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Las células epiteliales corneales humanas del limbo se cultivaron en lentes de colageno.
Las propiedades del epitelio reconstituido se examinaron mediante microscopia optica y
microscopia electrénica de trasmisiéon. Después de tres semanas de cultivo. las células presen-
taron uniones desmosomicas, uniones ocludens, microvellosidades en la superficie externa y
formacion de una membrana basal focal. Estos hallazgos son similares a los que se encuentran
en la cornea normal, lo que sugiere que las células epiteliales cultivadas en matrices de colageno
podrian ser qtiles para realizar trasplantes de epitelio corneal.
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Abstract

Limbal human corneal epithelial cells cultured on collagen shields were analyzed using
transmission electron microscopy. Corneal epithelial cells from the limbus were cultured on
collagen shields. Ultrastructural properties of the reconstituted epithelium were examined by
electron microscopy. After 3 weeeks. corneal epithelial cells cultured on coll.agcn. slmie!(is were
examinated by electron microscopy. Junctional complexes, dcsmo.sonllcs. l'lght junction, gap
junctions, as well as focal formation of basal lamina and microprojections in superficial cells
was observed in a similar way that in vivo findings. Human corneal Iil.nbﬂl epithelial cells cultured
on collagen shields exhibit cellular and extracellular elemefus similar tq lhe.observcd in vivo,
suggesting that cultured cells on collagen carriers may serve for corneal epithelial transplantation.
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Introduccion

¢l tejido ocular mas externo del g.fo-

a sufrir multiples lesiones bien

factores medio ambientales u
. mis severos causados por quemaduras quimicas,

O iaiubt a visual importante debido fun-

en la cicatrizacion de la

La cornea por ser
bo ocular esta expucsto
sea por cucrpos CxXIranos.

que pueden inducir pénliq
damentalmente a alteraciones zac
superficie ocular ( ncoformacion dc un Cpﬂt‘]l(‘\ que Tm
tiene las caracteristicas del epitehio normnlA). (.(?mn re-
sultado hay una opacificacion y neovascularizacion ‘dc la
superficie ocular con los efectos de pérdida visual
anteriomente mencionados (Thoft, 1977, 1988).

Las células madre del epitelio corneal se localizan en
el limbo comeo-conjuntival v a partir de estas se produ-
ce la regeneracion del epitehio corneal con sus caracte-
risticas funcionales v bioquimicas propias (Shingleton,
1991). Cuando las células madre se lesionan el manejo
de esta condicion es especialmente dificil porque el epi-
telio no puede regenerarse. Dentro de las propuestas te-
rapéuticas en las etapas iniciales se utilizan lubricantes,
inhibidores de las colagenasas. lentes de contacto, factor
de crecimiento epidermal (FCE), y en las fases posterio-
res se realiza trasplante de cornea. epiqueratoplastias,
trasplantes heterologos de conjuntiva, procedimientos que
producen generalmente resultados desalentadores
(Kenvon & Tseng. 1989).

El trasplante autologo de conjuntiva se ha utilizado
con resultados satisfactorios, pero en muchos casos no
es posible emplear conjuntiva autoléga por dafio bilate-
ral. Estos casos son los que presentan peor pronostico
visual y requeririan procedimientos alternativos
(Shermer et al., 1986)

Varios autores han sugerido la utilizacién de células
epiteliales madre cultivadas para la regeneracion de esta
superficie corneal (Linderberg et al., 1993; Ohji et al.,
1994; Garcher, 1990). Se han realizado diversas investi-
gaciones y se ha estandarizado la técnica de aislamiento
Yy propagacion del epitelio, logrando ademas trasplantar-
lo en dermis de ratones (Linderberg et al., 1993). Otra
alternativa utilizada es el empleo de matrices de colageno
como substrato para la realizacion de dichos trasplantes
(Geggel et al., 1991; He & McCulley, 1991); sin em-
morfologia y a su comparaﬁén C nlS “Im i f't‘hpec“) ; S'u
vivo. En este trabajo se eval(an (I)ol'e ‘CPHGIIO R
les y ultraestructurales del ep(itcliob ‘a'OPCClOS eslructu'ra-
es Y corneal reconstruido
invitro'y s'e propone la utilizacion de estos epitelios con
fines terapéuticos , de una Mmanera similar a la metodolo-

a la
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gia utilizada para reconstruir piel jp Vitro
en trasplantes en pacientes con quema
piel (Bell et al., 1981).

v e se utliy,
ras Severag de

Materiales v métodos

Se obtuvieron ojos humanos de donanteg de
entre los 25 y 45 anos (total de 12 ojos) ¥ con yy sdades
no mavyor de [2 horas entre ¢l momento (e| decc:empo
obtencion del globo ocular. (Acorde con la rt:ulan?'y 5
cion legal de donacion y trasplantes vigente en ] p‘al::;;

Las células corneales se aislaron mediante téchicys
de microcirugia descamando las hojas de epitelio del Iimi
bo corneo-escleral con un disector romo de cornea: yng
vez obtenidas estas hojas de células epiteligles S€ Some-
ticron a un tratamignto con una mezcla de tripsina al 0,19,
Sigma St Louis MO) y EDTA al 0.02% en PBS pH T4y
luego se incubaron a 37 "C durante | hora con ¢f fin
para separar las células. Luego se centrifugaron a 1000
rpm durante 10 minutos y se lavaron con medio de culti.
VO en tres ocasiones.

Las células se cultivaron a razon de 2 x 10° células en
pozos de cultivo de 35 mm (ICN Flow. , Costa Mesa CA)
en el medio Suplementado Hormonal que contiene me-
dio minimo esencial de Dulbecco, medio de Hams F12
en una proporcion de 3:1 respectivamente, suplemen-
tindose con Suero Fetal Bovino al 10% (Gibco BRL
Gaithensburg MD), Factor de crecimiento epidermal
recombinante humano a 10 ng/ml (ICN Flow), Toxina
de Colera a 100 ng/ml (ICN Flow), insulina a 3ng/ml
(Sigma), mezcla antibidtica (Penicilina, estreptomicing
, gentamicina y anfotericina B ) a 20 meg/ml (Sigma),
hasta un estadio confluente a una temperatura de 37" C,
con humedad del 95% y CO 2 al 5%. luego las celulas s¢
dispersaron con tripsina EDTA al 0.02%. Posteriormente
se sembraron en una matriz de colageno, Bio-cor 24 h0
ras (Baush and Laumb Tampa FL ) a una concentracion
de 6x 10 * células.por lente de colageno .

- L .. ande P jando
El epitelio se cultivo durante 3 semanas. cambl
(

¢l medio de cultivo cada tercer dia (Medio S"planelm\i;
do Hormonal). La morfologia de las células C"‘cl C.l!(,“io
se registro mediante microfotografias en un microsceP
de contraste de fase invertido.

Microscopia electrénica y Gptica

. o s¢
El epitelio reconstituido en los lentes de colﬂig(f:: (
fij6 durante 6 horas a 4°C en una so'luC ing U
glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de Ml”‘j‘:u: ot
M pH 7.4. Despues de lavar con la solucion amortis
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Fi cuoplesms de les cdlulos en les latemtes capas
presenss; de ums maners regiler toticwle andepliematico
rugma (BER ). temolilamentin § poss mtosondrias. Las
grinuios de gl frgenes w At rasem cvpessaimente sbrm
dantes en las dos capas colulares mbs Banales (Pig 2.4
También (ué evidente la prasencia de lamina Basal, aon-
que solo en pustos focales en la intotiase epiichio-
colbgeno (Fig 2.¢) En Vs matrsz de colsgeno e lotmaton
pliegues ccasionales duramte twdo ¢l tempo de cultivo,
pern ve conservh viempre w imegridad

Diseusion

La utilizacion de células epitehiales cultivadas pata
trasplantes han sido propuesias para la 1econsInuccion de
la superficic ocular (Linderberg et al., 1993; Ohji et
al., 1994; Garcher, 1990). $in embargo eslos cultivos
requicren de células nodriza que deben ser irsadiadas
dusante los ciclos del culivo celulas. Las capas de epite-
Vi corneal en estos cultivos epiteliales forman depisitos
de componentes de membrana basal después de 2 wma-
pay (Ohji et al., 1994),

En este estudio se observaron las primeras fases de
desarrollo del epitcho corneal Jimbal sobre laminas de
colageno: ¢l epitelio probfera y se ofganiza €n un na-
wero de capas gue varfa de dos a cuatro estratos. La
vapa de célulay mas eAlErna presenta microvellosidades
sobre su superlicie, de una mancra similar al epitelio
corneal in vive (Nichols et al., 1983), Estas
wicrovellonidades amentan i superficie de cnmn,clo
pari mantener Ja pelicula Jagrimal y proteger .cl epite-
liv subyacente. Son propias de las células jovencs.

(Prister & Rennens, 1977).
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Después de 3 semanas de cultivo fué evidente la for-
macion de la lamina basal. Esta estructura ¢s un elemento
fundamental para la organizacion del epitelio y para su
adherencia (Thoft, 1977). Como sucede en los cpncl|o§,
en la cornea la lamina basal es esencial para su manteni-
miento. permanencia y diferenciacion (McLaughlin et
al.,1985), y en el éxito de los trasplantes del epitelio
corneal (Ohji et al., 1994; Kikkawa 1972; Bell ct al.,
1981).

En conclusion se demuestra que las células epiteliales
corneales humanas cultivadas en matrices de colageno
con la técnica descrita, pueden organizarse de una mane-
ra similar al epitelio corneal normal con los elementos
celulares y extracelulares. Estos epitelios reconstituidos
eventualmente podrian ser utilizados en trasplantes de
epitelio corneal in vivo, aspecto que no se evalué en este
trabajo. Seria importante determinar la tolerancia
inmunolégica posterior al injerto de estos epitelios.
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