4% WA

Estudio clinico y experimental de las alteraciones

oculares por la radiacién del arco de soldadura.-

Tesis Doctoral para optar al
grado de Doctor en Medicina y

Cirugia de Jesis Montero Iru-

zubieta.

Cifedra de Oftalmologia Prof.:

Pifiero Carridn. Facultad de Me

dicina.




e

ANTONIO PINERO CARRION. CATEDRATICO DE OFTALMO
LOGIA DE LA FACULTAD DE MEDICINA DE LA UNIVERSI-
DAD DE SEVILLA.

CERTIFICO:

Que D. Jesis Montero Iruzubieta, ha reali
zado esta TESIS DOCTORAL béjo mi direccidén y en la /
Catédra de Oftalmologia de la Facultad de Medicina /

de Sevilla.

Y para que conste, firmo el presente en

Sevilla, Mayo de mil novecientos ochenta.




DEDICATORIA

A Maria de los Angeles.

Sevilla,Junio 1980.




"AGRADECIMIENTOS"

Quiero expresar mi especial agradecimiento al Prof.Dr.D: /
Antonio Pifiero Carrién; quien me alenté, ayudé constantemen

R .
te en este campo tan apasionante que es la Oftalmologia.

Al Prof.Dr.D. Antonio Pifiero Bustamante, su dedicacién su /

entrega, que han hecho posible que se lleve a cabo este tra:

bajo.

Al Prof.Dr.D. Hugo Galera Davidson; sin cuya inestimable ayu

da no hubiera sido posible la realizacio6n de este trabajo.

Al Dr.D. Jesis Montero Marchena, mi padre, quien me introdu

jo en este campo que es la Oftalmologia.

A D. Emilio Gallardo, Jefe del Laboratorio de Optica del Cen
tro Nacional de Homologacién, Instituto Territorial de Sevi-

1la del Plan Nacional de Higiene y Seguridad en el Trabajo.

A D. Francisco Bernier Herrera; Jefe del Servicio de Micros-
copia Optica y electrdonica del Servicio Social del Instituto
Territorial de Sevilla, del Plan Nacional de Higiene y Segu-

ridad del Trabajo.

A D. Rafael Fernidndez, Veterinario de la Facultad de Medicina

de la Universidad de Sevilla.




Al Dr.D. Ricardo Gonzalez Campora, Médico Adjunto Clinico
del Departamento de Anatomia Patoldgica de la Facultad de

Medicina de la Universidad de Sevilla.

Al Dr.D. Alberto Hevia, Biologo, Departamento de Anatomia

Patoldégica de la Facultad de Medicina de la Universidad de

Sevilla.

A D2 Remedios y D2 Emilia BallesterOS~Rodriguez, D2 M2 Tere
sa Cuellar de la Calle, D. Vicente Cuellar Montero, D2 Dolo

res Jimenez Carrién y D. Roberto Morillo Pérez.




RESUMEN

La fotoftalmia es sin lugar a dudas el cuadro ocular mas fre-
cuente en relacién con la absorcién por parte del globo ocular

de radiociones electromagnéticas.

En nuestro trabajo hemos estudiado esta afeccién por dos yias
distintas y ségﬁn creemos complementarias, por un lado hemoS/
estudiado la fotoftalmia cbmo entidad clinica dentro de nuestra
Clinica de Urgencias, es decir, encuadrar y situar la importan-
cia de esta afeccidén en nuestro medio; por ofro lado hemos inten
tado reproducir experimentalmente las mismas condiciones en que

a diario se producen estos accidentes.

La fotoftalmia como urgencia oftidlmica en nuestro medio, la he
mos estudiado en fuhcién de su frecuencia en relacidén con la /
hora del dia, dia de la semana, dia del mes, mes del afio y fre

cuencia relativa de la clinica general de urgencia.

Para 1a‘realizacién de nuestro trabajo experimental, hemos utili
zado como animal de experimentacién, los cuales han sido expues-
tces a la gelacién emitida por un arco de soldadura de los gue /
habitualmente se usa en la industria y que posteriormente fueron
divididos en catorce lotes de seis animales cada uno, doce ojos
cada lote, y sacrificadoé a distintos intervalos de tiempo, en-
tre 1 y 120 horés tras la irradiacidén, a estos conejos le fue

ron enucleados ambos ojos para su estudio mediante microscopio




opticé; electrénico de barrido y de transmisidén. En nueétro
estudio hemos intentado correlacionar los aspecto clinicos,
macroscopicos de estos animales con aquellas lesiones obser
vadas por los diferentes métodos de microscopia utilizados /
a nivél de cornea y conjuntiva, cristalino, uvea y retina,/
objetivables mediante la abundante iconografia expuesta en

este trabajo.

Realizamos una critica de nuestra metodologia y resultados /
obtenidos, asi como una sintesis de las lesiones encontradas
a los distintos niveles de las diversas estructuras oculares

estudiadas.

Finalizamos con 21 conclusiones que sintetizan nuestra aporta

cidén a la fotoftalmia .
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CAPITULO 1

LAS SOLDADURAS : SUS RADIACIONES Y EL GLOBO OCULAR,

A.- Introduccién
B.- La radiocién vltravioleta.
C.- Optica de los ultravioletas en el globo ocular.

D.- Valores umbrales para la exposicién a la radiacién ultravioleta,

visible e infrarrojo.

E.- Lo soldadura: -Aspectos generales.
-Principales etopas evolutivas

~-Accidentes laboroles por saldadura.




A. INTRODUCCION

Quizés el traumatismo ocular més frecvente debido a la absorcién de -

energia radiante por el globo ocular, sea debido a lao radiacibm ultra

violeta.

Dentro del espectro electromagnético, las radiaciones con largas lon-
gitudes de onda pueden producir lesiones por la accién del calor, ya
que actban por agitacién molecular. Por otro lado, tonto’los vltravio
letas, como las longitudes de onda corta, también pueden producir le-
siones, pero en este caso, no van a ser debidas a la agitacién molecy
cular de origen térmico, sino que por el contrario, el cambio energé-
tico va a actuar a nivel atémico e incluso sobre los orbitales elec--

trénicos de estos Gtomos, produciendo efectos fotoquimicos y/o foto--

eléctricos.

El espectro uvltravioleta, puede ser considerado con una extensién des
de los 370 mm. hasta los 100 mm. En nuestro planeta la atmésfera que/
nos envuelve absorbe las radiaciones cuya longitud de onda sea infe--
rior a los 120 nm. Los ultravioletas que tienen un origen solar van a
ser en su mayoria absorbidos por la atmésfera y solo en lugares de ex
trema altitud, en dias excepcionalmente claros, el contenido de ultra
violetas solar puede ser considerado en 1-2%. Por otro lado, la luz -

del sol reflejada por la nieve, el mar, etc.; pudiera llegar a repre-

sentar un contenido de un 4-6% de UV.
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La cérnea absorbe las longitudes de onda inferiores a 400 nm, aunque

una pequefia cantidad de luz ultravioleta puede atravesarla, en cuyo/
caso serfa absorbida por el cristalino, pudiendo causar fluorescen--
cia, es decir, emitir la energia absorbida como una radiacién de lon
gitud de onda mayor que la longitud de onda de la radiacién estimula
dora. As{, en el ojo del afaquico, la sensibilidad a la luz de 365 =

nm, aumenta unas 1.000 veces en comparacién con el ojo faquico.

Las longitudes de onda comprendidas entre los 314 nm y los 250 nm, -
son las que tienen una mayor capacidad para producir lesiones tisula

res, sin embargo, las lesiones van a voriar dependiendo de las longi

tudes de onda.

En la cbérnea, la longitud de onda de 288 nm es la mds lesiva, si --

bien el pico de la curva de absorcién se encuentra en 265 nm,

La fotoftolmia es, sin lugor o dudas, el cuadro clinico més frecuen-

te en relacién con las lesianes oculares debidas a la radiacién ul--

travioleta.

Todas los lesiones causadas por radiaciones de longitudes de onda ~-
menores al espectro. visible, van o taner como caracter{sticas la pre

sencia de un perfodo de latencia o de mudez sintombtica, asf como el

presentar un efecto acumulativo.




LA RADIACION ULTRAVIOLETA.

Lo radiacién ultravioleta es una forma de radiacién electromagnéti
ca, cuyas longitudes de onda se encuentra entre la regién corres--
pondiente al color azul del espectro de luz visible, y la regién -

de los rayos X (FIGURA N2 1).

Lo Comisién I ternacional de Iluminacién, ha dividido las longitu-
des de onda, correspondientes a la radiacién ultravioleta, entre -

los 400 nanometros "nm" y los 100 nm en tres-regiones:
y

Uv- A entre los 400 nm y los 315 nm,
Uv- B entre los 315 nm y los 280 nm.
Uv- C entre los 280 nm y los 100 nm,

Estas regiones estén ampliamente diferenciadas en cuanto a sus di-

ferentes propiedades de potencia y penetracién, como agentes causa

les de lesiones biolégicas.

Por un lado, las radiaciones vltravioletas, de mds corta longifud/
de onda, son fuertemen‘e atenuadas por todas las sustancias comuy--
nes, incluyendo el aire, por tanto el riesgo para lo salud vé a de
pender de laslongitudes de onda superiores a los 200 nm.

Por otro lado, la principal fuente de ultravioletas naturales, es/




FIGURA Ne 1

EL ESPECTRO ELECTROMAGNETICO.




el sol. Lo radiacién ultravioleta producida‘por lémparas incandes=
centes, es en forma de espectro continuo; de modo que, si la tempe
ratura aumenta, el total de radiacién emitida y lo proporcién de -
radiaciones de longitud de onda corta (ultroviqleta) aumenta, y el

pico de curva de emisién se desplaza hacf{a las longitudes de onda/

‘corta ( FIGURA Ne 2),

Equipos con capacidad para emitir radiaciones ultravioletas, pueden
ser encontrados con relativa facilidad en los procesos industria--

les, en la préctica médica, y en otros numerososlugares.

Estos equipos van a poder ser usados para una grxn variedad de pro-
pésitos desde el punto de vista médico, toles como servir para mo-

tar gérmenes, crear efectos fluorescentes, etc. o extramédicos.

A continuacién, vamos a enumerar algunas de las fuentes de radiacién

vltravioleta, que son las que generalmente causan las foto-oftalmias:

A.- Foto-oftalmias laborales.
Equipos de soldadura.

Arcos eléctricés con carbén, xenén, etc.
Lémporas "bactericidas".

Equipos de fluorescencia.

Lémparas de mercurio.

Etc.
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B.~ Foto-oftalmfas no laborales:
Ultravioletas naturales.

Lémparas uvltravioletas (bafio de sol).

Etc.

El ejemplo comin, de radiacién ultravioleta en la industria, es el
arco eléctrico. El espectro de emisién suele ser contfnuo, y en al
gunas bandas de emisién resultan superpuestas estas lineas van a -
depender de las propiedades de los constitutivos materiales de los

electrodos, de los gases que los rodean y de la pieza de trabajo -

que se estd soldando.




OPTICA DE LOS ULTRAVIOLETAS EN EL GLOBO OCULAR.

Al considerar el globo ocular, es normal tener en cuenta su cuali-

dad para fomar imdgenes sobre la retina, si lo entendemos como un

sistema éptico,

Los tejidos oculares afectados por la exposicién‘o ultravioletas, -
son aquellos en los cuales lo radiaci®n es absorbida. El dafio vé a
depender de la energfa absorbida, la longitud de onda de la radiae
cién y la duracién de la exposicién. Por todo ello, serfa adecuado

recordar del comportamiento del globo ocular ante diferentes tipos

de radiaciones:

En la figura n? 3, mostramos ung representacién esquemética de las
caracter{sticas de absorcién del globo ocular para las radiaciones

electromagnéticas, en un rango de longitudes de onda que vé desde/

los rayos gamma hasta las microondas,

Los rayos gammas y rayos X, cuyas longitudes de onda son inferiores
a 0.01 nam, generalmente atraviesan el ojo, pero las lesxones pueden
ocurrir a través de ionizaciones primarias o secundarias, origina-

das por pequefias fracciones que han sido absorbidas.

Los rayos X blandos y vltravioletas cuyas longitudes de onda se en

cuentran en un rango comprendido entre los 100 y los 310 nm., van/




FIGURA N¢ 3

CARACTERISTICAS GENERALES DE LA ABSORCION DEL GLOBO OCULAR PARA

LAS RADIACIONES ELECTROMAGNETICAS.
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a ser absorbidos fundamentalmente por la cérnea.

Los vltravioletas A van a ser absorbidos por la cérnea y el crista
lino. El cristalino absorbe las longitudes de onda cercanas a los/
400 nm. ALgunas radiaciones cercanas a estos 400 nm. pueden llegar

a la retina, ya que hay alguna trasmisién de cristalino a estas -

longitudes de onda.

La luz visible, cuyas longitudes de onda se extienden desde los 400
nm. o los 700 nm aproximadamente, van a resultan refractadas por -
los diversos medios oculares y v8 a formar la imagen en reting, gra

cias a la cual los organismos tendrdn la informacién sensorial.

Los infrarrojos cercanos o cortos, cuya longitud de onda tiene un/
rango entre los 740 y los 1.300 nm, van a resultar también focali-

zada y absorbida por la retina pero sin estimular la visién,

Los infrarrojos medios y largos, cuyas longitudes de onda se encuen
tran entre los 1.300 nm. y las 100 milimicras, van a ser absorbi-

dos por la cérnea y los medios introoculares antes de llegar a 10/‘

retina,

Las microondas y frecuencias de radio van a ser transmitidas por el

globo ocular, odn osf, longitudes de onda comprendidas entre 1-10

11
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cm. vén a ser absorbidas por el cristalino y se piensan que pueden

tener alguna influencia en la formacidn de la catarata.

Los efectos biolégicos de las longitudes de onda inferiores a los/
310 nm. se ven predominantemente en la cérnea. KINSEY,1.948(38) y

BACHEM,1.929 (3) han determinado las caracteristicas de la transmi

sién de la cérnea del conejo. Por otro lado, BOETTNER y WALTER,1.962

(4), aportaron estos datos para corneas humanas. La comparacién de
la transmisién de anergia radiante ultravioleta para cornea de co-

nejo y humana se muestra en la FIGURA N2 4,

En cada caso, los datos fueron obtenidos por instrumentos no especi
ficamente disefiados para lo investigacién de ultravioletas, lejanos

o largos y por tanto los resultados serén menos fiables que los ob

tenidos para los ultravioletas cortos,

Las curvas de transmisién para la cérnea total de conejos y humanos,
tomados de BACHEN (3) por un lado y de BOETTNER y WALTER (4), por/
otro, pueden compararse favorablemente en todas las longitudes de/
onda. Casi nunca los datos han confirmado que ultravioletas cuya -
longidutd de onda sea inferior a los 310 ng, y pueda ser transmiti

das por la cérnea y que la mayor parte de esta absorcién ocurre o/

nivel del epitelio corneal.

Una comparacién de la transmisién espectral de la cérnea del huma-




FIGURA Ne 4

TRANSMISION DE ENERGIA RADIANTE ULTRAVIOLETA POR LA CORNEA,

TRAMMMISION el DEC/MAS
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no y del conejo, se muestra en la FIGURA N2 5, para la banda com--

prendida entre los 270 y los 400 nm.

Estos datos, demuestran que la mayor parte de la radiacidn vltravio
leta entre los 320 nm. y los 400 nm, (UV-A) que entran por lao pupi-

la son absorbidos por el cristalino,

Por todo ello, el cristalino puede ser un blanco para los ultravio
letas A, pudiendo actuar el cristalino ademds, como filtro protec-
tor de Ultravioletas A, absorbiendo esta radiacién antes de que pu

diera llegar a la retina,

Mientras que la mayor parte de losvultravioletas A, que entran en/
el ojo, son absorbidos por el cristalino, los datos de BOETTNER y/
WALTER(4) muestran, de una forma clara, que un 8-10% de ellos son/
transmitidos en una banda cuyo centro lo podemos situar en los 320
nm,, para cristalinos de humanos jévenes y en el mono Rhesus, Cu--
riosamente, esta banda de transmisién para los ultravioletas A, se
reduce hasta 0.1% en humanos de 22 afos, lo cual puede ser causa -
de alteraciones fotoquimicas o de la maduracién del cristalino.

Personas afdquicas pueden realmente recibir radiacién ultravioleta

A.

) De todos modos, no hay una evidencia aparente de que estos sujetos

afdquicos o adultos jévenes sufran dafios retinianos por parte de -

14
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FIGURA Ne¢ 5

COMPARACION DE LA TRANSMISION DE ULTRAVIOLETAS, PARA HUMANOS Y co
NEJOS, A TRAVES DE LA CORNEA, HUMOR ACUOSO, CRISTALINO Y VITREO.
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los niveles ombientales normales de ultravioletas A.

Cuando se expone el ojo a radiaciones, resulta dificil determinar/
la energfa radiante total incidente y absorbida, ya que las pérdi-

das por reflexién va estar aumentada en la superficie corneal.

Estas pérdida varian con los fndices relativos de refraccién de los
medios y del éngulo de incidencia. Para grandes angulos de inciden
cia, como la incidencia marginal de los rayos sobre la curvada su-

perficie corneal, la reflexién puede llegar a ser mayor del 50%.

Lo irradiacién que llega a la cérnea puede también reducirse en pro

porcién directa al coseno del éngulo de incidencia,

Debido a estas variaciones, las exposiciones experimentales cuanti
tativas, se refieren generalmente a irradiaciones colimadas de in-
cidencia normal a lo regién central de la cérnea, tomando como tal

un didmetro de 4 nm. que recibir§ m4s del 90% de la radiacién inci

dente.” De todos modos, los efectos biolédgicos no se limitan cierta

mente a esta drea central, cuando el ojo resulta expuesto a radia-

ciones ultravioletas,
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D.- VALORES UMBRALES PARA LA EXPOSICION A RADIACIONES ULTRAVIOLETAS,
LUZ VISIBLE E INFRARROJOS.

Los valores de umbrales mdximos para agentes fisicos se refieren a
las condiciones, bajo las cuales se cree, que casi todos los traba

jadores pueden estar expuestos repetidamente, dia tras dia, sin sy

frir efectos adversos.

Debido a las amplias variaciones de lo susceptibilidad individual,

las exposiciones individuales ocasionales deberdn ser siempre infe

riores,

Este umbral méximo o limite, no prevendré de agravaciones de lesio

nes preexistentes o dofios fisiolégicos.

VALORES UMBRALES PARA LA. RADIACION ULTRAVIOLETA.

Estos valores de umbrales, limites mdximos, referidos a la radia

cién vltravioleta, en la regién espectral comprendida entre los

200 y los 400 nm., representan las condiciones, bajo las cuales se
cree que casi todos los trabajadores pueden sufrir exposiciones

petidas, sin sufrir efectos adversos.

Estos valores para la exposicién del globo ocular o de la piel, -

" aplicado a la radiacién ultravioleta procedente de arcos eléctri--

cos, gas, descargas de vapor, fluorescencia, fuentes incandescen--
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tes y radiacién solar, no resulta aplicable al laser ultravioleta.

Estos datos no serdn Gtiles cuanb se trate de exposiciones a indi-

viduos fotosensibilizados a las radiaciones vltravioletas.

Estos valores pueden ser usados como gufa en el control de exposi-‘

ciones a fuentes continuas, donde la duracién de la exposicién seaq

superior a 0.1 seg.

Los valores de umbrales méximos limite, para exposiciones ocupacio

nales de radiacién ultravioleta, donde los valores de radiacién in

. cidente son conocidos, son los siguientes:

l.- Para la regién espectral de los ultravioletas comprendidos en-
tre los 320 nm y los 400 nm., El total de radiacién incidente sobre

la piel v ojo, sin proteccidn, no excederd de 1 mN/cmZ para perio-

dos mayores de 1.000 seg. (aprox. 16 minutos) y para exposiciones/

de menor duracién no deberd de exceder 1 J/cm2,

2.- Para la regién espectral de ultravioletas act{nios, comprendido

entre los 200 nm y los 315 nm. La exposicién de la radiacién inci-

dente sobre ojo o piel sin proteccién , no deberd exceder los valo

res de la tabla n? 1, dentro de un perfodo de ocho horas.

3.- Para determinar la irradiacién efectiva de toda la banda de la

fuente emisora, contra el pico de la curva espectral més efectivo/




TABLA Ne 1
JLV = Valores umbrales limites.
TODOS ESTOS VALORES UMBRALES LIMITES, PARA LOS ULTRAVIOLETAS PRECEDENTES, PUEDEN APLICARSE
A FUENTES QUE TENGAN UN ANGULO MENOR DE 80¢. PARA AQUELLAS FUENTES QUE TENGAN UN ANGULO -
DE INCIDENCIA MAYOR, NECESITARAN SER MEDIDAS SOBRE UN ANGULO DE 809.

1]
EFECTIVIDAD ESPECTRAL RELATIVA POR LONGITUD DE ON- fj EXPOSICIONES A ULTRAVIOLETAS PER-

DA. i MISIBLES.
Longitud de TLV efectividad es- iiduracién de la | Irradiacién efecti=
onda (nm) (mJ/cm2) pectral relativoiiexposicién/dia va Eoff(microW/cm2)

1] :

, 200 100 0.03 i 8 horas 0.1

210 0 0.075 il 4 horas | 0.2°
220 25 0.12 g; 2 horas 0.4
230 16 0.19 " 1 hora | 0.8
240 10 0.30 i 30 minutos 1.7
250 | 7.0 0.43 i 15 minutos 3.3
254 6.0 ©0.50 i 10 minutos 5
250 4.6 0.65 ﬁ 5 minutos 10
270 3.0 - 1.00 1 minuto 50
280 ‘ 3.4 : 0.88 ﬁ 30 segundos 100
290 4,7 . 0.64 ﬁ 10 segundos 300
300 10 0.30 i 1 segundo 3.000
305 50 0.06 ﬁ 0.5 segundos 6.000
310 200 0.015 B 0.1 segundo |  30.000
315 1.000 0.003

;s

1]

4

61
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(270 nm) podemos usar la férmula siguiente:
Eoff = L E, - s)-A)

Donde :
Eoff

irradiacién efectiva, relativa a una fuente monocromdtica de

270 nm, en W/cm2,

Irradiacién espectral en W3cm2/nm,

m
¥
]

Efectividad espectral relativa.

w
) 4
I

>

Amplitud de banda en nm.

4.- Tiempos de exposicién permitidos en segundos, para exposiciones
de radiacién ultravioleta actinica, incidente sobre ojo o piel sin
proteccién, puede ser calculado dividiendo 0.003 J/cm2 por Eoff en
W/cm2. El itiempo de exposicién puede ser calculado usando la table

n? 1, la cual proporciona tiempos de exposicién, correspondientes/

a irradiaciones efectivas en microW/cm2.

LUZ VISIBLE E INFRARROJOS CERCANOS O CORTOS.

Estos volores de umbrales limites méximo para la luz visible e in-
- frarrojos cortos, abarca un rango de longitudes de onda, que v -

desde los 400 nm a los 1.400 nm., representando las condiciones, ba
-
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jo las cuales se cree, que casi todos los trabajadores pueden expo

nerse, sin sufrir afectos adversos.

Estos valores podrén ser usados como gufa para el control de expo-
sicién a la luz, no debiendo tomarse como la frontera estricta en-

tre la seguridad y la peligrosidad de los niveles.

Los valores de umbrales limites recomendables, pora exposiciones =~

ocupacionales de la banda de luz visiblete infrarrojos cortos, de/
radiacién sobre el ojo, aplicado a una exposicién de ocho horas,en

un dfa de trabajo cualquiera, requerird un conocimiento tanto del/

espectro de irradiacién, como de la radiacién totol de la fuente,-

medida en la posicién del ojo del trabajador.
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E.- LA SOLDADURA,

Aspectos generales. Principales etapas evolutivas. Accidentes‘lobg
rales por la soldadura.

ASPECTOS GENERALES, -

Soldar es unir dos metales de igual o parecida naturaleza, bajo -
la accién del calor, con o sin adicién de metal de igual o similar
composicién, hecha de tal manera que el lugar de la unién constity

ye un todo sensiblemente homogéneo con las zonas laterales més pré

ximas.

De aqui se deduce que esta unién, que por su constitucién debe ser
rigida y estanca después del enfriamiento, obedece a dos principa-

les principios fundamentales:

a.- Interposicién en la zona de contacto de ambos metales en esta-

do liquido o pastoso por la accién del calor de una aleacién fusi-

ble que forme cuerpo con ellos.

b.- Provocar la fusién de las partes a soldar y consolidar por en-

friamiento las zonas de contacto.

Se distingue en esencia dos métodos de soldadura:
l.- Soldadura a presién.

2,- Soldadura por fusién.
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En la primera, las dos piezas se unen entre s{ en estado pastoso,-

por medio de cierta presién.

En el segundo método, la unién se verifica pasando el estado liqui

do los lugares a soldar, en gereral, y con o sin aportacién de nue

vos moterioles.,

De los anteriormente expuesto, se deducen los nuevos términos o de

finiciones adoptadas como soldadura a presién o soldadura por fu--

sién; éstos dos grandes grupos pueden a su vez subdividirse en di-

ferentes tipos de soldadura segin algunas caracter{sticas diferen-

cliales.

1.- Soldaduras a presién (material en estado pastoso),

a.- Soldadura
b,- Soldadura

c.- Soldadura

2.- Soldadura por
a.- Soldadura
b.- Soldadura
c.- Soldadura

d.- Soldadura

por martillado (fragua, carbén de Coque).,
por resistencia eléctrica.

aluminotérmica a presién.

fusién (estado flufdo de las piezas).
por fusién con gas (soldadura out6geno).
por fusidn eléctrica (fusién por arco).

eléctrica con gas(sistemas arcatom y arcogen).

de hierro fundido por el procedimiento de la coladq. ‘

En el primer grupo, en que se interpone un metal fusible distinto/

de los que se sueldan, se llama también soldadura por aleocidn(b)&' o
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En el segundo grupo se ligan cuerpos metdlicos de la misma natura-
leza, directamente por fusién, de modo que, al fundirse las partes
en contacto, se mezcla la materia del uno con el otro, formando las

dos piezas un todo Gnico después del enfriamiento (a).

La expresién ?Soldadura‘outégenu?, se ha incorforado al lenguaje -
vulgar, al difundirse en los talleres el uso del soplete oxiaceti-
lénico. Esta circunstancia ha determinado que corrientemente se -

aplique el nombre de soldadura autdgena a todas las realizadas con

soplete,

Por el objeto del presente trabajo, centraremos nuestra atencién s
bre la soldadura eléctrica por arco, de la que a continuacién cita

remos algunas coracter{sticas de tipo general,

Podemos considerar que los elementos esenciales de este tipo de sol

dadura son:

- El calor,

- El material de aporte, es decir, los electrodos.

El calor se obtiene mediante el salto de un arco electrico entre el
electrodo y la pieza a soldar (mosa). Para este arco eléctrico, a

cada valor de la intensidad de corriente corrsponde una determina-
da tensién en funcibén de su longitud. LQ relacién entre estos dos/

volores eleftricos reproduce lo caracterIstica eléctrica del arco,

-
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observéndose en ella que para el encendido del arco se necesita una

tensién considerablemente mayor que para su conservacién.

Cuando el arco estd encendido, la diferencia de tensién entre elec

trodos disminuye rdpidamente, mientras que la intensidad de la co--

rriente aumenta considerablemente, presentando todo el sistema una
caracter{stica descendente, lo que junto a la limiticién de la in--
tensidad de corriente, cuando el arco se ha cebado exige, para un/

perfecto control de ambas variables, la utilizacién de las méquinas

eléctricas de soldadura.

Las méquinas eléctricas de soldadura, no son mds que transformado
res que permiten modificar la corriente de la red de distribucién/
en una corriente tanto alterna como contfnua de terdién més baja, -

ajustando segln las caracter{sticas del trabajo a efectuar el ampe

raje necesario,




PRINCIPALES ETAPAS DE LA EVOLUCION DE LOS PROCEDIMIENTOS DE SOLDADURA.

FECHA

AUTOR

1.837
1.850
1.856

1.877
1.881

1.885

1.886

1.887

1.891.

1.892

1,894

Desbassyns de\Richemont:v
H.Sainte-Claire Deville:

Jaule:

E. Thomson:

Meritens

N.de Bernados y S.0lzewsky:

lerener:

T. Flecher:

Slavianoff:

H. Moissan

Jottrand

Descubre la llama aerohidrica.
Estudia la llama eerohidrica.
Logra la soldadura o base de dos/
hilos de aocero con corriente de -
alta intensidad.

Realiza la soldaduro a presién,
Utiliza el arco de carbén para sol
dar los bordes de plomo de las ba
terias de acumuladores.

Utilizaﬁ el arco de carbén para -
la fusién local del acero,

Dirige medinte una bobina soplan-
te el arco creado entre dos eleé-
trodos de carbén.

Primeros ensayos de perforacién -
del acero con chorro de oxigeno.
Utiliza el arco del hilo en acero
desnudo para realizar la primera/
soldadura de dos éhopcs de acero.
Fabrico el carburo de calcio en -
horno eléctrico.

Logra la primera soldadura indus-

trial con la llama oxihidrica.
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1.895

1.898
1,901
1.901

1.902

1.904
1.905

1.906

1.908
1.910
1.912
1.913

1.924

1.924

H. Le chatelier:

Linde

E. Fouche y Ch. Picard:

Soc.Coln.Musener:

G. Claude

Ch. Picard.

Jottrand

R.Grojon y P.Rosemberg.

0.Kjellberg

A. Le Chatelier
J. E. Languepin
J. Betgenod'

Irwin Langmuir

Estudia cientificamente la llama oxig
cetilenica y prevee todas sus posibi-
lidades industrials. |
Fabricacién industrial de oxigeno.

Construyen el primer soplete industrial.

Primera patente sobre la combinacién de -

una llama de calefaccién y de un chorro

de oxigeno.

Fabricacién industrial del oxgieno por
doble rectificacién,

Soplete especial para el oxicorte,
Presehtaci&n de la primerd experiencia
de oxicorte y primeros estudios.

Crean en Paris la "Office Central de -
1'acetuléne" para las aplicaciones de
este gas al alumbrado, que se orienta
después hacia la soldadura.

Descubre @l revestimiento de los elec-
trodos de soldadura por arco.

Primeras construcciones industriales -
por soldadura con arco.

Produccién industrial de mdquinas para
soldar por resistencia.

Preconiza el empleo de la corriente de
alta frecuencia para estabilizar el arco.

Estudia la dieociacién del hidrégeno y-
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1.926
1.927

1,930

1,934

1.935

1.936

1.938

1.938

1,938

propone la soldadura con hidrégeno atd

mico.

Alexander Sbldoduro en medio reductor.

R. Saroazin Primera cabeza francesa de soldadura -
por arco.

Creacién en Paris del "Institut de Soudure y de L'ecole supérieure
de Soudure".
R. Sarazin y M.Moneyron Puesta a punto del electrodo bésico y -

dplicaciones en la construccidén navol,

Soldadura en medio de gases monoatémicos: Helio en los E.E.U.U. y

Argon en IWNglaterra y Francia.

Soldadura abtomética bajo el flujo conductor, sistema Unionmelt -

(EE.LU.).

Lo General Electric Co. y la Westinghouse, proponen el control -~

electrénico en las soldaduras por resistencia.

R.C. Reinhardt Primeras soldaduras de materias plésti
cas. |
I.G. Farbenindustrie boldadura de las materias pldsticas en

plan industrial.
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LAS SOLDADURAS : ACCIDENTE LABORALES POR SOLDADURAS.

Los riesgos y peligros del trabajo del soldador se revelan fécil--

mente, si se sonsidera que el procedimiento de soldadura por arco/

eléctrico lleva consigo:

1.~ Temperatura de arco, generalmente, superior a 3.0009 C,

2.- El arco es seguido de un violentisimo resplandor luminoso.

3.- La tensién en vacio necesaria para el cebado del arco es de 65
V., en corriente continua y de 65 V. a 85 V. en corriente alterna/
de 50 periodqs.

4.- El1 revestimiento del electrodo se hace incandescente alrededor
del arco y provoeo la formacién de una llama gaseosa y un salpica-
do de chispas de hierro y escoria.

5.- Una vez fundido el electrodo, el revestimiento queda rchbrieg

do el metal depositado en forma de escoria, con un aspecto vitreo,

y con aristas vivas,

De estas observaciones se deduce que los accidentes pueden ser:

De origen mecdnico.

De origen calorifico.

f

De origen eléctrico.

- Producidos por el deslumbramiento luminoso.

De origen respiratorio.

L.~ Accidentes de origen mecdnico:
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Los accidnetes pueden tener lugar cuando el obrero mqrfilleo la es
coria o burilea el metal depositado. La escoria vitrea con tempera
tura muy eievodo, al ser golpeada con el martillo o la‘piqueto, se
desprende violentamente y las partfculas pueden causar lesiones -
oculares, fundamentalmente del tipo de'cuerpos extrafios. Mediante/

el empleo de gafas apropiadas, se evita a los soldadores gran can-

tidad de accidentes.

2.- Accidentes de origen calorifico.
Los peligros debidos al calor del arco, son practicamente nulos, -

puesto que ninguna parte del cuerpo del soldador se encuentra ex--

puesto directamente a este calor.

El principal accidente, consiste en las quemaduras producidas por/

las chispas de hierro o de escoria, proyectadas durante la fusién/
del electrodo, las cuales al caer sobre los vestidos pueden pren--

derlos y si caen sobre la piel del soldador pueden producir quema-

duras.

Las quemaduras que se producen, suelen ser muy localizadas, por cu
yo motivo pueden ser profundas y a veces liegan a interesar la der

mis y los elementos nerviosos que encuentran bajo la piel, pudien-

do desencadenar fuertes dolores.

Al finalizar la fusién de coda electrodo, queda en la pinza un tro=
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zo residual de unos cinco centimetros de longitud, a temperatura -
muy elevada y que antes de poner un nuevo electrodo en la pinza se
deja caer, por lo que a veces se pueden producir quemaduras en las

pisrnas del soldador.

Este tipo de accidentes, se evita protegiendo parcialmente al solda
dor mediante vestidos ignifugos, o al menos compuesto de alguna ma

teria que no prenda fécilmente.

Las manos del soldador se deben encontrar protegidas por guantes de

cuero, con un remate en forma de manopla.

La cabeza, el cuello, parte del térax y la mana izquierda, incluso

el antebrazo, se protegen directamente -'mediante la pantalla de ma

no.

Es recomendable que el soldador lleve un peto de cuero que le cubra
desde el cuello hasta la rodilla, puesto que no siempre se emplea -
la careta normal, siendo sustituida en algunas ocasiones por el cas

co, quedando entonces el cuerpo muy desprotegido.

En los casos de soldadura sobre el techo, donde el peligro de caida
de gotas procedentes del metal en fusién es més grave, se recomien-

da tomar precauciones especiales, a fin de evitar accidentes.
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3.~ Accidentes de origyen eléctrico:

Como la resistencia eléctrica del cuerpo humano es en general mayor

que la del arco voltaico en condiciones normales no existe peligro

alguno para el operario, mientras este establecido dicho arco.

También.es conveninte sefialar, que mientras la tensién de la solda
dura no exceda de 35 V., puede ser considerada, como inofensiva,in
cluso encendido, es decir, con el circuito de corriente abierto, -
hay que contar con una tensién de marcha en vacio de 70-80 V., en-
~tre el electrodo y la pieza de trabajo. A esta tensién, que no de
ja de ser peligrosa, se expone el operario cuando toca al mismo -
tiempo partes no aisladas del portaelectrodos y la pieza de traba-
jo, o sea cuando su cuerpo cierra el circuito de la corriente de -
soldar. El paso de la corriente por su cuerpo serd més facil cuan-

do la resistencia de paso disminuya por efecto de la humedad, por/

transpiracién por ejemplo.

Ain procediéndose con tino y cuidado, requisito indispensable para
la manipulacién de instalaciones eléctricés, existe siempre el pe-
ligro de “auto-conexién" en el circuito. de la corriente de soldar/
especialmente en el momento de cambiar los electrodos. Debe insis-
tirse, por consiguiente, que el operario use guantes de amianto se
cos, aislantes, o mejor de cueo, que carezcan de desperfectos dig

nos de atencién como agujeros o costuras descosidad. Por otro lado,
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el mango del porta-electrodos debe estar perfectamente aislodo y -
conservarse siempre en buen estado. El operario debe de acostumbrar
se desde el principio a aplicar la tenaza del electrodo de manera
que no pueda llegar o establecerse contacto con las partes conduc-

toras de corriente, principalmente con la pieza de trabajo.

Los trabajos ejecutados en calderas y otros recipientes requieren/
un especial cuidado, puesto que el operario puede ponerse fdcilmen

te en contacto con las partes metélicas. El operario debe trabajar

en estos casos sobre tablas secas o esteras de goma, especialmente

cuando estd obligodo a trabajar tendido y siente ademds mucho ca--

lor, lo cual le vé a llevar a una gran sudoracién, que puede actuar

fdcilmente favorecer los accidentes.

Todo trabajo efeétuado con la parte superior del cuerpo desnuda es
temerario, como también lo es la mala costwmbre, que se observa a/
veces, de colocar bajo las axilas las tenazas de soldar que estén/

bajo tensién, para poder manipular con mayor comodidad y libertad.

En general, se deberfa de disponer de un dispositivo, como los que
existen en otras industrias, que permita desconectar automdticamen

te el equipo de la red cuando este esté trabajando en vacio.

Resumiendo, podemos decir que los peligros que se esperan de la sol
dadura por arco, no son mayores que los peligros a los que se expo

nen los que trabajan con corriente industrial; observar y seguir -
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las intrucciones para prevenir los accidentes de trabajo, debe ser

considerado como la cosa mds natural del mundo.

4.- Accidentes debidos a la potencia luminosa del arco:

Entre los rayos luminosos emitidos por el arco, podemos distinguir:
A) Rayos infrarrojos.-

5i son de gran longitud de onda, sobrepasando 1,5 micrones, estos -

no son peligrosos, a menos que actlen muy cancentrados.

Si su longitud de onda esté comprendida entre los valorss de 0.8 y

1.5 micrones, el ojo humano es generalmente, muy sensible a ellos,

y por tanto deben ser suprimidos.

B) Luz visible.-

Con una longitud de onda comprendida entre 0.4 y 0.8 micrones, es/
la responsable del resplandor y puede llegar a producir deslumbra-

mientos, debido o las fuertes intensidades.

C.- Radiacién ultravioleta.-

La racién con una longitud de onda comprendida entre 0.3 y 0.4 mi=

crones, se discute su nocividad.

Lo radiacién ultravioleta con una longitud de onda inferior o 0.3/

micrones debe ser suprimida completamente.

Por consiguiente, se puede concluir que es necesario disminuir el/
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resplandor de la luz visible del arco eléctrico y por otro lado eli

minar los rayos infrarrojos y uvltravioletas.

La luminosidad del arco el8ctrico provoca un resplandor muy acusado
que acuta sobre la visién del soldador y le impiden ver los objetos
que le rodean, pudiendo actuar sobre el ojo de forma violenta, has-

ta llegor a lo imposibilidad para la funcién visual durante un cuars

to de hora.

Los rayos ultravioleta pueden provocar querato-conjuntivitis, que/

se acompafia de los sintomas descritos en el capitulo dedicado a es

ta afeccién,

Los rayos ultravioletas pueden provocar igualmente sobre la piel,/
en este caso nos interesa la piel de los pdrpados y drea circundan
te, una sensacién de quemadura o insolacién, lo que no es grave y/

se caracteriza por una sensacién de calor y en algunas ocasiones -

de picores, asi como de una sensacién de arrugas en loprte del

cuerpo sometida a la accidén de esta radiacidén, yo sea directamente

o por reflexién.

Estos accidentes oculares pueden ser evitados, mediante la utiliza
cién de una pantalla o méscara, dg forma céncava, construida gene-
rolmente con una materia no donductora del calor o de la electrici
dad, en el centro de la pantallo se encuentra una ventana rectangu

lar que se destina paora alojar los vidrios protectores, cuya fina-
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lidad puede considerarse como triple:

- Impedir que las chispas alcancen el ojo del soldador.
- Absorber las radiaciones ultravioletas.
- Absorber los nnybs luminosos e impedir el deslumbramiento produ-

cido por el arco, suprimiendo la fatiga, capitulo especialmente de

dicado a esta afeccidn.

Para evitar que las radiaciones lleguen al ojo en dosis capaces de
causar reacciones perjudiciales, debe interponerse un elemento que
impidiendo el paso de las bandas nocivas, permita ver a su través/

Ed

el trabajo que debe de ejecutarse. Este elemento es conocido como/

ocular filtrante,

Dependiendo de la forma en que se logra este objetivo, ha distintos
tipos de filtros. De la radiacién total incidente sobre el ocular,
una parte serd devuelta hacia atrds (reflejada), otra serd deteni~

da por el material del ocular (absorbida), y otra pasaré a través/

del mismo (transmitido).

Los oculares més usados en soldadura estén fabricados en vidrio co
loreado y actdan por absorcién de las radiaciones; por }o que sue«

len calentarse y convertirse a su vez en emisores de radiocién a -

bajas temperaturas.
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X . . . . Id
Los que emplean la reflexién como mecanismo para limitar la energia

radiante, suelen tener recubierta con una delgada pelicula de mate
terial reflectante ( p.e., oro, plata, etc....) la superficie en o
gue inciden la rodiacién, siendo el material base el pldstico colo

reado, con lo cual son mds livianos.

Independientemente de que actyan por absorcién o por reflexién, los
oculares filtrantes no dejan pasar, en igual proporcién, o las dife
rentes radiaciones monocromdticas que existen en el espectro radian
te consid2rado. Es decir, poseen transmisiones espectrales distin-

tas, ouyo conjunto nos dé la curva de transmisién espectral, corac-

teristica.

Fué precisomente el conocimiento de esta curva en lo que estaba ba
sado, hace tiempo, la clasificacién normalizado de los oculares -

filtrantes (Norma UNE 43156), o los que se asignaba un nimero de -

tres cifras indicadoras de la transmisién correspondeinte a las ban

dos ultiravioleta. visible e infrarrojo.

En la actualidad, es la tronsmisién media en la banda visible que,
como criterio internacional admitido, determina el valor N., llama

do grado de proteccién, por el que se identifica y clasifica un -

ocular filtrante.

A fin de evitar la aparicién de un nimero infinito de grados de pro




proteccién N, las comisiones encargadas de normalizor los oculares
fiitrantes, han fijado una serie de valores concretos de N, admi-- -
tiendo para cada uno un margen de validez de la transmisién media/

visible.

Existe un acuerdo casi undnime en estos valores normalizados en di
-~ . . . ] . A
ferentes paises. En Espofia el Ministerio de Trabajo en la norma téc

nica Reglamentaria MT-18 presenta la siguiente clasificacién:

GRADO DE PROTECCION TRANSMISION MEDIA AL VISIBLE EN PORCENTAJE
1,2 89 74,4
1.4 74,4 | 53.1
1.7 58.1 43.2
2.0 43.2 29.1
2.5 29.1 | 17.8
3 17.8 8.5
4 8.5 3.2
5 3.2 1.2
6 1.2 10.45
7 0.45 0.17
8 0.17 0.060
9 | 0.060 0.023
10 0.023 0.0085°
11 0.0085 0.0032

12 0.0032 0.0012




13 0.0012 0.00045

14 0.00045 0.00017
15 0.00017 - 0.000060
16 0.000060 0.000023

La clasificacién de los ogulares filtrantes, segin el grado de pro
teccién N, es vdélida, cuvalquiera que sea el espectro radiante con-
tra el que queremos protegernos; pues insistimos en que sélo es in
dicativo del nivel de luz con que contard el operario para ver el/
trabajo que estd efectuando. El valor N no suministra informacién/
alguna de la proporcién en que son detenidas las radiaciones ultra
violetas e infrarrojos, que normalmente acompafioan a la luz visible
y cuyas dosis energéticas son caracteristicos de cada puesto de -
trabajo. Es decir, esta clasificacién de los filtros es védlida, no

s6lo para la radiacién de soldadura, sino también para otras radig

ciones industriales.

Por lo tanto, no basta con este valor nimerico N, para saber contra

que tipo de espectro radiante puede ser utilizado un determinado -

ocular filtrante.

Atendiendo a la similitud de las proporciones en que aparecen las/
radiaciones ultravioletas e infrarrojos en sus curvas de radiacién

espectral, las emisiones de procesos industrialee y fuentes natura
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les se agrupan en las siguientes categorias:

Radiacién solar.

Radiacién de soldadura.

Radiacién infrarroja.

Radiacién vltravioleta.

Radiacién laser.

Tanto la radiacién solar como la de soldadura contienen en su es--
pectro las bandas ultravioletos, visible e infrarrojo, en dosis de
importantes, aunque con distintas intensidades energéticoé. Los -
puestos de trabajo con emisién de infrarrojos (hornos, laminacio--
nes, fundicion,etc...) tienen un espectro rico en infrarrojos y vi
sible, pero muy poco importante en ultravioleta. Por el contrario,
en aquellos radiadores de ultraviolestas (lémparas gemicidas, bac-

tericidas, fotocopiadoras, etc.) no se dan en proporcién significa

tiva radiociones de infrarrojos.

Los léseres tienen una emisién practicamente monocromdtica, pero -

con enorme energia, por lo que representan un caso aparte.

r - 3
Asi pués, en los procesos de cada grupo anterior, se emiten ultraw
violetas e infrarrojos en proporciones y dosis energéticas diferen
tes; también deberdn poseer distintas caracteristicas de transmi--

sién a estas bandas los filtros utilizodos como proteccién en cada

caso.
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Seré inltil protegerse en un puesto de soldadura con un filtro de/

grado de proteccién N adecuado, pero cuyas caracteristicas de trans

misién lo catalogan como "contra radiacién ultravioleta", pués sélo

hay gorantia de que el operario tiene la debida proteccidn contro/

los ultravioletas existentes y las dosis excesivas de luz visible,

Pero como dichos oculores.no tienen porque detener los infrarrojos
pués no estdn concebidos para ello, y an la soldadura hay emisién/
notables de radiaciones infrarrojas, las déjarén pasar alcanzando/
los distintos medios oculares en que serén absorbidas y produciend

do lesiones o enfermedad a largo plazo, tal como veremos posterior

mente,

Segin lo dispuesto en la Norma MT-18, los oaulares filtrantes podrdn

ser cpniderados véilidos paro proteccién en soldadura, cuando depen
diendo del grado de proteccién N que posean, tengan una transmisién

en las bandas ultravioletas e infrarrojo no superior a los indica-

dores en la TABLA N2 2.

Para la banda comprendida entre los 200 y los 313, no existirén va
lores que superen la transmisidn a los 313 nm; igualmehte para la/

banda comprendida entre 313 y 365, no se superard el valor de la -

transmisién a 365 nm.

La traonsmisién espectral media entre 365 y 400 nm. deberd ser menor

S,




Transmisién miéxima en

Transmisién mdxima en
Infrarrojo. %.

Grado de Ultravioleta. %.
protecc16n 1 6 Cercano Medio

N 313 nm 365 nm 780-1300 nm | 1300-2000 nm

1.2 0,0003 50 37 20

1.4 0,0003 35 33 19

1.7 0,0003 22 26 16

2.0 0,0003 14 21 13

2.5 0,0003 6,4 15 9,6

3 0,0003 2,8 12 8,5

4 0,0003 0,95 6,4 5,4

S 0,0003 0,30 3,2 3,2

6 0,0003 0,10 1,7 1,9

7 0,0003 0,037 0,81 1,2

8 0,0003 0,013 0,43 0,68

9 0,0003 0,0045 0, 20 0,39
10 0,0003 0,0016 0,10 0,25
11 valor in-| 0,00060 0,050 0,15
12 ferior o] 0,00020 0,027 0,096
13 igual al] 0,000076 0,014 0,060
14 factor de 0,000027 0,007 0,04
15 transmi -] 0,0000094 0,003 0,02
16 sién para| 0,0000034 0,003 0,02

365 nm

¢ oN vigvl

1584
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o igual al valor obtenido para la transmisién media al wvisible.

Estos valores méximos de transmisién, indicados en la tabla n? 2,-
han sido determinados baséndonos en el supue#to de considerar la -
fuente radiante como cuerpo negro o una determinada temperatura, -
con el conocimiento previo de que la emisién real serd considera--

blemente menor, por lo que ya implica un cierto margen de seguri--

dad.

Es 86lo, la detecciédn de lg parte visible del espectro la que el -
usuario puede conocer a la vista de un ocular filtrante. Le queda/
como incédgnita el que las rodiaciones ultravioletas e infrarrojas/

invisibles para el ojo, sean suficientemente eliminadas, ya que -

no poseen medios materiales para averiguarlo. Son precisos un ins-

trumental y unos métodos de ensayo para que sélo puedan realizarse

en un laboratorio y por personal técnicamente preparado para ello.

Gracias a la puesta en vigor de la Norma MT-18, este problema que-
dar§ resvelto. Pero para que el técnico o el operario puedan resol
ver este problema, ademds de poder contar con oculares con identi-
ficacién Gnica y marca de homologacién indicadora de su calidad, de

berén conocer cual es el grado de proteccién adecuado en cada pues

to de trabajo. |

A modo de recomendacién, y de acuerdo con los estudios y proyectos
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realizados por orgonismos internacionales. El Servicio Social de -
Higiene y Seguridad en el Trabajo ha preparado para su divulgacién

la siguie nte tabla n2 3..

Con ella, es posible elegir, de acuerdo con las caracteristicas del
puesto de trabajo, el valor N del ocular filtrante conveniente en/

la mayoria de los casos.

Hacemos hincapié en el cdracter oriehtotivo de esta tabla, pués ade

més de las variables en ella indicadas, hay otras que influirén en

la decisién final, tales como:

~ Iluminacién ambiental existente y.lo presencia o no de superficies
reflectantes.

- La posicién del operario y distancia al punto de soldadura duran
te el trabajo.

- Las caracteristicas de visién del soldador, pués es sabido, que/

no todas las personas tienen la misma sensibilidad @ un determi-

nado nivel de iluminacién.
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TABLA N2 3

| Amp. =150 150- 250 250-400

I'H ACETHLPNG

— =

| =TT .
< 70 m.:-{n-!:'z{'u.su.::i = B0

4

N 4o

i/hde O em® Qenmm N
900 a 20000 10/10
2000 a 4000  15/10
4000 @ BOOO  20/10
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CAPITULO II

LA FOTOFTALMIA,

I.- Alteraciones corneales.

A.- Antecedentes histéricos.

B.- Lesiones abidticas.

C.- Antecedentes experimentales.

D.- Espectro de accién en las alteraciones corneales por la
radiacién vltravioleta.

E.- Mecanismo del dafio corneal inducido por U.V,

F.- Efectos histolégicos de la raodiacién ultravioleta sobre
la cérrea.

G.- Accidén de los ultravioletas sobre el DNA,

H.- Homeostasis de los tejidos mamiferos adultos.

I.- Cuadro clinico. Profilaoxis y tratamiento.

I1.- Alteraciones del cristalino.
A.- Introduccién y anatomia.
B.~ Accién de la radiacién vltravioleta sobre el cristalino.

C.- Efectos‘de,los ultravioletas de larga longitud de onda so

bre el cristalino.

D.- Mecanismos bioquimicos de las lesiones cristalinianas in-

ducidas.por ultravioletas.

III.- Alteraciones del segmento posterior.




A.- Accién de lo radiacién ultravioleta sobre el segmento pos

terior.

B.- Accién de la radiacién infrarroja sobre el segmento poste’

rior,

C.- Umbrales de energia para las lesiones termicas sobre la -

retina.
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I.- ALTERACIONES CORNEALES.
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A.- Antecedentes histdéricos.

La reaccién inflamatoria que ocurre en el polo anterior o;ulor, -~
tras la exposicién con luz ultravioleta, fué llamada “Fotoftalmia"
por PARSONS, en 1.910, esta afeccién ha sido conocida desde la an-

tigUedad, Jenofonte en su Anabasis, la menciona como "enrojecimien

to o dolor de la nieve".

SAINT- IVES, en 1.722 (60), la observé en las personas que habian/
permanecido en la nieve y 1,838, du VILLARS (74), también tuvo oca

sién de observarlo en un campamento militar.

El primer antecedente en la literatura cientifica, parece deberse/

a FOULCALT, 1.849, y desde el punto de vista médico parece deberse

a CHARCOT en 1.858, la primera descripcién adecuada, al detallar -

la experiencia de dos quimicos que después de realizar unos experi
mentos sobre la fusién y vitrificacién de ciertas sustancias por -
medio de una bateria eléctrica, sintieron en sus ojos una severa -

irritacién que a lo largo de la tarde y durante la noche les impi-

dié dormir.

Tras la introduccidén general del arco eléctrico luminoso en 1,879,
la aparicién de sintomaos tipicos comenzaron a ser fécilmente reco-
nodicos y hoy dia se encuentra como un accidente ralativamente fre

cuente entre los que trabojan con radiaciones ultravioletas, tanto
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en la clinica como en la industria, o en aquellos que han sufrido/
una exposicién a un corto circuito de corriente eléctrica de alta/

tensién a cuvalquia otra fuente rica en luz vltravioleta.

Los primeros investigadores, daban mucha importancia a los distur-
bios funcionales visuales que sufrian los individuos que habian es
tados expuestos a la luz ultravioleta atribuyendo el probleﬁa in--
flomatorio a reflejos o influencias simpdticas desde la retina (TE
RRIER,1.888, G. MARTIN,1.912) (43), pero en la clésica investiga--
cién experimental de WIDMARCK, en 1.888 establecié ld patogenia, -
tal como nosotros la conocemos, correlacionando la experiencia y -
los problemas industriales con los datos encontrados bajo las con-
diciones naturales como %irritacién ocular" demostrando que la cau

sa comun era los radiaciones ultravioletas.

Puede asegurarse que las radiaciones con longitud de onda de 314 -
milimicras (VOGT, 1.925) 6 305 milimicas (VERHOEF y BELL, 1.916) -
(73) o 256 milimicras, son capaces de desarrollar una reaccién de

fotoftalmia, sin embargo el grado de intensidad requerido varfa -

considerablemente, dependiendo de la longitud de onda (FISCHER, YEE

MEULEN y EYMERS, 1.935)(22).

Tomando como signo de reaccién minima la aporiencia granular del -
epitelio corneal y la positividad de la tincién con fluoresceina,-

COGAN y KINSEY en 1.946, encontraron que la banda més efectiva es-
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taba alrededor de 288 milimicras.

Es particularmente interesante, que este volor del espectro de ra-
diacién ultravioleta, difiera de la curva de absorcién por el epi
telio corneal, en el cual, el pico méximo de absorcién corresponde

a la nucleoproteina 265 milimicras, COGAN y KINSEY,1.946.

Pudiera pensarse que la reaccién abiética que ocurre en la cérnea/
no es debida a la absorcién por nucleoproteina sino debido o la ab
sorcién selectiva por proteinas citoplasmaticas, del tipo de la al

bémina o de la globulina.

El grado de energia necesario para excitar la reaccién fotoftaimico
en el conejo, cuando el ojo es irradiado con todo el espectro de -
luz ultravioleta, es del orden de 2.000 erg.-seg./cm2 (VERHOEFF y/
BELL,1.9167 DUKE-ELDER,1.926) la intensidad en el pico de sensibi-

lidad, 288 milimicras, es olrededor de 150 erg.seg./cm2.

Hay que sefiolar, para el coso datos obtenidos experimentalmente, -
que el ojo del conejo es menos sensible que el ojo humano, asf{ co-

mo que los sujetos morenos son menos ofectados que los rubios,.




FECHA AUTOR  COMENTARIOS

Jenofonte . Lo oftolmia de las nieves, es men-

cionada por primera vez,

1,722 YVES La "Oftalmia de las nieves", es in
vestigada en la gente que habifa es

tado en la nieve.

1.838 VILLAVERDE Se investiga la "oftalmia de las -
nieves" en las personas que habfan

permanecido en el campo militar de
Mont Cenis.

1,894 FOCAOULT La "Oftalmia solar", es mencionada

en lo literatura cientifica, proba

blemente por primera vez.

1.858 CHARCOT Lo oftalmia de las nieves es consi

derada en la literatura médica.

1,871 GARDNER Lo oftalmia de las nieves es des~-
crita en los norteomericanos que -
viven en zonas donde nieva mucho -

durante una parte del afio.

1.878 REICH Describe casos de fotoftolmia encon

tradas en el Cgicaso.

1.881 ROSSI Se describe que los osos polares -

son victimas de la fotoftalmia solar.

- 1.881 NODIER ’ Describe la fotoftalmia industrial.
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1.882

1.883

1.887

1.877

1.888

1.888

1.889

1.893

1.904

1.908

ROCKLIFE

LITTLE

PHILLIPS

DEFONTAINE

BERLIN

TERRIER
MARTIN

WINDMARK

ENVAL

KLIKOW

GUENIN

Describe la fotoftalmia industrial

Se consigue reproducir experimen-
talmente .en «l laboratorio fotoftal

r
mia,

La fotoftalmia es producida de for

ma experimental en el laboratorio,

Se describe la fotoftalmia indus--
trial.

La Fotoftalmia es descrita en los/
individuos que viven en Escandina-

via,

La fotoftalmia es considerada como
un problema inflamatorio debido o/

reflejas o influencias simpéticas/
desde la retina,

Se establece la patogenia de la fo
toftalmia, la causa originaria son

las radiaciones ultravioleta.

Algunos casos de fotoftalmia son -

descritos en los habitantes de Es-

candinavia.
La forma crénica de la fotoftalmia
se describe como "queratitis solar

exfoliativa".

Algunos casos de fotoftalmia son -
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1,908

1.908

1.09

1.910.

1,912

1.916

1.917

1.925
1.926

1.930

GUENIN

BIRCH-HIRSCHFELD

BIRCH-HIRSCHFELD

PARSON

SHORNEY

VERHOEFF y BELL

DALAND

VOGT

DUKE-ELDER

CORTESE

descritos en Europa.

La fotoftalmia industriol es descri’

~ ta en relacién con los trabajos de

fotografia y cinematografia.

Se produce fotoftalmia experimental
en conejos mediante la exposicién/
durante 180 dias de sus ojos a una

lémpara de vapor de mercurio,

Introduce la literatura cientifica

el término de "Fotoftalmig".

Se encuentra casos de fotoftalmia/

en Australia.

Encuentran que las radiaciones con
longitudes de onda de 250 a 305 nm

son capaces de desencadenar la reac
cién fotoftdlmica. "

Se encuentran casos de fotoftalmia
en esquimoies de Alaska, Siberia,y

Regén Artica.

El espectro de accién de la radia-
cién ultravioleta esta entre 250--
314 nm.

Cifra el umbral de sensibilidad en
150.000 erg. cm2,

Obsecrva que repetidas exposiciones

provocan intolerancia.
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1,932

1.936

1,943

1.943

1,945

1.950

1.951

1.951

1.956

1.961

MIESCHER y
WIESLI

FISCHER et al.

KINSEY et ol.

RIEKE

ROOKS

BONNET y BARNT

BARNT

DOWNING et al.

SYKOROSKI

COGAN y KINSEY

SANCHEZ PENA

Igual que autor anterior,

El umbral de intensidad de energia
requerida varfa considerablemente/

dependiendo de la longitud de onda.
La fotoftalmia industrial es desc;i
ta. ”

Se describe la fotoftalmia industrial

por soldadura con oxi-acetileno.

Describe la fotoftalmia industrial

por lémparas antigérmenes.

Fotoftalmia debida a lémparas anti
vltravioleta esta entre 250-314 nm.

Fotoftalmia por lémparas antigérme
nes.

El arco de soldadura como origen -
de la fotoftalmia.

La banda mds efectiva estd alrede-
dor de 288 nm,

Algunos casos de fotoftalmia son -
descritos en individuos que viven/ v

en los Andes.
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B.- LESIONES ABIOTICAS.
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taurar progresivamente.

La reaccién celular a la radiacién ultravioleta, ha podido ser con
venientemente estudiada en organismos unicelulares, del tipo del/
paramecio por BOVIE'y HUGHES en el afio 1.918, asi como GIESE en el
afio 1,945, En cultivos de tejidos por MAYER y SCHEREIBER en el aifio

1,934, as{ como SPERTI, LOOFBOUROW y LANE, en el afio 1.937. En te

jidos embiolégicos por SCHECHTMANN en el afio 1.944, CARLSON y HOL-

LANENDER en el afio 1,944, En tejidos adultos de superficie como la

piel, la cérnea por DUKE-ELDER en el afio 1.929, BUSCHKE, FRIEDENWALD

y MOSES, en el afio 1.945, FRIEDENWALD, BUSCHKE, CROMWELL y HOLLAN-

DER en el afio 1.948, asi como otros autores.,

Cuatro tipos de reacciones coracteristicas han sido descritas en -

las lesiones producidas por radiacién ultravioleta:

1.~ Inhibicién de la mitosis, es el cambio temprano que se encuen-
tra constantemente, y puede observarse desués de pequeiias dosis de
radiacién. Existen evidencias que apoyan la hipétesis de que la -

inhibicidn se afecte Preferentemente a la profase temprana (CARLSON

y HOLLANDER 1.944).

2.- Frogmentacién nuclear, ocurre cundo se administran altas dosis
y probablemente representa andémalos esfuerzos durante la mitosis,-
que le llevaron a la destrucciédn celular. El proceso puede dividir

se esquemdticamente en cuatro fases. Inicialmente, el nicleo apare




ce hinchado ; luego aparece cromatolisis, el reticulo cromftico -
. . A4 l
comienza o agregarse en zonas més densas dispersadas por el nicleo
hasta llegar a adherirse a la membrana nuclear (picnosis). Después
de la membrana nuclear se rompe y el material cromético se disper-
sa por el citoplasma (kariorrexis). Finalmente el cuerpo celular se

hincha, muere y es descamado.

Este proceso de fragmentacién nuclear estd asociado a un aumento -
de nitrégeno no protefco. Al igual que en otras reacciones fotoqui
mica, tiene un coeficiente de baja temperatura. El proceso puede -
ser inhibido mediante frfo y anaeobiosis, sugiriendo estos hechos/
que la reaccién no depende de la accién directa de la luz, pero re

sulta de la interferencia con procesos oxidativos.

3.- Una reaccidén eosinofilica, ocurre, tanto en el nicleo como en/
el citoplasma, las protefnas desnaturalizadas tienen una mayor ca-
pacidad para unirse al DNA nuclear dispersos por el citoplasma. Es
tos cambios son particularmente evidentes en el cuerpo celular, -

donde pueden observarse grénulos eosinéfilos, seme jantes a cuerpos

citoplosméticos de inclusién, frecuentemene asociados con vacuolas.

4.- Pérdida de la capa epitelial, debido a la pérdida de cohesién,
con la capa inferior, esto ocurre con todo el epitelio, que acaba
por desprenderse y caer, este proceso se distingue de la exfolia--
cién, ya que en este (ltimo se produce una muerte celular, como con

secuencia de la fragmentacién nuclear. Este proceso puede ocurrir/

60.




independientemente, si bien es generalmente tardio. Tiene un coefi
ciente de temperotura diferente, aparece dependiendo de la activi-

dad oxidativa, ya qw éste fenémeno, no ocurre en anaerobiosis.

Después de una exposicién no muy intensa, los cambios abiéticos pue
den deternerse en cualquier estado y las células volver a la norma
lidad, en apariencia, y estacionar la reaccién. En el proceso de -

resolucidn encontrawos dos hechos caracter{sticos:

- La rapidez de recubrimiento de las células traumatizadas y la pro

liferacién de células nuevas para reemplazar las células muertas y

exfoliadas.

- La escasez de mitosis en el proceso de reparacién.

La causa de esta inusual actividad es desconocida, pero se puede -
observar en la acelaracién por radiacién del epitelio que ha sana-

do después del trauma (HOFFMAN,1.925).

El fenémeno de emigracién celular para cubrir los pequefios defectos

epiteliales, no parecen alterarse en su intensidad, en relacién con

el tiempo (BUSCHKE, FRIEDENWALD y MOSES, 1.945).

Es interesante que la inhibicién de la mitosis sea un efecto seme-

jante en el caso de las radiaciones ionizantes, al igual que celu-
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lar y el aumento de nitrégeno no proteico, se encuentra también en

los traumas causados por agentes quimicos, como la mostaza nitroge

nada (FRIEDENWALD, 1.948).

Como reaccién depende directamente del grado de absorcién de energia
deberé ser necesario un umbral critico, minimo de radia¢ién y de in

tensidad, para que se produzca la excitacién.

Una cierta cantidad de actividad abiética, puede ser evidenciada con
radiaciones cuyas longitudes de onda oscilarfan entre las 365-350/
milimicras (COBLENTZ y FULTON,1.924) (NEWCOMER,1.917), si las condi
ciones son favorables y la exposicién fué lo suficientemente inten
sa, si bien, la evidencia es mucho mayor si se trabaja con longi--
tudes de onda de 305 milimicras (HERTEL,1.903, HENRY,1.912), pero/
se encontré que, para propésitos pricticos, §5lo las radiaciones -
con longitudes de onda superiores a 300 milimicras, pueden ser con
sideradas con actividad abidtica y ademds tienen que ser utiliza--

das con una intensidad de alrededor de 2.000 erg. seg/cm2.(VERHOEFF
y BELL,1.916, DUKE_ELDER,1.926).

En general, la mayorfa de las bandas de radiacién vltravioleta con
actividad abibtica, corresponden a la méxima absorcién por nucleo/

protefnas(265 milimicras) o albémina y globulinas (280vmilimicras).

En la préctica, el grado de radiacién con el cual se produce excita

cién, varia directamente con el tiempo de exposicién, varfa inversa
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mente al cuadrade de la distancioc desde la fuente de radiacién,as{
como directamente al coseno del dngulo de incidencia. Ademés, el -
efecto de exposiciones repetidos‘con perfodos intermedios, en gene
ral, es muy similar a su equivalente en una ﬁﬁico exposicién pro--
longoda, sobre todo si tenemos en cuenta que los intérvalos no de-
ben de exceder las 24 horas, por encima de este tiempo los facto--

res reparativos fisiolégicos comienza a actuar.
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C.- ANTECEDENTES EXPERIMENTALES.
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Los estudios experimentales de la accién de la luz ultrovioleta, so
bre la cérnea y la cdnjuntiva, han sido objeto de investigacién por
parte de numerosos autores, estableciendo los cambios histolégicos/
que ocurren tras la exposicién del globo ocular a una fuente de luz

ultravioleta. La mayoria de estos estudios han sido realizados en -

conejos,

Tras la exposicién, existe.un perfodo de lotencia, durantecel cual
ningdn signo puede ponerse de ﬁanifiesto, ni clinica, ni histoldyi
camente; el primer signo evidenciable es desde el punto de vista -
clinico, la apariencia granular de la cérnea, vista con lémpara de
hendidura, los grénulos son redondos y pequeiios, tamafio semejante/
a una célula epitelial, al principio escasos en nimero, presentan
do una distribucién central, pero llegando a formar un mosafco ho-
mogéneo, Esta misma apariencia puede observarse mediane el lavado
continuo de la superficie corneal con agua, de modo que, se ha in-

terpretado que estos grénulos representan células epiteliales hin-

chadas.

5i los ojos han estado sometidos o grandes exposiciones, podemos ob-
servar dreas de tincién fluoresceina e irregularidades corneales,/
en algunos casos con formacién de vesiculas, acompafiando de hiperé

mia conjuntival y la presencia de algin exudado.

En estas circunstancias, como cabia esperar, la cérnea muestra un/
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aumento de la permeabilidad a las drogas (SCUDERT,1.950).

En el caso de grandes exposiciones, podemos observar, también, como
el epitelio corneal central sufre un proéeso de exfoliacibn casi -
completa, observéndose a la lémpara de hendidura, una cérnea que/
tife de una forma difusa con fluoresceina. Desde el punto de vista
anthmo—patolégico, cabe sefialar, aparte de lo ya dicho, que en los
alrededores de este érea hay una zona en la cuol el nimero de célu

las en mitosis, observadas al microscépio, esta disminuida (DUKE--

ELDER, 1.929).

Aln con mayores exposiciones, podemos observar la aparicién de un/
haz intersticial central o incluso una marcada opacidad central y/

algunas zonas pequefias igualmente afectadas marginales.

Un enturbamiento difuso, generalizado, ocurre tan sélo en los casos
en que el ojo ha sido expuesto a una radiacién de tal intensidad, -
que penetrando en todo su espesor la cérnea, llega a producir una/

reaccién en el endotelio (COGAN y KINSEY,1.944).

En lo que se refiere o los datos y signos observables en la conjun
tiva, debemos mencionar que ésta puede aparecer marcadamente infla
mada, con un grado considerable de edema asociado -con exudados -

mucopurulentos y en algunos casos es posible observar equimosis.




Tras los estudios realizados, se ha llegado a la conclusién que las
alteraciones anatomopatolégicas llegan a su cénit en un plazo de -

cuarenta y ocho horas, a partir del cual y de una forma gradual es

tos cambios desaparecen,

La tasa de crecimiento v4 a incidir sobre la tasa de recubrimiento
del epitelio corneal dafiado, pero esta tasa de recubrimiento vé a

variar directamente, dependiendo de la intensidad de la radiacién.

Se ha dado el limite de cinco dias, en el caso de exposiciones, no
demasiado severas, para que el epitelio se encuentre reformado y -

en un examen clinico podamos evidenciar alteraciones patolégicas -

de. la cérneq.

En los-casos en que se ha formado una densa opacidad corneal, ésta
puede llegar a vascularizarse en un plazo de seis a ocho dfas, pe-
ro posteriormente tiende a aclararse de un modo. sorprendente en un

plazo de cuatro a seis semanas, dejando un haz intersticial trasl{

cido.

Con dosis desmesuradamente intensas, pueden observarse alteraciones
corneales mucho més draméticas del tipo de necrosis cérneal, profun
das ulceracianes con destruccién de la capa endotelial y gran ede

ma del estroma que llega a tener tres o cuatro veces SU grosor nor

mal,
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El cuadro final en estos casos, en animéles de experimentacién (cg
nejo) puede ser el de una ulceracién profunda, una perforacién o -

b formacién de un estafiloma.

En el iris, también se han descrito algunas alteraciones, del tipo
de congestién vascular, en algunos casos la aparicién de pequefias/
hemorragias intersticiales, dependiendo del grado de reaccién, aso

ciado con miosis y a menudo, presencia de una exudacién fibrinosa/

en la cdmara anterior.

Los exdmenes histolégicos practicados, demuestran un cuadro tipico
con determinadas dosis de radiacién vltravioleta, lo reaccién cely
lar es muy evidente en el “.epitelio corneal:

- Inhibicién de las mitosis.

- Cambios eosinéfilos, en primer lugar en el ndcleo y poste

riormente en el citoplasma.
- Fragmentacién nuclear.

- Formacién de vacuolas en el interior de las células.

Estos cambios, van a producirse, preferentemente, en las capas su-
perficiales del epitelio, que posteriormente se ird4 descamando des

de la Bowman asi como la formac{én de ves{culas extracelulares de/

contenido liquido.

En la mayorfa de las lesiones abiéticas, totalmente desarrolladas/
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el grado de alteraciones potolégicas vé disminuyendo en severidad,

comenzando el fendmeno reparativo desde la periferfa de la cérnea.

En la zona central de la cérnea, cuarenta y ocho horas después de/v
una exposicién moderada, la superficie epitelial puederestar com--
ple tomente ausente; en zonas cercanas, sélo uigunos capas epitelia
les estdn exfoliodas, dejando la cpa de células basales intacta;en
lo periferia, el epitelio es normal y las copas més ceecanas ol -
drea afectada, pueden presentarse edematizadas y mostrar una menor
tincién con la eosina, algunas células muestran fragmentacién nu--

clear y los cambios citoplasmdticos tipicos de la muerte celular.

También podemos encontrar un infiltrodo masivo de poliomorfonuclea

res y eosinéfilos.

Tahto la membrana de Descemet como el endotelio corneal permanecen

normales, aunque las dosis puedan haber sido bastantes intensas.,

Los estudos anatmopatolégicos practicados o los diez o quince dias,
después de exposiciones con dosis controladas, no mostraban altera

ciones que se hayan podido evidenciar.

En el epitelio conjuntival, podemos encontrar una descamacién simi
lar o la observada en las células del epitelio corneal, os{ como,-

algunas dreas en las que encontraremos células basales degeneradas
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Pequefias hemorragias, infiltracién de polimorfonuclares y células/
plasméticas, también pueden observarse en el desaorrollo de este -

procesos,

En el tejido conectivo sub-epitelial, podemos encontrar degeneracién

hial ina.

Si analizamos la secrecién, durante la fase ¢guda, podemos detectar

la presencia de células eosinéfilas.

La forma créniaa de la fotoftalmia ha sido investigada experimen--
talmentepor BIRCH-HIRSCHFELD, en el afio 1.909, mediante la exposi-
cién de ojos de conejo, durante 10 minutos, di ariamente, a lo lor-

go de 180:dias, usando como fuente de radiacién ultravioleta una/

lémpara de vopor de mercurio.

En la forma crénica de la fotoftalmia, después de que los sintomas
usuales de la fase aguda habfa pasada, el cuadro se desarrolla, fi
nalmente, fué una conjuntivitis crénica, no muy severa, de tipo fo
licular, que se desarrollé en la conjuntiva que habfa sido expues-
ta durante la experiencia; el cuadro observado ers muy seme jonte al

que se desarrollo en el curso de un catarro dnveraal.
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D.- ESPECTRO DE ACCION EN LAS ALTERACIONES CORNEALES
POR RADIACION ULTRAVIéLETA.




Algunos autores, buscando definir la accién ocular del espectro ul
travioleta, han usado distintas fuentes de radiacién monocromética

en animales de experimentacién.

Distintos criterios, han sido establecidos para medir las lesiones

oculares y llegar a establecer de este modo el umbral limite,

En general, las lesiones corneales van a ser el resutado final para

la mayoria de las longitudes de onda estudiadas, menores de 320 nm.

Usandlo cérnea de conejos, COGAN y KENSEY,1.946, aportaron datos -
cuantitativos, acerca de la exposicién umbral, para la regién espec
tral de longitudes de onda menores de 320 nm. Usando la apariencia
granular de la capa epitelial de la cérnea, observada con examen -
biomicroscépico, fueron incapaces de producir efectos corneales, -
utilizando radiaciones con una longitud de onda superior a los 313
nm. E1 umbral de exposicién para una radiacién, capaz de lesionar/

la cérnea del conejo, era de 15 mJ/cm2, con el méximo de sensibili

dad localizado en los 288 nm.

SHERASHOV'1.970, investigando igualmente sobre la accién espectral,
utiliz$ un haz de luz sobre la cérnea y observé el méximo de sensi
bilidad a los 289 nm y 253,7 nm, asf como que las longitudes de on

da encima de los 300 nm no causaban efectos observables a las dosis

usadas.
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SHERASHOV, 1.970, COGAN y KINSEY,1.947, usando lémparas de mercurio
y monocromadores de cuarzo, ya que las lémporqs de mercurio suminis
traban una fuerte emisién lineal, en intérvalos irvegulares del es
pectro ultravioleta. Exposiciones de los mismo intérvalos de lon-
gitudes de onda, a través del espectro ultravioleta, no pueden ser
conseguidos en la préctica. Por tanto,puede no adecuarse, como pa-

ra proveer de unas resoluciones suficientes de la accién espectral.

En 1,969, PITTS y KAY, también establecieron la accién del espectro
sobre la cérnea, utilizando para ello un arco eléctrico, con gas -
argén y monocromadores rayados; lo que le permifio producir bandas
con un intérvalo de 10 nm. Un total de 232 ojos de conejo, fueron/
expuestos a intérvalos espectrales de 10 nm., desde los 200 a los/
350 np., la presencia de una haz granular epitelial sobre la cérnea
y la fotofobia, fueron los criterios usados para establecer el um-

bral de respuesta corneal, con observacién, mediante biomiocroscopia.

En la figura n? 6, se comparan los datos de PITTS y KAY con los de
COGAN Y KINSEY, El espectro de accién ultravioleta sobre la cérnea
de conejo, para la produccién de fotoqueratitis, tiene un rango -
que vé desde los 210 nm., hasta los 310 nm., la longitud de la on-

da més efectiva paro la producciédn de fotoquexatitis, es la de 270

nm., necesitdndose una dosis de exposicién de 5.0 mJ/cm2.

Usando la misma instrumentacién, por tanto, PITTS,1.970, como PITTS

/
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FIGURA N2 6. COMPARACION DEL ESPECTRO DE ACCION DE LOS ULTRAVIOLETAS
SOBRE EL CONEJO SEGUN PITTS Y KAY, CON COGAN y KINSEY.
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y TREDICI,l.97l,’estudiuron el espectro de accién ultravioleta, en
83 ojos de monos Rhesus, y compararon los datos obtenidos con los/

del conejo. Figura n? 7, Cuatro criterios fueron usados para esta-

blecer el umbral:

Detritus epitelial.

+ Haz epitelial.

Granulado epitelial.

Fotofobia.

El espectro de accién abitico para la cérnea del primate, abarco/
las longitudes de onca comprendidas entre los 210 nm. y los 320 nm.
‘con unas dosis umbral minima de 4 mJ/cm2 a 270 nm. Exposiciones de
longitudes de onda mayores que 250 nm, resultan generalmente poco/
lesivas sobre las células superificales de la céumnea. Los detritu§
superficiales aumentan marcadamente con longitudeé de ondo inferio

res, en la regién comprendda entre los 210 nm y los 250 nm.

~ La muerte de células epiteliales en la guperficie corneal es muy -

numerosa, ol tiempo que resulta dificil observar el granulado pro-

fundo del epitelio.

PITTS, 1.974, encontrd que el espectro de accién para la cérnea hy
mana, juzgando con los mismos cuatro criterios, y suméndole la sin
tomatologia subjetiva de agudeza visval, y dispersién corneal de -

la luz, tenia un rango entre los 220 nm. y los 310 nm. La curva de

T -
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PARA LA CORNEA DE HUMANOS, PRIMATE Y CONEJO.




umbral humana' no es materialmente distinta de la del primate, para
las longitudes de onda de 260 nm, mayores. Sin embargo, para longi
tudes de onda de 250 nm y menores, la curva de umbrales para el -
o‘jo humano, muestra valores menores para la exposicién radiante,que
las del primate o conejo. Los datos de umbral humano muestran una
curva con un minimo de 270 nm., para una intensidad de 4 mJ/cm2. Ex
posiciones de longitudes de onda mayores que 310 nm. no se adminis
trardn a humanos, debido a la posibilidad técnica de desarrollar fu

turas anomalias lenticulares, causados por exposiciones experimen-

tales.

Al jgual que en la cénea del primate, la reaccién de la cérnea hu-
mana o longitudes de onda de 250 nm y menores, son cuvalitativamen-
te diferentes o las que se producen con longitudes de onda superio
res. Los signos clfnicos valorables por\biomicroscopio y los sIntg‘
mas subjetivos ocurren mucho mds pronto tras la exposicién a longi
tudes de onda de 250 nm. e inferiores. La agudeza visual disminuye
rdpidamente y vuelve a la normalidad tras seis horas; y los sinto-
mas subjetivos siempre desaparecen entre las cuatro y seis horas -
Para exposiciones con longitudes de anda mayores de 250 nm., los -
signos y sintomas clinicos fueron observados més tordiamente; la =
reduccién de la agudeza visual causadas por longitudes de onda ma-
yores de 250 nm., no se encontraba antes de las cuatro a diez horas,
tras la exposicién permanecian alteradas hesta las 24 horas. La --

dispersién de luz corneal, fué investigada en humanos, por un méto
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todo objetivo, para determinar los efectos de los ultravioletas so

bre el ojo. Los datos de dispersién luminosa, no fueron material--

mente distintos de los umbrales establecidos biomicroscépicamen te.
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&

E.- MECANISMO DEL DANO CORNEAL INDUCIDO POR ULTRAVIOLETAS.
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Los mecanismos fotoquimicos y bioquimicos que subyacen en la respues

ta de la cérnea a longitudes de onda menores de 300 nm. son adn,--

una cuestién de debate.

COGAN y KINSEY, 1.946, concluyen que el espectro de accién para la
cérnea del conejo corresponde muy estrechamente con la curva de ab
sorcién de albimina y globulinas, mds que con la de las nucleopro-

teinas; de todos modos, el espectro de accién ooular presentan un/

pico de 289 nm., menor que el 270 nm, como méximo de sensibilidad/ -

observada.

PITTS,1.970, publicé que la absorcién de ultravioletas por estrac-
tos corneales de protefinas libres, era debido a los nucleopéptidos
y que el pico de méxima absorcién fué encontrado a 220 nm, y a 260

nm, Es una hipétesis razonable, que la absorcién de vltravioletas/

por las nucleoproteinas esté ccmprometida en la produccién de las/

afecciones corneales observadas.

HAMERSKI y ZAJACZKOWSKA,1.969, usando técnicas electroforético§ pa
ra investigar los cambios en las proteinas del epitelio corneal, -
que tiene lugar durante las seis a ocho horas de periodo de laten-
cia asintomdtico, observé una reducciédn en las beto—globulinos'con
un aumento simultdneo de las gammoglobuliﬁos; cambios en el patrén
proteico comienzan a las cuatro horas tras la exposicién, opreciog

dose un pico en su intensidad a las ocho horas, comienza a regre--
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sar a las doce horas tras la exposicién., En todo momento, los cam-

bios en el patrén electroforético preceden a la fotoqueratitis.

En posteriores investigaciones HAMERSKI,1.969, dijo que la instila
cién de una solucién de cisteina dentro del ojo, antes de una expo
sicién, prolongarian el perfodo asintomftico y reduciria la severi

dad de los sintomas, as{ como, que una solucién de glicerol preve-

nia los signos de fotoftalmia.

Los cambios histoquimicos que se producian durante el perfiodo de «
seis horas asintomdtico, eran fundamentalmente en los grupos SH- y
uniones S. Menos extensos fueron los cambios encontrados en la fos

fatasas alcalinas y 4cidas. ATPasa y 5 -nucleotidasa.

TAPASZTO y VASS, 1.969, estudiaron los mucopolisacéridos y de la -
l4grima y epitelio corneal de conejos albinos, tras la exposicién/
o la radiacién UV-C. Las cérneas de conejo recibieron 1 J/cm2 de -
exposicién radiante procedentes de una lémpara de mercurio de baja
presién. Encontraron 3 protefnas, 2 mucopolisacéridos neutros, 3 -
mucopolisucéridos bcidos y la fraccién de lipoproteinas de la capo
lagrimal del conejo. Tras la exposicién, los tres compomentes pro-
tefcos disminuyeron a 1 y disminuyé la fraccién lipoprotefnica. La
concentracién de los dos mucopolisacéri&os neutros disminuyé tras/
cinco minutos de exposicién; mostrando un aumento dé la exposicién

‘era superior. Los primeros cambios en el epitelio corneal ocurren/
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mds primariamente o las tres horas tras la irradiacién, pero los -
cambios més significativos se encontraran entre las 8 y las 16 ho-
ras tras la exposicién., Mientras la fraccién lipidica aumenta, los
mucomlisacéridos permanecen constantes. tAPASZTO y VASS emitieron
la hipétesis de que la fotqueratitis por ultravioletas podria ser/

anulada si las olteraciones quimicas de la capa lagrimal pudieran/

ser prevenidas.
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F.- EFECTOS HISTOLOGICOS DE LA RADIACION ULTRAVIOLETA SOBRE
LA CORNEA.
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La radiacién ultravioleta es invisible para los humanos. Numerésos
casos de queratitis, e incluso de cataratas, han sido descritos co
mo resultado de la exposicién a eﬁte tipo de radiacién, procederite
de arcos de soldadura, lémparas de mercurio o por reflexién de la/
radiacién solar por la nieve, arena del desierto o el agua. Todus/

estas fuentes, contienen ultravioletas, con longitud de onda préxi

ma a los 310 nm,

Las cataratas han sido demostradas como resuliado de la irradiacién
con vltravioletas de animales de experimentacidén. Las cataratas por

vltravinletas en ojos humanos no han sido adn demostradas por obser

vaciones cientificas controladas.

VERHOEFF et al.,1.916, BUCHANAN et al.,1.960 , CRISTNER, et al.,l.965
han aportado extensas revisiones de la literatura, acerca de los -
efectos de la radiacién ultravioleta con longitudes de onda compren

didas en el rango desde los 200 nm. a los 300 nm, aproximadamente.

VERHOEFF et al., 1. 916, estudlando 0jos de conejos, formularon algu

no de los postulados bdsicos relotlvos al dafio ocular causado por

este tipo de radiacién. Las dosis de radiacién que fueron menores/
que el umbral para cualquier defecto observoble, fueron repetidas/
a intérvalos, desde pocos minutos o 1 hora., los efectos abiéticos

de cada exposicién fueron aditivos dentro de las 24 horas, la expo

sicién acumulativa total era la responsable del efecto.




Una exposicién equivalente a 1/6 de la dosis umbral, repetida cada

24 horas, no era capaz de producir fotoftalmia, pero una exposicién
de la 1/2 de la dosis umbral, repetida en un plazo de 14 hxras prody

cia el mismo efecto que una dUnica exposicién de la dosis umbral.

DUKE-EL®ER, en el aiio l.929,vexpuso cérneas de conejo a una Ldmporo
de cuarzo con mercurio a media presién, no usando filtros y tomando
como control un ojo no expuesto; esta fuente contenfa ultravioletas
A,B y C, as{ como radiaocién visible. Los cone jos fueron sacrifica-
dos y los ojos enucleados para su estudio histolégico a distintos/
perfodos de tiempo, desde las 2 horas a los diez dfas tras la expo

sicién. La secuencia de los cambios histolégicos observados en la/

cérnea se pueden sintetizar:

1. A las cuatro horas, tras la expusicién, el efecto consiste, fun
damentalmente, en hinchazén de algunas células del epitelio‘basal/

o superficial. Tanto el endotelio como el estroma permanecen norma

les,

2.- A las seis horas tras la eXposicidn, un dmplio nimero de células

epiteliales tienen su nicleo tefiido por el rojo de eosina, y las -
células basales estén ampliamente espaciadas, lo que Indica un édg
ma de las células més superficiales de la capa epitelial escamosa/

estratificada, que presenta una alineacién irregular.
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3.~ Estos cambios siguen progresando hasta llegar a su méximo a las
12 horas tras la exposicién. En algunas células epiteliales, apare
ce su nicleo lleno de unos grdnulos, que generalmente estén rodea-
dos de un espacio vacuolado, alternando con otras células que per-
manecen normales. Subsecuentemente, ocurre una descamacién en el -
érea central de la cédrnea. El nicleo de los queraocitos del estro-

ma tifien débilmente con azul de metileno y comienzan a fragmentar-

se,

4.- Eestos efectos contfnuan aumentando con severidad a las 16 ho-
ras tras la exposicién, en este tiempo el hinchazén de laminillas/

de las fibras coldgenas del estroma se hace mds manifiesto.

5.- A las 24 horas las laminillas del estroma aparecen hinchadas y

el endotelio muestra un tincién anormal, similar a la del epitelio,

pero sin descamacién.

6.- Hay algunos cambios adicionales en el perfodo de timpo desde -

las 24 horas a las 36 horas tras la exposicién,

7.- El proceso reparativo comienza a las 130 horas tras lao exposi-
cibén, Las células epiteliales comienzan o tomar una adecuada alineg
cién y los cambios progresan lentamente hasta los siete dfas tras/

la exposicién, que es cuando la cérnea se presenta normal,
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Ademés estos cambios corneales, DUKE-ELDER, encontré combios en el
humor acuoso, iris, cristalino y retina. El humor acuoso mostraba/
un marcado aumento de las protefnas y azlcares. El iris se presen.
ta congestivo a las 12-16 horas tras la exposicidn, mostrando ade-
mds una cierta alteracién del pigmento iridiano?todas estas altera
ciones iridianas vuelven a la normalidad en un periodo de 80 horas.
El cristalino muestra cambios intercelulares en el érea pupilar del
epitelio anterior cercano a la cépsula, que comienza tras las 13-16
horas de la exposicién, regresando a la normalidad a los diez dfas.
Tanto las fibras del estroma cristaliano, como su nicleo se presen
tan hinchadas, perdiendo su ordenada direccién. El dafio retiniano,

se encontré restringido a la regién del polo posterior, consistien

do estos cambios en una desintegracién y blanqueamiento de la cro-

matina de las células ganglionares; as{ como un hinchazén de los ng

cleos de la capa nuclear interna; los conos y los bastones permane

cen normales,

Los cambios retinianos més marcados se encuentran entre las ocho y
las veinte horas tras la exposicién y regresan a la normalidad en/

un periodo de tiempo que oscila entre las 50 y 60 horas.

Aunque las reacciones celulares descritas por DUKE ELDER, eran se-
veras, estas parecen reversibles. Resulta dificil comparar‘estos -
datos con los de otros investigédores, debido a las distintas fuen
tes de ultravioletas utilizadas y porque }a medida de la radiacién

no es descrita; por otro lado, su trabajo nos describe el proceso,
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tanto destructivo, como reparativo que resulta de la exposicién a

lo raodiacién de todo el espectro ultravioleta.

BUSCHKE et al.,1.945 observé cambios histolégicos y en la actividad
mitética de las células epiteliales corneales tras la exposicién/
a lo radiacién ultravioleta; su investigacién se fundamenta en los
efectos destructivos de los ultravioletas sobre el nicleo de las -
células del epitelip corneal; la pérdida de unién de las células -
epiteliales a la membrana de Bowman y el efecto inhibidor de la ra

diacién ultravioleta sobre los procesos reparativos de las células

tras la exposicién,
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G.- ACCION DE LA RADIACION ULTRAVIOLETA SOBRE EL ADN

- Cansidera:iones generales.

- Mutagénesis por ultravioletas.
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Entre las coﬁsecuencias de la absorcién de la radiacién ultraviole
ta por una solucién de ADN, es la desorganizacién del doble hélice
y la dispersién de las bases .de sus -pilas, lo cual vé a provocar
un aumento inmediato en la absorcién, de la luz W, ya que el es--
trecho apilamiento de las bases en la doble hélice intacta produce
una reduccién de su absorcién intrinseca, por debajo de la manifes
tada por las bases libres, En la figura n? 8, se muestra el resul-
tado de un experimento en que medié la absorcién de UV del DNA de/
cuatro especies bacterianas diferentes a diversas temperaturas. Co

mo puede verse, cada una de estas especies de DNA muestra un s¢bi-

to incremento en la absorcién a la luz cuando se alcanza, una cler

ta temperatura, el llamado "punto de funsién". Sin embargo, el pun

to de fusién es muy diferente para cada especie de DNA, voriando -

desde aproximadamente 862 C a 970 C.

Mediante experimentacién, se ha podido comprobar que el punto de fu

sién aumenta al aumentar el contenido del par (G 4+ C). Esta corres

pondencia se explica por la estabilidad térmica, relativamente ma-

yor, de los tres puentes dehidrégenos.

Por tanto existe la posibilidad que si un sector de la cadena poli
nucleétxdo dé una molécula de DNA esté dafiada, la otra puede ser--

vir, no sélo para recuperar la informacién genética, sino también/

" para reparar el dafo.
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FIGURA N¢ 8

La transicién de hélice a ovillo o "fusién" de las moléculas de do
ble hélice de DNA, sintetizado artificialmente, que contiene una -
secuencia alternante de bases A.T.L. a ordenada repreeenta 1 a ab-
sorcién relativa de la luz UV (260 milimicras) de las distintas so
luciones de DNA, o las temperaturas indicadas en las abscisas. Los
nimeros entre paréntesis, junto a cada curva, indican el “punto de
fusién o temperatura a qu= la parte ascendente de la curva alcan-
za la mitad del incremento final de absorcién ultravioleta y el -
contenido de G + C de la muestra (Segin J. MARMUR, P, DOTY, Nature
183:1.427,1.959).
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Lo existencia de dichos procesos de reparacién de DNA, fué observa

da por vez primera, por los investigadores de los efectos letales/

de la luz UV sobre las bacterias.

Desde 1.877, se sabfa que ld radiacién ultravioleta mataba a las -

bacterias, y las fantasmales lémparas azules de UV son ahora una -
instalancién frecuente donde quiera que se desea aire o superficies

estériles por razones de higiéne.

En 1,928, se redizaron una seiie de experimentos con bacterias qus
fueron irradiadas con luz UV monocrométicas, demostraron que los -
cuanto més letales de UV tienen una longitud de onda de 260 milimi
cras, que resultaron ser los cuantas més fdcilmente absorbidos por

les bases plricas y pirimidinicas del ADN.

Este descubrimiento junto con otros, condujo a la deduccién que el

ADN, més que las proteinas, era el "blanco" real de la luz UV. Cuan

do aproximadamente, veinte afios més tarde se descubrid por fin que
el ADN, era el material genético, pudo considerarse fdcilmente el/

que una células no sobreviva a la produccién de lesiones fotoquiﬁi

cas en sus polinucledtidos hereditarios.

Los andlisis quimicos del ADN irradiado con luz UV, revelaron pron
“ to una diversidod de modificaciones de los restos de purina y de -

pirimidina inducidos por la luz. Pero la lesién fotoquimica que se
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se conoce hoy como principal responsable de la muerte por luz w /
fué descubierta en 1,960, es la dimerizacién de dos restos de timi

na adyacentes, pertenecientes a la nuclebtidos de la misma cadena/

polinucleétida de DNA,

Este ligamiento de timina adyacentes, que se produce cuardoun resi
duo ebsorbe un cuantum de luz UV, induce una deformacién local de/
la estructura secundaria de la doble hélice de DNA y aborta la fun

cién del gen de cuya secuencia de nucleétidos .las dos timinas for

man parte,

Estudios detallados de los supervivientes, después de su exposicién
o la luz UV, demostraron con el tiempo que la probabilidad de que
una dosis de UV, sea letal para cualquier células depende mucho de
las condiciones fisiolégicas exactas a las que esta células ha sido
sometida después de su irradiacién. Este descubrimiento, a su vez,
condujo a la conclusién de que se pueden reparar ﬁlgunqs de ios le
siones fotoquimicas del ADN, y que las lesiones letales son aque--
llas que no han sido reparadas. Esta opinién recibié sélido apoyo/
cuando se descubrié que la mutacién de vafios genes uvr de E, Coli
(localizados en tres regiones ampliomente separadas del mapa gené-
tico) aumenta mucho la sensibilidad de las células mutantes a la -
luz W, yo gee pudo entonces deducirse que el alelo normal del gen

mutado dirige la formacién de un enzima que toma parte en los pro-

cesos de reparacién,
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La naturaleza de uno de estos procesos de reparacién fué descubieg
ta por R. Setlow en 1,964, El cual llegbé a la conclusién de que -
las bacterias normales de E. Coli poseen un sistema enzimdtico que
puede reparar la mayorfa de las lesiones primarias producidas por/
ultravioletas, por escisién de los dimeros de timina perniciosos -

de las cadenas polinucleétidas irrodiadas y reemplazarlos por nue-

vos nucledtidos de timina.

La substitucién de los nucledtidos escindidos que envuelven el dino
ro de timina se produce por replicacién reparadora. Este proceso -

puede ser seguido llevando a cabo el experimento de orden de la re

plicacién del DNA.

El resultado fué que en contraste, con la replicacién normal, la -
cual se produce en un punto (nico de replicacién, el proceso de re

plicacién reparadora, se produce en muchs puntos separados del geno

ma.,

Todo proceso de reparacién por "corte y remiendo™ de las lesiones/

de los dimeros de timina, esté representado esquemiticamente en la

figura n2 9,

Segin este esquema, una o mds moléculas de enzima recorren constan
temente todo el genoma bacteriano circular, vigilando la doble hé-

lice de DNA para detectar anormalidodes estructurales. Cuando dicho

15
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FIGURA N2 9.

El proceso de reparacién por “corte y remiendo" de las lesiones --
producidas por la funcién de un dimero de timina (propuesto por -

SETLOW y por HOWARD-FLANDERS, en 1.966).

1.- Segmento de una doble cadena DNA, irradiada por UV que contiene
un dimero de timina,

2.- Un fragmento de cadena sencilla que tontiene lesién es escindi

do por un enzima, ‘

3.- Una DNA-polimersada de separacién, incor%ora nucleétidos com--~

plementarios a aquella cadena opuesta intacta, en el hueco produci

do por la incisién, ; ;

4,- La reconstruccién del DNA de doble hélice, se termina con la -

formacién del Gltimo enlace diesterfosfato,catalizada por el enzi-

ma DNA-ligasa.

Las moléculas de DNA, que contienen otras lesiones distintas de los

dimeros de timina, inducidos por UV, como las producidas por distin

tos mutdgenos, quimicos, también pueden ser reparadas por este me-

canismo. (Segdn P. HOWARD-ELANDERS, R.P. BOYCE, Radiarion Resarch.
Suplemento 6,156,1.966).
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enzima monitor encuentra una deformacién dg la doble hélice proddci
da por una lesién debida a lo formacién de un dimero de timina, "=
efectla dos cortes de la cedena polinucleétida que escinde el dime
ro de timina, efectla dos cortes de la cadena polioucledtida que -
escinde el dimero de timina y unos pocos de sus nucleétidos adya--
centes. El hueco resultante, es entonces rellenado por la accién -
de una DNA polimerasa aislada por KORNBERG. Esta polimerasa afiade/
el "parche" de nucleotidos al OH 3' del nucledtido final de anti--
gla cadena polinucleétida y vtiliza como molde la cadena de DNA -
complementaria intoctu,‘que no presentaba una lesién por ultravio-
leta en el mismo sector. Finalmente,>se complementa la reconstruc-
cién de la doble hélice de DNA formando un enlace diesterfosfato -
entre el OH 3', del Ultimo nucleStido que se ha afiadido por repli
cacién reparadora y el OH 5' del nucleétido del otro extremo de la

antiglo cadena polinuclebétida, este acto es realizado por la enci-

ma-ligasa.

La funcién terapéutica de este proeeso de reparacién del DNA no se
Lmita o la eliminocién de los lLesiones de los dimeros de timina in
ducidos por la luz UV, sino que se extiende a la correcién de una/

amplio diversidad de otras alteraciones potencialmente letales del

genoma celular.

Creemos que para finalizar debemos de hacer dos consideraciones:

- Mientras que algunos organismos poseen sistemas de reparacién muy




eficaces y por tanto son muy resistentes a la lesién de su DNA, --
otros son ineficaces en la reparacién o carecen totolmente de sis-
tema de reparacién, y por consiguiente son propensos a morir des--

pués del més ligero trauma.

- Incluso aquellos organismos que tienen un sistema de reparacién/
eficaz, las condiciones fisiolégicas en las que se encuentran cuan
do se estd llevando a cabo la reparacién, tales como temperatura -
o estado nutricional, ejercen una gran influencia sobre la probabi

lidad de gee el DNA dafiado sea realmente restablecido a su condi--

cién normal.

98
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MUTAGENESIS POR LUZ ULTRAVIOLETA,

En 1.914, V, Henri, encontrd entre los supervivientes de bacterias
diadas con UV una gran proporcién de lo que parecieron variantes -
herediratiras, que diferfan del tipo normal en aspectos tales como
la forma de la colonia, y patogeneciddad., Henry, dedujo de esta -

observacién, que la luz UV era mutagénica para las bacterias.

La prueba de esta deduccién tuve que esperar al desarrollo de la -

genética bacteriana en los afios cuarenta, cuando se demostré que - -

entre los 10~% supervivientes de una estirpe Ton® de E. Coli, ex--
puesta a una dosis de UV, la proporcién de mutantes Ton® es mds de
mil veces mayor que el nivel espanfdneo de mutacién entre bacterias
no irradiadas. Pronto la irradiacién ultravioleta se convirtié en/

uno de los mutdgenos més comunmente empleados para el aislamiento/

de mutantes bacterianos.

Una de las personas que mds contribuyé a la aclaracién del mecanis
mo de la mutagénesis por UV fué Evelyn Witkin, quién empezé estu--
diando los efectos genéticos de UV sobre E. Coli en 1,946, Su tré-
bajo demostré que el efecto mutdgeno de la mayorfa de las lesiones
Vpor luz UV sufridas por el DNA bacteriano, es s8lo potencial, en el

sentido de que la probabilidad de supervivenc ia celular, est§ muy/

influida por el tratamiento posterior a la radiacién de lo bacteria.

Esto le indujo a proponer la existencia de procesos de reparacién/
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dependiente'dé las fisiologfa, mucho antes de que fueran descubier
tas sus bases moleculares. Una vez conocido el papel de los dimerqs
de timina, el de su reparacién por "corte y remiendo", y de los mu
tantes de las células supervivientes, Witkin realizé una serie de

experiencias que le llevé a las siguientes deduciones.

El dimero de timina debe ser la lesién primariamente responsable -

del hecho mutagénico potencial.

La secuencia de reparacién por "corte y remiendo", no puede ser el

proceso que covierte el hecho mutagénico potencial en real.

" Por tanto, puede concluirse que la mutacién se produce por dimeros

de timina "no reparados”, en células que sobreviven, a pesar de la

presencia de esta lesién no reparada.

Pero puesto que la supervivencia de dichas células parece. dpender/

de la reaccién pos-replicadora, Witkin razoné que las mutaciones in

ducidas por UV, deben atribuirse a desempare jamiento de cadenas o/

errores de copia que se producen en la secuencia de recombinacién/

molecular que sirve de baee a este proceso,

Por consiguente puede concluirse que: de complemento acuerdo con lo

propuesto por Witkin, la incapacidad de realizar el procesb de repa

racién eventual del potencial mutagénico de los dimeros de timina/

..
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no reparados,
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H,.- HOMEOSTASIS DE LOS TEJIDOS EN MAMIFEROS ADULTOS.




103

En el pasado se habia prestado cierta atencién a los estractos de/

sustancias tisulares, en el sentido de que pudieran influir positi

vamente o negativamente en el crecimiento y funciones del propio -

te ;ido.

Indudablemente, el que este tipo de sustancia existiera, era una -

idea de que descasaba en la antigua préctica médica

Actualmente, la accién de los estractos tisulaes esté siendo estu-

diada con mayor profundida.

En 1,960, BULLOUGH y LAURENCE descubrieron porqué una pérdida de -
sustancia, en la piel causaba una reversién en la actividad mitéti
ca de las células epidermales adyacentes, las cuales comenzaban o/

sintetizar queratina, refiriéndose al control mitético de las cha-

lonas tisulares,

Se ha creido, generalmente, que estd rversién era una reaccién a la

produccién por el tejido dafiado de una hormona que estimulaba la mi

tosis.

Tras los estudios de BULLOUGH y LAURENCE en 1,960-61; BULLOUGH, HE-

WETT y LAURENCE, en 1.964, se han podido aclarar los siguientes -

puntos:

l.- El aumento de la actividad mitética adyacehte a una lesién, se
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debe a la desaparicién de un inhibidor mitético presente previamen

te, llamado chalona, cuyas acciones son espec{ficas de estos teji-

dos.

2.- En la epidermis y otros tejidos, el poder antimitético de‘los/
chalonas se increméntq por accién de la adrenalina, tal vez por -
actuar como co-factor. Como las chalonas desaparece del tejido le-
sionado y por consiguiente aumenta la actividad mitética, la capa-

cidad de la adrenalina paro suprimir la mitosis se pierde

3.- En algunos téjidos normales, la accién de la adrenalina, es re

gular el ciclo mitético diurno, el cual es inverso al ciclo diurno

de secreccién de adrenalina, Ningln ciclo mitético diurno, se encuen

tra en ningln tejido normal o daofiado, en los cuales hay razones pa

ra creer que las chalonas se encuentren ausentes.

4.- Extractos acuosos de epidermis maceradas y que, por tanto, con

chalonas epidermales, pueden mostrar in vitro que estas sustancias

sélo ejercen toda su capacidad de inhibicidén mitética en presencia

de adrenalina,

5.- Aunque la chalona epidermal es especifica para su tejido, no es
especifica para la especie.

Lo regeneracién tisular ha sugerido, que la alta actividad mitética
adyacente a las zonas lesionadas, sea la respuesta a un fallo local

en la concentracién de chalonas debido al tejido lesionado. £l dafio
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es tan local que no hay efecto significativo sobre el resto del --

tejido,

En circunstanciaos normales, la concentracién tisular de chalonas -

regulard lo tosa mitético tisular, esta concentracién vendré deter
minada por el balance entre la tasa de produccién de chalonas den-

tro de las células y la tasa de chalonas perdidas, tanto por(degrg

dacién, como por difusién especialmente hacia el torrente sanguf--

neo.,

El punto de equilibrio de este balance, deberd ser relativamente al
to, en la concentraciédn de chalonas dentro del tejido y relativamen

te bajo la concentracién de chalonas, dentro del resto del espacio

corporal.

Cuando ocurre una lesidn; en un primer momento, la concentracién de
chalonas seguird siendo mé§ alta en el tejido que én el resto del -
espacio corporal, pero ocurriréd también una pérdida casi inmediata
por difusién desde el tejido, por un lado, y por otro, debido a la
lesién tisular, lo tasa de chalonas no subird, por todo ello, baja
rd la concentracién de chalonas dentro del teji&o a este nivel.b.-
Cuando este fallo en lo concentracién de chalonas alcance proporcio

nes significativas, se desarrollaré un aumento de la actividad mi-

tética.

Las caracteristicas esenciales de cualquier tejido dependen, en pri

mer lugar, del patrén que se derivé durante la diferenciacién em-~
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briogénica y en seguﬁdo lugar de la naturaleza del control impuesto

sobre alyunas alternativas genéticas remanentes.

Este control de las alternativas de mitosis’y‘funcidn tisvlar, que

supone el control de la homeostaosis tisulor, se pueden extrapolar/

3 puntos - importantes,

l1.- En todos los tejidos pertenecientes a individw s mamiferos, que
han sido estudiados, existe un patrén comin de produccién celular,
maduracién y muerte celular. Todo ello, estd en favor de la existen

cia de un tipo comin de mecanismo homeostético.

2.- En un tejido cualquiera, la forma precisa del patrén viene deter
minada por el modo de accién de estos mecanismos caracteristicos.
Este mecanismo contiene, evidentemente, un efecto seme jante al com

ponente chalona, el cuol es sintetizado dentro del tejido y opera/

controlando la expresién genética.

3.~ Ciertos tejidos tendrén qu crecer y funcionar en respuesta a

los acontecimientos, que genealmente, se originan fuera de é1, lo/
cual ho permitido el desarrollo de algunos sistemas de control se-
cundario: Estos dependen, por otro ladoe, de lao diferenciacién de -

la célula primitiva, la cual es ofiadida al tejido, incluso, por es

timulos mitogénicos ejercidos por una hormoaa mitdégenica.
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Estd claro, desde la evidente especificidad de teiidos de las chalo
nas, la obvia especificidad de tejidos de las hormonas mitogénicas;
indudablemente la via por la cual actéan todos los téjidos indivi-
dualmente y el mecanismo por el cual, ellos reaccionan, es especi-
fico, del tejido, por tanto, la diferenciacién embriogénim envolve
ré también el establecimiento de los mecanismos de las chalonas es
pecificos de los tejidos, las cuales controlarén la actividad de &

los genes de mitosis y los genes tisulares,

El mecanismo homeostético de un tejido, puede comprender a la vez/
una serie de mecanismos interconectados:

El control de funcién especifica del tejido y el dependiente, aunque

de otra manera, del control general de mitosis.

Indudablemente, aunque todavia es poco lo que sekconoce, parece que
- tendrfa que haber también otro mecanismo, dependiente del Cuol, se

determinaria la espectativa de vida de las células tisulares funcior

nantes,

Considerando, también, que parte de los mecanismo que inician y con
trolan la funcién tisular, estén conectados con el mecanismo de rup
tura del vendaje iénico del DNA, por el cual se libera de la capa -

de histonas (protefnas) Yy pOso necesario antes de que cualquer yru

po de genes pueda ser activado.

La activacién general del DNA se consigue experimentalmente, median




te una separacién no especifica de las histonas y su DNA (1S'0 y -

BONNER, 1.964).

Si consideramos la activacién especifica del DNA, deberfa estar com .

prometida en la ruptura de las uniones idnicas, tan sélo en la zona
de los genes especificos. Por lo tanto, es aln mds evidente que el/

mecanismo de activacién debe ser capaz de reconocer una especifica

secuencia de bases nucleétidas.

Resulta obvio, que muého més informacién se requeriré para eviden-
ciar todo este complejo mecanismo de su control. De todos modos, -
hay datos necesarios para monténer la hipétesis de que las células
de tejidos mamiferos, tengan un potfén de control, que pueda ser -
explicado en términos de un sistema de interaccién entre .efecto--

res y genes, andlogos a los encontrados en un microorganismo,
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I1.- ALTERACIONES DEL CRISTALINO.
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A.- INTRODUCCION Y ANATOMIA,
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Debido a las longitudes de onda superiores a los 290 nm, son am---
pliamente transmitidas por la cdmnea, tanto el cristalino como el/

iris, van a resultar expuestos a los ultravioletas A.

El cristalino absorbe todos los ultravioletas A que le llegan y pue

de ser el tejido ocular especialmente susceptible a las lesiones w

por exposicidn a estos ultravioletas.

La posible produccién de cataratas en humanos por ultravioletas A,

es por consiguiente, una posibilidad a tener en cuenta.

Cualquier alteracién, tanto del cristalino como de su cépsula, que
originard, en principio, una idisminucién de la tm nsmisién o aqu--
mento de la dispersién de la luz visible, puede sur llamado catara
ta. |

Pequefias alteraciones, detectables por un cuidadoso examen biomicros
cépico, no originon cambios en la normal agudeza visual, otras dltg‘

raciones, mds marcadas de la tmnsmisién de la luz, pueden impedir -

eliminar la visién.

El témino catarata, reservado o menudo para estas disminuciones de

visién sintomdtica, puede ser el resvltado de:

~ Lesién de las células epiteliales, que se estén diferenciando en-
tre las fibras cristalinianas, en este caso, las fibras fabricadas/

tras la lesidn pueden dispersar mds luz que las normales. Este tipo”
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de alteracién puede no convertirse en evidente durante meses, ya que
las fibras cristalinianas se diferencian lentamente. Las cataratas
inducidas por corticoides son también , el resultado de la sintesis

defectuosa de fibras por la afectacién de las células epitelidles.

- Desequilibrio osmético agudo. En este caso, el oguu penetra brus
‘camente en el éristolino, alterando las propiedcdesAde la disper--
sién luminosa, debido o los cambios en el indice de refraccién. Un
ejemplo de catarata osmética es la catarata por azicar, pero cam;-

bios similares pueden ocurrir en lesiones traumdticas, quimicas o/

térmicas.

- Alteraciones del metabolismo cristaliniano resultante en los -in-
tercambios en agua, calcio, sodio, potasio y fosfato, en su conte-

nido con la consiguiente disminucién de la tmnsmisién de la luz vi
sible,

- Alteracién de las protefinas lenticulares, ya que las proteinas de V

alto peso molecular se pueden agregar y como consecuencig légica -
‘dispersan la luz. La hinchazén osmética y la posterior inhibicién/
acvosa llevan a desarrollar algunas lagunas de bojo densidad con -
material de bajo indice de refrdccién, interpueséc con material de
alta densidad y materiales de alto fndice de refraccién, este pu--~

diera ser el mecanismo originario de la cotarata.

Se conoce relativamente poco, acerca de los mecanismos bdsicos y -
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los cambios fundamentales que resultan en los procesos cataratogéni

COS.

En afédquicos, la retina resulta expuesta a los ultravioletas A, de
bido a la pérdida del cristalino. Tedricamente los UV-A ihducen,qi

teraciones fotoquimicas de la retina.

Anatémicamente el cristalino es una estructura biconvexa, situada/
inmediatamente por detrds del iris y anterior al cuerpo vitreo,
El cristalino humano, tiene de 9 a 10 mm. de diémetro y 4-5 mm. de

grosor, su superficie anterior es menos convexa ( 9 mm. de radio -

de curvatura).

El ecuador es el borde donde se unen ambas superficies, anterior y

posterior. Su polo anterior, es el centro de lg superficie onterior.

El cd stalino consta:

La cépsula,

El epitelio anterior,

Las fibras cristalinianas,

La sustancia de unién,

La cépsula es una membrana transparente, envolvente, que encapsula

por completo al cristalino. Es altamente eléstica, siendo més del-

gada en su porcién anterior y posterior y mds gruesa en la periferia

y ecuador,

El epitelio anterior es una monocapa de células cuboides, que se/

e s s ik R



localiza inmediatamente debajo de la capsula anterior, cubriendo -

completamente la superficie frontal del cristalino. No existe epi-

telio posterior, debido a que las células epiteliales posteriores/

llenaron la cavidad central de la veQIculo cristaliniana durante el
desarrollo embriolégico del cristalino, Las células del epitelio an
terior se vén haciendo gradvalmente columnares y se elongan entré -
las fibras, como aproximandose al ecuador; cuando las células del -
epitelio anterior pasan por detrds del ecuador, esta porcién poste-
rior de la fibra y la parte anterior de la célula se convierte en -
fibra anterior, en el ecuador el nicleo de las células epiteliales/

originan una zona de nucleos en forma de ese, a través de toda la -

drcun-ferencia del cristalino.

La substancia de unién coge todo el material cristaliniano’y‘no -
resulta visible en las secciones histolégicas ordinarias. Esta subs
tancia esta cercana a la cépsula, més profunda que el epitelio ante
rior y forma el reborde central; el borde de este anillo central -
aseme ja un eje desde el polo anterior al posterior. La substancia/

de unién axial proyecta tres ramas de rayos hacfa atrds del ecua--

dor, lo cual divide al cristalino en tres sectores. Bajo biomicros

copia, estos bordes de la substancia de unién forman uno Y, siendo
cada brazo de la misma longitud, seporudog por un éngulo de 120¢ y
extendiendose desde el ﬁolo hacfa el ecuador, La "Y" anterior es -
vertical y la posterior invertida, estas "Y" son conocidas con el/
nombre de suturas anterior y posterior del cristalino, respectiva-

mente. En el adulto, la rama del borde central puede ser muy com—-
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 plicada, con las seis primarias mds las suturas secundarias. Las “"Y"
fetales, persisten a lo largo de la vida, delante y detrds del nu-

cleo embrionario.

Las fibras cristalinianas son alargadas, con una seccién primética’
de seis lados de moferial albuminoideo, acabando en punta como si/
se clavaran en las suturas anterior y posterior desde el ecuador./
Las fibras del cristalino se forman por las células del epitelio an
terior y localizadas en las proximidades del ecuador y radiadas an
terior y posterior, su fin es insertarse en las ramas de la sutura
de la substancia de unién. Las nuevas fibras se forman por fuera -
de las viejas fibras y fuerzan a las viejas hacia el centro del -

cristalino en capas concéntricas, como parte de un proceso activo,

Las viejas fibras pierden su nécleo al ser empujadas centralmente,
El proceso de crecimiento Gnico‘de las fibras del cristalino, hace
que adopte una apariencia en dos zonas, la zona externa en donde -
se encuentran las relativamente nuevas fibras nucleadas, él llama-
do cortex, y la zona interna, en donde se localizan las viejas fi-

bras, densas y sin nicleo, es el llamado nécleo.

Cualquier lesién, desequilibrio osmético, alteracién del metabolis
mo cristaliniano o alteracién de sus protefnas, pueden alterar la/

estructura cristaliniana y originar una catarata.
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~B.- ACCION DE LA RADIACION ULTRAVIOLETA SOBRE EL CRISTALINO.
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El cristalino puede absorver una considerable cantidad de rodiuciéﬁ
con longitudes de onda larga, dentro del espectro vltravioleta, por
lo que podria suponerse que esta rodiacién produjese efectos lesi--
vos sobre el cristalino; sin emborgo, existe una cierta dificultad
para producir lesiones agudas en animales de experimentacién. Qui-

zés la accién de esta energia, absorvida durante un largo patogéne

sis de la catorata senil,

Antecedentes experimentales.-

Las rodiaciones comprendidas dentro del espectro ultravioleta, pue-
den producir experimentalmente, opacidades del cristalino, pero sé
lo en el caso de que las dosis hayan sido tan grandes que hobreﬁos
producido importontes lesiones corneales incluso lesiones del iris,
adn asi, las lesiones a nivel del cristalino se ven escasamente y/
con dificultad.

Algunos autores no obtuvieron alteraciones cataratogenicas:

OGNEFF 1.896, STREBEL,1.903; BIRH HIRSCHFELD 1.904-9. MARTIN 1,912
VERHOEFF y BELL 1.916, CHOTZEN y KUZNITSKY 1.918, JESS y KOSCHELLA
1.923, TRUMPY 1,925, TOULANT 1.926, VOGT 1.930-1.

Sin embargo, otros autores, si encontraron una relacién, siempre//
que el grado de irradiaciédn hubiese sido lo suficientemente intenso,
describiendolo como un haz de opacidad en las capas més superficia
les de la zona mds anterior del cristolino. Entre ellos: WIDMARK -

1.889, HERZOG 1.903, SCHANZ 1.915-22, BUCKLERS 1.928, ROHRSCHNEIDER
1.936. ’

.
¥
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Histolégicamente‘se’puede cprebior una degeneracién de las fibros/
més superficioles; que puede asociarse a degeneracién eosinofilica.
En el epitelio capsular los cambios son mds marcados, pudiendose -
encontrar una ausencia completa de mitosis y degeneraci6n eosinof{
lica, as{ como fragmentacién nuclear con desintegrucién.celulor en
la zona expuesta a través del agujero pupilar, mientras que en la/ .
zona protegida por el iris, sobre todo en el margen entre ambas -
breas. estas células pueden proliferar activamente para formar una
barrera epitelial, por omontOAQmiento celular, pero sin evidenciar
una gran actividad mitética (VON HESS 1.907-13, VERHOEFF y BELL, -
1.9¥6, DUKE ELDER, 1.929, SCOTTI 1.930-31, ROHRSCHNEIDER 1.936).

Ademds de estos cambios histolégicos, algunas alteraciones quimicas
han sido estudiadas experimentalmente, irradiando cristalinos ais-

lados con luz ultravioleta, los cambios encontrados se pueden resu

mir a tres:
- Desnaturalizacién proteica.
- Disminucién del contenido en glutation(ADAMS 1.925, SHOJI 1.931.

- Presencia de aminodcidos nitrogenados, lo cual no ocurre en cris

talinos no irradiados (COLOMBI 1.950).
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C.- EFECTOS SOBRE EL CRISTALINO DE LOS ULTRAVIOLETAS DE LARGA.
LONGITUD DE ONDA.
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Hay una cantidad relativamente escasa de datos de investigacién, -
como para establecer los efectos oculares tras la expo§ici6n‘o lon

gitudes de onda comprendidas entre los 300 nm y los 400 nm.

La mayoria de los trabajos, en los cuales se utilizaba estas longiy
tudes de onda, empleaban una banda de ultravioletas o una fuente,-

pora los cuales el espectro de emisién no fué adecuadamnte medido,

la reciente posibilidad de los laseres .de ultravioletas A, han afig

dido un mejor comocimiento de los umbrales de exposicién para los/
efectos agudos de los ultravioletas A, pero su alta irradiancia --

puede comprometer la significacién préctica de los datos.

En 1.916 VERHOEFF, et al., usando l4mparas de descarga de mercurio

y un sistema filtrante acuoso, af como lémparas de arco con elec-

trodo de hierro magnético, ‘ambos en combinacién con un cristal’fil
trante (absorcién del espectro visible y transmisién de los ultra-
violetas), realizaron exposiciones con l&mparas de mercurio duran-
te cinco minutos o mds, para longitudes de onda superiores a los 295
nm., produjeron cambios en el epitelio anterior del crisfdlino que
alcanzaba un méximo entre las 48-72 horas, tras la-exposicién, con
sistiendo en un hinchazén celular y una alteracién persistente dei
tamafio y forma del ndcleo, aparicién de grénulos citoplasméticos,-
as{ como formacién de un anillo de tincién profundo de las células
cercanas a la periferia del érea expuesta. Algunos cambios en la -
substancia cristaliniana fueron hallados, pero sélo a muy escasa -

profundidad. Dos lentes de cuarzo fueron utlizadas para focalizar
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la imagen del arco del electrodo de hierro magﬁético, directqménte
sobre el ojo, de aqui el que las dosis de exposicién, actualmente/
en discursién, resulten desconocidas. Un hallazgo, ignofodo a meny
do, de estos primeros estudios, era el que el endotelio corneal po
dia ser destruido por longitudes de onda mayores de los 295 nm, la
pérdida del endotelio se acompafiaba de un marcado edema del estroma

corneal, el cual llegaba a alcanzar dos veces el doble de su gro--

sor nommal.,

ba amplisima regién espectral usada por VERHOEFF, et al., as{ como
otro primeros investigadores, hacian dificil interpretar, cuantita
tivamente las observaciones, ya que se desconocfa las longitudes -

de ondo que eran especificamente responsables de los diversos efec

tos observados,

En 1.925, TRUMPY expuso ojos de conejo a longitudes de onda desde
los 313 nm, a los 435 nm, pero tampoco sumini#tré los datos radio-
métricos detallados de su fuente. Describié cambios lénticulores -
cualitativos, que no se podian comparar a los de otros investigado

res. VAN DER HOEVE, criticé estaq investigacién, comparando estos -

datos con los obtenidos por él.

En 1.936, FISHER et al., usando un ventana de banda estrecha, y rg
corriendo desde los 250 a los 350 nm, observé cambios en la imagen
.reflejoda (reflexién.especular de la imagen) de la cornea, estable

cieron en 450 mJ/cm2 como el umbral para 350 nm; para estos efec--
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tos en la cérnea del conejo, utilizando como fuente un arco de cor
bén o una ldmpara de tungsteno, focalizada a través de un doble mo
nocromador, la irradiacién medida variaba desde los 200 a los 2,000

microW/cm2 y la duracién de la exposicién variaba desde 2-60 minutos.

Estos autores usaron biomicroscopfa para observar los cambios tanto

acuosos como cristalinianos,

En 1.956, BACHEM, observé que repetidas exposiciones de ultravio--
letas largos pueden causar cataratas, mediante un afecto acumulati
vo. Reporté que el espectro de accién cataratogénico comenzaba de/
una forma abrupta entre los 293 nm y los 297 nm, disminuyendo tam-
bién de una forma répida o los 393 nm. Con repetidas exposiciones/
en bada, desde los 297 a los 365 nm, observé opacidades lenticulares,
irreversibles tras un perfodo de laotencia que varioba entre 2,5 y/
15 meses. BACHEM, sin embargo, fue incapaz de producir opacidades/
lenticulares usando una irradiacién de 254 nm. Por tanto, exposi-~
ciones de 0.2 J/cm2 a 297 y longitudes de onda superiores, produci
rén opacidades en el cristolino del conejo. |

Para producir opacidades lenticulares en el cdneio, fueron requeri
das dosis de exposicién acumulativa de 15 J/cm2 , para una longi--

tud de onda de 302 nm. y superiores; 5.000 J/cm2 se necesitaron -

cuando la radiacién era entre 334-365 nm.

PITTS y CULLEN, 1.977, han estudiado los efectos de la banda de lon

gitudes de onds comprendidas entre 300 y 400 nm. en el ojo del co-
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nejo "in vivo". Han utilizado una fuente de mercurio y xenon de -~
5.000 W., un doble monocromador para producir una irradiacién ul--
travioleta con una banda de 6.6 nm. Ojos de conejos pigmentudbs, -
fueron expuestos a la radiacién ultravioleta, con 6.5 nm. de paSo/
banda, incrementado en 5 nm. desde 295 a 320 nm, as{ como algunas/

longitudes de4ondo"muyores de los 320 nm.

Tras las primeras exposiciones, cada ojo fué examinado con biomi--
croscopfa y los conejos que presentaban anomalfas del segmento an-

terior, fueron rechazados. El criterio usado pan determinar el da-

fio corneal fué:

Detritus epitelial.

Tincién epitelial.,

Granulado epitelial.

Haz epitelial.

Exfoliacién epitelial.

Haz estromal.

Opacidades estromales,

Alteraciones endoteliales.

Los criterios para la alteracién del cristalino fieron:

- Opacidades subcapsulares.

Haoz estromal y capsular.

!

Opacidades estromales.

Aumento de la prominencia de lo sutura anterior.

Los signos de la cémara anterior incluyeron: detritus celulares y
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fenémeno de tyndall.

Los criterios para los cambios introducidos por los ultravioletas/
y fenémenos en el iris, incluyeron la presencia de los signos de -
la cémara anterior y los cambios en la transparencia del estroma -

iridiano, as{ como la velocidad de respuesta pupilar.

La tabla n? 4, muestra los umbrales de exposicién para la cérnea y
el cristalino del conejo, en un rango de longitudes de onda ent:e/
los 295 y los 395 nh. A partir de los 300 nm, las curvas de cérnea
y cristalino son relativamente paralelas, especialmente a partir de
los 320 nm. En longitudes de onda supeiores, aunque el umbral cor=

neal aumenta hasta 50 J/cm2, no se producen dafios lenticulares por

alta que sea la exposicién radiante usada.

El espectro de accién de los umbrales corneales, se extiende hasta
los 365 nm, para altas dosis de exposiéién. El espectro de occién/
para efectos lénticulures, se extiende desde 295 nm. Husta 325 nm,
pero sobre tbdo parece que la banda de longitudes de onda mds efec
tiva vé desde 295 nm hasta 315 nm. El hallazgo més sorprendente es

la relctivomehte‘boja exposicién radiante en la banda comprendida/

entre los 295 nm y los 315 nm., que se requiere para producir opg

cidades lenticulores. Los grandes tiempos de exposicién usados y -
la brusca transicién en el espectro de accién lenticulor, indica -

que los efectos térmicos no son los responsables de las opacidades

observadas.

I E—
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VALORES DEL UMBRAL 4.V. MR4 coRNCA ¢ “
CRUTALNO ds cormso _
s | ronco s P B0
2% .02 »>3.00
295 0.02 0.5
300 0.05 0.6
30% 0. 0% 0.2
310 0.0% o.%

316 2.25 4.%

320 S 8 4 /1. 60
325 /8.00 >50.00
337 30.00 >@0.00
349 50.00 »850.00
359 50.00 ¥ 70.00
365 07.00 » /62.00
ars 25880 »58.80

385 »28.©
397 »28.50 J/om?

 TABLA N2 4. UMBRALES DE EXPOSICION PARA LA CORNEA Y EL CRISTALINO
DEL GONEJO.
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La absorcién casi completa de lé irradiacién vltravioleta por la «
cérnea ocurre a 290 nm y longitudes de onda menores, causando una
brusca elevacién por debajo del umbral cristaliniano a 300 nm. La/
exposicién radiante requerida para producir una reSpuésto umbral o
295 nm era 5 veces el valor necesario 6 300 nm (750 mJ/cm2 y 150 -

mJ/cm2), lo cual sugiere que los limites de longitudes de onda mds

cortos del espectro de accién, es aproximadamente 290 nm., para opg

cidades lenticulares. De tal modo que, exposiciones de 3 J/cm2 o -

290 nm no producen dafios lenticulares en conejos,

En general, la severidad de las alteraciones corneales aumentan al

incrementar las dosis de exposicién. La cantidad de detritus epite -

lial, aumenta con el aumento de la exposicién, de la dosis umbral.

Reacciones corneales severas se acompafiaron de una uveitis anterior
secundaria, caracterizada por inyeccidén ciliar, Tyndal .acuoso y -
deposicién de productos membranosos inflamatorios enrel endotelio/
corneal; este tipo de cambios hace dificil lg observacién del criik
talino,

La uveitis anterior gemeralmente regresa de una foma es--

ponténea, dentro de un perfodo de dos dias. En la tabla n? 5, se -
expresan los datos sobre longitud de onda, dosis de exposicién, -

tiempo de latencia y tiempo de reparacién de la uveitis anterior.

La aparicién de uveitis anterior, no puede ser inducida por exposi

ciones de radiacién ultravioleta, cuyas longitudes de onda sean sy
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" aoneos)

YVEITIS ANTERIOR
Love/rud EXPOSIGON || TIENPD dg || TTWMMD ds .
D& oNDA RADIANTE CoMI@MRRO lrnu
295 0.7 1 24
300 0.% 24 48
305 0.30 24 48
310 1.00 2 24
215 N Vo hores hords
320
37 '
345 Ao se enconts (veilis
it 377 Anlinor con bbs meimes
365 nivels o exposiavn.
ars
a85
L 395 /

TABLA N2 5, UVEITIS ANTERIOR.
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periores a 315 nm,

Debido a que la totalidad del globo resulta exhuesto "in vivo" des
de el exterior de la cérnea, las propiedddes épticas de cada capo/‘
y los umbrales relativos para los distintos cambios, deberén ser -
considerados en conjunto. En adelante, expondremos algunos ejemplos

sobre ojos de conejos, con lesiones inducidas por diversas bandas/

de ultravioletas.

A 295 nm., la exposicién rodiante requerida para producir altéroqio
nes lenticulares, producen ademds una reaccién corneal inmediata/ -
que se monifiestb por un haz epitelial, formacién granﬁlar, tinciédn
y haz estromal anterior sobre toda la zona irradiada. El epitelio/
tifie extensamente con fluoresceina sédica, confirmando la respues-
ta inmediata. La severidod de la reaccién aumenta hasta la comple-
ta exfoliacién. El haz estromal anterior de la cérnea también aumen
ta hasta la completa exfoliacién, El haz estromol anterior de la -
cérnea aumenta al aumentar la exposicién radiante, debido a ello la
cémara anterior, iris y cristalino, se ven con dificultad una hora
después de la exposicién, con una exposicién radiante de 0.75 J/cm2,

Lo recuperacién fué casi completa en las 24 horas siguientes a la -

exposicién,

A 300 nm, exposiciones de alrededor de 0.3 J/¢m2, dos veces el volor
umbral del cristalino, resultaba uno alteracién corneal casi inme-
diata, los animales desarrollaban una fotofobia extrema como resul

tado de una lesidn epitelial, estromal y endotelial. El iris se -
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edematizaba, mostrando una perezosa respuesta pupilar. En la céma-

ra anterior se observaba un tyndall y algunas células se observa--
ban en el acuoso. Con una exposicién radiante de 0.2 J/cm2, se ob-

servaba lo anterior pero en un grado menor y regresaba a la norma-

lidad en un perfodo de 3 dias. Por debajo de 0.2 J/cm2, no se encon

traron cambios en la vez anterior.

A los 305 nm, exposiciones radiante de 0.3 J/cm2 originaban granula

cién opacidades y tincidn fluoresceinica del epitelio corneal. Afa

diendose un aspecto trasldcido del estroma corneal y desarrollando

estrias opacas alrededor de ocho dias después de la exposicién. Den

tro de las 24 horas, aparecieron fuertes’depésitos fibrinosos endo
teliales. En el humor acuoso podia apreciarse un tyndall, a partir
de las 4 horas tras la exposicién, que cedfa en su severidad hacia
las 24 horas. Todos los signos de inflamacién uveal anterior desa-
parecian en,ocho dias. Habfa una exfoliacién de tejido iridiano
déntro de las 24 horas posteriores a la irradiacién, cuando esta -
era de 1 J/cm2. Por debajo de 0.3 J/cm2, no se encontraroﬁ cambios
en la uvea anterior a 305 nm. Se encontré un incremento general de
las lesiones corneales, cuando se auﬁentabo la exposicién radiante

por encima del umbrol de radiacién corneal de 0.04 J/cm2.

El primer signo biomicroscépico de lesidn cristaliniano en los es-

tudios de PITTS, fueron:

- Perdida o reduccién de la aparente "piel de naranja" de la capsy

la anterior,
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- Aumento de la prominencia de la linea sutural anterior.

Estos dos signos regresaban a la normalidad dentro de un periodo/
de tiempo comprendido en las 24 horas tras la exposicién; si la ra

diacién durante la exposicién se aproximaba al umbral, algunas opa

cidades blancas y pequefias aparecen en la subcapsular anterior -

del epitelio cristaliane.Estas opacidades subcapsulares anteriores

aparecen similares a los grénulos epiteliales corneales.

Estas exposiciones superiores al umbral cristaliano originaban ---

opacidades lenticulares de caracter permanente (cotorutas). El cam

bio desde el pequefio y discretamente blanco granulado subcapsular

anterior, hasta las opacidades permanentes sigue el desarrollo si-

guiente:

—’Las opacidades finas se organizan entre ellas, formando opacida-
des més densas.

- Estas finas opacidades emigran hacia la linea sutural anterior -
y posteriormente hacia el interior del cortex anterior del crista-

lino.

- Se detectaba el consiguiente aumento del haz, localizado a nivel

del cortex cristaliniano.

Las opacidades permanentes, genecalmente se desarrollan en la proxi

midad de la linea sutural anterior. Afladiendose a las opacidades -

permanentes la presencia de vacuolas, lo cual se observé de una for

ma ocasional. Los animales seguidos durante tres meses, tras la ex
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posicién, no se encontraron opacidades nucleares o subcapsulares -

posteriores,

Usando exposiciones Unicas de ultravioletas, el umbral para ocasio
nar lesiones corneales pudiera ser menor que el necesario para oca
sionar dafio cristaliniano en todas las longitudes de onda. Pero no
es posible producir caotaratas sin producir fotoqueratitis. Sin em-
bargo, esto podria no ser cierto para exposiciones subumbrales re-
petidas, alteraciones acumulativas o lesiones inducidas por combi
naciones de bandas espectrales ultravioletas. Ademds, la aparicién
de las caracter{sticas manchas cristalinianas, inducidos por ultra
violetas sin previa uveitis oanterior, indica que los efectos lenti

culares son esencialmente independiente de la uveitis anterior.

En suma, se sugiere que el cristalino resulta alterado por su absor

cién de energia radiante de una forma directa,
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D.— MECANISMO BIOQUIMICOS DE LAS LESIONES CRISTALINIANAS INDUCIDAS
POR U.V.
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El cristalino normal presenta emisién de fluorescencia en la regién
correspondiente al azul, primariomente desde los pigmentos crista-

linianos que absorben en la regién de los ultravioletas A.

Probablemente, en el cristalino existen varios pigmentos con capaci

~dad para absorber ultravioletas; la mayorfa de los que han sido iden

tificados son productos de degradacién del triptofano por oxidacién
Esta cualidad parece que capacita al cristalino como protector y -
filtro de los ultravioletas A, previniendo el que esfo radiacién -
pudiera alcanzar lo retina. Las personas aféquicas, pueden ver lon
.gitudes de onda mucho menores de los 400 nm, percibiendo los ultra
violetas A como violetas. Al aumentar lao edad, en el cristalino hu
mano ocurre un aumento de la concentracién de sustancias con capaci
dad para absorver ultravioletas. Desgraciadamente, este aumento en
su pigmentacién puede acarrear alteraciones en las propiedades‘ép—

ticas del cristalino, el cual puede disminuir su capacidad para la

transmisién del espectro visible.

La capacidad de fluorescencia del cristalino humano aumenta con la

edad, la emisién fluorescente oscila entre el azul y el ozul-verde.

En 1.969, CLARK et al., observaron que una proteina olbuminoidea, in
soluble, se incrementa en los cristalinos humanos normales, desde -
un 3% a los 10 afios, hasta un 40% a los 80-85 afios, encontrando ade
més una gran disminucién en la concentruci&n de una pequefia protef

na gamma cristalina, una pequefia disminuciédn en protefnas beta-cris-
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talina y un aumento en las proteinas alfa-cristalina.

Aminoacidos especificos de proteinas cristalinianas y sus productos
de fotooxidacién podrian estar comprometidos en el proceso catarato
génico, asi como que las protefnas del cristalino podrian llegar a
unirse a los cromoforos derivados metabélicamente con capacidad pa

ra absorber ultravioletas A y actuar de este modo como fotosensibi

lizadores.

Los animodcidos arométicos libres, pueden ser foto-oxidados dentro

de los componentes pigmentarios con una fuerte afinidad por las -

proteinas cristalinianas.

La coloracién marrén-amarillenta del material cristaliniano, puede

juzgar un papel en la formacién de cataratas brunescentes.

Substancias fluorescentes y pigmentadas con capacidad para absorber

utravioletas A, se han encontrado unidas a péptidos especificos de

protefinas cristalinianas.

Numerosos estudios han eugerido que el triptofano juega un importan
te papel en los cambios cristalinianos inducidos por los ultraviole
tas A. Un producto de la foto-oxidacién del triptofano. La N-formil
quinurenina, presente en los cristalinos Eumanos,puede fotosensibi-

lizar hasta la oxidacién del triptofano por los ultravioletas A,
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El triptéfano puede ser fotolisado por los vltravioletas A dentro/

de algunos pigmentos no identificados y componentes fluorescentes.

PIRIE y VAN HEYNINGEN, en 1.971 y l.975,krespectivomente, sugieren

que las proteinas del cristalino son foto-oxidadas por destruccién

del grupo triptofano en la proteina. |
Sustancias fluorescentes libres, que pueden sensibilizar la foto--
oxidacién de las protefnas cristalinianas, se encuentran en los -
cristalinos humanos y parecen derivarse del metabolismo del tripté
fano.

Productos de la oxidacién del triptéfano han sido localizados eﬁ -

cristalinos humanos por espectroscopia ESR (VAN HEYNINGEN,1,973) -
(ZIGMAN,S. et al. 1.976).

Fotoproductos pigmentados fluorescentes, podrian unir proteinas de

color marrén, insolubles a las proteinas cristalinianas como meca-

nismo de formacidn de cataratas en humanos.

Una fraccién de las sustancias fluorescentes cristalinianas son de
rivados del triptofano, la fluorescencia y fosforescencia estudiada
en cristalinos totales, sugiere que estos fotoproductos del tripto
fano estén conectados a las protefnas cristalinianas cotofotogénia
cas humanas, y que los cristalinos profundomente pigmentados, espe
. cialmente las cotaratas brunescentes, presenten una depleccién de/

protefnas con triptéfano. Los fotoproductos del triptéfano, pueden
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resultar, ademds citotéxicos para el epitelio cristalinianoinhibien
do o inactivando las enzimas necesarias pra la formacién o manteni-
miento de las proteinas, o bien causando una agregacién de protef-
nas estructurales, tanto de una forma directa como por intercone--

xiones inducidas por los ultravioletas A,

Para determinar el papel de los ultravioletas A "in vivo" ZIGMAN
et al., 1.974, irradiaron ratones albinos con un ambiente de ultra
violetas A, esta irradiacién de ultravioletas A, variaba desde 200
microwatios a 600 wicrowatios, durante el curso de la experiencia/
con un intérvalo de 6-7 semanas, los animales fueron sacrificados/
pora su estudio tanto histolégica como bioquimicamente. E1l efecto/
de los ultravioletas A "in vivo", en esta experiencia, fué la inhi
bicién de la acumulacién de proteinas solubles en el cristalino. -
Esta inhibicién, podia ser el resultado de un efecto directo sobre
el sistema de sensibilizacién protefca o por un bloqueo direéto -

del suministro de aminodcidos, como resultado de las alteraciones/

de la capsula y fibras cristalinianas.

Los cristalinos expuestos mostraron ademds de un marcado aumento en
proteinas insolubles entre las 16 y 43 semans. Por todo ello, pare
ce que los ultravioletas A puedan acelar el enve jecimiento del cris
talino en estos animales, mediante el cambio de cristalinos solu-~

bles en insolubles. Estos autores, estudiaron ademds los efectos de

la exposicién a los ultravioletas A sobre cristalino de 0jos recien

-
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temente enucleados "in vitro", observando un aumento en las protel

nas cristaliniaonas insolubles, asi como una disminucién de las pro
tefnas solubles, tras una exposicién de 24 boras a 3 mW/cm2 ' de vl
travioletas A (lémparas fluorescentes que emitian o 320-380 nm),eg

tos cambios fueron inhibidos por la adicién de écido ascérbico.

ZIGMAN et al., en 1,974, estudiaron tejido ocular del ratén lesio-
nado tras una intermitencia de 12 héras diarias de exposicién a vl
travioletas A (lémparas fluorescentes). las células epiteliales -
del cristalino parecen perder su capacidad para diferenciarse en -

células fibrosas tras treinta cinco semanas de exposicién, Catarao-
| tas anteriores y posteriores, se desarrollan a las cincuenta sema-

nas. Los fotorreceptores retinianos de estos rotones se adelgaza--

ron posteriormente fueron invadidos por células fagocitantes, resul

tanto destruidos. Este .adelgazamiento de lo-s fotorreceptores se -
apreciaba a las catorce semanas y la pérdida total ocurrié a las

setenta semanas. Pequefios o inexistentes alteraciones corneales

fueron observadas, aunque los ratones expuestos tenfan en ambos

ojos catoratas y extensas alteraciones retinianas.

El espectro de accidén para los ultravioletas con copacidad de indy

cir catartas, finaliza de una formo relativamente abrupta alrededor

de los 290 nm, debido a que la absorcién corneal aumenta enormemen

te con longitudes de onda menores de los 300 nm, se extiende en

los resultados de los ultravioletas A y sus longitudes de onda mayo
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res coinciden con el espectro de accién fosforescente del triptéfa
no. Otros productos de aminodcidos, citocromos o la presencia de -
fotosensibilizadores desconocidos, erden explicar ademds, la por--
cién de ultravioletas del espectro accién, pero las evidencias ex-

perimentales apuntan directamente hacfa el papel del triptéfano.

KURZEL et al., en 1.973, han revisado los datos para la induccién/
por ultravioletas de cotaratas proponiendo un modelo quimico descri
biendo el importante papel del triptéfano. En el pico del espectro
de acfién para la catorata, la mayor parte de la rodiucién,resulto
absorbida por los residuos del triptéfano. El espectro de accién -
de los ultravioletas con capacidad para inducir cataratas podria, -
por tanto, resultar del dafio o lesién de las,protefnas cristalinig
nas, mediado por dos procesos fotoquimicos, cuya via de procedi---

miento serfn la excitacién del estado singlete del triptéfano. La/

mayor parte de la reaccién tiene su méximo a los 293-313 nm, ocurrien.

do una fotoeyeccién electrénica. Esta fotoionizacién parece ser el
primer proceso reswltante en igq descomposicién del triptéfano. E1/
segundo proceso resulta de un clivaje o ruptura de las uniones N-H
del triptéfano y una ruptura del anillo indol. Debido a que la unién
N-H, es una unién débil, sélo 75-80 Kcal/mol, esta reaccién puede/
resultar de una radiacién poco enefgéticu, 300-365 nm,, pudiendo -

explicar el espectro de accién de los ultravioletas A largos.

Materiales fluorescentes con 360 nm de longitud de onda de excita-

cién y 440 nm de longitud de onda de emisién, similares a los que/
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normalmente acumula en cristalinos viejos, pueden ser generados fo
toquimicamente en cultivos de cristalinos humanos y de rata en cris
talinos de ratén "in vivo". Cuando se ha irradiado con ultraviole-
tas, la intensidad fluorescente de cristalinos de rata incubados -
aumenta de una forma lineal con el tiempo, sugiriendo que la reac-

cién fotoquimica no resulta inhibida por sus propios fotoproductos.”

El espectro de accién para la produccién de estos 360/440 nm, de -
fluorogenesis, ha sido determinado y muestra una pequeﬁu\uccidn of
360-320 nm., aumentando a los 300 nm, permaneciendo constante en el
rango 300-280 nm. y luego exhibe una gradual elevacién desde 270 nm;
si la absorcién es calibrada en cantidades, este espéctro de accién

es estrechamente paralelo al espectro de accién para lo destruccién

quimica del triptofano en solucién.

En cristalinos totales homogenizados, la presencia de fotoproductos
del triptofano, ha podido ser demostrado con una mayor intensidad -
por la accién de los ultravioletas (360-440 nm. fluorescencia) sugi

riendo que el triptéfano foto-oxidado pueda actuar ademds como foto

sensibiliaador.

Todos estos estudios, apoyan la‘hipétesis de que la absorcién de luz
por aminoacidos aromdticos en las protefnas cristclihicnas, es el
perimer paso de las lesiones cristalinianas inducidas por vltravio
tetas. Aunque algunos investigadores, apoyan la hipétesis de que -

la catarata nuclear senil, tiene lugar en la porcién frontal del -
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cristalino, es el nucleo el que se presenta pigmentado,

La ausencia de cualquier cambio pigmentario en la parte anterior -
del cristalino no podria ser explicada por efectos de focalizacidn

o por diferencia en la susceptibilidad de la foto-oxidacién.

Proteinas procedentes del cortex del cristalino normal humano, son
foto-oxidadados "in vitro", en la misma cantidad a como lo son las
del nicleo. Ademds, aunque la foto-oxidacién solar "in vitro", de/

las proteinas cristalinianas destruye el triptéfano, el mismo con-

tenido en las proteinas nucleares de catoratas seniles marrones, ee

el encontrado en los cristales normales. Estos argumentos resultan

menos vdlidos, si uno comprende que "in vivo", es el hombre, este/

puede tener desde afios o décadas paro la iniciocién de las lesiones

fotoquimicas por ultravioletas, hasta alterar las propiedades &pti

cas y fisicas de las proteinas cristalinianas y que estas protefnas
alteradas, son parte, tanto las mds viejas y las protefnas mds cen
trales serdn pues los alteradas. Ademds "in vivo", proteinas de --
cierta edad con propiedades de solubilidad, podrian ser més suéceg

tibles a los cambios inducidos‘por uvltravioletas.

GIRGUS et al.,1.977, encontraron diferencias entre estimaciones de
densidad de pigmentacién y estimacioces de exposicién ultravioleta,
en portadores de gafas y personas normales; concluyendo que lo ex-

posicién de ultravioleta solar no causaba pigmentacién del crista-
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lino humano "in vivo"., De todos modos, debido a que los individuos
tenian una edad entre los 18 y 25 afios, ydebido a que mcuhas gafas
transmiten cantidades signffivativas de uvltravioletas A y porlque/
los historios de exposicién solar, son a menudo, dificiles, este. -

tifo de estudios necesita una cormfirmacién mds cavincente.

Otros de los "blancos" para la agresién de ultravioletas es el DNA
del tejido cristaliniano. La reparacién del DNA del epitelio cris-
taliniano, seguido dé una radiacién lesiva, ha podido ser demostra
do en cristalinos cultivados. Tras una radiacién de 254 nm, altera
ciones de la sintesis del DNA fué observada en el nicleo de las cé

lulas epiteliales. El proceso de reparacién estaba también presen-

te en estas células, las cuales habian comenzado a Jiferenciarse -

en fibras, En otros sintomas celulares, el dafo fepurable del DNA,
ha sido también causado por radiaciones de mayor longitud de onda.
Aunque los ultravioletas A son mucho menos eficientes para causar
lesiones en el DNA,,la reparacoén puede ser diferente. Una gama de

agentes como rayos X y agentes alquilantes, dafian el DNA ademds de

causar catarata,

El papel exacto del daiio y reporociéh del DNA en la caratogenisis,
es conocido. Al igual que en la piel, la radiacién vltravioleta po
dria causar tumores t¢de la cérnea. Los pigmentos cristalianos pué-
den jugar un papel en la proteccién del DNA. Los derivados del in-
dol, incluyendo el triptéfano, protegen el DNA de la radiacién ul-

travioleta por un mecanismo de transferencia de energfa que envuel
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ve la transferencia de ehergio triplete-triplete desde las bases del

dcido nucleico a los tripletes de ¢menor nivel energético del trip

téfano.

Cuidadosos estudios del espectro de accién y de los umbrales para/
lesiones de los ulfrovioletas sobre el ojo, muestran, que usando -
fuentes continuas convencionales, a cuuiquier longitud de onda es-
tudiada, el umbral para fotoqueratitis es menor que para la induc-
cién de cataratas. Podemos concluir, que cualquier agresién de ul-
travioletas cataratogénicos, podrian ser conocido debido a la foto
queratitis sintomdtica resultante. Deberé acordarse, sin emburgb,-
que la may ria de la informacién y datos sobre respuesta dosis dis
ponible previene de experiencias con una sola exposicién y que ex-
posiciones crénicas o intermitentes de ultravioletas A de baja in-
tensidad, menores del umbral para fotoqueratitis, pueden conducir/
a un riesgo cataratogénico, debido a las diferencias para la capa-
cidad de reparacién entre la cérnea y el cristalinq. Ademds, el -
cristalino no excluye de forma rutinaria celular y proteines tal y
como lo hace la cérnea.

Cualquier alteracién proteica, por pequefia que sea, es acumulativa
debido a la naturaleza del metabolismo protefco del cristalino, en
el cual el contenido macromolecular permanece dentro de la cofsula
durante todo el tiempo de vida. Finalmente, ha sido argumentado que
debido a que el componente ultravioleta de la radiacién solar es -

pequefio y que es una gran parte de esta radiacién resulta absorvi-

L
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da por la cérnea, la induccién de cataratas humanas por ultravio--
letas "in vivo", es poco probable, Este argumento es dificil de man
tener cuando se considera que combios fotoquimicos significatives/
pueden ser causados por pequefias exposiciones y que esta pequefia -
fraoccién de luz solar afecta o lo piel. El cristalino absorbe més/

vltravioleta A que la cérn:a y contiene pigmentos que pueden actuar

como fotosensibilizadores.

Extropolocionés de los datos de experiencias en animales a los hu-
manos deberan ser cualificados, las éutarotas humanas muestran un/
aumento de ptoteinas insolubles y/o presentan materiales pigmenta-
rios de color marrén con algunas caracterfsticas comunes a los fo-
toproductores del triﬁtdfono. Adicionalmente, el cristalino humano
absorbe la mayor parte de los ultravioletas A que alcanzan el globo
ocular con un ongulo opropiado. Cataratas inducidas por vltraviole
tas, hon sido producidas de forma experimental en ratones, conejos,
monos y otros animales y tras exposiciones tanto (nica como mélti-
ples, sobre una amplia gama de ultravioletas A. Por todo ello pen-

samos que los ultravioletas A estén implicados como una causa po--

tencial de la catarata en humanos.
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III.- ALTERACIONES DEL SEGMENTO POSTERIOR.
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A.- ACCION DE LA RADIACION ULTRAVIOLETA SOBRE EL SEGMENTO POSTERIOR.
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Si bien el ojo normal no es permeable a las radiaciones con longi-
tudes de onda inferiores a los 400 milimicras, puede pasar una pe-

quefia cantidad de radiacién con longitud de onda en la zona de 320

milimicras.

En el ojo afdquico, esta sensibilidad est§ fuertemente aumentada,-
casi 1.000 veces mayor que en el fdquico, en las proximidodes de -

longitudes de onda de 365 milimicras (WALD 1,945-49),

Experimentalmente, tras la irradiacién de animales con vltravioletas
filtrados, se ha podido observar algunos cambios sobre una amplia/
érea de retina en el polo posterior, que consiste, esencialmente,-
en crématoiisis y en tendencia acidofila de las células gangliona-
res, de la capa nuclear interna (BIRCH HIRSCHFELD,1.909,DUKE ELDER
1.929).

Esto pudiera, ser debido, a un desconocido factor de su sensibili-
zacién por otro lado, también pudiera deberse a una intensifica--
cién patoldégica de los procesos que fisiolégicamente se producen -

en la visién, mds que a lo directa accién abiética.

Desde el punto de vista clinico, cierto deterioro funcional de la/
visién ha sido demostrado tras la exposicién a radiacién ultravio-
leto, defecto que ha podida observarse més obviamente en ojos afé-
quicos (HAYASHI,1.924). La presencia de escotomas centrales (BEST
y HAENEL,1.907, BIRCH HIRSCHFELD,1.908-27, SIMON,1.950) e incluso

una baja de la sensibilidad diferencial tanto de conos como de -
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bastones, tanto retina central como periférica (ZIGLER,1.951).

Estos hallazgos clinicos, son de alguna manera indefinidos, y la//
‘correlocién de los efectos debidos especificamente a la radiacién/

ultravioleta no ha sido, por lo general, corroborado eszperimental-

mente (SJEGFRIED,1.928, LUDVIGH y KINSEY, 1,946, WALD,1.952).

Quizé lo més probable sea que las radiaciones ultravioletas puede/
dofiar lo retina, pero sin consecuencia, estas radiaciones, si al--
canzan la retina, no han mostrado lesiones orgdnicas ni funcionales

de este tejido de importancia en la préctica,
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B.~ ACCION DE LA RADIACION INFRARROJA SOBRE EL SEGMENTO POSTERIOR.
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Los limites de transmisién de infrarrojos para filtros de soldady,
ra se basaban en el conocimiento de la radiacién de estos procesos,
estimandose el valor més bajo de intensidad energética que era ca-

paz de producir alteraciones permanentes en la funcijon de la reti

na humana.

Con exposiciones de alrededor de 10 minutos, se considera ya impli
‘cado en la estimacién del umbral de intensidad dé 1,8 cal/cm2/min,
Este valor umbral de intensidad, se basa en los trabajos experimen
tales de VERHOEFF y BELL 1.916, quienes u$ando un arco magnético -
encontraron que habia producido lesiones retinianas en conejos al-
binos, con 12 minutos de exposicién, sobre un érea de retina de 3mm
de diémetro, calculando la intensidad de 4.2 lO6 erg/cm2/seg. = 6
Ocal/cm2/mi.) VERHOEFF y BELL aceptaron que 1/3 de energia de la -
radiacién con longitudes copredida entre 295 milimicras y 1,4 mili

micras, se dispersaba al atravesar los medios oculares prerretinia

nos,

Posteriormente, BOETTNER y WOLTER, en 1.962, midieron la transmisién
directa del ojo humano, obteniendo que alrededor del 40% de las --
radiaciones con longitudes de onda comprendidas entre 295 6 1.4 na
németros, alcanzaban la retina. Sin embargo, fueron los valores ob
tenidos por VERHOEFF y BELL aplicados, tomandose como valor umbral
el de 3.6 cal/cm2/ min. Por otro lado, esta evidencia fué citada -

para mostrar los cambios permanentes en la funcién de la retina.
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Radiaciones con longitudes de anda comprendidas entre los 350 nm y
los 1.350 nm desde una fuente distante, que focaliza sobre o cerca
na a la retina de un ojo situado enfrente de lo citada fuente, la/

intensidad de la radiacién en la retina puede ser colculudo por: -

Ir= (D/d)2 T Ic.

Ir = intensidad de radiacién en la retina.

D = diémetro de la pupila.
d = didmetro de la imagen retiniana.
T =

Fraccién de la energfa transmitida por los medios oculares pre
retinianos desde la fuente de radiacién considerada.

Ic = Intensidad de la rodiacién incidente sobre la cérnea.

Parte de la energia que alcanza el polo posterior, resulta absorbi
da por el epitelio pigmentario y parte de la coroides; como resyl

tado del calentamiento local, si este llega a ser excesivo, puede/

ocurrir el desarrollo de lesiones. '

HAM y cols. en 1.957, encontraron que partcla produccién de "lesio
nes umbrales" la absorcién de energia por el epitelio pigmentario/
era de primera importancia, mientras que la energia absorbida por

la coroides se difunde, genegalmente en todo su grosor, resultando

por ello, menos efectiva en la subida de la temperatura, origen de

las lesiones,

GEERAETS y colaboradores, en 1.962, midieron la absorcién de ener-
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gia por el epitelio pigmentario y coroides de 24 ojos humanos enu

cleados, de la radiacién procedentes de uﬁ cuerpo negro a 5.8009 K,
Los limites superiores e inferiores de los valores de absorcién por
el epitelio piysentario fueron 6%-16.6% respectivamene y es muy pro

bable que estos valores puedan ser sobrepasados en una poblacién am

plia.

La mayor parte de la informacidén relativa a las intensidades umbra
les, han sido obtenidas por experimentacién en conejos, estos datos
pueden ser usados para suplementar nuestro conocimiento de las le-
siones térmicas en las retinas humanas, para ello, habré que esta-
blecer previamente la relacién de los umbrales de energia para le-

siones retinianas tanto en humanos como en cone jos.
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C.- UMBRALES DE ENERGIA PARA LESIONES TERMICA SOBRE RETIMA.
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Los datos citados por los distintos autores recogidos en la litera
tura, presenta una gran variabilidad de unos a tros, en lo que o/
los valores de umbrales de energia se refiere, para la aparicién -
de lesiones térmims sobre retina, sin embargo, algunas de estas di

vergencias pueden ser debidas a los siguientes factores:

1.- Tipo de sujeto, (hombre, conejo; etc.) y densidad de la pigmen
tacién del fondo ocular (GEERETS, et al. 1.962).

2.- Tiempo de exposicién. En casos individuales, con tiempos de ex
posicién cortos, los umbrales de intensidad aumentan, pero el um--
bral de densidad total de energfa o dosis (cal/cm2) en la retina es
reduce (GEERETS et al., 1.965, HAM et al.,1.965).

3.- Variacién en el valor para ol energfa transmitida por los medios
oculares, usados por varios autores en los calculos de densidades

de energio sobre la retina.

4.- Distinta distribucién espectral de las diversas fuentes de luz
vtilizadas (sol,lémparas de Zenén, tungsteno, laser de ruby, etc.)
5.- Diversos métodos para detectar el deterioro de la funcién reti
niana )oftalmoscopia, reflectometria del fondo (WEALE, 1.962) examen
microscopico de sec;iones de retina, tesf de agudeza visual, etc.)
6.~ Exactitud del foco de la fuente de energia en la retina.

7.- Variacidn entre los distintos sujetos, COGAN,1.950, cita vario
investigadores que enéontroron amplias variaciones en los efectos/
objetivos y subjetivos de la retinitis solar, con una explicacién/
de que los efectos més extremos pueden ser debidos a una fotosensi

bilizacién nutricional de la retina (IRVINE,1.945,60BAL,1.950,SCHOL-




TYLSSEK et al. 1.950).

A pesar de todo, cuando estos factores fueron tomados en cuenta,--

las observaciones siguieron siendo contradictorias.

EL umbral de intensidad de 1.8 cal/cm2/mi. para largas exposiciones
usando pnteriormente (CLARK,1.967) se derivaba de las experiencias

VERHOEFF y BELL, sobre conejos olginos y fueron explicados direc--

tamente como umbrales de energfa vd4lidos para retinas humanas.

Aunque la retina del conejo parece ser mds sensible al trouma tér-
mico que la retina humana, (POMERANTZEFF et al. 1.964, por un fac-
tor de dos o més; FLOCKS y PEABODY 1.966 por un factor de diez me-
més, WEALE, 1,964). Los cone jos albinos son alrededor de diez ve--
ces menos susceptibles de dafio retiniano té mico que los conejos -
pigmentados (GEERARTS y RIDGENAY,1.963);

Esto es coherente con los resultados de medidas de GEERAETS et al.
1.960, sobre la absorcién de energfa en la coroides de cone jos pa-
ra una fuete de energia igual, la absorcién en conejos pigmentados
oscilaba entre el 25-41%, comparado con el 5.5% de los conejos al-
binos, es decir, un factor de aproximadamente seis veces entre co-
nejos albinos y pigmentados.

ROSEN, en 1.948, refirié el caso de tres paciebtes, los cuales mani
festaron un deterioro de la agudez visual como consecuencia de la/
fijacién del reflejo de la imagen solar, procedente de una superfi

cie acuvosa (la supeficie acuosa refleja sélo un 3% de la energia -

154
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solar incidente, cuando la distancia al zenit solarres pequeﬁc)lo/

proporcién de energia solar refle jada aumenta al incrementarse la/

distancia al zenit, sin embargo, todo ello es variable, dependien-

do de la absorcién de energia por la atmésfera.

El valor de 1.8 cal/cm2/min. adoptado por CLARK en 1.967, es la més
baja intensidad de energia que es capaz de causar dafio permonente/

en la retina humana, en cuanto a su Funcién para largas exposicio-

nes,{asumiento como un 40% la transmisién de energla por los medios
oculares prerretinianos).

Los limites de transmisién de infrarrojos para filtros de soldadura

que se derivan de estos resultados, pueden prevenir los posibles da

fios retinianos,
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MATERIAL Y METODOS

-Flanteamiento del trabajo.

-1.La fotoftalmia como urgencia.

-1I.Parte experimental.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La realizacién de nuestro trabajo se ha desarrollado por dos

vias distintas pero complementarias.

Por un lado hemos estudiado la fotoftalmia desde el punto de
vista clinico, para ello, hemos revisado todas las urgencias
asistida por el Departamento de Oftalmologia desde la apertu

ra del Hospital Clinico Universitario de Sevilla desde el aiio

1975.

Hemos analizado su incidencia en relacién con la edad, hora /
del dia, dia de la semana, mes del afio, etc...A fin de obte-
ner una visién de conjunto de la fotoftalmia en la clinica de

urgencia oftalmolégica.

Por otro lado, hemos realizado un estudio experimental, acer-
ca de la radiacién emitida por el arco de soldadura sobre ojos
de conejos; estos fueron posteriormente procesados para su estu

dio mediante microscopia optica, electrénica de transmisidn y

electrica de barrido.

Observando las secuencias de produccién de lesiones, asi como
su posterior reproduccidén, sacrificando diversos lotes a dis-

tintos intervalos de tiempo tras la irradiacién.
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MATERIAL Y METODOS.-1.de Fotoftalmia como urgencia.

llemos revisado las historias archivadas en nuestro servicio
de oftalmologia, que corresponden a las urgencias atendidas
por nosotros durante el periodo de tiempo que discurre entre
la apertura del Hospital Universitario de Sevilla (H.U.S), a

mediados de 1975, hasta finales de 1978.

Estudiamos un total de 5.707 historias de urgencias, corres-

pondientes al periodo anteriormente citado.

En la siguiente tabla exponemos el volumen de urgencias por 7
afno, el numero de fotoftalmias por afio y el porcentaje que di

chas fotoftalmias representan dentro del volumen global de /

las urgencias.

ANO TOTAL URGENCIAS FOTOFTALMIAS PORCENTAJES
1975 475 15 3'15%

1976 1.625 63 3'87%

1977 1.993 70 2 3'51%

1978 1.614 60 3'71%
TOTAL..... 5.707 208 © 3'64%

Refiriéndonos selectivamente a las fotoftalmias, objeto de [/
nuestro trabajo, hemos estudiado su incidencia en relacién a

la edad del sujeto afectado, hora de presentacidn en la con-
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sulta de urgencias, distribucién segin los dias de la semana,

dia del mes, y asi mismo su frecuencia en cada uno de los me-

~

ses del aifio.
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MATERTAL Y METODOS I[.-Parte experimental.

lLas muestras utilizadas para nuestro estudio han sido obteni-
das por enucleacién de globos oculares de conejos, inmediata-

mente después de ser sacrificados.

l.os conejos utilizados para este estudio han sido tomados del

Animalario de la Facultad de Medicina de Sevilla.Universidad
de Sevilla. Conejos de raza Neozelandesa, de aproximadamente
cinco meses de edad, con un peso medio de dos Kilos y medio,
no hemos tenido en cuenta el sexo en este estudio, por consi

derar que las alteraciones investigadas no dependen del sexo.

Los conejos han 1llevado un ritmo de vida circadiano:12 horas
de luz, 12 horas de oscuridad, con una temperatura ambiente /
media de 162 C., una humedad relativa del 75%. Han sido ali-

mentados con piensos Sanders, especial para conejos.

Para la produccion experimental de queratitis actinica, hemos

expuesto los conejos a un arco de soldadura eléctrica.

Para la realizacién del arco de soldadura hemos utilizado /
electrodos tipo CITOFIX de 2'5 mm. de didmetro y hemos traba
jado con intensidades que oscilaban entre los 70 A. a los 100
A., el periodo de exposicién medio ha sido de 60 segundos, a

una distancia entre foco de soldadura y el ojo del conejo de

50 cm. (tabla n? 5),.




DISTANCIA | DURACION | INTENSIDAD{PERIODO DE TIEMPO
1 6 50 cm, 60-68 75-85 A 1 hora 5
2 6 50 cm. 61 80-100 A 3 horas 5,5
3 6 50 cm. 63 80-100 A 8 horas S
4 6 50 em. 58 80-100 A 6 horas 4,5
5 6 50 cm, 62 80-100 A 7 horas 4,5
6 6 45 cm. 68 75-85 A 9 horas 5
7 6 50 cm. 60 80-100 A 11 horas 5
8 6 45 cm, 65 80-100 A 18 horas 5
9 6 45 cm., 67 80-100 A 24 horas 4,5
6 45 cm. 64 80-100 A 36 horas 5,5
6 45 cm. 60 80-100 A 48 horas 4,5
6 45 cm. 64 80-100 A 72 horas 5
6 45 cm. 66 80-100 A 96 horas 5,5
6 45 cm. 60 75-80 A 120 horas 5,5

}

191
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Para asegurarnos que los ojos han sido expuestos durante el
tiempo que han permanecido ante la soldadura, hemos utilizado
un blefarostato, tipo colibri, que fue colocado entre los par
pados durante la exposicidén.Posteriormente eStos conejos fue-
ron explorados mediante biomicroscopia, utilizando para ello

los siguientes colaborantes: Fluoresceina, Rosa de Bengala y

Azul de Metileno

Los conejos han sido divididos en lotes y sacrificados a dis-
tintos intérvalos de ﬁiempo a contar desde el momento de la /

exposicidén, tal como muestra la tabla 5

Los datos expuestos en la tabla n? 5 , hacen referencia a los
lotes de conejos que han sido expuestos al arco de soldadura,
ademas de estos lotes, hemos tomado otros seis conejos de /
iguales caracteristicas y que han compuesto un lote de norma-
les, para obtener una idea 1lo més exacta posible de las carac
teristicas del ojo del conejo, en condiciones normales y a /
fin de poder determinar si algunas de las alteraciones encon
tradas, pudieran corresponder al sistema de proceso de los /
globos oculares, en cuyo caso, estas alteraciones deberian /

aparecer con mayor o menor incidencia en la mayoria de las /

muestras examinadas.

Este lote de conejos normales, llevari el nimero O, en la or

denacion.
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l.as diferencias en distancia,son debidas a que en determina
das exposiciones el soldador ha recorrido con el electrodo
una determinada distancia durante el tiempo de soldadura y

tomamos el valor medio mas aproximado.

La duracién estd marcada en segundos y salvo el primer lote
en que se expresa como un intervalo, todos los demds lo que
hemos tomado es el valor medio del lote. Hemos de tener en /
cuenta que los tiempos han sido contados desde que comienza
a realizarse la soldadura, no incluyendo los primeros destgi

llos correspondientes al cebado del electrodo.

La intensidad viene expresada como intervalo, debido a que /
esta va cambiando, dependiendo de la distancia existente en

tre la pieza y el electrodo.

El periodo de tiempo, hace referencia al tiempo transcurrido

desde que se produjo la radiacién hasta que el lote de anima

les fue sacrificado.

La edad viene expresada en meses y procuramos que los lotes
fueran lo mas homogéneos posible en lo que se referia a es-
tas variables, ya que en caso contrario, nos podria llevar a

cometer errores de identificacién de estructuras tanto norma

les como patolégicas.
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METODO PARA MICROUSCOPIA OPTICA:TECNICA DE LA PARAFI1INA

El globo ocular una vez enucleado, debera ser fijado inmedia
tamente en formol al 10% en un volumen unas 20 veces superior

al suyo (aproximadamente 300 cm3).

La fijacién se obtiene normalmente en 48 horas, la pieza se /
encuentra preparada para ser tratada o para su envio segun el
caso. En nuestro caso, se practicé una incisidén con bisturi a
nivel de pars plana, con el fin de obtener un mayor difusion

del formol y una mejor fijacién del globo ocular.

Una vez que la pieza, en nuestro caso el globo ocular, llega

al laboratorio, la técnica empleada es la siguiente:

l.-Lavar todo el globo ocular en agua corriente......8 a 24 horasg

2.-Alcohol al 60%. ... .0 iiiiiiienrieneeeennnuniu....8 a 24 horas

3.-Descripcidén microscopica.

a.-Describir el aspecto externo, anotando las medidas,
aspecto general y lesiones.

b.-Abrir el globo, para ello utilizaremos hojas de /
afeitar o bisturi bien afiladas; desde él nervio

optico hasta la cornea, apoyando la pieza sobre /

una lamina de cera.

c.-Describir el aspecto de las estructuras internas
Y lesiones sospechosas.

d.-Escribir cualquier direccién especifica que deba

ser seguida por el técnico para demostrar las es
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tructuras y lesiones observadas en el examen macroscopico.

e.—Incluir las directivas a fin de mantener la orien
tacion de la pieza incluida sobre la etiqueta o /

marca de identificacidn.

4.-5i se observarna areas calcificadas, la pieza debera colo
carse en liquido descalcificador por diversos dias; esta

eventualidad, no se ha presentado en nuestro caso.

§.-Alcohol al 80%, hasta que se coloque en un procesador de

tejidos o para su tratamiento manual.
6.-Esquema de procesamiento:

a.-Alcohol 95%............c0vveevee"..2 horas

b.-Alcohol 95%......... i reeeen...2 horas

c.-Alcohol absoluto..................;1 hora

d.~Alcohol absoluto........ovveveueu..d hora

e.~Alcohol absoluto........vvvvvev.....1 hora

f.~Cloroformo......couiveverunnennnniiid hora

g.-Cloroformo.........................1 hora

h.-Cloroformo...........ovivvveeeeee..1 hora

i.-Parafina........vvieveeeveueeneee...2 horas

J.-Parafinma....................c.c....2 horas

k.-Parafina..........civvieeeeseeee.=.2 horas.
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7 .-Esquema para procesar o tratar a mano.

a.-Alcohol 9§57, varios pases.......
b.-Alcohol absoluto, varios pases..
c.-Cloroformo,varios pases.........

d.-Parafina, varios pases..........

8.-Inclusién. Bioloid-562 5§82 M.P Scientific Products

American Hospital Supply Corp. Evanston, Illinois.

9.-Bloque.

10.-Corte. Para facilitar los cortes de tejidos, especialmen
te cristalino y/o sangre recortar el bloque (prepararlo)
para exponer el tejido y humedecer con un trozo de algo-
dén saturado con agua del grifo (temperatura ambiente) /
por varios minutos. lLuego se procederi a enfriar el bhlo-
que y el bisturi (cuchilla) con hielo y cortar. Dejar flo
tar la cinta en un bafio de agua, al cual se le habra afia-
dido aproximadamente cinco cucharaditas de te de una so-
lucién de gelatina al 5%, que actuarid como un adhesivo pa
ra fijar el corte de parafina al porta. Es importante que
el bafio de agua se vacie al final de cada dia de trabajo
y se limpie bien el contenedor a fin de evitar el desarro
1lo de hongos y bacterias que mis adelante pudieran adhe-

rirse a los cortes y provocar confusiones diagndsticas.

11.-Tincidén. En nuestro caso hemos utilizado la Hemotoxilina

eosina.

24 horas
24 horas
horas

horas.

Division
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12.-Montar en "Permount" o balsamo.

13.-Observacién. En nuestro caso hemos utilizado un Microsco

pio fotogrifico de la marca Zeiss. lLas fotografia se han

realizado con peliculas Agfachrome profesional para luz

artificial.

llemos realizado el procesado de todos los globos para micros
COpia.Optica y Microscopia electrénica de transmisién en el

Departamento de Anatomia Patoldgica del Hospitél Clinico Uni
versitario de la Facultad de Medicina de la Universidad de /

Sevilla, que dirige el Prof.Dr.D.Hugo Galera Davidson.
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METODO PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

—

.-Fijacién em glutaraldehido 5%, durante 2 horas.
2.-Tallar en fragmentos peéueﬁos.

3.-Refijacién en glutaraldehido al §% durante 1 hora.
4

.-Pasar la pieza a tampén 0'l M., se puede conservar hasta

una semana.

5.-Osmio al 1% durante 3 horas.
6.-Alcohol 70%, 5 minutos.

7 .-Alcohol 95%, § minutos
8.-Alcohol 100%, 10 minutos.

9.-Acetato de uranilo 0'1%, en alcohol 100%, 20 minutos.
10.-Alcohol 100% 10 minutos.

11,-0xido de propileno, 10 minutos. Dos pases.
12.-Preinclusion, en bote destapado, 1 noche.
13.-Mezcla de inclusidon, en capsula de gelatina:24 horas a 379C

+72 horas a 609C

Dejar enfriar las capsulas al cabo de este tiempo antes de /

tocarlas . Inclusionde material en resina "SPURR":

1.-Fijacidén convencional.
.-Tetroxido de osmio.

.~-Lavar en agua destilada.

F- S I 4

.~Acet.ato de uranilo 2% en solucidén acuosa, 30 minutos a tem

peratura ambiente.

5.-Colocar las piezas en viales, y estos en un "Slow mechanical

rotator":
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5.-Diferenciar en alcchol etilico 70% (segin intensidad de

color))
Corte ultrafino:

1.-Colocar los cortes en rejillas.

2.-Colocar el corte en forceps de relojer6 y roéiarlo con [/
"inhibisol spray" y dejar secar.

.~Pasar a solucién diluida de agente humidificante.

.-Acetato de uranilo en metanol al 5%, 5 minutos.

.-Lavar en metanol.

.~Dejar secar.

.-Citrato de plomo de Reynold, 5 minutos.

.~Lavar en agua destilada.

.-Dejar secar.

O O O NN SN W

.~Examinar con microscopio electrénico de transmisién.

El examen y preparacién de muestra para microscopio electroni
co de transmisiéon ha sido realizado en el Departamento de Ana
tomia Patolégica del Hospital Universitario de la Facultad de

Medicina de la Universidad de Sevilla, que dirige el Prof.Dr.

D.Hugo Galera Davidson.

Preparacidén de reactivos:

GLUTARALDEHIDO 5%

20 cc de glutaraldehido comercial (25%)
50 gc de buffer fosfato 0'2 M.
Agua destilada hasta 100 cc.
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-Acetona 70%, § minutos, dos pases.
-Acetona 90%, 5 minutos, dos pases.
-Acetona 100%, 15 minutos, dos pases.
+~Acetona resina Spurr (1:1), 30 minutos.
-Acetona resina Spurr (1:3), 30 minutos.

-Resina Spurr, 2 horas o més.

6.-Colocar las piezas en las capsulas de gelatina, rellenarlas

con resina fresca y dejarlas durante una noche en estufa a
70°C

Corte semi-fino: 1-2 micras.

1.-Colocar el corte en una gota de adhesivo de gelatina, sobre

el porta:

Sol.stock A:0'5% gelatina, en agua destilada.
Sol.stock B:0'5% chrome-alum, en agua destilada.
Para su uso mezclar partes iguales de A y B (cada dia)

2.-Calentar el porta con un mechero.

3.-Secar en estufa a 709C
4 .-Tefiir con:Acido peryodico 1%, en agua destilada a tempera
tura ambiente, 1 m.
-Lavar en agua destilada.
-Tefiir durante 3 m. a 702C con:-Azul de metileno 1%

en borax 1%
~Azul IT 1% en agua
destilada.

Mezclar a partes iguaels, filtrar en frasco "COPLIN", calentar

antes a 709C
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Se puede conservar en nevera.

BUFFER (TAMPON) FOSFATO 0'2 M. pH 7'4

Sol.A:6'9 gr de NaH2P04 H20 (pm= 137'90)

250cc de agua destilada

Sol B:17,952 gr de Na HPO4 12 H20 (pm=358'16)

2
250 cc de agua destilada.

Las dos soluciones se conservan en nevera para evitar la for

macién de hongos, se puede afiadir cloroformo.

La solucién de BUFFER 0,2 M. se hace con:16 cc de Sol.A

84 cc de Sol.B

Se afiade cloroformo, se controla el pH a 7'4 y se guarda en

nevera.

BUFFER FOSFATO 0'1 M. pH 7'4:

Diluir a partes iguales el buffer o'2 M. en agua /

destilada.

OSMIO0 1%:

1 ampolla de o'l gr, bien limpia y desengrasada.

- 4 cc de buffer 0'2 M.

Agua destilada hasta 10 cc.

Hacerlo en frasco de cristal, bien limpio y desen-

grasado, los vapores son tdéxicos.
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MEZCLA DE EPON PARA INCLUSION:

10 cc de sol. A + 20 cc de sol.

y afiadir 0'47 cc de DMP-30

MEZCLA DE EPON PARA PREINCLUSION:

30
25

MEZCLA A DE

31
50

MEZCLA B DE

50
45

Las dos soluciones A y B.

cc de

cc de

EPON:

cc de

cc de

EPON:

cc de

cc de

RESINA SPURR:

solucidén de inclusién.

oxido de propileno.

EPIKOTE.
DDSA

EPIKOTE
MNA

B, mezclar muy bien

Pueden conservarse en nevera.

- Se mezcla con ayuda de un mezclador en un contene-

dor de Politeno

.o
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Procurar que no quede aire en la mezcla.

Para su uso, afiadir gota a gota.

GLUTARALDEHIDO AL 0'6%:

Preparacién de Glutaraldehido al 0'6%:

Glutaraldehido comercial (25%).............2'§ cc
~Tampon fosfato de Sorensen................97'5 cc
Rojo Neutro......iieiiiiiinnenreneeonennas 1 gota
Hidroxido s6dico.....vveiriniennennnoenens 1 gota

Preparacion del tampon fosfato de Sorensen, plH 7'4

- B0 cc de sol. A: Fosfato sédico anhidro (Na2

9'46 gr/1'1.agua destilada.

= 20 cc de sol. B: Fosfato potasico (KH2P04): 9'07 gr

1/ 1. de agua destilada.

HP :
04) |
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PREPARACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS(M.E.B.)

El requerimiento bisico para lk preparacién de muestras, tan
to para el Microscopio electrénico de barrido como para cual
quier otro tipo de instrumento, es la obtencién de una imagen
de los tejidos reproducida con la mayor fidelidad posible en
relacion al tejido vivo. La inevitable necesidad de observar
el tejido en alto vacio, es la causa por la cual este método

ha resultado, en cierta manera.

Los tejidos vivos contienen, habitualmente, una gran canti-
dad de agua como parte constituyente, por la cual una de /
nuestras principales tareas seri la deshidratacién y secado

del tejido con el minimo dafio posible para la estructura de

la célula o del tejido.

El grado de preparacién de la muestra variari segin la cons-
titucién de la misma y la necesidad de conservacién de su /

integridad, que exija el trabajo que se quiera realizar.

En principio la conservacién de la estructura de la muestra
deberd ser la mejor posible ; en la figura n?% 10 vemos esque
miticamente los distintos modos en que se puede preparar una

muestra y los problemas que se plantean en cada caso. .

En los tejidos animales ricos en agua, y el ojo es uno de /

ellos, podemos descartar de antemano la observacidén sin fi-
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jacién previa, debido a los problemas que plantea, fundamen
talmente la presencia de carga eléctrica en la superficie de
la muestra, que se produce especialmente en el caso de mate-
riales de baja conductividad eléctrica, como son precisamente
las muestras biolégicas, ya que al ser aislantes, no pueden /
eliminar de su superficie esta carga electrostdtica. La pre-
sencia de esta carga, produce en la pantalla de observaciodn
una serie de defectos ya sean brillos, ya sean efectos de /

distorsién de la imagen, que pueden llegar a hacer imposible

su observacién.

Una forma de paliar este defecto es disminuir la intensidad
de la emisién del haz electrénico, pero el sistema mas usado
es recubrir la superficie de la muestra con una fina capa /
conductora, obtenidalpor evaporacién al vacio de un metal /
adecuado, tal como oro, paladio u otros . El grosor de esta
capa deberd ser el minimo posible para no deformar la super
ficie de la muestra, debiendo ser por otra parte tanto mas
grueso cuanto mis rugosa sea ésta; este grosor va a oscilar

entre 5 a 300 armstrong de espesor.
Podemos por tanto dejar de lado, desde un principio, la via
correspondiente al lado izquierdo de 1la figura ne10 y consi
derar sé6lo los métodos siguientes:

1.- LAVADO DE LA SUPERFICIE DE LA MUESTRA=

Es habitual, que ésta superficie esté contaminada con varios
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elementos como moco, eritrocitos, gérmenes etc. Estos conta
minantes deben lavarse en una solucidn salina isoténica, pe
ro puede ocurrir que este medio no sea suficiente para elimi
narlos y entonces hay que recurrir a otras sistemés tal como
- bafios con ultrasonidos, lavados con enzimas, etc. Cualquiera
de estos métodos tiene el inconveniente de que no sélo elimi

nan los contaminantes, sino que, también dafian la superficie

de la muestra.

Aunque la fidelidad de 1la imageh que tengamos depende en /
gran parte del efecto del lavado, se puede admitir que actual

mente no tenemos ningin método ideal de lavado.
2.-FIJACION, DESHIDRATACION Y SECADO CONVENCIONALES.

La fijacion es similar a la usada para el microscopio electré
nico de transmisidn: es generalmente las muestras son fijadas
con glutaraldehido, tetroxido de osmio o con ambas cosas. A

continuacién, el tejido fijado es deshidratado con alcohol o

acetona y secado al aire.

Ocurre entonces una serie de deformaciones, dependientes de
los distintos procesos de fijacidén de los solventes emplea-
dos para la deshidratacidén, pero se admite que la rpincipal
causa de deformacion de los tejidos es el secado después de
la deshidratacién, debidos a los cambios que ocurren en la /
tension superficial de los solventes, y que pueden producir
‘contraciones y fisuras en el tejido o en las células, y agre

gacién y comprension de microestructuras, tal como cilios.
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Es dificil, decidir que método de fijacién y deshidratacién
es el mejor, ya que el grado de deformidad varia segun cada

tipo de tejido.

3.-CONGELACION.

La observacién de muestras congeladas se ha desarrollado co-
mo una posibilidad para observar las piezas sin fijacién pre
via, pero sin que se produzca en su superficie fendmenos de
acumulacién de cargas electrénicas. La muestra se sumerge /
primero en una solucidén de crioprotector, tal como gliceri-
na, para evitar en lo posible la formacion de cristales de
hielo, y luego se refriega rapidamente a 170°C., en nitrége

no liquido, la observacidén se hace a bajo voltaje.

El método permite la observacién directa de la muestra pero
a pesar de todo, se ven cristales de hielo, sin contar con
los efectos que produce la glicerina sobre la superficie de
la muestra. No obstante, el rpincipal inconveniente del méto

do, es que resulta casi imposible conseguir observaciones /

con un nimero de aumentos superior a 100 @.

Alternativamente, la congelacidén. se puede usar en combina-

cidén con procedimientos de fijacién y deshidratacién conven

cionales.
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4 .-METODO DE FRACTURA DE CONGELACION.

Es un método mediante el cual no podemos observar verdade-

ros cortes, sino la superficie de fractura producida median

te la accion mecanica. La preparacién es

hemos especificado anteriormente.

Asimilables a este mismo sistema son los

similar a la que /

métodos de inclu-

cion en resina, tal como el método de TANAKA, consistente

en que la muestra fijada y deshidratada se impregna con una

resina epoxy y se refrigera hasta que solidifica la resina,

en cuyo momento se fractura la pieza, la

resina es elimina-

da mediante un sovente adecuado, y la muestra se deja secar.

5.-METODO DEL PUNTO CRITICO DE SECADO.

Para resolver los problemas que presenta

el secado convencio

nal al aire, debido a la tensién superficial de los solventes

que quedan en la pieza, se ha ideado el método de secado en

punto critico.

Recordemos que en condiciones de volumen
serie de presiones y temperatura, en las
fase de equilibrio entre un liquido y un

estado en el que no hay diferencia entre

materia.

constante, hay una
cuales alcanza una
gas, existiendo un

ambos estados de la
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E1l denominado punto criticg,corresponde a unas condiciones
inicas de volumen-presién-temperatura, en las cuales coexis
ten en punto de equilibrio los estados sélidos, liquido y /

gaseoso de la materia.

En realidad, no es en este punto critico donde se realiza

el secado, sino en un punto mids favorable de la curva corres-

pondiente a la fase liquido-gas.

De los fenomenos fisicos que se producen en este punto cri
tico, lo que nos interesa es que pueda eliminarse un solvente
de una forma rapida y sin que se produzcan fenémenos debidos
a la tensidén superficial, con lo cual la muestra preparada /
de esta manera conserva la estructura de superficie de una

forma mas perfecta que en el caso del secado al aire.

6 .~-EVAPORACION.

La muestra, una vez preparada por cualquiera de los métodos
ya expuestos, es habitualmente recubierta con oro o carbono-

oro, en cantidades variables, segin el especimen.

Esto se consigue con un evaporador, en cuyo interior la mues
tra puede girar y orientarse en cualquier direccidén durante
el proceso de evaporacidén, para conseguir que la pelicula /

sea lo mas uniforme posible, independientemente de la estruc
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tura de la muestra.

Ademis del oro, se suelen usar para la evaporacién aleacip

nes de oro-paladio, platino-paladio, platino-carbono, etc.
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METODO PARA LA PREPARACION DE MUESTRAS. (M.E.B.)

En todos los casos hemos obtenidos globos oculares comple-
tos que habian sido previamente enucleado. En los casos en
que fue necesaria, la muestra se lavé con suéro fisiolégico

y luego se introdujo en un frasco con fijador.

La solucién de fijacién, era glutaraldehido al 3% (también
puede ser usada al 2%) en Tampon cacodilato, preparada con
12 cc de glutaraldehido al 25% y 88 cc de cacodilato 0.1

molar (también se puede usar tampon fosfato) ajustindose /

al pH entre 7.2-7.4, con clorhidriom0.1 normal.

En esta solucién se mantienen las piezas un tiempo, que puede
oscilar entre las 4 horas y las 24, dependiendo del tamafio y
del tipo del tejido, durante el tiempo de fijacién, se colo-

caran los frascos a una temperatura de 4°C.

Una vez fijados, se procede a lavar los tejidos con tampon,
se lavard dos o tres veces con tampon frio durante § o 15 mi
nutos por lavado, puede mantenerse en tampon durante semanas

antes de la deshidratacién, manteniéndose la pieza bafada /

por el tampon y a 4¢9C.

Posfijacion, se puede realizar con tetréxido de osmio al 1%
en tampon fosfato o cacodilato, durante 1 hora 42C. Este paso

puede ser omitido, nosotros no lo hemos realizado en ningun
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caso.

Lavado, en tampo fosfato o cacodilato, dos o tres veces du

rante § o 15 minutos cada vez, a temperatura ambiente.

La deshidratacidén se realizarid a temperatura ambiente con /

una serie de alcoholes etilicos:

a-50%......10 minutos d-95%.........10 minutos

b—80%. s s 0 e ‘10 minutOS e-loo%- “« o 0w e 10 lI\inutOS
0—95% ooooo . 10 minutOS f-loo%. ® 5 000000 10 l‘llinut-os

Esta ha sido la serie alcohdélica usada por nosotros, pero si

se desea, puede prolongarse con cuatro pases mas como deta-

llamos a continuaciodn:

g - 1:1, solucién de etanal 100% + Freon 113.....15 minutos.

h - 1:1, solucién de etanol 100% + Freon 113....15 minutos.

e
[

Freon 113 durante 15 minutos

(5
i

Freon 113 durante 15 minutos.
El tejido puede dejarse en Freon 113 durante toda la noche.

Secado, nuestro método de secado ha sido realizado dejando

las muestras sobre un papel de filtro, al aire durante unos

minutos.

La pieza asi preparada se coloca sobre un portaobjetos del
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microscopio, al que se adhiere mediante un papel celo que
ha sido previamente recubierto por una fina capa de oro, /
el fragmento de muestra deseado se terminard de fijar al /

portaobjetos mediante una solucién de plata coloidal.

Como portaobjetos, se utilizan unos cilindros de aluminio

de 12 mm. de diametro.

A continuacién, el portaobjetos con la muestra, se introdu
cen en”la cdmara de evaporacién de alto vacio, en nuestro
caso una Hitachi HUS-4GB que es el modelo de que hemos dis

puesto, recubriéndolo con una fina pelicula de carbén-oro.

De este modo, las muestras estin ya preparadas para ser obser

vadas en el microscopio electrénico de barrido.
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METODO PARA LA OBSERVACION DE LAS MUESTRAS(M.E.B.)

La observacién de las muestras se ha realizado en microsco
pio electrénico de barrido, del Departamento de Higiene del

Instituto Territorial de Sevilla del Plan Nacional de Higie

ne y Seguridad del Trabajo.

Hemos utilizado un modelo HHS-2R de la casa Hitachi, obte-
niéndose las microfotografias a partir de las imagénes de
electrones secundarios, con una tensién de aceleracién de

25 Kv, para el haz incidente y utilizando una distancia de

trabajo de 25 mm,

Las microfotografias han sido realizadas con peliculas Kodak
.tipo tri-X, con una sensibilidad de 400 ASA, utilizando el

dispositivo fotografico del propio microscopio, el cual vie
ne equipado con una cdmara Canon, modelo FTB.La exposicién /

para la obtencidén de microfotografias se ha realizado median

te un barrido lento de la pantalla de 90 segundos de duracién.|




