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Resumen

Las técnicas empleadas para el tratamiento de las lesiones cornéales en la actualidad utilizan limbos
donados 6 células de ojos sanos, sin embargo gracias al desabasto de tejidos y la baja celularidad
por enfermedades hace necesaria la expansion celular y su utilizacién para la generacion de
sustitutos bioldgicos para reparar lesiones de la cornea. Mediante el uso de un soporte a base de una
membrana amnidtica humana radioesterilizada con radiacién gamma del cobalto-60 (“°Co) (MAHR)
y células limbocorneales in vitro, se pretende desarrollar un sustituto bioldgico que promueva la
proliferacion y diferenciacion epitelial que pueda ser utilizado en el tratamiento de lesiones
cornéales.Objetivo: Valorar si la MAHR, es un sustituto que permita que las células troncales
presentes en el limbo corneal se diferencien. Material y métodos: Fueron utilizadas muestras de
limbo corneal de los remanentes de cirugias de trasplante de cornea humana, se disgregaron
mecanicamente y se sometieron a digestion enzimatica cultivandose en cajas de 25 cm® hasta primer
pase, en cada uno de los pases se tomaron alicuotas de 5x10° células/ ml para su marcaje con el
siguiente panel de anticuerpos monoclonales CD14, CD34, CD90, CD117, CD73 y CD47. Durante
el primer pase se sembraron 2x10°células/ml sobre fragmentos de la MAHR de 1 cm de radio y se
cultivd durante tres semanas hasta alcanzar el 100%, un fragmento fue tefiido con el kit
LIFE/DEAD para establecer la viabilidad de las células en la MAHR, los fragmentos restantes
fueron fijados con una solucion de formaldehido amortiguado y se procedid a realizar
inmunohistoquimica para citoqueratina 12, 19 y vimentina, como marcadores de identidad del
fenotipo epitelial. Resultados: El inmunofenotipo se mantuvo constante en cultivo hasta el
primer pase. La inmunohistoquimica fue positiva para citoqueratina 12 y vimentina y
negativa para citoqueratina 19. Conclusiones: La MAHR parece estar favoreciendo la

maduracion de las cé€lulas troncales epiteliales; por lo tanto su uso podria ser un sustituto

bioldgico potencial en la reconstruccion de lesiones corneales.



Introduccién
Estructura ocular

Los ojos son 6rganos complejos sensitivos que nos proporcionan el sentido de la vista. A
menudo se les compara con una camara fotografica simple, con una lente que captura y enfoca la
luz y una pelicula fotografica que registra la imagen. En el ojo, la cdrnea y el cristalino concentran y
enfocan el rayo luminoso sobre la retina. (47). La estructura tridimensional del ojo juega un papel
importante proporcionando un ambiente 6ptico correcto para la vision. Muchas de estas funciones
son dependientes de la estructura del tejido ocular conectivo. La organizacion de las fibras de
colagena es en gran parte, responsable de la transparencia y refraccion de la coérnea, cristalino y
cuerpo vitreo, asi como el coldgeno presente en la esclerdtica es mayormente responsable de la

fuerza estructural del ojo. (48) (Fig. 1.)

Figura 1: Estructuras internas del ojo humano, modificado de Luiz Carlos Junqueira, José Carneiro. Basic Histology text
and Atlas. 2005.



El globo ocular mide alrededor de 25 mm de diametro (Fig.1). Esta suspendido en la orbita
mediante seis musculos extrinsecos que controlan sus movimientos. El globo ocular se organiza de

modo tal que se puede considerar que estd compuesto por tres capas estructurales (47).
® La esclerdtica o tinica fibrosa: Es la capa externa o fibrosa que incluye la esclerotica y la cornea

® La tivea o tnica vascular: Es la capa intermedia o vascular que incluye la coroides y el estroma

del cuerpo ciliar y el iris.

® La retina o tinica nerviosa: Es la capa interna que incluye un epitelio externo pigmentario, la

retina nerviosa interna y el epitelio del cuerpo ciliar y el iris (Fig. 2).

Figura 2: Estructuras internas del globo ocular, seccion meridional. Modificado de Shu-Xin Zhang, 1999.

La capa esclerética o tunica fibrosa se compone de la cornea transparente y la esclerética,
opaca y blanca. En esta region semejante a una ventana, la superficie del globo ocular presenta una
prominencia o convexidad anterior, la cornea se continia con la esclerdtica compuesta por tejido
conectivo fibroso denso al que se fijan los musculos extrinsecos del ojo (47). Al tener una curvatura
mayor que la esclerdtica, la cornea presenta el aspecto de un vidrio de reloj. La cornea es el primer

y mas poderoso medio refractante en el ojo. La luz pasa a través de la cornea en su camino a la
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retina. Las bases de la transparencia de la cornea son mas fisiologicas que anatomicas: la
homogeneidad optica es mantenida por un continuo bombeo hacia el exterior del liquido intersticial
a través de las membranas superficiales semipermeables, de modo tal que la cdrnea es mantenida en

un estado no turgente (50) (Fig. 3).

Figura 3: Estructura del ojo, retina, fovea, y cuerpo ciliar. Modificado de Luiz Carlos Junqueira et al., 2005.

Estructura Corneal

La coérnea es la capa anterior transparente, no vascularizada y altamente inervada, que
recubre la sexta parte restante del globo ocular (Fig. 4). Se une a la esclerdtica en una region
llamada limbo, muy vascularizada, la cérnea estd formada por cinco capas (47, 50,52), y es algo
mas gruesa que la esclerotica. Mide de 0.8 a 0.9 mm en su centro y 1.1 mm en la periferia, con
0.5mm de espesor (47, 50, 53). Se compone de tres capas celulares distintas en aspecto y origen.

Las capas estan separadas por dos laminillas importantes que parecen ser amorfas cuando se



observan con el microscopio optico. Las cinco capas que se distinguen en un corte transversal de la

cornea son (Fig.4):

— Primera capa. Epitelio anterior o epitelio corneal (figura 4): El epitelio de la cornea es de tipo
plano escamoso estratificado y no queratinizado, con un grosor promedio de 50pum, compuesto por
5-6 capas de células adherentes estrechas sometidas a un proceso continuo de autorrenovacion y
regeneracion, con las células epiteliales superficiales siendo constantemente liberadas en una
pelicula lagrimal y sustituida con un recambio de 4-6 dias (55). El epitelio corneal recubre la
superficie anterior de la coérnea y se continiia con la conjuntiva (una membrana mucosa que recubre

la esclerdtica anterior y reviste la superficie interna de los parpados (52).

Las caracteristicas del epitelio corneal que lo hacen tnico son las siguientes: El primero
reside en su estructura dado que el epitelio corneal se encuentra sobre un estroma extremadamente
plano sin redes, las células basales individuales se someten a una demanda excepcional para
mantener el balance entre proliferacion, diferenciacion, y muerte celular. El segundo consiste en la
aparente falta de proteccion; donde el epitelio corneal es totalmente sin  pigmentacion,
considerando que las células basales estan expuestas al dafio por agentes externos como la radiacion

solar. (50)

Un epitelio corneal no queratinizado y estratificado es esencial para una vision apropiada.
Se piensa que las células epiteliales cornéales derivan de células madre (stem) localizadas en el

limbo (57).

La cornea posee una notable capacidad regenerativa con un tiempo de recambio de
alrededor de 7 dias. Las abundantes terminaciones nerviosas libres presentes en la cornea la tornan
muy sensible al tacto. La estimulacion de estos nervios, por ejemplo por cuerpos extrafios produce
parpadeo, flujo de lagrimas y a menudo dolor severo. Las microvellosidades que se encuentran en
las células epiteliales de la superficie contribuyen a retener la pelicula lagrimal sobre toda la
superficie de la cornea. Si la cornea se reseca se pueden producir ulceraciones. Las lesiones
menores de la superficie de la cornea curan con rapidez, debido a la migracion celular que tiende a
reparar el dafio. (47, 52,53) Al igual que ocurre con otras formas de epitelio plano estratificado, las
células aparecen unidas por numerosas prolongaciones entrelazadas que se adhieren a los

desmosomas. El citoplasma contiene abundantes mitocondrias y cisternas dispersas de reticulo



endoplasmico granular o rugoso en una matriz en la que existen grandes cantidades de filamentos

intermedios orientados al azar. (53)

Las células epiteliales cornéales humanas han sido utilizadas satisfactoriamente para la
reconstruccion corneal. Los sistemas de células individuales o en explante son utilizados

actualmente para cultivo epitelial corneal humano (56).

Existen marcadores que son utilizados ampliamente para identificar células epiteliales
cornéales diferenciadas, dentro de los cuales se encuentran las citoqueratinas o queratinas 3,4, 12y
13, que son un grupo de proteinas del citoesqueleto que forman filamentos intermedios en células
epiteliales y son expresadas en distintos patrones durante el desarrollo y diferenciacion epitelial

(28,29,30,31,33).

— Segunda capa. Membrana de Bowman o lamina limitante anterior (figura 4): Denominada asi en
honor de un oftalmoélogo y anatomista del siglo XIX, la membrana de Bowman no es una
membrana en el sentido habitual del término, si no una capa acelular con un espesor de
aproximadamente 30 pm. Se encuentra inmediatamente por debajo del epitelio en toda la extension
de la cornea (47). Esta capa se encuentra constituida de fibras cortas de colageno de 18 nm en
disposicion desordenada y de fibrillas finas, las que se originan al parecer en la membrana basal del
epitelio basal. La membrana de Bowman finaliza de manera abrupta en el limbo, la union
esclerocorneal (47,54). La membrana de Bowman proporciona resistencia a la cornea y es una
barrera contra la diseminacion de infecciones, sin embargo no se regenera. En consecuencia si se

lesiona, se forma una cicatriz opaca que altera la vision (47).

—Tercera capa. El estroma o sustancia propia (figura 4): El estroma constituye el 90% de espesor de
la cornea, se compone alrededor de 60 delgadas laminillas de haces paralelos de fibras de colagena
tipo I, organizacion que da la forma y consistencia. Entre las fibras se encuentran queratinocitos y
laminas casi completas de finos fibroblastos aplanados, las fibras de colageno estan inmersas en una
sustancia basal compuesta principalmente por condroitin y queratan sulfato. (47,52, 54). Las
fibrillas miden unos 23 nm de diametro y hasta 1 cm de largo. La sustancia fundamental contiene
proteoglucanos corneales, glucosaminoglucanos sulfatados unidos a proteinas por enlaces
covalentes. Se cree que el espaciamiento uniforme de las fibrillas ademas de la disposicion
ortogonal de las laminillas (capas alternadas en angulos rectos) son responsables de la transparencia

de la cornea. Los proteoglucanos junto con el colageno tipo V, regulan el didmetro y el



espaciamiento preciso de las fibrillas de colageno. A excepcion de células migratorias ocasionales,
y la presencia de nervios poco visibles en sus capas mas anteriores, el estroma no presenta

elementos especializados (54). La cornea normal carece de vasos sanguineos y de pigmentos.

— Cuarta capa. Membrana de Descemet 6 lamina limitante posterior (figura 4) : La membrana de
Descemet denominada asi por un oftalmologo, botanico y médico clinico parisiense del siglo XVIIL,
es una capa hialina acelular de aproximadamente 10 pm de espesor, que se encuentra
inmediatamente después del estroma corneal (52, 54). Separa el epitelio posterior de la cornea del
estroma adyacente. A diferencia de la membrana de Bowman, la membrana de Descemet se
regenera con facilidad después de una lesion. Ademas aumenta lentamente de espesor con la edad.
La membrana de Descemet se extiende por la periferia, por debajo de la esclerotica, como una red
denominada ligamento pectineo o pectinado. Cordones de ligamento pectineo se insertan en el
musculo ciliar y en la esclerotica y contribuyen a mantener la curvatura normal de la cérnea, al

ejercer presion sobre la membrana de Descemet. (47)

La periferia de la cornea con frecuencia esta engrosada por un haz de fibras circulares, que
forman la linea de Schwalbe. El borde anterior de la membrana de Descemet es liso y se encuentra
firmemente unido al estroma corneal profundo, su superficie posterior es también lisa, pero con la
edad regularmente se desarrollan excrecencias rugosas en las porciones periféricas (cuerpos de

Hassal Henle) (54).

— Quinta capa. Epitelio posterior o endotelio de la camara anterior (figura 4): El epitelio que
constituye alrededor de la décima parte del espesor total de la cornea tiene 5 células de grosor con
una superficie anterior excepcionalmente lisa, las células estan unidas entre si mediante uniones
estrechas relativamente permeables y desmosomas. Con excepcion de su estratificacion las células
basales no demuestran una tendencia hacia la diferenciacion, ya sea a células mucosas o cualquier
otra especializacion. Por medio del microscopio electronico se observa que el epitelio consiste de
células densamente agrupadas con un citoplasma fibrilar fino y organelos relativamente escasos.
Las células superficiales son nucleadas con una fina estructura vermiforme en su superficie,
encargada tal vez de mantener la humedad de la superficie epitelial (54). El endotelio corneal
reviste la superficie posterior de la cérnea. Es un epitelio escamoso simple con células que
presentan numerosas vesiculas pinociticas. Reabsorbe liquido del estroma y de esta manera
contribuye a la transparencia de la cornea, la cual determina la refraccion de luz. (52). Casi todos
los intercambios metabodlicos de la cornea se producen a través del epitelio posterior. La lesion
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fisica o metabdlica del epitelio posterior causa la inmediata tumefaccion de la cornea y, si el
deterioro es suficientemente severo, la opacidad de la cornea (47), lo que conlleva a pérdida o

disminucion de la vision.

Figura 4: Magnificacion de la Cérnea Humana. Modificado de Shu-Xin Zhang, 1999.

Zona limbar

En la region del limbo posee unos canales, revestidos por un endotelio, que forman el
conducto de Schelemm. Este conducto drena al sistema venoso el liquido de la camara anterior del
0jo. (52).El limbo es la linea imaginaria que une las terminaciones periféricas de las membranas de
Bowman y de Descemet constituye el limite de la cornea con la esclerdtica (54), también es
conocido como la zona de transicion entre la cornea y la esclerética. Ademas de las terminaciones
de las membranas de Bowman y Descemet, en el limbo se encuentran la transicion del epitelio
conjuntival a epitelio corneal, el limite periférico de la coloracién metacromatica del estroma
corneal y la importante red trabecular en el angulo de la camara anterior. En el limbo, el epitelio de
la cornea adquiere un espesor de 7 a 8 células y se transforma gradualmente en el epitelio
conjuntivo mediante la formacién de espacios intercelulares y de invaginaciones basales. La
disposicion en las laminas de las fibras de colageno de la cornea se torna irregular y la fibra
individual aumenta de tamafio a medida que se fusiona con la esclerdtica. En esta zona se

encuentran nUMerosos vasos sanguineos y fibras nerviosas mielinicas (54).
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Células epiteliales limbales (CEL)

La superficie ocular normal cubierta por epitelio limbal, conjuntivo y corneal no
queratinizado con distintos fenotipos (1,3,5,20) tiene la capacidad de regenerarse rapidamente
debido a la capacidad de regeneracion que presentan las células epiteliales limbales (CEL) (7,33).
Las CEL constituyen la fuente primaria del epitelio corneal y se caracterizan por tener la capacidad
de autorrenovacion originando otras células llamadas “células amplificadas en transito”, que a su
vez se diferencian en las células del epitelio anterior corneal. El aporte insuficiente o ausencia de
CEL provoca alteraciones en la reparacion epitelial corneal trayendo como resultado defectos
epiteliales persistentes, neovascularizacion, cicatrizacion, ulceracion o una probable perforacion

corneal. (2). El Epitelio Corneal no queratinizado es esencial para una buena vision.

La superficie ocular esta cubierta por dos diferentes tipos de epitelios: el conjuntivo y el
epitelio corneal. (4). Las células mesenquimales del estroma limbico (CMEL) se encuentran en la

lamina basal del limbo, la zona transicional entre la cornea y conjuntiva bulbar (8,22,28).
Deficiencias en las CEL y tratamiento

Las células del epitelio limbal corneal se pierden completamente u obtienen severas
deficiencias, cuando los pacientes padecen enfermedades oculares tales como el sindrome de
Stevens-Johnson, penfigoide ocular cicatrizal y dafio corneal por quemaduras, causando opacidad
de la cornea , inflamacion créonica de esta y pérdida parcial o total de vision
(1,2,3,5,8,9,15,16,22,28). En los casos de dafio severo, las células del epitelio limbal y central se
pierden, entonces las células epiteliales de la conjuntiva invaden la superficie corneal, teniendo
como resultado una conjuntivalizacién anormal de la cérnea (9,18). Sumado a esto, existen
enfermedades oculares como glaucoma, y degeneracion retinal que causan ceguera afectando
seriamente la vision (26). El tratamiento mas comun para los defectos corneales es el trasplante de
células troncales del estroma limbico obtenidas de donadores fallecidos (16,32), como una
alternativa para evitar el rechazo de tejido corneal por parte de los pacientes (1,6). Otros métodos

propuestos son el trasplante de células de cornea in vitro sobre una membrana amnidtica (5).
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Membrana amniotica humana (MAH)

La MAH es la capa mas interna de las membranas de la placenta, es discoide, posee un
diametro de entre 15 y 25 cm, aproximadamente 0.02 - 0.5 cm de espesor, un peso de entre 500 y
600 g, consiste en una membrana basal delgada con un estroma avascular (4,14). La MAH se divide
en tres capas: monocapa epitelial, membrana basal densa, y una matriz estromal avascular (31). Esta

puede servir como sustrato para cubrir el dafio del estroma corneal (2).

La MAH o amnios, consta de una sola capa de epitelio derivada del ectodermo,
uniformemente organizada en la membrana basal, la cual es una de las membranas mas gruesas
encontradas en cualquier tejido humano, y es una capa mesenquimal rica en colageno (105). Esta
capa mesenquimal puede subdividirse en la capa compacta que forma el esqueleto fibroso principal
de la HAM, la capa de fibroblastos y la capa intermedia la cual es llamada también zona esponjosa

(106).

La MAH para su aplicacion clinica se emplea: fresca, liofilizada o congelada. Se ha
descrito que la membrana fresca (preservada a 4-8 °C) es mejor que la membrana congelada a
-70°C (36). Sin embargo, la MAHR con radiaciéon gamma a una dosis de 25 kGy ofrece una mayor
seguridad biologica a los pacientes, ya que se encuentra libre de bacterias, organismos fingicos,
ademas con el uso de pruebas serologicas en el momento del parto y 6 meses después se asegura la
no transmisién del virus de VIH, hepatitis B y C, y sifilis asegurando un nivel de esterilidad de 107

(37).

Células troncales

Las células troncales son un grupo especifico de células indiferenciadas que tienen un
elevado potencial proliferativo y que presentan dos caracteristicas fundamentales: son capaces de
autorrenovarse, es decir de formar células idénticas a las células de origen y tienen la capacidad de
generar uno o mas tipos celulares que desempefian funciones especializadas en el organismo
(98,102). Dependiendo de su origen, las células troncales pueden dividirse en células troncales
embrionarias y somaticas (97,100). Aunque han recibido otras denominaciones, de tal forma que en
los articulos pioneros se encuentra el término en inglés, stem cells, ahora, dependiendo de la region

geografica donde se les investiga y de la respectiva traduccion, es el nombre utilizado (101).
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Las células troncales embrionarias derivadas del blastocisto (CTE) son células
pluripotenciales, es decir, cada una de ellas es capaz de generar todos los tipos celulares del
organismo. Por su parte las células troncales somaticas son, en su mayoria, multipotenciales ya que
pueden generar una gran variedad de tipos celulares dentro de un tejido especifico (97,101). La
diferencia principal entre ambos grupos radica en el grado de indiferenciacion o potencialidad que

conservan para originar diferentes tipos celulares (99).

Limbo corneal, fuente de células troncales

Las células troncales son consideradas la fuente primaria del epitelio corneal, las cuales se
encuentran en la region del limbo. Estas células troncales dan origen a las células amplificadas de
transito (TACs) que a su vez se dividen para dar lugar a células cada vez mas diferenciadas hacia la
zona del epitelio corneal (102). No so6lo las células troncales garantizan la autorrenovaciéon del
epitelio corneal, también son responsables de la reparacion y regeneracion del tejido a lo largo de la
vida adulta del individuo (102). La determinacion de localizacion de las células troncales limbares
fue a partir de un estudio sobre la expresion de la queratina corneal de 64kD. En dichos estudios se
sugiri6 que las células TAC estan localizadas en la capa basal corneal y las células postmitoticas en
las capas suprabasales. Conforme las células troncales limbocorneales van migrando desde el limbo
al centro de la cornea, se van diferenciando en células epiteliales corneales maduras o diferenciadas
(103). Existe una hipotesis propuesta por Thoft y cols. (1983) que explica la renovacion del epitelio
corneal por medio de tres ejes. El eje X, que consiste en la proliferacion de las células basales, el Y,
que consiste en la proliferacion y migracion centripeta de las células limbares y el Z, que consiste

en la pérdida de células epiteliales de la superficie corneal (Fig.5) (104).

Fig. 5. Representacion grafica de los tres ejes descritos en la hipotesis de Thoft, en donde la X representa la proliferacion
de las células basales, Y, representa el movimiento centripeto de las células y Z, representa la pérdida celular de la

superficie.
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Antecedentes

El uso de la MAH en Oftalmologia se realiz6 por primera vez en 1940, cuando Rotth la
emplea en la reparacion de defectos de la conjuntiva, los resultados sin embargo no fueron
satisfactorios (42). En 1946 y 1947, Sorsby y col. reportan resultados exitosos en el tratamiento de
quemaduras quimicas oculares con MAH, proceso que denominaron <amnioplastia> (43,44). Por
razones no explicadas en la bibliografia el uso de la membrana amnidtica humana perdid
popularidad, hasta que en 1993 Juan F. Batlle y col. experimentaron con la membrana placentaria
como sustituto de la conjuntiva (45), y no fue hasta 1995 que Kim y Tseng (46), retomaron la
experimentacion con MAH introduciendo el trasplante de membrana amnidtica preservada en el
tratamiento de la patologia de la superficie ocular, en conejos tras la extirpacion del epitelio corneal

y queratocomia lamelar limbal.

Las células troncales del estroma limbico pueden ser tomadas del ojo sano del paciente, éste
procedimiento no puede llevarse a cabo en pacientes con lesiones en ambos ojos; también puede
obtenerse tejido de otro donante, el cual es denominado aloinjerto (3,4,5,8,29). Para evitar el
rechazo del alotransplante, varios pacientes con deficiencias unilaterales (de un solo 0jo) obtienen
implantes construidos ex vivo, por cultivos celulares en MHA (8). La queratoplastia penetrante es
un procedimiento quirargico clasico, en el cudl tanto la cornea como el epitelio corneal, estroma y

lamina endotelial son reemplazadas (13, 15, 27).

El cultivo primario de células del estroma corneal es aislado y expandido en una monocapa
(34) todas las células se mantienen en medio EpiLife® Medium w/ Calcium (Cat. No. M-EPICF-
500), el cual es un medio de crecimiento epitelial que al ser combinado con factores de crecimiento
promueven la actividad celular (34). Se ha sugerido que los cultivos de células del estroma corneal
se mantengan en este medio cambiandolo cada dos dias, y manteniéndolo en un incubador

humidificado a 37°C en 5% de CO, (34).

Debido a las caracteristicas intrinsecas de regeneracion del tejio corneal, se han planteado
diversos procedimientos, entre los cuales la ingenieria de tejidos se presenta como una alternativa

para el tratamiento de lesiones corneales.

La MAH proporciona una membrana basal que facilita la migracién de las células
epiteliales, la adhesion del epitelio basal, promueve la diferenciacion celular y previene la apoptosis
celular (14). La MAH se ha utilizado en tratamientos de insuficiencia limbal (25), también en
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reconstruccion de corneas dafiadas en animales de laboratorio y domésticos (26, 27). El trasplante
con MAH puede proveer un buen sustrato para la proliferacion de células madre limbales,

promoviendo asi el recubrimiento del dafio de la superficie ocular (28).

En Hospital General de México el grupo de Vazquez—Maya ha empleado con éxito la
Membrana Amnidtica Radioesterilizada con cobalto-60 (°Co) para la reconstruccion de la
superficie ocular (38). En México, el Banco de Tejidos Radioeterilizados (BTR) de el Instituto
Nacional de Investigaciones Nucleares (ININ) que se establecio en 1999, procesa y esteriliza con
radiacion gamma del cobalto-60, tejidos como el amnios y piel de cerdo (39). Estos tejidos han sido
utilizados como apositos en pacientes con quemaduras de primero, segundo y tercer grado, Glcera y

epidermolisis bulosa.

Para tener un suministro de la membrana amnidtica humana o amnios, el ILN.ILN firm6 un
convenio general de colaboracion con el Instituto de Seguridad Social del Estado de México y
Municipios (ISSEMYM) asi como el Acuerdo Especifico de Colaboracion con el Hospital Materno
Infantil (HMI) del ISSEMYM (39). En dichos documentos se plasmaron los compromisos de cada
institucion para la procuracion del tejido, procesamiento, esterilizacion y distribucion (39). Debido a
problematicas para localizar a las donadoras para efectuarles una segunda serologia, el ISSEMYM
suspendio el abastecimiento de los amnios, fue entonces que en 2007 el LN.LN firmé un acuerdo de
colaboracion con el Instituto de Salud del Estado (ISEM) y a través del Centro Estatal de
Trasplantes del Estado de México, se han estado procesando amnios procedentes del ISEM,
principalmente del Hospital Ecatepec de las Américas. El hospital proveedor de amnios es

responsable basicamente de:

1.- Seleccion de la donadora: aplicando criterios de inclusidn, exclusion e historia clinica,
Estos son : madre y producto sanos, sin sufrimiento fetal ni ruptura prematura de membranas y
resultados negativos de serologia. Se excluyen personas con antecedentes de promiscuidad sexual,

prostitucion, con tatuajes, verrugas o que hayan estado en prision.
2.- Obtencion del consentimiento escrito para usar el amnios y autorizar la serologia.

3.- Realizacion de la serologia de la donadora potencial, es decir se realizan examenes de
laboratorio destinados a detectar antigenos o anticuerpos en el suero sanguineo para la deteccion de:
HBsAg, antigeno de superficie de la hepatitis B, HCV, virus de la hepatitis C, VDRL, Treponema
pallidum causante de sifilis, HIV, virus de la inmunodeficiencia humana 1 y 2.Si se usan técnicas de
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biologia molecular, los examenes se realizan una sola vez, con la ventaja de que no habria que

esperar 6 meses para efectuar una segunda serologia.
4.- Procuracion del amnios
5.- Limpieza preliminar, para la eliminacion de restos placentarios, sangre, etc.
6.- Almacenamiento temporal a temperatura de refrigeracion.
Posteriormente se transporta el tejido al BTR para su procesamiento, que incluye las etapas de:

1.- Lavado, utilizando una solucion salina, hipoclorito de sodio y agua estéril, para

disminuir la carga microbiana inicial.

2.- Extendido y secado en campana de flujo laminar, para disminuir el contenido de la

humedad del tejido.

3.- Corte a diferentes tamafios segin sea el uso, por ejemplo para aplicaciones en
oftalmologia se necesitan porciones de 4 x 4 cm, y para quemaduras extensas en un paciente adulto

se necesitan de 10 x 20 cm o mayores.

4.- Empaquetamiento, el primario es la bolsa de papel/plastico; para el empaque secundario
se utiliza una bolsa de polietileno para garantizar la integridad del empaque primario durante la

manipulacion.

5.- Etiquetado, indicando los datos del banco, tipo de tejido, dimensiones, fecha de

caducidad, instrucciones de manipulacion.

6.- Esterilizacion con radiacion gamma, generalmente se solicita una dosis minima de 25

kGy, o la indicada en el resultado del control microbiologico.
7.- Almacenamiento en espera de resultados de pruebas de esterilidad y segunda serologia.
8.- Distribucidn a los hospitales, preferentemente a los del sector publico.
9.- Control microbiologico antes después de irradiado el tejido.

Las aplicaciones clinicas del amnios en el caso de México, gracias al trabajo del banco de

tejidos del LN.LN ha permitido a cirujanos plasticos, ortopédicos y oftalmélogos de varios
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hospitales del sector publico y privado, principalmente en México D.F y Toluca, Mex.

familiarizarse con el uso de ésta nueva técnica.

La ingenieria de tejidos es un area multidisciplinaria en la que se combinan las ciencias
biologicas y de materiales para la generacion de sustitutos biologicos que regeneren, restituyan o
mantengan la funcién tisular. Los principales componentes de la ingenieria de tejidos son, las
células, los andamios o polimeros de sostén y los factores de crecimiento (Vacanti y Langer 1999.
Lancet).

Componentes de Ingenieria de Tejidos:

Ingenieria de Tejidos

l

Andamios de

sostén

i N

Células Senales

Uno de los principales componentes de los andamios naturales (en el que la matriz
extracelular es organizada en los tejidos reales) son los biopolimeros de colagena, principalmente en
forma de fibras y fibrillas. Otras formas de organizaciéon como los geles, espumas y membranas
también se han utilizado para la generacion de sustitutos mediante ingenieria de tejidos. Varias de
las formas pueden ser combinadas en el laboratorio para crear imitaciones de organizacion de
biopolimeros en tejidos especificos. Los andamios también pueden ser enriquecidos con moléculas

de sefializacion, las cuales pueden estar vinculadas a ellos 6 infundidos dentro de ellos.

La incorporacion de células en el tejido protésico reconstituido a menudo puede
proporcionar las sefiales necesarias para su reparacion, pero el repertorio de estas sefiales puede

estar limitado. (58)

El impulso para mejorar productos de ingenieria puede estar naturalmente guiado por el

ideal, representados por el éxito evolutivo, la estructura y la funcion de la parte del cuerpo actual.
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Es de esperar que en una industria en crecimiento se tenga una importante fuerza en la carrera para

imitar la naturaleza con fidelidad. (58)

La amplitud de posibilidades para la creacion de partes sustitutas fue explorado muy
tempranamente en el crecimiento de la ingenieria de tejidos como disciplina. La reconstruccion de
tejidos vivos fue reportada entre 1979 y 1986 por E.Bell y colaboradores. (58)

Justificacion

En la actualidad las técnicas empleadas para el tratamiento de las lesiones cornéales utilizan
limbos donados 6 células de ojos sanos, sin embargo el desabasto de tejidos y la baja celularidad
hace necesario la expansion celular y su uso para la generacion de sustitutos bioldgicos para reparar
lesiones de la cornea. Mediante el empleo de un soporte a base de MAHR-cobalto-60 (*’Co) y
células limbocorneales in vitro, y el uso de los remanentes de los casquetes corneales que se utilizan
para diversos procedimientos quirtrgicos se pretende desarrollar un sustituto bioldgico que
promueva la proliferacion y diferenciacion epitelial que potencialmente podria ser utilizado en el
tratamiento de lesiones cornéales que permitan en un futuro al paciente tener una mejor calidad de

vida.
Hipotesis

La MAHR utilizada como andamio para las células del limbo corneal mantiene su
viabilidad y promueve su diferenciacion , asi como la transicion de células progenitoras a tejido

corneal epitelial.
Objetivos
Objetivo general:

Valorar si la membrana amnidtica humana radioesterilizada con radiacion gamma del
cobalto-60 (“°Co) (MAHR) es un sustituto que permita que las células troncales presentes en el
limbo corneal se diferencien. Determinar la viabilidad de los remanentes de tejido limbocorneal en
el medio de preservacion Optisol-GS® mantenidos a diferentes tiempos de almacenamiento.
Establecer el tiempo de cultivo de las células del limbo corneal a diferentes pases para la obtencion
de células epiteliales diferenciadas. Estudiar el fenotipo celular de las células del limbo cultivadas

en una Membrana Amniética Humana Radiesterilizada con cobalto 60 (®Co) (MAHR).
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Objetivos Particulares:

1. Aislar las células procedentes del limbo corneal (CLC).

2. Determinar el fenotipo celular mediante la técnica de Citometria de Flujo
3. Analisis indirecto de adhesion celular mediante tinciones histoquimicas.

4. Caracterizar las células (CLC) por su inmunofenotipo utilizando marcadores para células

epiteliales y troncales al ser cultivadas sobre la MAHR.
Metodologia
Recoleccion de muestra

Se obtuvieron 21 muestras donadas de limbo corneal de los remanentes de cirugia de
transplante de cornea realizadas en el departamento de Cornea y Cirugia Refractiva del Hospital
General de México (previo consentimiento informado del Banco de Corneas). Los tejidos fueron
transportados a la Unidad de Ingenieria de tejidos, Terapia Celular y Medicina Regenerativa del
Instituto Nacional de Rehabilitacion, .N.R., en medio (Busch & Lomb Cat. 50006-OPT) dentro de

una hielera manteniendo la temperatura a 4°C.

Figura 6. Imagenes del tejido de limbo corneal en medio Optisol-GS ®. Imagen tomada en el laboratorio de la Unidad de

Ingenieria de tejidos, Terapia celular y Medicina Regenerativa del Instituto Nacional de Rehabilitacion.
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Procesamiento de muestra

Fue preparada para su procesamiento bajo condiciones de esterilidad dentro de una
campana de flujo (Thermo Electron Corporation modelo 1284 serie 101783) (Fig. 7). Una vez
dentro de la campana de flujo la muestra fue colocada sobre una caja petri desechable adicionandole
5ml de PBS (GIBCO 1X Ref. 10010-023 500 ml) (Fig. 7). Con ayuda de dos navajas de bisturi
Braun numero 21 se cort6 la muestra en varios fragmentos, los cuales fueron colocados dentro de
un tubo de ensaye de 50 ml (Tubos de ensaye Corning Cat. 430897) conteniendo10 ml de medio
RPMI y 150 pl de colagenasa tipo I (Worthington Biochemical Corporation).

Fig. 7. Fotografia del tejido de limbo corneal sobre una caja petri en Sml de PBS. Imagen tomada en el laboratorio de la

Unidad de Ingenieria de tejidos, Terapia celular y Medicina Regenerativa del Instituto Nacional de Rehabilitacion.

Una vez colocados los fragmentos de la muestra dentro del tubo de ensaye se trasladaron hacia
donde se encuentra el agitador orbital (Orbital Shaker Incubator marca: mrc, modelo: TU-400), la
muestra estuvo en agitacion por un periodo de dos horas a 37°C y 2000 r.p.m. (proceso denominado
digestion enzimatica). Al finalizar el periodo de tiempo en agitacion, el tubo de ensaye se coloco en
una centrifuga (Centrifuge 581012 marca: eppendorf, modelo: 58102) durante 6 minutos a 1500

r.p.m., para obtener un boton celular (figura 8A).

Al terminar la centrifugacion, el tubo de ensaye fue trasladado nuevamente hacia la
campana de flujo. El boton celular fue homogenizado y se le adiciond 1 ml de medio DMEM/F12
(GIBCO Cat. 11330-032) + 10% suero fetal bovino (GIBCO Cat. 16000-044) + 1% Antibiotico
antimicotico (GIBCO Cat.15240-062); (medio DMEM/F12 preparado) (figura 8B).
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Cuantificacion Celular

Se tomaron con una micropipeta (Pipetelife Rainin) 10 pl del botén celular en medio
DMEM/F12 preparado y 10 pl del colorante azul tripano (GIBCO cat. 15250-061), colocando
ambos en una placa de 96 pozos agitandolos con la misma punta de la micropipeta , se tomaron 10
ul de dicha suspension en el pozo y se colocaron en la celda de una cdmara de Neubauer, colocando
ésta bajo el microscopio optico se contd el nimero de células por cuadrante, el nimero de células

en suspension se obtiene de acuerdo a la siguiente formula:

x |® 2 @ 10.000 @ 1 = Total de células

Donde:

x | : Numero total de células que se observan por cuadrante de la cAmara de Neubauer

2 : Adicién de azul tripano

10.000 : Constante de la camara de Neubauer
1 : Volumen en el que se disuelven
Cultivo Celular

Una vez determinada la cantidad de células en suspension, dentro de una campana de flujo
laminar, las células se cultivaron en una caja de cultivo de 25cm® adicionandole 5mL de medio
DMEM/F12 preparado, manteniendo condiciones de esterilidad, las células fueron cultivadas a
37°C en una atmosfera de 5% de CO’, y 95% de humedad. Al alcanzar el 100% de confluencia las
células fueron separadas de la caja de cultivo utilizando EDTA [53mM] al 2.5% tripsina (GIBCO
Cat. 25200), para poder llevar a cabo los siguientes procedimientos: analisis del fenotipo mediante

citometria de flujo y expresion de proteinas por medio de inmunohistoquimica.

Del total de células contadas en el procedimiento anterior se restan 250 mil células ya que
éstas son las utilizadas en la técnica de citometria. El resto se divide entre los 8 pozos en donde se
realizara el cultivo celular sobre la membrana amniética humana radioesterilizada, se utilizaran
400,000 células para el cultivo celular sobre la MAHR, repartidas en 50,000 células en 8 pozos de
una placa de 96 pozos. El boton celular sigue en el tubo de ensaye de 50 ml CORNING, con una

micropipeta se toma la cantidad de células que se utilizaran en la técnica de citometria de flujo y se

21



colocan en 5 tubos para citometro diferentes. El resto se dejara por lo mientras en el tubo de ensaye

de 50ml dentro de la campana de flujo.

Dentro de la campana de flujo laminar, se toma el empaque de papel que contiene en su
interior una bolsa de PE (empaque secundario) el cual a su vez contiene un empaque de plastico
grado médico (empaque primario) en el cual se encuentra la MAHR, se abre con mucho cuidado y
se anotan los datos de la fecha de caducidad de la membrana en la bitacora, una vez abierta la bolsa,
con unas pinzas de diseccion sin dientes de punta delgada se toma la membrana y se coloca dentro
de una caja de petri de vidrio estéril, con ayuda de la pinza de diseccion y unas tijeras de diseccion
se corta un fragmento de lcm” de la membrana, el resto se guarda en la bolsa para esterilizar por
radiacion gamma y se cierra para mantener el campo estéril de la membrana. El fragmento cortado
de la MAHR permanece en la caja de petri y es ahi donde se fragmentara en 8 segmentos. La
MAHR esté soportada en una tela de poliéster, de la cual se debe separar antes de que se coloque en
los pozos de la placa de 96. Para colocar la MAHR en los pozos de la placa de 96, se toma con las
pinzas de diseccion sin dientes de punta delgada y con cuidado se coloca en el pozo de la placa, una
vez colocados los fragmentos de la MAHR en los pozos de la placa, se colocan 50, 000 células con
una micropipeta sobre la MAHR, incubando 48 horas a 37°C en una atmosfera de 5% de CO? y

95% de humedad (cultivo primario).

Transcurrido el tiempo en incubacion, y dentro de una campana de flujo, se retir6 el medio
de los pozos de la placa de 96 y se colocaron 200 pl de medio DMEM/F12 preparado en cada uno
de los pozos. La placa de 96 pozos se revisd bajo el microscopio cada dos dias las primeras dos
semanas en cultivo y diariamente a partir de la tercera semana, asi como también se realiz6 a la par

el cambio de medio dentro de la campana de flujo.
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Viabilidad celular.

Para comprobar que el pozo ha alcanzado el 100% de confluencia, se adiciona calceina al
pozo, la calceina es un reactivo que posee una actividad fluorescente desarrollada s6lo cuando hay
actividad metabdlica de las células vivas (96) y se hace una observacion bajo el microscopio
invertido, de fluorescencia. Las muestras se prepararon de la siguiente manera: en la campana de
flujo a los pozos de la placa de 96 que contienen la MAHR , se les retira el medio DMEM/F12
completo y se les adiciona 150 pl de medio RPMI + 0.075 pl de calceina , se deja incubar a 37°C
en una atmosfera de 5% de CO’ y 95% de humedad durante 1 hora, después del tiempo de
incubacion la placa de 96 pozos puede ser observada bajo el microscopio de fluorescencia, y se

podra ver si ya se alcanzo el 100% de confluencia y que porcentaje estaban vivas.

Figura 8. Membrana amnidtica humana radioesterilizada (MAHR), en una caja de petri estéril, dentro de la campana de

flujo laminar.
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Citometria de Flujo

La Citometria de flujo es una tecnologia que nos permite la medicion simultanea de las
caracteristicas fisicas de multiples particulas individuales, usualmente células. Cuando se hace pasar
individualmente y por medio de un flujo hidrodinamico, ante la incidencia de un rayo laser, la
informacion que puede ser obtenida con respecto a una célula usando la Citometria de flujo
incluye: su tamafo relativo (dispersion frontal fcs: forward scatter) su granularidad o complejidad

interna (dispersion lateral ssc: side scatter) y su intensidad de fluorescencia relativa (fl1, f12 y f13)

Se colocaron 50 mil células del cultivo primario por tubo de ensaye y se les adicionaron con
ayuda de una micropipeta de 10 pl, 5 pl de anticuerpos monoclonales conteniendo el panel

mostrado en la siguiente tabla:

Tubo de ensaye Panel de anticuerpos
1 Autoflorescencia

2 CD47/CD73/CD14
3 CD90/CD73/CD117
4 CD47/CD34/CD117
5 CD90/CD34/CD14.

Tabla 1: Panel de anticuerpos monoclonales utilizados para la técnica de Citometria de flujo. La autoflorescencia
mencionada en el tubo 1, no lleva ningun anticuerpo en su interior (control). La clona y la marca del antucuerpo asi como

el fluorocromo al que estaban acoplados se muestra en la tabla 1 del anexo.

Después de ser colocados lo anticuerpos en las muestras encontradas en los tubos de

ensaye, se coloco parafilm en la parte superior y se mantuvieron a 4°C durante 30 minutos.
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Inmunohistoquimica

La técnica de Inmunohistoquimica corresponde a un grupo de técnicas de inmunotincion
que permiten demostrar una variedad de antigenos presentes en las células o tejidos utilizando
anticuerpos marcados. Estas técnicas se basan en la capacidad de los anticuerpos de unirse

especificamente a los correspondientes antigenos. Esta reaccion es visible solo si el anticuerpo esta

marcado con una sustancia que absorbe o emite luz o produce coloracion (97).

Reactivo ml
PFA 1%%* 200ul por pozo 6 1.6 ml por caja
PBS 1X 50ml
Peroxido de Hidrégeno (H,0,) al 3%* 2ml
Anticuerpo primario (PBA+ Ac Irio; 1:50)* 1.6 ml
PBS/triton 50ml
Anticuerpo secundario (PBA+ Ac 2rio; 1.6 ml
1:50)*

Reactivo A+B* 1.6ml
Dako Cytomation Liquid DAB+Substrate 1.6ml
Chromogen System *

PBA (Solucion de bloqueo)*

Hematoxilina 0.5 ml
Agua Amoniacal 0.5 ml
Agua destilada 1.6 ml
Agua de la llave 0.5 ml

Tabla2: Reactivos utilizados en la técnica de Inmunohistoquimica para células de limbo corneal sobre membrana

amnidtica humana radioesterilizada (MAHR) , las cantidades presentadas en ésta tabla son las totales para 8 pozos de una

caja de 96. (*) Reactivos que necesitan estar en refrigeracion, a 4°C.
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Fijacion

Como primer paso se retird el medio DMEM/F12 preparado de los pozos de la placa de 96,
para poder adicionar 200ul de PFA al 1% en cada pozo, una vez que se adiciono el PFA, la placa de

96 pozos se coloco en refrigeracion a 4°C durante 5 minutos.

Transcurridos los 5 minutos, se saco de refrigeracion y se colocd sobre un campo limpio, el
PFA al 1% se retir6 de los pozos con ayuda de una micropipeta de 200 pl, una vez retirado el PFA,
se colocaron 200 pl de PBS 1X durante 3 minutos 2 veces para evitar que quedaran residuos de
PFA en el constructo. Sobre la tapa de la placa de 96 pozos se escribidé con plumon indeleble el
nombre del marcador que se coloco en el pozo durante la técnica y el nimero de muestra que fue, a

un lado de la placa.
Oxidacion enddgena y bloqueo

Los pozos de la placa de 96 fueron enjuagados con PBS 1X, retirando el PBS de los pozos
con una micropipeta. La placa de 96 pozos se cubrié con papel aluminio y se adicionaron 200 pl de
H,O, al 3 % en cada pozo donde se encuentra un constructo, manteniéndose en refrigeracion
durante 10 minutos, una sola vez. Transcurridos los diez minutos, la placa de 96 se retiro del
refrigerador y se coloco sobre el campo limpio. Una vez en el campo se sustrae con la micropipeta
el peroxido de hidrogeno para poder lavar los pozos con PBS durante tres minutos una vez, este
paso es para evitar que hayan quedado residuos de H,O,. Una vez enjuagados los pozos, se
colocaron 200 pl de solucion de bloqueo (PBA) en los pozos que contienen el constructo, durante
20 minutos a temperatura ambiente. Este paso se realizo para bloquear cualquier actividad endogena

que se pudiera encontrar en el constructo por la peroxidasa.

Figura 9. Placa de 96 pozos, escrito sobre su tapa con plumon indeleble el nombre del marcador que se va a colocar en

el pozo durante la técnica.

26



Inmunoreaccion

Después del paso de bloqueo, se retird el PBA de los pozos y se les adicion6 PBS 3 veces,

no se dejo mas que un breve momento solo para enjuagar el pozo.

El siguiente paso fue quitar el PBS totalmente de los pozos, ya que se adicionarian 150ul de

anticuerpo primario, el anticuerpo primario solo se colocara en los pozos que estén marcados con:
V: vimentina; 12: citoqueratina 12; 19: citoqueratina 19.

Los pozos controles fueron marcados con una C, estos llevaron 150 pl de solucion de
bloqueo PBA, en lugar del anticuerpo primario . La placa de 96 pozos se cubri6 con gasas hiimedas
y papel aluminio formando una camara humeda, manteniéndose en refrigeracion a 4°C hasta el dia

siguiente.

Una vez transcurrido el tiempo en refrigeracion del anticuerpo primario, la placa de 96
pozos se saco de refrigeracion, se quitd la cdmara hiimeda asi como el anticuerpo primario y PBA
de los pozos con el constructo. El siguiente paso fue enjuagar los pozos con PBS/triton 0.1%
durante 3 minutos 4 veces, y después de enjuagados, se le adicionaron 150 pl de anticuerpo
secundario a los mismos pozos que tuvieron el anticuerpo primario, y los pozos marcados como
controles, se les adicionaron 200 ul de PBA. La placa de 96 pozos se volvid a colocar en una

camara humeda para posteriormente mantenerla en un incubador a 37°C durante 2 horas.

Después del tiempo en incubacion la placa de 96 se retiré del incubador para pasarla al
campo limpio, se retird la camara huimeda, el anticuerpo secundario y PBA de los pozos con
constructo. El siguiente paso es enjuagar los pozos con PBS/triton 0.1% durante tres minutos una
vez, posteriormente se retirard el PBS/triton y se le adicion¢ el reactivo A+B, el cual se mantuvo en
los pozos durante 20 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se retird el reactivo
A+B de los pozos y se volvieron a enjuagar con PBS/triton 0.1% durante tres minutos 4 veces. A
continuacion se retird el PSB/triton 0.1% y se le adiciond a los pozos 150 ul del reactivo Dako
Cytomation Liquid DAB+Substrate Chromogen System*, el cual se mantuvo en los pozos de 5-20
minutos o hasta notar la reaccion deseada, esta reaccion provocod que algunos de los constructos se
tornaran de un color marrén claro. Al obtener la reaccion deseada o al haber transcurrido el tiempo,
se retird el reactivo Dako con cuidado, porque es altamente cancerigeno. Las puntas de micropipeta

utilizadas para tomar el reactivo y quitarlo de los pozos se desecharon en un contenedor especial. Se
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adiciond PBS a los pozos durante 3 minutos dos veces, para quitar cualquier residuo del reactivo

anterior, los pozos se mantuvieron con PBS como paso final de la inmunoreaccion.
Tincién

Se prepard la placa de porcelana para tincion, adicionando en la primara fila de pozos los
reactivos a utilizar, en el primer pozo se colocaron 0.5 ml de hematoxilina, en el siguiente pozo
agua amoniacal, en el ultimo pozo de esa fila y en el primero de la siguiente se adicionaron 0.5 ml
de agua de la llave. Ya preparada la placa de porcelana para tincion con los reactivos, se prosiguid

con la técnica de Inmunohistoquimica en su parte para tincion.

Se retir6 el PBS encontrado en los pozos de la placa de 96, y con una pinza de diseccion sin
dientes de punta delgada se tomo con cuidado el constructo, se coloco en el pozo con hematoxilina
de la placa de porcelana para tincion durante unos segundos, e inmediatamente después se paso al
pozo que contenia agua amoniacal igualmente por unos segundos para posteriormente pasarlo a los
pozos que contenian agua de la llave. Después de pasar por el ultimo pozo que contenia agua de la

llave, se coloco el constructo nuevamente en la placa de 96 en un nuevo pozo con agua destilada.

Una vez terminado de tefiir los constructos totales de la placa de 96, se continud con el

montaje de los constructos sobre un portaobjetos para su observacion posterior bajo el microscopio
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Resultados

Viabilidad de los remanentes de tejido limbocorneal

Se obtuvieron 21 muestras de remanentes de tejido limbocorneal donado del
departamento de Cornea y Cirugia Refractiva del Hospital General de México (previo
consentimiento informado) (Tabla 2). Con el fin de analizar la factibilidad de obtener células
para cultivo a partir de los remantentes, se almacenaron los tejidos a diferentes tiempos, en

mismo medio de preservacion, siendo el promedio de dias almacenado 12 dias (Tabla 2).

De 21 muestras en medio Optisol® del 61% (14 remanentes) se obtuvieron células
viables para su cultivo y expansion in vitro. De cinco muestras no se aislaron células vivas y el

9% (2 tejidos) estuvieron contaminadas de origen.

Numero de muestras en Optisol®
Viables 14
No viables 5
Contaminadas 2
Total 21

Tabla 3. Numero de muestras de tejido limbocorneal viables, no viables y contaminadas.

El promedio de tiempo de almacenamiento de los tejidos no viables fue de 26 dias, siendo el

mayor nimero de dias almacenados de 42 dias (2 muestras) en el medio de almacenado.

La media de las edades de los pacientes donadores de las 21 muestras de tejido
limbocorneal es de 40 anos, de los cuales el 67% fue poblacion masculina y el 33% femenina. En

la tabla 4 se muestran las edades y género de los pacientes donadores del tejido.
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Muestra Edad Género Dias en preservacion en medio
Optisol-GS ®

1 66 Masculino 8
2 27 Femenino 7
3 48 Femenino 10
4 57 Masculino 15
5 38 Masculino 8
6 48 Femenino 3
7 48 Femenino 3
8 44 Masculino 42
9 40 masculino 42
10 49 Masculino 10
11 49 masculino 10
12 55 masculino 7
13 17 masculino 8
14 55 masculino 20
15 47 Masculino 9
16 34 Femenino 13
17 34 Femenino 13
18 63 Femenino 7
19 57 Masculino 19
20 23 Masculino 2
21 36 masculino 5

Tabla 4 Edades y género de los pacientes donadores de tejido limbocorneal
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Fenotipo Celular

De las 21 muestras, al 33 % (7 muestras) se le realizo el andlisis del fenotipo celular durante
el cultivo primario y primer pase mediante la técnica de citometria de flujo, grafica (1). En la
grafica se observa la comparacion de los diferentes marcadores para identificar el fenotipo celular
durante cultivo primario y primer pase. Se puede observar que no se encontraron diferencias

significativas en los antigenos de superficie evaluados entre el cultivo primario y el primer pase.

El CD14 descrito en el pigmento epitelial de la retina humana, asi como también en
macrofagos, monocitos y granulocitos (61, 62) se encontrd principalmente en el cultivo primario
(media 5%); el CD34 descrito en queratocitos estromales de la cornea (60), células endoteliales (60,
65), células progenitoras hematopoyéticas y monocitos (65, 66) y en sangre periférica y médula
Osea (66) se encontrd una poblacién mayor en cultivo primario (media 6%) que en primer pase
(media 3%); el CD47 descrito en eritrocitos , células hematopoyéticas, células epiteliales,
endoteliales, fibroblastos y mesenquimales (69, 79, 80, 81) asi como en eritrocitos (67, 68, 69) se
encontrd que el 51% de las células en cultivo primario fueron positivas mientras que en el prime

pase primer pase el 47% de la poblacién fue positiva.

El CD73, descrito en células epiteliales (74,75), células endoteliales (79) y en la superficie
de los linfocitos T y B (73,81,82) se encontr6é una poblacion positiva en primer pase de 82% y en
cultivo primario la poblacion positiva fue de 81%; el CD 90 descrito en células progenitoras
mesenquimales derivadas de médula d6sea(71,79,83) se encontrd en el 63%de las células en primer
pase mientras que en cultivo primario fue de 57%; finalmente el CD117 descrito en células
cardiacas, progenitoras hematopoyéticas, troncales neurales (16,79), células de la médula osea,
mastocitos y células mieloides leucémicas (78) fue positivo en el 4% de las células en cultivo

primario, mientras que en primer pase fue de 2%.
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Gréfica 1: Esta grafica muestra la comparacion entre los marcadores CD 14, 34, 117, 73, 90, 47 en cultivo primario
(CP) y primer pase (P1). Se realizé una prueba de ANOVA con honestidad de Tukey. En la grafica, el simbolo
caracterizado con un cuadro pequefio (O) representa la media, el simbolo caracterizado con un rectangulo grande (O)
representa la media £ error estandar, y el simbolo caracterizado por una recta () representa la media = la desviacion

estandar.
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Viabilidad celular a la MAHR

La viabilidad de las células de los remanentes de limbo corneal sobre la MAHR fue
determinada indirectamente con Calceina. Bajo el microscopio de fluorescencia se observo de

manera cualitativa el 100 % de las células fluorescentes a la calceina.

De manera indirecta con esta misma técnica se evalio la adherencia a la MAHR,
encontrando que en el 100% de los remanentes limbocorneales viables se observd una

confluencia del 100%.

Figura 10: Imagen de las células limbocorneales sobre MAHR tefidas con calceina, cultivo primario.
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Analisis de adhesidn celular mediante tinciones histoquimicas

De la figura 11, en la imagen A se muestra la MAHR y las células adheridas a ésta, se puede
distinguir un ligero relieve en forma de cuadro en el fondo de la imagen, dicho relieve es la forma
que tiene la tela de poliéster que soporta a la MAHR en condiciones estériles y antes de ser
utilizada. Sobre la membrana se observan los nucleos de las células del tejido limbo-corneal
contratefiidos de color morado tenue con hematoxilina. En la figura B, se muestra la MAHR y las
células adheridas a ésta marcadas con hematoxilina, donde se observan los mismos nucleos teniidos
a mayor aumento (20X). En la figura C se pueden distinguir con mejor detalle (40X) las células
limbo-cornales expandias in vitro y en las cuales se alcanzan a distinguir los nucléolos de algunas

de éstas.

Aumento 10 X (a.n 0.3) Aumento 20 X (a.n 0.5) Aumento 40 X (a.n 0.75)

Figura 11: Imagenes de las células limbocorneales sobre la MAHR contratefiidas con hematoxilina mediante la técnica

de Inmunohistoquimica
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Caracterizacion de las células mediante su inmunofenotipo

La caracterizacion de las células por medio de su inmunofenotipo se realizé a través de la
técnica de inmunohistoquimica en donde fueron utilizados los anticuerpos CK12, CK19 y
vimentina. Los resultados se muestran en la figura 12, en donde encontramos el marcador
utilizado, el aumento que se tuvo en cada una de las imagenes y apertura numérica del objetivo

del microscopio optico Carl Zeiss y las fotografia tomadas con el programa AxioVision Rel. 4.8

Aumento 10 X (a.n 0.3)  Aumento 20 X (a.n 0.5)  Aumento 40 X (a.n 0.75)

Vimentina

Citoquerat
i-na

12

Citoquerat

1-na

19

Figura 12. Microfotografias de las cé¢lulas limbocorneales sobre la MAHR mediante la técnica de Inmunohistoquimica.
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En la figura 12 D, se muestra la MAHR y las células del cultivo primario sobre ésta. Se
pueden observar células alargadas adheridas a la membrana en un tono café que significa que son
positivas a vimentina. En la figura E se observa con mas claridad al fondo de la imagen el
relieve de la tela de poliéster (flecha blanca ) que soporta a la MAHR en condiciones estériles,
asi como también las células alargadas positivas a vimentina y con sus nucleos (flecha verde).
En la figura F se observan a mayor aumento las células alargadas y positivas a vimentina en tono
café y con nucleos bien definidos (flecha verde). Se alcanza a observar también que algunas de

estas células se encuentran entrelazadas.

En la figura 12 G y H se distinguen las células adheridas a la membrana y positivas para
citoqueratina 12, distinguiéndose los nticleos tefiidos de color rojizo. En la figura I se muestra la
MAHR vy las células adheridas a ésta positivas con citoqueratina 12 con aumento de 40X, al
centro de la imagen se observa una conglomeracion de ntcleos de color rojizo positivos a

citoqueratina 12 y algunas otras células negativas (flecha blanca).

En la figura 12 J, al fondo de la imagen se observa un relieve bien definido de la malla
adherida a la MAHR y en donde se puede observar un 100% de confluencia de las células al
andamio. Se alcanzan a observar solamente pequefios nucleos tefiidos de color morado tenue
negativos a citoqueratina 19. En la figura 12 K y L se demuestra a mayor aumento la ausencia de

esta proteina en los cultivos primarios de las células aisladas del tejido limbal.

Discusion

Las enfermedades de la superficie ocular pueden ser ocasionadas por multiples
padecimientos (86), como el sindrome de Steven —Jhonson, penfigoide ocular cicatrizal y dafio
corneal por quemaduras entre otros (1,2,3,5,8,9,15,16,22,28) originando disminucién importante de
la agudeza visual y afectan severamente a la poblacion econdmicamente productiva de nuestro pais.
Por medio de la ingenieria de tejidos es viable el desarrollo de nuevos tratamientos mediante el
empleo de un andamio de MAHR (38) como una membrana de sostén y que las células puedan
proliferar promoviendo la reepitelizacion al mismo que mantengan el fenotipo celular, o pueda
promover su diferenciacion hacia el epitelio corneal. Por esta razon como un primer paso para
implementar y desarrollar ésta tecnologia en la Unidad de Ingenieria de Tejidos, Terapia Celular y
Medicina Regenerativa del Instituto Nacional de Rehabilitacion, este trabajo tuvo como objetivo,

caracterizar las células procedentes del limbo corneal cultivadas sobre la MAHR. La importancia
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del presente trabajo es que es el primer reporte del uso de la MAHR como un andamio para la

expansion de células epiteliales del limbo corneal.

En el Hospital General de México el grupo de la doctora Leticia Vazquez-Maya utiliza la
MAHR en las técnicas quirtirgicas realizadas para el tratamiento de diferentes enfermedades
oculares que afectan la vision del paciente, para promover la migracion de células epiteliales de
limbo y reparar las zonas dafiadas de la superficie de la cornea, sin embargo la cantidad de
corneas donadas en un momento dado podria limitar la capacidad de trasplante en los pacientes,
por falta de donadores. Por lo que entre otro de los objetivos que se propusieron en esta tesis, fue
determinar si los remanentes de los casquetes limbales podrian ser expandidos in vitro y

mantener o inducir su diferenciacion al ser cultivadas sobre la MAHR.

Como una estrategia para la preservacion y el traslado de las muestras de limbo cornéal a
las instalaciones de la unidad de ingenieria de tejidos del INR procedentes del Hospital General
de Meéxico se empleo el medio de preservacion Optisol-GS ®, el medio mas popular para
almacenamiento cornéal hasta por 14 dias a 4°C (88, 89, 90). No obstante nosotros evaluamos el
maximo tiempo de preservacion con Optisol-GS ® y el alcance de la expansion celular y
conservacion del fenotipo limbal, para determinar el maximo tiempo de preservavion en las

condiciones ambientales en la Ciudad de México.

Las muestras de tejido analizadas en este trabajo tuvieron diferentes tiempos de
preservacion, desde 3 hasta 42 dias. Los tejidos preservados desde 3 hasta 8 dias fueron viables
en cultivo, esto es que se procesaron y se sembraron obteniendo crecimiento celular en la caja de
cultivo, hubo una excepcion, una muestra que estuvo en preservacion durante 10 dias y también
fue viable. Los resultados de la viabilidad del tejido en esta tesis utilizando el medio de
preservacion Optisol-GS ® difieren de lo citado en la bibliografia ya que segiin Lindstrom et al.,
(1992) y Means et al., (1995) la viabilidad de las células epiteliales del tejido preservado en
medio Optisol-GS ® es de 2 semanas (14 dias) y los resultados presentados en el presente trabajo
indican que el tejido almacenado hasta 10 dias como maximo produce células epiteliales viables
para cultivo. Al igual sucede con la perdida de viabilidad epitelial ya que Means y col. (1995)
indica que ésta se pierde a partir de 67 dias de almacenamiento en medio Optisol-GS ® y

nuestras muestras almacenadas de entre 15 a 42 dias ya no fueron viables en cultivo, lo que nos
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muestra que las condiciones ambientales en la ciudad de México pudieran afectar la preservacion

y por ende la viabilidad de los tejidos, ya que el medio de preservacion fue el mismo.

De las 21 muestras estudiadas, solo 2 (9%) estuvieron contaminadas desde su origen, es
decir pudo haber sido alguna infeccidn en el paciente, o en el momento de colocar el tejido en el
medio Optisol-GS ® durante la cirugia. Por lo que el método de almacenamiento y envio de
muestras a la UITTC del INR, fue el adecuado, y nos garantiza la posilibidad de expancion
celular de los casquetes corneales. La edad promedio de los pacientes donadores de tejido fue de
40 afos, siendo mayor el nimero de donadores del género masculino. La edad y género de los
pacientes no influyo en los resultados de la viabilidad del tejido. Por ello se recomienda con base
en nuestros resultados que los tejidos que vayan a ser procesados para cultivo celular deben

permanecer en el medio de preservacion desde su toma hasta 8 dias después de ésta.

Una vez establecido que el tejido permanece viable durante su almacenamiento en el medio
Optisol-GS ®, se prosiguié con la bisqueda de la poblacion celular que conforma el tejido limbo
corneal. El andlisis del fenotipo celular, se llevo a cabo para examinar el tipo de poblacion
encontrada en el tejido limbo corneal, utilizando la técnica de Citometria de Flujo. En la mayoria de
los trabajos utilizan ésta técnica para corroborar el fenotipo de células limbales, en nuestro caso
ademas se determind la poblacion celular del tejido analizado. El grupo de trabajo de Mrugala y
cols. (2007), es la tinica referencia que se encontrd, y reportan la mayoria de los antigenos de
superficie que nosotros utilizamos para la busqueda de la poblacion en el tejido limbo corneal y
refieren que las células troncales mesenquimales expresan los marcadores CD73 y CD90 y son
negativas a los marcadores CD14 y CD34. Leesa J. Deterding y col. (2011) determinaron los sitios
especificos de la fosforilacion in vitro e in vivo utilizando el marcador CD34, donde refieren que es
un antigeno de superficie de células progenitoras hematopoyéticas, mientras que, Victor M. Elner y
col. (2007) mediante la técnica de inmunohistoquimica investigaron la expresion funcional de este
antigeno y refieren que es encontrado positivo en cultivos de pigmento epitelial de la retina humana.
Mientras que en los trabajos de David J. Head y col. ( 2005), Schlossman SF y col. (1995),
Kishimoto T y col. (1997), Barclay NA y col. 1997, Per-Arne Oldenborg y col. (2000), N. Ahrens
y col. (2006), David J. Head y col. (2005) describen al CD47 como un antigeno de superficie
presente en las células epiteliales, endoteliales, fibroblastos y mesenquimales y Sandy Gian
Vascotto y col. (2006), Schlossman y col. (1995) al antigeno de superficie CD117 como positivos a

células cardiacas, progenitoras hematopoyéticas, troncales neurales. Ninguno de los trabajos antes
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citados muestran el porcentaje de las poblaciones en los tejidos analizados, por lo tanto solo nos
sirven como referencia para saber qué poblacion de células esta positiva en el tejido limbo corneal.
Nuestro datos respecto a CD90 y CD73 como marcador para células mesenquimales concuerdan
con lo reportado con Mrugala y col. (2009), en lo que se refiere al CD47 la mitad de nuestra
poblacion fue positiva y no se encontré ningun trabajo que reporte este marcador epitelial en el
limbo por lo que esta tesis también contribuye en el conocimiento para determinar el fenotipo

celular en una poblacion aislada del limbo corneal.

Las células epiteliales es la poblacion celular que se busca expandir sobre la MAHR,
primero porque la poblacion epitelial en la superficie ocular es necesaria para una buena vision
(Ken-ichi Endo y col. (2004) , Federico Castro-Muiiozledo y col. (2008)), ademas de que el
cultivo de células epiteliales de limbo son capaces de restaurar la superficie corneal en pacientes
con una completa deficiencia limbal (D. Ghoubay-Benallaoua y col. (2011)) y segundo porque
diversos estudios han demostrado que el trasplante de membrana amnidtica facilita la
reepitelizacion y reduce la inflamacion, vascularizacion, cicatrizacidon corneal asi como también
posee propiedades antimicrobiales y antivirales (Rocio C. Gutiérrez y col. 2004; Andri K. Riau y
col. 2010). El grupo de Edward Cotlier et al., 2003 trabajé con epitelio desvitalizado de la
membrana amnidtica preservada y sugirieron que éste andamio es necesario para ayudar a expandir
las células del epitelio limbal humano, manteniendo una diferencia menor en el fenotipo epitelial
comparado con el epitelio basal del limbo in vivo, trabajo comparado con lo que hicieron Grueterich
M. y col. (2002) al utilizar una membrana amniotica intacta desvitalizada de células epiteliales
amnioticas, y Koizumi et al., al expandir células epiteliales limbales y de cornea de conejos, sobre
una membrana amniotica desnuda, de lo cual se concluyd que ésta tGltima es mas adecuada para
mantener el crecimiento de las células epiteliales cornéales.

Otros trabajos muestran el uso de una membrana amniotica criopreservada como andamio
para el crecimiento celular, como el realizado por el grupo de Boris V. Stanzel y col. (2005),
quienes demostraron que la membrana criopreservada puede utilizarse como un sostén para
promover el crecimiento y diferenciacion de células de epitelio de pigmento retinal. Como puede
observarse hay muchas formas de membrana amnidtica que son utilizadas principalmente como
andamio para expansion de células epiteliales y que mantengan su fenotipo, aunque también son
utilizadas in vivo para facilitar una rapida cicatrizacion epitelial y reducir la inflamacion y
cicatrizacion de la superficie ocular como lo sugiere el grupo de Elizabeth Shay, BS y col. (2009).

En el presente trabajo se utilizo una MAHR, la cual ofrece una mayor ventaja sobre las ya
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mencionadas como lo es, a) Apropiada seguridad: control de donantes, un nivel de seguridad de
esterilidad de 10, b) Facil manejo y almacenamiento a temperatura ambiente c) Bajo costo d)
Translucido, que permite una facil examinacion clinica de la evolucion de la cornea (40,41) y
ademas es un excelente andamio para el sostén, crecimiento y expansion de las células epiteliales de

limbo cornéal manteniendo su fenotipo.

Una vez expandidas las células epiteliales sobre la MAHR, con ayuda del reactivo calceina
se observo indirectamente su viabilidad sobre el andamio. De los trabajos consultados en la
literatura, Patrick Decherchi y col. (1997) menciona a la calceina combinada con un homodimero de
etidio para observar la viabilidad de las células de Schwann en los nervios después del
procedimiento de criopreservacion. Es el unico trabajo encontrado en donde la calceina es utilizada
como un marcador indirecto de viabilidad celular. En el presente trabajo, se contribuye con la
determinacion de la viabilidad de las células de los remanentes de limbo corneal sobre la MAHR

indirectamente con calceina.

Confirmada la adhesion sobre la MAHR de células, se prosiguid con la caracterizacion de
las células mediante su inmunofenotipo. Chen CYW y col. (1994) muestran en sus estudios que el
fenotipo epitelial ha manifestado que el epitelio basal del limbo no expresa la queratina epitelial
corneal especifica, que es la CK12 y los experimentos de Pauklin y col. (2009) indican que una
conjuntiva normal no presenta tincion de la CK12, pero si de CK19. Por su parte el grupo de Ursula
Schlotzer-Schrehardt y col. (2005) notaron que la CK12 es un marcador para fenotipo epitelial
corneal el cudl no se expresa en las células basales del epitelio limbal. Gabriel Garcia Luna-Baca y
col. (2007) realizaron cultivos de células epiteliales de limbo humanas in vitro, utilizando CK12,
CK19 y vimentina, de los cuales, sus resultados dieron positivos a CK19 y vimentina y negativos
para CK12. En la presente tesis, las células cultivadas en cajas T75 no se les realizaron pruebas de
inmunohistoquimica, estas pruebas se realizaron en las células sobre la MAHR, por tal motivo
podria pensarse que en la MAHR influye en la diferenciacion de las células epiteliales de limbo
hacia células epiteliales de cornea, y por eso se obtuvo un inmunofenotipo positivo a CK12 y

vimentina y negativo para CK19.
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Conclusion

Fue posible el cultivo de células epiteliales de limbo corneal sobre MAHR. La viabilidad de los
remanentes de tejido limbocorneal preservados en medio Optisol-GS es de 1- 8 dias, para poder
establecer un cultivo de células del tejido limbo corneal. Durante el cultivo primario y pase uno, las
células de tejido limbocorneal mantienen su fenotipo celular. El tejido limbocorneal es un tejido
optimo para ser utilizado en la obtencion de células progenitoras indiferenciadas y al ser sembradas
sobre una membrana amni6tica humana radioesterilizada con cobalto-60 (“°Co), la cual parece estar
favoreciendo la maduracion de las células progenitoras hacia células epiteliales, ademas de que

ofrece ser un andamio con mayor seguridad biologica.
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ANEXO

Tabla 1. Panel de marcadores utilizados en la técnica de Citometria de flujo.

Anticuerpo Marca Clona

CD14 BD Pharmigen " .Conjugado | M@P9

con APC-antihumano

CD 34 BD Pharmigen ' .Conjugado | 563

PE-antithumano

CD 47 BD Pharmigen . Conjugado | B6H12

con FITC-antithumano

CD 73 BD Pharmigen ' .Conjugado | AD2

PE-antithumano

CD 90 BD Pharmigen ™. Conjugado | 5E10

con FITC-antithumano

CD 117 BD Pharmigen . Conjugado | 104D2

con APC- antihumano
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Pruebas estadisticas

Breakdown Table of Descriptive Statistics (ana cornea final)
N=84 (No missing data in dep. var. list)

Antigeno

CD 34 CP
CD34P1
CD 117 CP
CD 117 P1
CD73 CP
CD73 P1
CD 90 CP
CD 90 P1
CD14 CP
CD14 P1
CD 47 CP
CD 47 P1
All Grps

Means

6.04571
2.77571
3.73000
1.95143
80.95571
81.78643
56.93286
63.50857
5.27714
2.85857
51.12000
47.34571
33.69065

N

NN NN NN NN NN NN

[ee)
i

Std.Dev.

1.41484
2.78510
2.59109
1.37572
10.24583
10.54148
26.11297
28.88108
4.51699
2.33246
18.59732
13.52950
34.14693

Variance

2.002
7.757
6.714
1.893
104.977
111.123
681.887
834.117
20.4083
5.440
345.860
183.047

1166.013
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Std.Err.

0.53476
1.05267
0.97934
0.51997
3.87256
3.98431
9.86977
10.91602
1.70726
0.88159
7.02913
5.11367
3.72574

Minimum

3.91000
0.27000
0.57000
0.19000
64.29000
66.86000
23.35000
12.92000
2.09000
0.53000
24.00000
33.54000
0.19000

Maximum

7.67000
8.06000
7.27000
4.10000
94.27000
97.30000
99.28000
97.40000
14.60000
7.41000
71.05000
69.43000
99.28000
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