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INTRODUCCION

La conjuntiva es una membrana mucosa que se adhiere a la capsula de Tenon en su
parte mas anterior y se encuentra compuesta de epitelio y estroma. Tiene un papel
fundamental como barrera anatomica e inmune sobre el globo ocular y permite el libre

movimiento de éste. ¥

Tres tipos de células conforman esta estructura: 1) células epiteliales cuya morfologia
va desde la forma cilindrica en el epitelio columnar estratificado en el férnix hasta la forma
plana en el epitelio escamoso estratificado limbal y areas del borde palpebral; 2) células

mucinosas secretoras; 3) fibroblastos del estroma. )

El epitelio conjuntival forma una barrera fisica de proteccién y contribuye en la
formacion y mantenimiento de la capa de lagrima en la superficie ocular. La conjuntiva
también puede servir como un sustrato de células epiteliales para migrar y recubrir el

estroma corneal como consecuencia de la perdida del epitelio corneal. @

Diversas patologias pueden afectar a la superficie ocular debido a su natural exposicién
al ambiente y a la manera en la que la superficie mucosa responde a las agresiones. Las
secuelas de la inflamacion alteran la ultraestructura de la conjuntiva, y puede afectar la
diferenciacion de su epitelio, produciendo de esta forma alteraciones en su superficie asi
como en la pelicula lagrimal, parpados y cérnea. Algunos ejemplos incluyen: quemaduras

guimicas, sindrome de Stevens-Johnson, tumores epiteliales, patologias inmunolégicas:



rosacea ocular, penfigoide cicatricial, lesiones por radiacion o excisiones quirurgicas
amplias que pueden resultar en una respuesta inflamatoria posoperatoria mas severa,
cicatrizacion y fibrosis de la zona donadora que puede promover la formacién de
granuloma pidgeno, o en casos severos de simblefaron, acortamiento del férnix, restriccion
de la motilidad ocular y diplopia, necrosis escleral e infeccién. Como resultado de estos
procesos la superficie ocular puede ser dafiada de forma irreversible con serias

consecuencias tanto para la visién como para el confort ocular. ¢

Debido a lo anterior es de suma importancia la adecuada reconstruccion de la superficie
ocular. Desde hace algunos afios se ha incurrido a la medicina regenerativa a través de la
ingenieria de tejidos como via de desarrollo de células madre sométicas para regenerar o
sustituir las estructuras bioldgicas. Para lograr este objetivo se requieren dos factores
importantes: células madre, que tienen una alta capacidad de proliferacién y diferenciacion,

y el sustrato que las soportara. ("

En la conjuntiva se ha observado que las células madre se encuentran localizadas a
nivel del fornix, @ los explantes conjuntivales pueden contener células germinativas, o
mejor aun células madre . Muchos estudios realizados en cultivos celulares se han
enfocado en la capacidad de reconstruir un tejido equivalente en las caracteristicas
estructurales y funcionales al del tejido original. Esto se ha logrado al obtener la
diferenciacion de células mediante la modificacion de su medio de cultivo y su ambiente.
Sin embargo, las células diferenciadas tienen un tiempo limitado de proliferacion,

resultando en un bajo potencial regenerativo al realizarse el transplante.



En décadas pasadas se han desarrollado nuevas técnicas de reconstruccion de superficie
ocular como el empleo de membrana amnidtica, transplante de células madre limbales o
transplante de mucosa oral. Tejidos conjuntivales obtenidos mediante bioingenieria pueden
proveer una alternativa para la sustitucion de autoinjertos y minimizar el dafio iatrogénico a
la superficie ocular. ©® Actualmente existe inicamente una linea de células inmortalizadas
epiteliales conjuntivales disponible para su uso en investigaciéon, la Wong-Kilbourne
derivado de las células de Chang (American Type Culture Collection [CCL] 20.2 clone 1-
5¢c-4; Manassas, VA). ‘9 Aunque otros autores han reportado el desarrollo de algunas

lineas epiteliales conjuntivales; ©#* esta técnica no ha se desarrollado en nuestro pais.

Nuestro objetivo es desarrollar una técnica de cultivo celular para la expansion in Vitro
de células epiteliales conjuntivales, que sea reproducible, que nos permita obtener tejido
conjuntival viable no s6lo para la obtencion de injertos utilizados en la reparacion
estructural y funcional del globo ocular; asi como, para realizar investigacion basica en el

rubro de la farmacologia, la fisiologia tisular y los mecanismos de lesién o inflamacién.






MATERIAL Y METODOS.

MATERIAL Y REACTIVOS

Placas de cultivo celular (Costar, Corning, NY, USA); tubos cénicos de 1.5ml
(Eppendorf, Hamburg, Germany); medio DMEM (Dulbecco modified Eagle medium),
KSFM (keratinocyte serum free medium), suero fetal bovino (Gibco, Grand Island, NY,
USA); anfotericina B, gentamicina, tripsina/EDTA, saponina (Sigma, St. Louis Missouri,
USA); Dispasa Il (Roche, Mannheim, Germany); microscopia de contrastes de fases
invertida (Axiovert; Carl Zeiss Meditec, Oberkochen, Germany; incubadora (Forma
Scientific, Inc., OH, USA); camara de Neubauer (Bright Line, Buffalo, NY, USA);

citometro de flujo (Becton Dickinson, USA).

OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA.

Se obtuvieron 16 muestras de conjuntiva de pacientes de la Fundacién Hospital
“Nuestra Senora de la Luz”, sin importar sexo o edad, que fueron sometidos a cirugia de
pterigion o catarata. Se excluyeron aquellos pacientes que padecieran cualquier enfermedad

de superficie ocular que involucrara el rea de toma de la muestra.



Descripcion de la técnica quirurgica. Bajo anestesia local o topica y con técnica estéril se
disecaron fragmentos libres de Tenon, de 1 x 3 mm aproximadamente de la conjuntiva
bulbar superior, 10 a 15 mm del limbo.

Manejo de la muestra conjuntival. Para su transportacion se deposité la muestra en un
franco estéril con solucion salina 0 medio de cultivo RPMI 1640 y se mantuvo a 4°C, por

un periodo no mayor de 12 h.

Cultivo celular. La muestra de conjuntiva fue procesada bajo condiciones estériles en
campana de flujo laminar. Se tomé un fragmento de 1x1 aproximadamente y se colocé de
forma extendida en cajas de pozos de cultivo, dejando reposar el tejido de 15 a 30 segundos
para permitir su fijacion. Se agreg6 1 cc de medio de cultivo 1:1 de RPMI y Ham F10
suplementado con suero bovino fetal, mezcla antibidtico/antimicético: penicilina,
estreptomicina y anfotericina, aminoédcidos no esenciales, L-glutamina, factor de

crecimiento epitelial (EGF).

Se cultivé en una atmdsfera estandar para cultivo saturada con 95% de aire y 5% de
CO2 a 37 °C. El medio se recambi¢ cada tercer dia. El tejido se retird del pozo de cultivo
al 7° dia en promedio para evitar la contaminacion con fibroblastos. Las células adheridas
continuaron en desarrollo 10 a 13 dias mas aproximadamente o hasta conseguir una

confluencia superior al 80%.

Obtencion de las células cultivadas. Para la obtencion de las células se empled tripsina-
EDTA 0.25/0.03 % durante 10 minutos vigilando la disgregacion celular con microscopio

invertido. Posteriormente la reaccion enzimatica se detuvo con suero fetal bovino al 10%.



Inmunofluorescencia de las células cultivadas. La determinacion de la expresion de
proteinas intracelulares se realizd permeabilizando las células con saponina. Brevemente,
las células obtenidas de cultivo fueron fijadas con paraformaldehido al 4% durante 10 min
a 4°C, terminado el tiempo de incubacion las células fueron lavadas con PBS en dos
ocasiones y tratadas con saponina al 0.1% durante 15 min a temperatura ambiente en
agitacion moderada.  Posteriormente las células fueron marcadas con anticuerpos
monoclonales conjugados a un fluorocromo vy dirigidos contra MUCS5AC y citoqueratina

(CK), durante 30 min. Los datos se analizaron por citometria de flujo.

CITOMETRIA DE FLUJO. Se adquirieron 5000 eventos por duplicado en un citémetro
de flujo evaluando las caracteristicas fenotipicas en una ventana de tamafio vs. granularidad

celular, presentando los resultados en imagenes dot-plot (Software CELLQUEST).

Transcriptasa Reversa-Reaccién en cadena de la Polimerasa (RT-PCR). Se utiliz6 esta
metodologia para determinar la expresion de transcritos de RNAm asociados a proteinas
caracteristicas de células conjuntivales (MUCS5AC). EI RNA total es aislado de las células
conjuntivales cultivadas mediante el protocolo de isotiocianato guanidium y sujeto a la
digestion de DNasa libre de RNasa, extrayendo ambas con alcohol isoamil-fenol-
cloroformo (24:24:1), precipitando con etanol, disolviendo en agua libre de RNasa y
cuantificando espectofotométricamente. Un microgramo del RNA total fué empleado para

la sintesis de DNAc. ElI PCR se desarrollo con primers para MUCS5AC. La primera



secuencia constd de: MUC5AC primer sentido, 5-
TCCACCATATACCGCCACAGA-3", y primer contrasentido, 5-
TGGACCGACAGTCACTGTCAAC-3". La reaccion de amplificacion se realizd en el
termociclador. Las condiciones fueron: 3 minutos a 96°C, seguidos de 30 ciclos de
desnaturalizacion por 45 segundos a 96°C, amplificacién por 1 minuto a 55°C, y extension
por 1 minuto a 72°C. La longitud esperada del producto del PCR fue de 103 pares de bases.
El DNAc se analizd6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y se observd con
tincion de bromuro de etilio. EI RNA total de la conjuntiva del fornix se proces6 como
control positivo. Como control negativo se tomd la muestra de pozos en los que no se

observé crecimiento celular.






RESULTADOS.

CRECIMIENTO CELULAR.

El desarrollo celular fue valorado mediante microscopia de contraste de fase en un
microscopio invertido. Se observd una migracion celular discreta a partir del borde del

explante entre las 24 - 48 h posteriores a la implantacién del tejido (Figura 1).

A partir de las 72 h fue posible identificar células con morfologia epitelial (células
poliédricas con nucleo central grande, que tienden a la confluencia) o con morfologia

similar a una célula mio-epithelial o fibroblastica (células fusiformes, nucleo pequefio)

(Figura 2).

Figura 1. Microfotografia de
contraste de fase del explante
conjuntival. Se observa migracién
celular a partir del borde del explante a
las 24 horas. 200x.




Figura 2. Identificacibn morfolégica por contraste de fase. Las
microfotografias muestran las diferencias morfoldgicas entre células epitelilaes
(A) y células similares a mio-epiteliales o fibroblasticas (B) a las 72h de
cultivo celular. 400 x

CONFLUENCIA CELULAR. La confluencia celular superior al 80% se alcanzé entre el

dia 12 y 15 de cultivo (Figura 3).

Figura 3. Microfotografia de contraste
de fase a los 12 dias de cultivo. Se
observa la confluencia celular obtenida
por las células epiteliales conjuntivales.
200x.




CARACTERIZACION FENOTIPICA

CITOMETRIA DE FLUJO

La caracterizacion fenotipica se realiz6 en primer lugar con citometria de flujo para
determinar la expresion de citoqueratina (CK), que es un marcador caracteristico de todas
las células epiteliales ®® y de MUC5AC que es una mucina producida por células
epiteliales conjuntivales. Los resultados mostraron que las células cultivadas fueron

positivas para CK en un 88% y positivas para MUC5AC en un 89% (Figura 4).

Sin embargo, al realizar el analisis de la expresién de MUCS5AC exclusivamente en

las células epiteliales (CK+) se observo que el 100% de ellas eran MUC5AC+ (Figura 5).
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Figura 4. Citometria de flujo de las células epiteliales obtenidas en cultivo. Se
observan las caracteristicas de tamafio y granularidad (A) correspondientes a células
epiteliales. En (B) se observa el porcentaje de células epiteliales positivas para CK y en
(C) positivas para MUC5AC.
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Figura 5. Anélisis de la expresion de MUCS5AC en células CK+. Se observa en el
histograma que todas las células epiteliales son productoras de MUC5AC.




TRANSCRIPTASA REVERSA-REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

(RT-PCR).

Se realiz0 trascriptasa reversa reaccion en cadena de la polimerasa para el RNAm de
MUCS5AC y GADPH, comparandose con un control positivo (tejido conjuntival recién
obtenido). EIl gel muestra una banda de 103 pares de bases, que corresponde para MUCAC

tanto de la muestra fresca como de las células cultivadas (Figura 6).

Figura 7. RT-PCR para MUCS5A/C. Gel para
MUCS5AC. Se observa en el carril 1 los pesos
moleculares, en el carril 2 las células cultivadas, en el
carril 3 control negativo, en el carril 4 células
coniuntivales recién obtenidas.
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DISCUSION

La conjuntiva esta involucrada en muchos procesos que permiten mantener el
bienestar de la superficie ocular. El epitelio contribuye a la formacién de la lagrima y
secreta diversas sustancias que participan en los procesos inmunes “?. Por ello destaca la

importancia de rehabilitar dicho tejido cuando sufre alguna agresion.

Existe una larga lista de procedimientos desarrollados para restaurar la morfologia
de la conjuntiva que permitan la diferenciacién apropiada del epitelio. ® Entre estros
procedimientos se encuentra la membrana amniotica, en la cual se ha observado que su
membrana basal facilita la migracion, diferenciacion y adhesion epitelial. ® Se han
empleado autoinjertos previamente expandidos ex vivo con resultados satisfactorios en

pacientes operados de pterigion. ©En nuestro medio no se han desarrollado los



procedimientos técnicos enfocados a la obtencion de células conjuntivales, es por esto que
en este trabajo se decidi6 implementar una técnica estandarizada de cultivo de células

epiteliales conjuntivales humanas.

Nosotros observamos con la técnica de cultivo empleada tiempos de crecimiento
celular similares a los reportados previamente @, la similitud en tiempo y confluencia
celular valida nuestra técnica. El siguiente paso, fue caracterizar tanto morfol6gicamente
como fenotipicamente a las células asi obtenidas. En este sentido observamos dos tipos
celulares morfolégicamente diferentes; células con caracteristicas epiteliales y células con
caracteristicas mio-epiteliales o fibroblasticas. La presencia de estas ultimas podria deberse
a cambios en el microambiente con incremento en la concentracion de Factor de
crecimiento transformante-beta (TGF-b) y/o a la presencia de factor de crecimiento
fibroblastico (FGF), como ha sido reportado por Jiménez-Martinez MC et al. en células

epiteliales corneales en cultivo *?

y por Razzaque MS et al. durante la cicatrizacion
conjuntival “®. Por lo que como perspectiva en este trabajo se encuentra pendiente la

determinacion de TGF-b en las células epiteliales conjuntivales cultivadas.

La presencia de otros subtipos celulares observados morfoldgicamente se pudo
evidenciar al realizar la citometria de flujo en la que encontramos que aunque el porcentaje
predominante de las células en cultivo eran de origen epitelial, porque fueron CK+, se
observo un porcentaje menor de células CK-. La expresion de CK se encuentra restringida
a células epiteliales ™, es por eso que se decidié utilizar en este estudio como marcador

epitelial.



Otro tipo de marcador para la identificacion de las células de tipo epitelial es la
expresion de diferentes queratinas, tipos de mucinas y glicocalix. Las células conjuntivales
caliciformes secretan MUCS5AC, mientras que las células no caliciformes y epiteliales

cornales expresan dos tipos de mucinas membranosas, MUC16 y complejo sialomucina. ®

La caracterizacion fenotipica asociada a su funcién secretora se realizd
determinando la expresion de MUC5AC. MUCS5AC es una mucina secretada por células
epiteliales conjuntivales como por células caliciformes **. Esta es una de las principales
mucinas formadoras de gel producida por las células caliciformes conjuntivales *©.

Encontrando que las células cultivadas fueron predominantemente MUC5AC+, lo
que concuerda con los datos morfoldgicos y con el porcentaje de células epiteliales CK+.
Cabe resaltar que al analizar exclusivamente las células CK+ se encontré que todas ellas
fueron MUCS5AC, lo que sugiere que a pesar de que en el cultivo habia contaminacion con

otros tipos celulares, la pureza de la obtencion de células epiteliales conjuntivales fue

adecuada.

Por ultimo para corroborar la caracterizacion funcional se decidié buscar los
transcritos para RNAmM de MUC5AC, puesto que se ha reconocido que la expresion de este
es esencial en lineas celulares derivadas de conjuntiva *”. Los resultados obtenidos con
esta técnica nos permiten sugerir que se trata de células productoras de mucinas formadoras

de gel, especificamente MUCS5AC.



En conclusién, la técnica desarrollada en este trabajo para obtener un cultivo
primario de células epiteliales conjuntivales garantiza la conservacion del fenotipo celular y
funcional.  Sin embargo, para garantizar esta Gltima, es necesario realizar estudios
funcionales y una vez realizados se podra proponer la inmortalizacion de estas células para
Su uso en investigacion bésica y basica aplicada. Por lo pronto, esta técnica podia ser
utilizada para crecer células conjuntivales sobre membrana amniética y permitir la

reconstruccion de la superficie ocular.
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