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Resumen

La cérnea es una lente concavo convexo
con un 75% del poder diéptrico total del
ojo humano y su correcto funcionamiento es
importante parael mantenimiento de unabuena

i 2 . i i "Universidad de los Andes.
visién. Histologicamente estd constituida por S50 Medicinn Regenemiv
epitelio, membrana basal (capa de Bowman), Calle 113 No.7-45 Torre B oficina 703
estroma, capa de Descemert y endotelio. d‘r‘:lemﬁca@bm‘;’f;‘fllf;i;;g’s'

- . e
El epitelio corneal es escamoso estratificado, I5tect: Madicinia Regasierativa
de 5 a 7 capas celulares, no queratinizado, “Oftalmélogo Stem Medicina Regenerativa
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“ee c=smosomas sobre la capa de Bowman,
swssentz una alta tasa de regeneracién con un
pemodo de rotacion de 4 a 6 dfas. Esta alta

“emacidad de recambio constante depende de

‘= c=lulas madre limbicas que presentan un

=20 pobremente diferenciado, larga vida en
= orzanismo, baja actividad mitética y divisién
s=mecirica. Actualmente el tratamiento mads
=miizado es el trasplante de cérnea, el cual
se=senta grandes limitaciones debido a su poca
“sponibilidad ya sea por falta de donantes
> por cérneas no aptas para el tratamiento.
Ultimamente se han realizado cultivos de
c<lulas madre limbares (CML) y su posterior
rasplante; sin embargo, es necesario realizar
sstudios bdsicos que ayuden a dilucidar
aspectos importantes como técnicas de cultivo
ms eficientes y menos costosas. Por lo anterior
el objetivo de este estudio fué identificar y
caracterizar mediante histologia y receptores
asociados a diferenciacién, las células de limbo
corneal cultivadas en medio Dulbeco Minimo
esencial (DMEM) suplementado con SFB.
Se tomaron 18 biopsias de limbo corneo-
escleral provenientes de donantes cadavéricos
humanos, de las cuales se obtuvieron células
adherentes que fueron cultivadas hasta el tercer
pase. Se realizé la identificacién determinando
la expresion cuantitativa de Ki67 y P63
utilizando inmunohistoquimica mediante la
técnica de inmuno-peroxidasa; la expresién de
CD45 fué medida por citometrfa de flujo y la
arquitectura celular fué revisada en coloraciones
de hematoxilina-eosina. Las células cultivadas
fueron positivas para Ki67y CD45 mientras
que P63 fué negativo. Este estudio demuestra
que el medio minimo esencial no soporta el
mantenimiento y expansién de las CML,
exigiendo la implementacién de medio
complejo para el cultivo de éstas.

Palabras clave: células limbo corneal,
cultivo celular, degeneracién de la cérnea,

Abstract

The cornea is a concave-convex lens with
a 75% of the total dioptric power of human
eye and for this function its correct operation
is so important for maintaining good vision.
Histologically it is constitued of epithelium
and its basement membrane (Bowman’s layer),
stroma, Descemet’s layer and endothelium.
The corneal epithelium is stratified squamous
from 5 to 7 layers of cells, nonkeratinized with
desmosomes on Bowman’s layer and it has a
high regeneration rate with a rotation period
of 4 to 6 days. This high capacity of constant
turnover depends on the Limbal Stem Cells
(LSC) which present a poorly differentiated
state, long life in the body, low mitotic activity
and asymmetric division.

Currently, the most used treatment
is corneal transplant which shows severe
limitations due to its low availability due to
either of lack of donors or unfit corneas for
treatment. Lately there have been cultures of
LSC and their subsequent transplantation;
however, it is needed to do basic studies to
help clarify important aspects as more efficient
culture techniques with less costs.

Therefore, the aim of this study was to
identify and characterize the corneal limbus
cells cultured with Dulbecco Minimum
Essential Medium (DMEM) supplemented
with FBS by histology and differentiation-
associated receptors. 18 biopsies of corneal
scleral limbus were taken from human
cadaveric donors from which adherent cells
were obtained and cultured to the third
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pass. Identification was performed by

determining the quantitative expression of

Ki67 and P63 by immunohistochemistry
using immunoperoxidase technique; the
CD45 expression was measured by flow
cytometry and cell architecture was revised
in hematoxylin-eosin stainings. The cultured
cells were positive for Ki67 y CD45 whereas
P63 was negative. This study shows that the
minimum essential medium does not support
the maintenance and expansion of the LSC,
demanding the implementation of complex
medium for the cultivation of these.

Keywords: limbal cells, corneal

Introducciéon

El epitelio limbar hace parte de la zona
transicional entre el epitelio corneal y epitelio
conjuntival. Dentro de las poblaciones
celulares del epitelio limbar se encuentran
células de Langerhans y melanocitos®1®.
El epitelio limbar se encuentra altamente
vascularizado debido a que en esta region
se requieren altos niveles de nutrientes y
citoquinas para el mantenimiento y divisién
de las células madre limbares (CML), las cuales
son las encargadas en regenerar el epitelio
corneal®'9, Estas CML se clasifican como
células multipotentes y son fundamentales
para la continua renovacion celular.

Se han propuesto el uso de diversos
marcadores para la identificacién de estas
células tales como la ausencia de citoqueratinas
3y 12, conexina 43, uniones gap, junto con b
positivos como vimentina y queratina 19, altos
niveles de factores de crecimiento epidérmicos
y expresién de factores de transcripcién p63,

ABOGE. PANE=* A&fceszimenie se sabe
@Rd*ﬂﬁﬁ:g-om}mmo pero en
CORJERIITG ¢S posEmT

L2 sememeaciim el epaeio corneal central
micEa com ks OMIL Es asalles Bevan a cabo un
proceso de divsaim ssmseeracs produciendo las
culas de amplicasie mamsworia (TAC:),
Ias caales vam seramde gradualmente hacia
d ccauo de b2 cdemes y smultineamente
diferenciindose = offslz cpirclial madura
(proceso de mEsracsim cemtripena), células
post-mitoticas (PMC) hasea llegar al
centro de b ofemez (cfalas serminalmente
diferenciadas (TDC s} y Smalmente las células
viejas son iberadas 2 k2 pelicula lagrimal
para ser elimimadas™®_ Las enfermedades
de la superfice ocalar como el Sindrome
de Sjogren. Sindsome de Seeven-Johnson y
las secuelas de ¥ guemaduras, son
entidades gue 2leran k2 regeneracién normal
del epielio commeal eczsionando una marcada
disminucién ea b capacidad regenerativa del
mismo y disfuncion de ks cflulas limbares
para restablecer k2 funcién y mantener la
transparencz de k2 cdmea. La uiilizacién
y irasplanee de CML para estos pacientes
ha demostrado bencficios: sin embargo, los
cultives de ese2s offulas son procedimientos
costosos 2 nivel biotecnolégico.

Shahdadfar A reports el cultivo exitoso
de CMI_ con reguerimientos minimos y como
tinico suplcmento sucro bovino fetal (SBF) lo
cual abre unz opostanidad para cultivar CML
a bajo costo™. Dado lo anterior es importante
apropiar conocimicnto en alternativas de
cultivo que permitan obtener informacién
bisica para el cultive de CML de manera
econémica y eficiente para el trasplante. El
objetivo de este proyecto fué identificar y
caracterizar mediante estudios histoldgicos y
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2= receptores asociados, las CML cultivadas
con medio minimo (DMEM-low glucose)
suplementado dnicamente con SFB.

Material y métodos

Se realizé un estudio experimental en
lzboratorio especializado para caracterizar
fenotipicamente el crecimiento de células del
limbo corneo-escleral.

El tejido ocular para el cultivo fué
proveniente del banco de tejidos de la
secretaria de salud de Bogotd y aunque
cumplfan con pardmetros exigidos (ausencia
de vasos sanguineos o linfticos, estindares de
seleccién internacionalmente reconocidos por
Eye Bank Association of América, directivas
del parlamento europeo y del consejo de
la unién europea 2004 y pruebas negativas
para enfermedades infecto-contagiosas:
VIH, Hepatitis B, Hepatitis C y VDR), no
fué utilizado para trasplante dado que en la
evaluacién del endotelio con microscopio
especular, la densidad endotelial no era
suficiente para el trasplante. El transporte fué
realizado en cdmara himeda en una caja de
tergopol hasta las instalaciones del laboratorio
de Stem Medicina Regenerativa.

Se obtuvieron 18 segmentos de tejido
limbar realizandose una incisién en la
conjuntiva paralela al limbo a unos 3-5 mm del
mismo y disecando el plano inmediatamente
subconjuntival hasta llegar al limbo donde se
desinserté la cdpsula de Tenon reflejandola
posteriormente. Se marcaron dos surcos
arqueados paralelos al limbo: uno en la zona
escleral a2 mm y otro en lazona corneal a 0.5-1
mm del limbo a una profundidad a 150 micras
para evitar perforar. Cada fragmento contenfa

cdrnea periférica superficial, conjuntiva limbar
y esclera limbar superficial.

Para la obtenci6n de cultivos primarios la
muestra fué dividida en dos. Para la primera
se realizé la técnica de cultivo por explantes,
la adhesién a la placa se facilit6 aumentando
la tensién superficial al no utilizar medio de
cultivo en un periodo inicial por 30 minutos,
posteriormente fué agregado DMEM-IG
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium - low

Glucosa) al 10% con Suero Fetal Bovino
(SFB). La segunda porcién fué disociada
enzimdticamente utilizando coldgenasa tipo
[ al 0.075% (C0130 sigma), dispasa al 1%
(D4818 sigma) y posteriormente fué cultivada
con DMEM-LG +10%SFB. El seguimiento
de la confluencia celular fué reportado por
3 observadores diferentes teniendo como
base la densidad celular sobre el pozo (un
minimo de 0% (células ocasionales) hasta 90%
una médxima densidad celular que permitfa
crecimiento por adherencia sin inhibicién
por contacto; se realizé tripsinizacién con
triple select (invitrogen) en confluencia 90% e
inactivacion enzimdtica, el recuento de células
viables se realizé con azul Tripdn en cimara
de Neubauer.

Los cultivos se llevaron a cabo por un
periodo de 2 meses y posteriormente se
realizaron las pruebas de fenotipo e histologfa.
Las muestras se fijaron de acuerdo a lo
reportado por Garcia y cols'”,

La arquitectura celular fué revisada en
coloraciones de hematoxilina- eosinay se realizé
tincién con inmunoperoxidasa indirecta en tres
pasos para la deteccién de Ki67(anticuerpo pre-
diluido MIB-1 Inmunotech) y p63(anticuerpo
4B1E12 novex) utilizdndose como control
positivo células de piel para p63 y de
amigdala para Ki67 (16). La identificacién
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de CD45 FITC (Beckton Dickinson
340498) y CD34PE(Beckton Dickinson
340498) se realizé6 mediante citometria de
flujo (clitémetro de flujo BD canto II).

Resultados

El cultivo de DMEM bajo en glucosa
con SBF al 10% permitié el crecimiento de
diferentes poblaciones celulares tanto en los
explantes como en los cultivos por disociacién
sembrados; posterior al tercer pase en los
cultivos por explante se evidenciaron dos
poblaciones una de forma fibrobléstica y otra
circular, siendo las dos poblaciones adherentes
en la tincién con hematoxilina eosina. (Figura 1)

Durante el cultivo se observaron
diferencias en el crecimiento de las dos
poblaciones encontradas, evidencidndose
una tasa de crecimiento mayor en la poblacién
fibroblastoide que fué la que soporté el
aumento en la confluencia (Figura 2.)

La cinética de crecimiento de las dos
técnicas de obtencién de células en cultivo
mostré que sélo los explantes tuvieron un
crecimiento exponencial que permiti6 llegar
al pase numero 3 contrastante con las células
obtenidas por disociacién que mantuvieron
viabilidad pero no fase exponencial. En la
Grifica 1, se observa el contraste del nimero
de células expandidas obtenidas por las dos
diferentes técnicas de cultivo, en el explante
las poblaciones muestran un incremento en
el nimero de células desde el dia 6 de cultivo
hasta el dia 27.

La proliferacién celular fué confirmada
al realizarse la inmunohistoquimica, siendo
positiva de un 8 al 10% para Ki67 de todas
las células obtenidas de explante a diferencia

de Ia ncgarividad ea ks oflulas obtenidas por
disociacién cuyo mascador fud negativo. En la
Figura 3, sc muestra o control positivo sobre
amigdala (3A y 5A) y una de las muestras
positivas por cxplanic 8%.

La idenoificacion de P63 sobre las muestras
fué negativa mnto en las muestras obtenidas
por explante como por disociacién; en la
Figura 4, sc mucsiza <l control positivo sobre
picl y una mmestra negariva sobre las células
obtenidas por explanec

Al realizar b crometria de flujo a los
cultivos celulares se evidencié que las células
obtenidas por los diferentes mérodos (explante
y disociacién) presentaban un promedio
de 45% de CD45+ y todas presentaron
negatividad para o CD34+ (Figura 5).

Discusion

Los resultados indican que el DMEM
bajo en glucosa suplementado con SBF 10%
permite el crecimiento de dos tipos celulares;
de acuerdo a los resultados por hematoxilina-
eosina y citometria de flujo, se sugiere que
estas poblaciones pueden corresponder a
fibroblastos o células epiteliales y células
mononucleares CD45+ con capacidad de
adherencia tales como los monocitos. Estos
resultados estin en concordancia por lo
reportado por Xie H.T y cols"?.

Los resultados obtenidos por los dos
métodos de obtencién celular, explantes
y disociacién celular, que evidencian
diferencias en la proliferacién celular fué
para los investigadores una sorpresa debido
a que la literatura reporta obtencién de las
células de limbo corneal por ambos métodos.
Las enzimas y concentraciones utilizadas
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cdurante los ensayos para la disociacién de las
Siopsias fué similar a lo descrito por Xie H.T'y
cols'™”, quien en su estudio utilizé las mismas
concentraciones y obtuvo proliferacién celular
en cultivos por disociacién.

Los resultados de Ki67 confirman la
proliferacién celular por explante similar a lo
reportado por Ghoubay-Benallaoua D. y cols.
= quienes concluyen que realizar explantes
de limbo incrementa dramditicamente
el porcentaje de éxito del cultivo, el alto
crecimiento de células epiteliales y puede
mejorar la preservacién de los progenitores
epiteliales de limbo.

Nuestros resultados contrastan con lo
publicado por Shahdadfar A y cols.'®), quienes
reportan que un medio de cultivo sin aditivos
de crecimiento y con un simple suplemento
puede servir como un equivalente para el
reemplazo del medio complejo, utilizado
generalmente para la expansién de células
madre limbo corneales (P63+) y que- utiliza
toxina colérica, factor de crecimiento
epidérmico y factor de crecimiento ligado a
insulina. Este trabajo evidencia la necesidad
de utilizacién de estos suplementos para el
mantenimiento de las células madre de limbo
corneal y homogenizacién de la poblacién
celular, como lo reporta Li G. y cols®? quienes

Figuras

reportan que en el cultivo de las células de
limbo corneal con DMEM + SFB obtuvo
fibroblastos negativos para P63 y que ademds
aunque estas estrategias son de bajo costo,
los resultados no tienen lo necesario para las
terapias celulares que requieren células del
limbo corneal.

En cuanto a la expresién de CD45,
se evidencié que todas las alternativas de
obtencién y cultivo de células de nuestro
estudio presentaban una contaminacién con
monocitos; lo cual hace que esta estrategia de
cultivo no sea la indicada.

Conclusiones

El medio minimo esencial no soporta el
mantenimiento y expansién de las CML
corneales P63+. Promueve la proliferacién de
diferentes tipos celulares como fibroblastos,
células epiteliales, monocito cuando son
obtenidos por explantes y no remplaza al
medio complejo utilizado en el cultivo de
células madre limbo corneales.

Conflicto de Intereses

Este estudio no manifiesta conflicto de intereses.

Figura 1. Tincién con Hematoxilina-
eosina. (A y B) Se observa la presencia
de dos tipos celulares predominando la
morfologia “epitelial”, la cual se tifié de
un color oscuro. El segundo tipo celular
presenta un niicleo con forma de rifién
compatible con células mononucleares.
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Figura 2. Compertamiento en cultivo. A) Dia 3 de cultivo se observa la
presencia de dos tipos celulares provenientes del explante. B) Dia 10 de
cultivo se observa confluencia del 90% alrededor de los explantes en un 50%
del pozo de cultivo. C) Dia 15 se realiza disociacién enzimdrica confluencia
del 80% del pozo de cultivo. D) pase 3 se observa una la presencia de dos
tipos celulares con predominio de las células fibroblastoides.

Figura 4. Tincién por
inmunoperoxidasa P63.
Inmunohistoquimica para P63
por Inmunoperoxidasa en la 4A
se observa negatividad para el
antigeno y en la 4B el control
positivo sobre piel.
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Figura 5. Obtencién del niimero absoluto de células CD34/45 mediante el protocolo
de ISHAGE (Citometria de Flujo).
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Grafica 1. Confluencia de las CML en cultivo a través del tiempo. Las muestras
obtenidas por explante son las que se observa proliferacién desde el dfa 6 del cultivo
en las obtenidas por disociacién solo se observa mantenimiento de la poblacién celular
mas no incremento en el niimero celular.
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