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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 oOptica y
microscopia electronica de trasmision. 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 utiles 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 collagen shields were
examinated by electron microscopy. Junctional complexes, desmosomes, tight 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 limbal epithelial cells cultured
on collagen shields exhibit cellular and extracellular elements similar to the observed in vivo,
suggesting that cultured cells on collagen carriers may serve for corneal epithelial transplantation.
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Introduccién

L.a cérnea por ser el tejido ocular més externo del glo-
bo ocular esta expuesto a sufrir multiples lesiones bien
sea por cuerpos extraiios, factores medio ambientales u
otros mas severos causados por quemaduras quimicas,
que pueden inducir pérdida visual importante debido fun-
damentalmente a alteraciones en la cicatrizacion de la
superficie ocular { neoformacién de un epitelio que no
tiene las caracteristicas del epitelio normal). Como re-
sultado hay una opacificacion y neovascularizacion de 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 corneo-conjuntival y a partir de estas se produ-
ce la regeneracion del epitelio corneal con sus caracte-
risticas funcionales y 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), v en las fases posterio-
res se realiza trasplante de cornea, epiqueratoplastias,
trasplantes heterologos de conjuntiva, procedimientos que
producen generalmente resultados desalentadores
(Kenyon & Tseng, 1989).

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

Varios autores han sugerido la utilizacion 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
y 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-
bargo no se han efectuado estudios tendientes a la
evaluacion de estos epitelios reconstituidos respecto a su
morfologia y a su comparacién con el epitelio corneal in
vivo. En este trabajo se evaluan los aspectos estructura-
les y ultraestructurales del epitelio corneal reconstruido
in virro y se propone la utilizacion de estos epitelios con
fines terapéuticos , de una manera similar a la metodolo-

gia utilizada para reconstruir piel in vitro que se utiliza
en trasplantes en pacientes con quemaduras severas de
piel (Bell et al., 1981).

Materiales y métodos

Se obtuvieron ojos humanos de donantes de edades
entre los 25 y 45 anos (total de 12 ojos) y con un tiempo
no mayor de 12 horas entre el momento del deceso y la
obtencion del globo ocular. (Acorde con la reglamenta-
cion legal de donacion y trasplantes vigente en el pais).

Las células corneales se aislaron mediante técnicas
de microcirugia descamando las hojas de epitelio del lim-
bo corneo-escleral con un disector romo de cornea; una
vez obtenidas estas hojas de células epiteliales se some-
tieron a un tratamiento con una mezcla de tripsina al 0.1%
Sigma St Louis MO) y EDTA al 0.02% en PBS pH 74y
luego se incubaron a 37  C durante | hora con el fin
para separar las células. Luego se centrifugaron a 1000
rpm durante 10 minutos y se lavaron con medio de culti-
VO €n tres ocasiones.

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

El epitelio se cultivé durante 3 semanas, cambiando
el medio de cultivo cada tercer dia (Medio Suplementa-
do Hormonal). La morfologia de las células en el cultivo
se registro mediante microfotografias en un microscopio
de contraste de fase invertido.

Microscopia electrénica y dptica

El epitelio reconstituido en los lentes de colageno se
fijo durante 6 horas a 4°C en una solucion de
glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de Milloning 0.1
M pH 7.4. Despues de lavar con la solucion amortiguadora
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Después de 3 semanas de cultivo fué evidente la for-
macidn de la ldmina basal. Esta estructura es un elemento
fundamental para la organizacion del epitelio y para su
adherencia (Thoft, 1977). Como sucede en los epitelios,
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 ak., 1994; Kikkawa 1972; Bell et al,,
1981).

En conclusion se demuestra que las células epiteliales
corneales humanas cultivadas en matrices de coldgeno
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 evalud en este
trabajo. Seria importante determinar la tolerancia
inmunolégica posterior al injerto de estos epitelios.
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