utilizó paraformaldehído solo durante 12 horas. Respecto a la tinción, 

las matrices se sumergieron el mismo tiempo en el caso de la hematoxilina, pero se 

requirió menor tiempo para la eosina en nuestro protocolo, el etanol y xileno, mientras 

que para realizar los lavados se utilizaron las mismas concentraciones. 

En otro estudio de andamios biomiméticos para soporte de cartílago e interfaz 

osteocondral (57), se utilizó en el protocolo fijación paraformaldehído al 3,7% parecido a 

nuestro protocolo, pero solo durante 3 horas. El proceso de baño de estirado se realizó 

de la misma manera, utilizando un baño de estirado a 40° C. Previamente las muestras 

se mantuvieron en estufa toda la noche a 37°C, distinto a lo que se realizó en este 

estudio, nuestras muestras se mantuvieron durante una hora en la estufa a 60° C. 
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La realización del procesamiento histológico con la técnica HE se pudo llevar a cabo sin 

mayores complicaciones, basándose en el protocolo establecido en el caso de la técnica 

VG. Las matrices se perdieron constantemente en el proceso de deshidratación, a pesar 

de ocupar portaobjetos con doble capa de Poli-L-lisina, tanto para matrices en 

concentración 0,05% y 0,10% GA. Una diferencia entre ambos protocolos de tinción es 

el tiempo utilizado en las tinciones, para VG se aplica durante más tiempo la tinción VG 

(30 minutos). Esto puede provocar cambios estructurales en la matriz, debido a que los 

grupos ácidos de la hematoxilina se unirán a los grupos aminos de la gelatina y del 

quitosano, pudiendo generar desestabilización de la estructura, conllevando a la pérdida 

de las matrices y la dificultad para lograr evaluar la estructura a nivel macroscópico. 

Los resultados de la evaluación macroscópica de hidrogeles a través de microscopía 

óptica, mostraron la conservación de los hidrogeles (mayormente en la tinción HE), 

presencia de estructuras fibrilares paralelas con distintas densidades y espacios 

interfibrilares entre sus láminas, además de mantener al menos 3 capas en todas las 

matrices tanto para tinción HE como VG.  

En la literatura sobre reticulación con glutaraldehído se evaluó la disposición fibrilar de 

hidrogeles de gelatina según distintas concentraciones de este reticulador (GA). (58) (69) 

Se compararon los resultados de 3 concentraciones de GA (2,5%, 5,0% y 8,0%) en las 

muestras reticuladas al 2,5% y 5%, observándose una disposición fibrilar paralela y una 

porosidad de menor tamaño y en mayor cantidad. En cambio, para los hidrogeles 

reticulados al 8%, se pudo observar un patrón poroso mayor e heterogéneo, en el cual 

no se logra apreciar definidamente las fibras del hidrogel. Comparado con nuestros 

resultados, se utilizaron concentraciones de GA al 0,05% y 0,10%, para ambos casos, 

la caracterización microscópica evidencia estructuras fibrilares paralelas, tanto para HE 

como VG. A través de microscopía electrónica de barrido, se evaluó la porosidad de 

hidrogeles, en donde se aprecia porosidad en todas las matrices, con diferentes tamaños 

y distribución. No hay un patrón ordenado de poros, nuestros resultados son similares a 

la concentración 2,5% GA referidos en el estudio anterior, el cual mostró una alta 

porosidad con tamaños pequeños.  



73 
 

Es importante considerar que la reticulación con GA de hidrogeles puede afectar la 

biocompatibilidad, un estudio evaluó la citocompatibilidad de un hidrogel de gelatina 

reticulada con GA y encontró que en concentraciones mayores al 8% inhibe el 

crecimiento celular. (53) En nuestra investigación se utilizaron concentraciones menores 

a 8% GA, específicamente 0,05% y 0,10% GA, donde los resultados de viabilidad 

mostraron supervivencia de fibroblastos porcinos durante al menos 72 horas en 

hidrogeles al 0,10%. En un futuro se podría evaluar qué concentración máxima de GA 

es la idónea para mantener las propiedades de los hidrogeles sin generar citotoxicidad, 

tanto para las células como para el receptor del sustituto corneal. 

La evaluación morfológica mediante microscopía electrónica de barrido requiere de un 

proceso de preparación de los hidrogeles, esta contempla un paso de liofilización, en el 

cual se elimina la humedad de las muestras, obteniendo la masa seca y esponjosa de 

los hidrogeles, manteniendo la estructura tridimensional. Los resultados de la 

ultraestructura mostraron capas irregulares con espacios entre ellas, se perdieron 

láminas de los hidrogeles en algunas de las muestras durante la obtención de imágenes. 

Las mediciones del grosor de cada capa que conforma los hidrogeles y la porosidad tanto 

del control (córnea nativa) como de las matrices multilaminares, son similares a las 

reportadas en un estudio de hidrogeles de quitosano. (59) En los soportes de ingeniería 

de tejidos los poros deben presentar un tamaño mayor a 10 µm para que ocurra 

migración celular adecuada y no interferir en la difusión de nutrientes, hormonas o 

metabolitos en el interior de la matriz. (60) En los andamios de hidrogel un aspecto 

importante para la proliferación celular es la porosidad, las estructuras generadas 

mediante ingeniería tisular deben considerar una red interconectada que fomente el 

crecimiento celular, la distribución uniforme y que sea capaz de ayudar a la 

neovascularización del tejido. (61) Además, existen parámetros como el tamaño, volumen 

y forma de los poros para cumplir con la transferencia de nutrientes y oxígeno. El tamaño 

de los poros está descrito según la función que cumplirá el tejido, la porosidad óptima 

para permitir la penetración celular es de 0,8 µm a 8 µm, para neovascularización es de 

5 µm, para el crecimiento de hepatocitos es de 20 µm, en el caso de fibroblastos es de 

5 µm a 15 µm al igual que en el tejido corneal. (62) Respecto a los resultados de porosidad 

la media obtenida para el grupo control fue de 17 µm solo un grupo presentó un cambio 
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significativo siendo la matriz C2H3-II, el resto presentaron valores similares al control y 

los de una córnea nativa. La importancia de poder controlar la porosidad en los andamios 

de hidrogel también se relaciona con las propiedades ópticas (dispersión de la luz) ya 

que, si se aumenta la porosidad permitirá mayor permeabilidad en el tejido, crecimiento 

celular no deseado y, por lo tanto, una disminución de la transparencia del hidrogel. (60) 

La evaluación mediante tomografía de coherencia óptica nos entregó imágenes de los 

hidrogeles en dos condiciones (secas e hidratadas), donde se pudo observar que para 

ambas condiciones las 4 capas utilizadas se acoplan al fantoma corneal utilizado. En el 

caso de los hidrogeles secos, tomaron la disposición del relieve del fantoma en el cual 

no se logró distinguir la separación entre cada capa. En el caso de los hidrogeles 

hidratados, estos mantienen una curvatura homogénea en el centro sobre el fantoma 

utilizado, además se puede determinar en toda su extensión la separación entre las 

capas. Se midió el grosor medio de cada uno de los hidrogeles, en el caso de las matrices 

en estado seco, fue más delgado alcanzando un valor de 228,5 µm correspondiente a la 

matriz C2H3-I, y en las matrices hidratadas el grosor medio fue de 563,4 µm. Este último 

valor se asemeja al control nativo. Cabe destacar que los hidrogeles del estudio solo 

poseen 4 capas y en el caso de la córnea humana tiene 5 capas. Al obtener un valor 

menor al grosor corneal control, esta matriz no logrará cumplir con las propiedades 

mecánicas que el tejido requiere, ya que será inestable ante las presiones intra y extra 

oculares, las córneas en personas que reportan grosores menores a 300 µm corren 

riesgo de perforación corneal (63). Por lo tanto, no cumpliría con las condiciones 

biomiméticas para ser un sustituto corneal.  

En un ensayo clínico se evaluó la regeneración corneal con implantes libres de células, 

que contenían colágeno recombinante humano reticulado con carbodiimida, luego de 4 

años posteriores a la implantación, se controló el grosor de las neocórneas utilizando 

OCT. Los resultados muestran que la forma, grosor y áreas de los bordes permanecieron 

constantes hasta 4 años postoperados. El grosor corneal obtenido a los 4 años fue de 

358 µm, siendo más delgado que un implante corneal humano que alcanzó un grosor de 

576 µm. (64) Nuestros resultados se acercan a los grosores de una córnea nativa.  
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En los mapas paquimétricos de cada una de las matrices, se observó irregularidad de la 

superficie, asociándose a la disposición de las capas utilizadas ya que solo se unen en el 

centro, hacia la periferia de los fantomas no se logró acoplar las membranas de manera 

homogénea, quedando capas levantadas. Esta la causa de los patrones irregulares en 

los mapas colorimétricos obtenidos con OCT de polo anterior. 

En las investigaciones de ingeniería de tejidos, los hidrogeles son un biomaterial ideal 

para permitir que las células crezcan se diferencien en el espacio 3D y formen tejidos 

funcionales deseados. (65) En el análisis de biocompatibilidad realizado en los hidrogeles 

con GA al 0,10% se utilizó fibroblastos porcinos, en los hidrogeles es importante el grado 

de entrecruzamiento debido a que esto influye en la compactación de la estructura, a 

mayor concentración de GA, menor capacidad de hinchamiento presentarán los 

hidrogeles, generando poros más pequeños e influyendo en la capacidad de propagación 

celular de los andamios. (66) En nuestro caso, la evaluación de viabilidad celular se realizó 

incorporando fibroblastos porcinos a los hidrogeles. La proliferación celular se evaluó 

mediante microscopía de campo claro, las imágenes mostradas confirmaron que las 

células colonizaron y lograron adherirse con éxito a la matriz polimérica, donde estas 

proliferaron con el tiempo logrando cubrir mayor áreas del hidrogel hasta 72 horas de 

implantadas, sólo la matriz C2H3-I evidenció un cambio significativo desde las 24 horas 

hasta las 72 horas de implantación. Además, los hidrogeles se tiñeron con tinción DAPI 

para monitorizar la proliferación celular posterior a las 72 horas del cultivo, en el caso 

de la matriz C2H3-I no se alcanzó a evidenciar este marcaje, sin embargo, esto no quiere 

decir que no existió proliferación en las horas previas, ya que si se logró cuantificar 

previamente.   

En un estudio se evaluó un hidrogel fabricado en base a colágeno porcino que 

posteriormente fue implantado en córneas de conejo, luego de 6 meses se observó en 

el tejido sintético proliferación celular, teniendo una viabilidad del 83%. Nuestra tasa de 

supervivencia en los 4 hidrogeles es superior al 89% y no hay diferencias significativas 

en este aspecto. (67) 
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9 CONCLUSIONES 
 

 

1- Los hidrogeles multilaminares basados en gelatina, quitosano, poli-Lisina y 

glutaraldehído son posibles de procesar mediante técnicas morfológicas, sin 

embargo, se debe realizar una adaptación de los protocolos convencionales. 

 

2- Las evaluaciones ultraestructurales de hidrogeles multilaminares mostraron que 

las matrices adoptan una disposición fibrilar, grosor y porosidad similar a una 

córnea nativa. 

 

3- El ensayo in vitro evidenció que los hidrogeles multilaminares permiten la 

proliferación y sobrevivencia de fibroblastos cultivados en su interior.  

 

 

Nuestros resultados permiten comprobar que los hidrogeles multilaminares con los 

componentes y concentraciones estudiadas son una alternativa en la creación de 

sustitutos corneales biomiméticos.  
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11 ANEXOS 

11.1 Anexo	1.	Consentimiento	Informado	Donante	
Córnea	Humana.	
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11.2 Anexo	 2.	 Protocolo	 de	 inclusión	 hidrogeles	
multilaminares	

 

 

Preparación de la muestra 

 
1. Prefijación de la muestra: Cada una de las matrices se hidratarán con agua 

destilada y sucralosa al 30% a pH de 7.0 durante 5 minutos. 

2. Fijación de la muestra: tras el proceso de hidratación cada matriz será incluida 

en paraformaldehído durante 30 minutos a temperatura ambiente bajo campana. 

Luego se deshidratarán las muestras en etanol al 70% durante 12 horas a 4° C 

de temperatura 

3. Post fijación de la muestra: continuación de proceso de deshidratación de cada 

matriz en alcohol de 70% durante 15 minutos. 

 

Protocolo de procesamiento de inclusión: 

1) etanol de 70% durante 15 minutos 

2) alcohol de 80% durante 15 minutos 

3) alcohol de 95 (dos cambios de 15 minutos cada uno) 

4) alcohol de 100 (3 cambios de 15 minutos cada uno) 

5) xilol (3 cambios de 15 minutos cada uno) 

6) parafina (3 cambios de 15 minutos cada uno) 
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11.3 Anexo	 3.	 Protocolo	 de	 Tinción	 H&E	 para	
hidrogeles	sintéticos	

Desparafinación 

Desparafinar los cortes en xilol I por 5 minutos 

Desparafinar los cortes en xilol II por 5 minutos 

Desparafinar los cortes en xilol III por 10 minutos 

Hidratación 

Hidratar alcohol absoluto (100°) I por 5 minutos 

Hidratar alcohol absoluto (100°) I por 5 minutos 

Alcohol 95° por 5 minutos 

Alcohol 70° por 5 minutos 

Lavado con agua destilada 

Coloración Hematoxilina Han’s por 30 segundos 

Viraje en agua corriente 

Alcohol 95° por 5 minutos 

Eosina alcohólica 0,5% por 4 segundos 

Alcohol absoluto (100) I por 1 dipping 

Alcohol absoluto (100) II por 1 minuto 

Alcohol / xilol (1:1) por 1 minuto 

Xilol I por 1 minuto 

Xilol II por 1 minuto 

Xilol III por 1 minuto  

Montaje con Entellán 
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11.4 Anexo	 3.	 Protocolo	 de	 tinción	 VG	 para	
hidrogeles	sintéticos	

 Desparafinación 

Desparafinar los cortes en xilol I por 5 minutos 

Desparafinar los cortes en xilol II por 5 minutos 

Desparafinar los cortes en xilol III por 10 minutos 

Hidratación 

Hidratar alcohol absoluto (100°) I por 5 minutos 

Hidratar alcohol absoluto (100°) I por 5 minutos 

Alcohol 95° por 5 minutos 

Alcohol 70° por 5 minutos 

Lavado con agua destilada 

Teñir con hematoxilina de Weiggert por 5 minutos 

Agua corriente por 10 minutos para virar hematoxilina 

Teñir en solución Van Gieson por 30 minutos 

Alcohol absoluto (100) I por 1 dipping 

Alcohol absoluto (100) II por 1 minuto 

Alcohol / xilol (1:1) por 1 minuto 

Xilol I por 1 minuto 

Xilol II por 1 minuto 

Xilol III por 1 minuto  

Montaje con Entellán 
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11.5 Anexo	4.	Estandarización	adquisición	de	
imágenes	microscopio	óptico	(Olympus)		

 

Tinción HE Tinción VG 

Exposición y Gain Exposición y Gain 

Exposición de destino: 120 Exposición de destino: 120 

Tiempo de exposición: 30 ms Tiempo de exposición: 30 ms 

Ganancia: 0 Ganancia: 0 

Balance de blancos Balance de blancos 

ROI (manual) ROI (seleccionado) 

Rojo: 79 Rojo: 84 

Verde: 102 Verde: 102 

Azul: 103 Azul: 107 

Ajuste de color Ajuste de color 

Hue: 0 Hue: 0 
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Saturación: 70 Saturación: 70 

Brillo: 70 Brillo: 70 

Contraste: 70 Contraste: 70 

Gamma: 6 Gamma: 6 

  

Visión imagen microscopio óptico 

HE                                                                    VG 
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11.6 Anexo	5.	Macros	para	ImageJ	tinción	HE	

11.6.1 Macros	para	ImageJ	tinción	HE

	

11.6.2 Macros	para	ImageJ	tinción	VG	
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11.7 Anexo	6.	Tabla	resumen	de	datos	para	cada	
objetivo	específico	

11.7.1 Intensidad	de	Tinción	HE	(IHE)	
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11.7.2 Intensidad	de	Tinción	VG	(IVG)	
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11.7.3 Grosor	post	tinción	
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11.7.4 Grosor	por	capa	matrices	iniciales	

11.7.5 Grosor	total	matrices	iniciales	
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11.7.6 Cantidad	de	capas	matrices	HE	y	VG	
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11.7.7 Porosidad	
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11.8 Anexo	7.	Evaluación	de	distribución	de	datos	

11.8.1 Intensidad	HE	
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11.8.2 Test	Kruskal	Wallis	HE	
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11.8.3 Distribución	de	datos	Intensidad	VG	
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11.8.4 Test	Kruskal	Wallis	VG	

 

 

 

 

 

 

 

 



103 
 

11.9 Anexo	8.	Resultado	evaluación	hinchamiento	
matrices	concentración	0,10%.	

 

 
 


