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Resumen 

Avila Castañeda, M. Y., Barrero, J. R., Romero de Pérez, G. & Iglesias, A.: 
Reconstrucción In Vitro de Epitelio Corneal en matrices de colágeno. Rev. Acad. Colomb. Cienc. 
22(84): 445-450. 1998. ISSN 0370-3908. 

Las células epiteliales corneales humanas del limbo se cultivaron en lentes de colágeno. 
Las propiedades del epitelio reconstituído se examinaron mediante microscopía óptica y 
microscopía electrónica de trasmisión. Después de tres semanas de cultivo, las células presen­
taron uniones desmosómicas, uniones ocludens, microvellosidades en la superficie externa y 
formación de una membrana basal focal. Estos hallazgos son similares a los que se encuentran 
en la córnea normal, lo que sugiere que las células epiteliales cultivadas en matrices de colágeno 
podrían ser útiles para realizar trasplantes de epitelio cornea!. 
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Abstract 

Limbal human cornea! epithelial cells cultured on collagen shields were analyzed using 
transmission electron microscopy. Cornea! epithelial cells from the limbus were cultured on 
collagen shields. Ultrastructural properties of the reconstituted epithelium were examined by 
electron microscopy. After 3 weeeks, cornea! 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 cornea! 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 cornea! epithelial transplantation. 
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Introducción 

La córnea por ser el tejido ocular más externo del glo­
bo ocular esta expuesto a sufrir multiples lesiones bien 
sea por cuerpos extraños, factores medio ambientales u 
otros más severos causados por quemaduras químicas, 
que pueden inducir pérdida visual importante debido fun­
damentalmente a alteraciones en la cicatrización de la 
superficie ocular ( neoformación de un epitelio que no 
tiene las caracteristicas del epitelio normal). Como re­
sultado hay una opacificación y neovascularización de la 
superficie ocular con los efectos de pérdida visual 
anteriomente mencionados (Thoft, 1977, 1988). 

Las células madre del epitelio cornea! se localizan en 
el limbo comeo-conjuntival y a partir de estas se produ­
ce la regeneración del epitelio corneal con sus caracte­
rísticas funcionales y bioquímicas propias (Shingleton, 
1991). Cuando las células madre se lesionan el manejo 
de esta condición 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 córnea, epiqueratoplastias, 
trasplantes heterólogos de conjuntiva, procedimientos que 
producen generalmente resultados desalentadores 
(Kenyon & Tseng, 1989). 

El trasplante autólogo de conjuntiva se ha utilizado 
con resultados satisfactorios, pero en muchos casos no 
es posible emplear conjuntiva autológa por daño bilate­
ral. Estos casos son los que presentan peor pronóstico 
visual y requerirían procedimientos alternativos 
(Shermer et al., 1986) 

Varios autores han sugerido la utilización de células 
epiteliales madre cultivadas para la regeneración de esta 
superficie cornea! (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 propagación del epitelio, logrando además trasplantar­
lo en de1mis de ratones (Linderberg et al., 1993). Otra 
alternativa utilizada es el empleo de matrices de colágeno 
como substrato para la realización 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 
morfología y a su comparación con el epitelio cornea! in 
vivo. En este trabajo se evalúan los aspectos estructura­
les y ultraestructurales del epitelio cornea! reconstruido 
in vitro y se propone la utilización de estos epitelios con 
fines terapéuticos , de una manera similar a la metodolo-

gía 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 años (total de 12 ojos) y con un tiempo 
no mayor de 12 horas entre el momento del deceso y la 
obtención del globo ocular. (Acorde con la reglamenta­
ción legal de donación y trasplantes vigente en el país). 

Las células corneales se aislaron mediante técnicas 
de microcirugía descamando las hojas de epitelio del lim­
bo corneo-escleral con un disector romo de córnea; 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 7.4 y 
luego se incubaron a 37 ° C durante l hora con el fin 
para separar las células. Luego se centrifugaron a 1000 
rpm durante 1 O minutos y se lavaron con medio de culti­
vo en tres ocasiones. 

Las células se cultivaron a razón de 2 x 101
' células en 

pozos de cultivo de 35 mm (ICN Flow. , Costa Mesa CA) 
en el medio Suplementado Hormonal que contiene me­
dio mínimo esencial de Dulbecco, medio de Hams Fl2 
en una proporcion de 3: 1 respectivamente, suplemen­
tándose 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 l 00 ng/ml (ICN Flow), insulina a 5ng/ml 
(Sigma), mezcla antibiótica (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 células se 
dispersaron con tripsina EDTA al 0.02%. Posterionnente 
se sembraron en una matriz de colágeno, Bio-cor 24 ho­
ras (Baush and Laumb Tampa FL) a una concentración 
de 6x I O 4 células.por lente de colágeno . 

El epitelio se cultivó durante 3 semanas, cambiando 
el medio de cultivo cada tercer día (Medio Suplementa­
do Hormonal). La morfología de las células en el cultivo 
se registro mediante microfotografías en un microscopio 
de contraste de fase invertido. 

Microscopía electrónica y óptica 

El epitelio reconstituido en los lentes de colágeno se 
fijó durante 6 horas a 4°C en una solución de 
glutaraldehído al 2.5% en amortiguador de Milloning 0.1 
M pH 7.4. Despues de lavar con la solución amortiguadora 
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las muestras se postfijaron en una solución de OsO
4 

du­
rante I hora y luego se deshidrataron en gradientes de 
etanol. Posteriormente se embebieron en mezcla Epón­
Araldita. Las secciones semi finas (±2µ) se colorearon con 
Azul de toluidina para su observación al microscopio de 
luz. Las secciones ultrafinas se contrastaron con acetato 
de uranilo y citrato de plomo y se observaron en un mi­
croscopio JEOL l00B. Las imágenes obtenidas fueron 
fotografiadas y digitalizadas mediante un procesador de 
imágenes Aldus Fotostar. Con el fin de resaltar detalles 
de ciertas estructuras se les asignó color . 

Resultados 

En el análisis microscop1co, el epitelio cornea! 
reconstituído después de 3 semanas en cultivo presentó 
células de forma poligonal organizadas en 2 a 4 capas 

Figura L. Microscopía de contraste de fase de epitelio cornea! cultivado 
en lentes de colágeno (A) Día 3 de cultivo: Se observan células con 

figuras de mitosis y múltiples espacios en el área de cultivo. (B) Día 21 
de cultivo: Se observa el área de cultivo llena de células, en forma 

poligonal. Estas células se observan en capas bajo el microscopio de luz, 
antes de su análisis por M.E.T. 

continuas ocupando la superficie de la matrix colágena 
(Fig l.). Durante el tiempo del cultivo las células de­
mostraron actividad mitótica, sin cambios degenerativos 
visibles . El examen de las electromicrografías mostró que 
las células epiteliales superficiales conservan las 
microvellosidades características con filamentos de 
actina, y un glicocálix pobremente desarrollado. En esta 
capa se evidenciaron complejos de unión tipo zona 
ocluyente en el ápice celular, y desmosomas entre célu­
las contiguas, y con las células de la capa subyacentes(Fig 
2 a). Las células basales presentan proyecciones latera­
l es interdigitadas y unidas entre sí con uniones 
desmosómicas. (Fig 2 b). La digitalización de las imáge­
nes permite apreciar con mayor detalle la estructura in­
terna de las microvellosidades y los elementos constitu­
tivos de los complejos de unión ( Fig 3.) 

El citoplasma de las células en las diferentes capas 
presentó de una manera regular retículo endoplásmatico 
rugoso (RER), tonofilamentos y pocas mitocondrias. Los 
gránulos de glucógeno se observaron especialmente abun­
dantes en las dos capas celulares más basales (Fig 2.d). 
También fué evidente la presencia de lámina basal, aun­
que solo en puntos focales en la interfase epitelio­
colágeno (Fig 2.c). En la matriz de colágeno se formaron 
pliegues ocasionales durante todo el tiempo de cultivo, 
pero se conservó siempre su integridad. 

Discusión 

La utilizacion de células epiteliales cultivadas para 
trasplantes han sido propuestas para la reconstruccion de 
la superficie ocular (Linderberg et al., 1993; Ohji et 
al., 1994; Garcher, 1990). Sin embargo estos cultivos 
requieren de células nodriza que deben ser irradiadas 
durante los ciclos del cultivo celular. Las capas de epite­
lio cornea! en estos cultivos epiteliales forman depósitos 
de componentes de membrana basal después de 2 sema­
nas (Ohji et al., 1994). 

En este estudio se observaron las primeras fases de 
desarrollo del epitelio cornea! timbal sobre láminas de 
colágeno: el epitelio prolifera y se organiza en un nú­
mero de capas que varía de dos a cuatro estratos. La 
capa de células más externa presenta microvellosidades 
sobre su superficie , de una manera similar al epitelio 
cornea! in vivo (Nichols et al., 1983). Estas 
microvellosidades aumentan la superficie de contacto 
para mantener la película lagrimal y proteger el epite-
1 io subyacente. Son propias de las células jóvenes. 
(Pfister & Rennen., 1977). 
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Fi:,'!urá 2. Ultraestmcturn del cpilcho cornea! cuhivado en lentes de colá¡;cno. (A) Micto:.cO~)ia clcctn'uuca de tmnsmisión de las célufo, epi1dialc,;; 

.;upcrfic1ale:. Mi<':fO\CJl0<;1d:i.des en la supcrlicie (ílech;1s pequeñas). lm; nucrovello.sidaJ6 tienen mklcos de actma y tos micrufilanientos corren 1Mmlclos 
.-i 13 membr:ms celular (cabeL.a.s de ffocha}. Lo<: rlcsmosomas también se indican (lkchas g:r.:mdcs). ( 8) M.E.T. Las cClukls ;idy;,tccn1cs tu~ncn proyecciones 
lateral e:, (flechas pequeñas) con uniones GAP mechas grandes). uniones occludens fostcri,;;co) )' dcsmosomas (cabe.:;\S de tle(':b;,l), La bmrn rcprci-cnta una 
nuera (C) \,f E.T. Una t'onnación foca l d~ mcmbran.-i basal entre las células bá..sale;) y el colágeno (t1cchn-. pequeñas). (0) M.E. T Elcmen101. imrncclularcs, 

mitocondnn (ílechas pequeifa) y gr.inulo<: de gl1cógcno (cabcJ:~h de ni:-ch:\), L:i b,.,rm rcpre,;cnta media 111icr.1. 
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La observación de complejo s de adhesión tipo 
ocludens en las células cultivadas confirman un alto gra­
do de especialización de este epitelio y denotan la repre­
sentación anatómica de la barrera epitelial , demostrada 
in vivo por varios autores (McLaughilin et al.,1985, 
Kikkawa. 1972). El epitelio reconstituído presentó tam­
bién las uniones desmosómicas a nivel de las membranas 
laterales que caracterizan el.epitelio normal. Estos com­
plejos de unión proveen estabilidad mecánica a la trac­
ción lateral y mantienen la unión intercelular (Kaufman 
et al., 1988). En forma ocasional , se observaron uniones 
comunicantes entre las células , cuya función consiste en 
permitir el paso de iones y pequeñas moléculas 
(aminoácidos, monosacáridos y segundos mensajeros) 

entre las células a través de arreglos de proteínas de mem­
brana denominadas conexones. Esto significa que el epi­
telio reconstituído se comporta como un tejido en el que 
las células presentan una activa interacción funcional. 
(Hall & Zampigighi. , 1993). 

La presencia de gránulos de glucógeno en las capas 
basales del epitelio reconstituído in vitro se correlaciona 
in vivo con la presencia de estos gránulos en áreas co­
rrespondientes de la córnea normal, siendo estas inclu­
siones indicativas de diferenciación celular. Constituyen 
una reserva metabólica para ser utilizada en momentos 
de estrés celular (Kaufman et al. , 1988). 

Figura 3. Imágenes de M.E.T. de epiteli o corneal reconstruido digitalizadas con as ignación de tonos de color a los tonos de grises. (A) Superficie epite lial. 
Se aprecian con más deta ll e las microve llos icl ades con espacios entre ellas y los filamentos de actina paralelos a la superficie. (B) Desmosomas entre dos 

cé lul as culti vadas, se aprec ian sus componentes. Nucleo de unión (flecha grande), placas de anclaje (fl echa pequeña), fibrillas de anc laje (cabezas de 
fl echa) (C) Uniones GAP, se aprec ian zonas de intercambi o (cabezas de fl echa) entre las dos membranas (D) Uniones Occludens, se observa fu sión de las 

membranas celulares (cabezas de fl echa). 
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Después de 3 semanas de cultivo fué evidente la for­
mación de la lámina basal. Esta estructura es un elemento 
fundamental para la organización del epitelio y para su 
adherencia (Thoft, 1977). Como sucede en los epitelios, 
en la córnea la lámina basal es esencial para su manteni­
miento, permanencia y diferenciación (McLaughlin et 
al.,1985), y en el éxito de los trasplantes del epitelio 
cornea! (Ohji et al., 1994; Kikkawa 1972; Bell et al., 
1981). 

En conclusión se demuestra que las células epiteliales 
corneales humanas cultivadas en matrices de colágeno 
con la técnica descrita, pueden organizarse de una mane­
ra similar al epitelio cornea] normal con los elementos 
celulares y extracelulares. Estos epitelios reconstituídos 
eventualmente podrían ser utilizados en trasplantes de 
epitelio cornea! in vivo, aspecto que no se evaluó en este 
trabajo. Sería importante determinar la tolerancia 
inmunológica posterior al injerto de estos epitelios. 
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