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l. Abreviaturas

Epitelio pigmentario Iridiano
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Receptores tipo toll
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Desoxirribonucleasa

Humedad relativa

Roswell Park Memorial Institute médium
Citoqueratina

Receptor tipo Toll

Siglas en inglés: Desviacion inmunoldgica asociado a la camara
anterior

Siglas en inglés: factor transformador de crecimiento



M. Resumen
Resumen: El ojo estd dotado de un “privilegio inmunoldgico” que se crea y
mantiene por la interaccion de factores anatdémicos y moleculares.
Investigaciones en murinos revelaron que el epitelio pigmentario del cuerpo
ciliar, iris y retina favorecen condiciones inmunomoduladoras para el
mantenimiento de éste(s), mediante la expresion de moléculas de superficie y la
secrecion de factores solubles, mecanismos correspondientes a la respuesta
inmune adaptativa; se describe inhibicion de activacién de linfocitos T por el
epitelio pigmentario iridiano (EPI). El sistema inmune innato utiliza receptores
para reconocer y responder a agentes patégenos, estas moléculas han sido
estudiadas principalmente en la cérnea y parcialmente en iris, sobre todo en
murinos, desconociendo su participacién exacta en el privilegio inmunoldgico.
Existen pocos reportes de cultivos de iris humano, por ello es necesario
estandarizar la metodologia reportada y ajustarla a condiciones de laboratorio,
para obtener células humanas de EPI in vitro vy caracterizarlas
inmunoloégicamente completando los estudios sobre su participacion en el
mantenimiento del privilegio inmunolégico intraocular.
Metodologia: Cultivo de células de hEPI in vitro, a partir de tejido de
iridectomias de pacientes con glaucoma primario de angulo abierto, para su
caracterizacion fenotipica y analisis de expresion de TLR’s por citometria de
flujo.
Resultados: Las condiciones y elementos estandarizados para la realizacion
del cultivo fueron: digestién enzimatica con PBS + Dispasa 1mg/ml + DNAsa
10.05mg/ml, a 37°C/95%HR/5%CO02, disgregacion mecanica del tejido,
colocandolo posteriormente en placas de cultivo con medio RPMI-1640
suplementado. Obtuvimos migracion celular a los 8+3 dias y adherencia y
confluencia a los 28+7 dias, siendo positivas para CK-12, vimentinay TLR’s 2,4
y 9.
Conclusiones: Conocer la participacién de la respuesta inmune innata en el
privilegio inmunolégico ocular, nos llevara a comprender mejor los mecanismos
generadores de inflamacién y con ello en un futuro, poder incluso evitar las tan
temidas secuelas que ella causa.

Palabras clave: Iris, TLR’S, cultivo in vitro, citoqueratinas, inmunoprivilegio.




V. Introduccién

IVA. Privilegio inmunolégico ocular

El ojo existe por una razoén: otorgarnos el sentido de la vision y esta disefiado
para mantener y proteger su funcion; como parte de esta defensa, presenta
caracteristicas inmunoldgicas diferentes al resto del organismo, es un sitio
dotado de un “privilegio inmunoldgico” el cual se crea y se mantiene por la
interaccion de multiples factores(14); el factor anatomico es importante y se
logra mediante las barreras hematicas, cérnea avascular, uniones estrechas
entre las células y la ausencia de ganglios propios para el drenaje linfatico,
creando asi barreras para el paso de los antigenos a los compartimentos

intraocularesy).

En el caso de factores inmunoldgicos hablando a nivel molecular, se conoce
por ejemplo que en el humor acuoso se encuentran una gran variedad de
factores inmunosupresores que disminuyen la reaccién inflamatoria contra los
organismos patdégenos, como medida de proteccién para mantener la agudeza
visual sin cambios secundarios a inflamacion( 24); algunos de estos factores
inmunoldgicos ya han sido descubiertos como el factor transformador de
crecimiento (TGF, por sus siglas en inglés)s), hormona estimulante alfa-
melanocito, péptido relacionado al gen de la calcitonina 7), péptido intestinal
vasoactivo y trombospondinaiz), contando cada uno con un diferente
mecanismo de accién afectando tanto a la respuesta inmune innata como a la
adaptativa; ademas de estas moléculas antiinflamatorias, se ha descrito un
proceso de desviacion inmunoldgica asociado a la camara anterior (ACAID por
sus siglas en inglés) que induce una respuesta inmunolégica “sistémica” que

incluye la generacion de linfocitos T supresores (12,4 5).



IvV.2. Participacion de epitelios pigmentarios intraoculares

en el privilegio inmunolégico ocular

Gracias a investigaciones en modelos murinos, se le otorgd al epitelio
pigmentario, del cuerpo ciliar, iridiano y de la retina, un papel importante para el
mantenimiento del “privilegio inmunologico” oculars,, por favorecer condiciones
inmunomoduladoras mediante la expresion de moléculas de superficie tales
como: ligando CD95 y CD86; asi como mediante la secrecién de factores
solubles como: TGF, trombospondina vy prostaglandina E2, descubriendo que
en especial las células del epitelio pigmentario iridiano (EPI) inhiben Ila
activacién de linfocitos T (Ln T) por un mecanismo contacto dependiente entre
el ligando CD86 y el Antigeno-4 asociado al Ln T Citotoxico, reduciendo asi la
inflamacioén intraocular). Aunque existen pocos estudios al respecto en el
epitelio pigmentario iridiano humano (hEPI), se ha corroborado que también
estas células al estar en contacto con Ln T in vitro, suprimen la activacion de
los mismos, incluso se ha reportado la expresion de moléculas coestimuladoras
como PD-L1 y complejo mayor de histocompatibilidad (MHC por sus siglas en
inglés) clase |, aumentando su expresion al estimular las células de hEPI con
IFN-y, expresando también MHC Il y PD-L2 cuando se estimulan de esta

manera.

Los investigadores sugieren que la actividad inmunosupresora del hEPI
humano esta relacionado con PD-L1 y PD-L2, ya que estas células por lo
menos en estudios in vitro, no demostraron expresion de CD80 ni CD86 como
en los estudios con células de ratén. Sin embargo se sugiere la existencia de
otras moléculas de supresion en las células de hEPI correlacionadas con la

supresion de la activacion de los LT(4).



IV.3. Participacion de la Respuesta inmune innata y

adaptativa.

Recordando que dentro del sistema inmune existe la respuesta adaptativa y la
innata, es importante hacer mencion que lo ya estudiado en relacién a la
expresion de moléculas y el mecanismo de accidén para la activacion o la
supresion de los linfocitos en el ojo, corresponde a la respuesta inmune
adaptativa, sin embargo el sistema inmune innato, utiliza diversos receptores
para reconocer Yy responder a los agentes patdégenos, reconociendo
directamente las superficies de éstos uniéndose a patrones repetidos, por
ejemplo carbohidratos, lipidos, etc.(); Estos receptores también tienen un papel
importante en la sefalizacién de respuestas inducidas responsables de la
inflamacion local, el reclutamiento de nuevas células efectoras, la contencion
de la infeccion local y la iniciacion de una nueva respuesta inmune adaptativa.
Tales sefiales pueden ser transmitidas a través de varios receptores, existiendo
una familia de receptores de sefializacion, conocidos como los receptores tipo
Toll (TLR por sus siglas en inglés), que permiten una via de sefializacién por
reconocimiento de estructuras moleculares asociadas a los patégenos (PAMP)
©,10,11). Los receptores tipo Toll son glicoproteinas transmembranales de tipo |,
que representan un puente entre el sistema inmune innato y el sistema inmune
adaptativo, ya que la activacion del sistema inmune innato induce Ila
fagocitosis, la opsonizacion y la produccién de mediadores de la inflamacién,
bloqueando la diseminacion del patdgeno; al estar los TLR expresados en las
células presentadoras de antigeno (APC), tras reconocer a sus ligandos, se
activan e inducen moléculas que participan en la presentacién de péptidos
antigénicos sobre su superficie, que posteriormente mediante MHC los
péptidos son reconocidos por las células T antigeno especificas, uniéndose asi

la respuesta inmune innata y la adaptativa (9,10,11).

En el ojo, la expresion y funcionalidad de los TLR's ha sido principalmente
estudiado en tejido corneal. Sin embargo los TLR también estan distribuidos en
la Uvea(13,14,15. Estudios en murinos reportaron que la estimulacion de TLR1/2,
TLR2/6, TLR3, TLR4, TLRS5, TLR7 y TLR9, en iris y cuerpo ciliar genera

expresion de citocinas inflamatorias(e). Se ha demostrado que el hIPE expresa



TLR4 que al ser estimulado por lipopolisacaridos expresa citocinas

inflamatorias en presencia de CD14 5.

El estudio y caracterizacion de las hEPI, resulta dificil in vivo, por lo tanto, se
necesita de su reproduccion in vitro para corroborar y ampliar la informacion ya
comentada previamente acerca de su participacion en la respuesta
inmunoldgica. Existen pocos reportes en la literatura sobre cultivo de iris, sin
embargo en los estudios publicados al respecto, la metodologia reportada por
Takaaki en 2009 para el cultivo de hEPI, incluye la utilizacion de medio de
cultivo RPMI 1640 completo adicionado con 10% de suero fetal bovino, 10
milimoles de HEPES, 2 milimoles de glutamina, penicilina y estreptomicina; y la
obtencion de las muestras de iris de pacientes que se les realizd
trabeculectomia con glaucoma primario de angulo abierto (excluyendo
glaucomas secundarios), que wusaran al menos un medicamento
antiglaucomatoso siempre y cuando no utilizaran esteroides tépicos ni
sistémicos. Las muestras se incubaron en PBS con 1mg/ml de dispasa y 0.05
mg/ml de DNasa | a 37° C por 1 hora, el tejido se triturd varias veces con
agujas de 18, 21 y 23 gauge, hasta obtener de células individuales en
suspension. Las células del hEPI se lavaron dos veces con RPMI 1640 y se
cultivaron a 5% de CO2 y 95% de humedad relativa (HR) a 37°C, luego las
células en suspensién se trasladaron a placas de cultivo de 96 pozos y
haciendo cambio de medio 2 veces por semana. Las células adherentes fueron

consideradas como viables y las que no se adherian como muertasy).

En 2011 Rebecca C. Froen y cols., obtienen muestras de ojos de cadaveres y
de iridectomias de pacientes con glaucoma intratable mediante terapia
farmacoldgica, reportando la siguiente metodologia: Los iris de los cadaveres
los disecaron y crecieron en medio Leibowitz-15, y el tejido obtenido mediante
iridectomia se transfirié inmediatamente al mismo medio después de la cirugia.
Separaron el epitelio del estroma con un raspador y los incubaron en EDTA
0.05% por 5 minutos para una disgregacién celular. La suspension resultante
se paso por un colador de 70 micras antes de pasarlos a medio DMEM/F12
con HEPES Buffer, suplemento B27, factor de crecimiento epidérmico, factor

de crecimiento basico de fibroblastos, heparina, penicilina y estreptomicina,
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después se pasaron a tubos con superficies no adherentes a 37°C con
colagenasa y hialuronidasa por 40 minutos, seguidos de tripsina-EDTA por 2-4

min.

Para la monocapa adherente se pasaron las células a placas de cultivo con
suero fetal de cabra (FCS) 1%. Una vez crecidas en la placa se procedi6 a
separarlas con EDTA al 0.05% Para inducir la diferenciacion, las suspensiones
de células individuales fueron puestas sobre cubreobjetos cubiertos con poli-L-
Ornitina y se cultivaron sin factores de crecimiento con 3% FCS, B27, vitamina

Ay laminina por 3 semanas. (12
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V. Planteamiento del problema

Se han descrito en el hIPE mecanismos correspondientes a la respuesta
inmune adaptativa para el mantenimiento del inmunoprivilegio ocular, sin
embargo los mecanismos relacionados a la respuesta inmume innata, sobre
todo los relacionados a la expresion y activacion de TLR’s, se han estudiado
principalmente en la cérnea, teniendo poco conocimiento de la participacion del
hIPE.

VL. Justificacion

Aunque para muchas lineas de investigacion el cultivo de diferentes células, de
varios tejidos humanos es algo cotidiano, son muy pocos los reportes de
cultivos de células de iris, por lo cual es necesario estandarizar la metodologia
reportada para el cultivo in vitro de estas células y ajustarla a las condiciones
de nuestro laboratorio, con el fin de poder continuar con la caracterizaciéon
fenotipica y de expresion de TLR’s de las mismas, siendo mas especificos en
la caracterizacion de las células del hEPI para complementar los estudios sobre

su participacion en el mantenimiento del privilegio inmunolégico intraocular.
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VIl. Hipotesis

Las células de epitelio pigmentario de iris humano, seran viables en un cultivo

in vitro y expresaran receptores tipo Toll.

VIIl. Objetivo General

El objetivo de este estudio fue determinar la expresion de TLR’s en las hEPI,
por una técnica de cultivo celular in vitro desarrollada en la Fundacién Hospital

de Nuestra Senora de la Luz IAP.

IX. Objetivos especificos:

» Estandarizacién de la metodologia para la realizacién del cultivo de
células de iris humano.

* Realizacidon del cultivo para obtencion de células viables de epitelio
pigmentario iridano humano

* Caracterizaciéon de células de epitelio pigmentario iridiano humano.

13



X. Material y Métodos:

Material y reactivos

Placas de cultivo celular de 96 pozos (Corning Incorporated Costar™ NewYork);
tubos conicos de 1.5,| (Eppendorf RAININR, CA); Medio RPMI 1640 (GibcoR,
New York), Dispasa Il (Dispase”Il); ADNasa (marca de la ADNasa); suero fetal
bovino (Gibco®, New York); HEPES (Gibco®, New York); glutamina (Gibco",
New York); penicilina (Gibco®, New York) y estreptomicina (Gibco®, New York),
sales para preparar PBS (Phosphate Buffered Saline); anticuerpos
monoclonales: anticuerpo anticitoqueratina 12 (K12), anti-vimentina, anti-p63
(Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), conjungado a estreptavidina-
isotiocianato de fluoresceina (FITC), anticuerpos anti TLR's 2, 4 y 9 (Santa
Cruz Biotechnology, CA, USA); incubadora (Sanyo CO? incabator); microscopio
invertido (VistaVision); centrifuga para tubos Eppendorf; citobmetro de flujo
(FACS Canto II).

Tejido iridiano humano

Se utilizaron muestras de tejido de iris, obtenidos de pacientes sometidos a
trabeculectomias que cumplieran con los siguientes criterios de inclusién:
diagndstico de glaucoma primario de angulo abierto, utilizacion de
medicamentos antiglaucomatosos, siempre y cuando no utilizaran esteroides
topicos o sistémicos. Sin restriccion en relacion a sexo, edad, raza o condicién
social de los pacientes. Se excluy6 cualquier tipo de glaucoma secundario

sobre todo los relacionados a procesos inflamatorios o uveiticos.

Cultivo primario de hEPI

Las muestras de iris obtenidas en el acto quirdrgico se colocaron
inmediatamente en  tubos  Eppendorf con  PBS-dispasa(1mg/ml)-
DNAsall(0.05mg/ml), para digestién enzimatica en incubadora a 37°C. Los
tiempos utilizados para digestiéon enzimatica de diferentes muestras fueron 1, 3

y 4 horas. Posteriormente se procedié a la disgregacidon mecanica, la cual se

14



realiz6 pasando el fragmento varias veces por el interior de una jeringa con
aguja de calibre 23 y 25G; los fragmentos mas pequefos de tejido obtenidos
posterior al procedimiento se colocaron en otro recipiente con PBS, para
posteriormente someterse a lavado y centrifugado con medio de cultivo RPMI
1640 por duplicado, finalmente se resuspendieron las células colocando 200ul
en cada pozo de la placa de cultivo, incubandose en una atmésfera de 37°C,
con 95% HR, 5% CO2 en placas de cultivo, cambiando el medio cada tercer
dia. Para una de las muestras se utilizoé el medio RPMI 1640 sin complementos
adicionales y para el resto de las muestras el medio se adicioné con 10% de

suero fetal bovino, HEPES 10mM, glutamina 2mM, penicilina y estreptomicina.

Obtencion de las células cultivadas.
Se utilizd tripsina-EDTA 0.25/0.03% durante 5 minutos, vigilando Ia
disgregacion celular con microscopio invertido. Posteriormente la reaccion

enzimatica se detuvo con medio de cultivo RPMI 1640 suplementado.

Citometria de flujo

Las células obtenidas obtenidas fueron marcadas con anticuerpos
monoclonales conjugados con fluorocromo. Se realizaron incubaciones con
anticuerpos dirigidos contra K12 y vimentina y TLR’s 4 y 9, siguiendo la
metodologia descrita por Jiménez-Martinez et al. Se adquirieron 5000 eventos
por duplicado en un citdmetro de flujo evaluando las caracteristicas fenotipicas
en una ventana de tamafo grande vs granularidad celular, presentando los

resultados en imagenes dot-plot (software CELLQUESTR).
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XI. Resultados:

Estandarizacion del cultivo

La muestra fue obtenida de iridectomias durante trabeculectomias en pacientes
con glaucoma primario de angulo abierto, colocando el tejido en tubos

Eppendorf con PBS enzimatico: PBS-dispasa(1mg/ml)-DNAsal(0.05mg/ml).

El tiempo de digestion enzimatica fue de 3 horas en PBS enzimatico, en una
atmosfera de 37°C, con 95% HR, 5% CO2. La disgregacién mecanica se
realizd con jeringa y aguja de 25G, los fragmentos mas pequefios de tejido
obtenidos posterior al procedimiento se colocaron en otro recipiente con PBS,
para posteriormente someterse a lavado y centrifugado por duplicado, con
medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino,
HEPES 10mM, glutamina 2mM, penicilina y estreptomicina, finalmente se
resuspendieron las células colocando 200ul en cada pozo de la placa de
cultivo, incubandose en una atmdésfera de 37°C, con 95% HR, 5% CO2 en
placas de cultivo, cambiando el medio cada tercer dia. La expansion de las

células fue evaluada por microscopio invertido.

- . < . ;e SR
\ ! ﬁ- =
- = X1}
Digestion Disgregacion .
Muestra Enzimatica \ Mecanica Centrifugado

« Cadaveres + PBS enzimatico + Embolo y regillas * 1500 RPM x 5"
+ Trabeculectomias * 1hora « Jeringas y agujas « 2000 RPM x 5
« GPAA + 3horas + Diferentes
« Iridectomias * 4 horas calibres

Lavado con

Placas de
\ Lavado } \ Centrifugado ) \ medio de cultivo )\ culttivo }

| | | |

+ PBS sin enzimas + 1500 RPM x 5 « RPMI 1640 + 100 pl en cada
+ 2000 RPM x 5’ « Enriquecido pozo

« Antibidticos

Figura 1. Estandarizacion del cultivo in vitro de las hIPE
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Las células epiteliales migraron desde los fragmentos de tejido
aproximadamente a los 8+3 dias, siendo adherentes y confluentes a los 28+7

dias.

Desde la primera semana se observdo una tendencia a formar cumulos
esféricos de fragmentos pigmentados, los cuales estaban formados por
estructuras circulares, pigmentadas y pequeias, que migraban desde
estructuras tubulares pigmentadas, que podrian confundirse con fragmentos
aun de tejido, sin embargo a la segunda semana se retiraron los fragmentos
macroscopicos de tejido y estas estructuras tubulares pigmentadas persistian a
incluso aumentaban en numero, posterior al primer pase de las células se
observo que continuaban formandose estas estructuras tubulares pigmentadas,
de las cuales salian fragmentos circulares pequefios que migraban y se
adherian a la placa de cultivo, siendo confluentes con el paso del tiempo con
otras estructuras circulares, pigmentadas, pequefas. También se observaban

intercalados redes tubulares que perdian pigmento.

Figura 2 Monocapa de células adherentes y confluentes epiteliales de hEPI.
A Fotografia tomada del articulo original de Rebecca C. Froen y Cols., quiénes
la describen como la apariencia de la monocapa de células epiteliales de hEPI
obtenidas de iridectomias periféricas. B y C nuestro seguimiento fotografico a
las 2 semanas reportd el mismo patron reportado por Rebecca C. Froen y Cols.

17



Figura 3 Migracion celular a partir de esferas pigmentadas.
A Fotografia tomada del articulo original de Rebecca C. Froen y Cols., By C,
nuestro seguimiento fotografico que muestra migracion de fragmentos
tubulares y ligeramente pigmentados a partir de esferas pigmentadas o
fragmentos de tejido pigmentado.

Caracterizacion fenotipica

El fenotipo de las células cultivadas in vitro fue evaluado por citometria de flujo
utilizando anticuerpos monoclonales dirigidos contra citoqueratina y vimentina.

La expresion de K12 fue del 14.2%, y la expresién de vimentina fue del 15.3%.

VIMENTINA CK12

FSC-H

200 400 600 8OO 1000
1 L ! L 1

15.3 14.2

o

oy ™,
100 107 102 102 104
FL1

Figura 4 Expresion de vimentina y CK12 en las hEPI.
Citometria de flujo de las células postcultivo. Las células fueron marcadas con
anticuerpos fluorescentes, como se describié en Material y Métodos y se
realizd el andlisis por granularidad y tamano celular.
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Expresion de TLR's
La expresion de TLR's fue evaluada madiante citometria de flujo. Se realizaron

incubaciones con anticuerpos dirigidos contra TLR’s 2, 4 y 9, obteniendo un
18.2% para TLR 2, 34.5% para TLR 4 y 80.3 para TLR 9.
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Figura 5 Expresion de TLR's. Citometria de flujo de las células postcultivo.
Las células fueron marcadas con anticuerpos fluorescentes, como se describid
en Material y Métodos y se realiz6 el analisis por granularidad y tamafio celular.
Arriba y a la izquierda expresion de TLR-2, arriba y a la derecha expresién de
TLR-4 y abajo expresion de TLR 9.
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XIl. Discusion

Si bien es cierto que existe poca informacion a cerca del tema, Takaaki y cols.,
en 2009 (1), obtuvieron células in vitro, procedentes de muestras obtenidas de
trabeculectomias de pacientes con glaucoma, las cuales cultivaron durante 2
semanas a 2 meses en RPMI 1640 enriquecido, reportando crecimiento de
células epiteliales a las 2 semanas y reportan despigmentacién y apariencia de
fibroblasto hasta los 2 meses; Weimer EG y cols., en 2000 reportan en su
cultivo de EPI divisién celular a los 5.4 + 0.7 dias, mostrando confluencia
después de 14.7 +-4.92 dias; Rebecca C. Froen y cols., en 2011, reportan
proliferacion de esferas muy pigmentadas después de 4 a 5 dias de cultivo,
después de varios pases tales, algunas esferas perdian su apariencia
pigmentada vistas al microscopio, pero algunas continuaban fuertemente
pigmentadas; describen la migracién de células a partir de estas esferas, asi
como que permanecian presentes tales esferas posterior a digestion

enzimatica.

Lo reportado por estos autores con respecto al tiempo de crecimiento,
adherencia de las células y la presencia de esferas pigmentadas y migracion a
partir de fragmentos pigmentados, coincide con lo que nosotros mostramos en
resultados, y es clara la semejanza entre las fotografias del articulo original de
Rebecca C. Froen y cols., en 2011, con las imagenes de nuestro seguimiento

fotografico.

Takaaki y cols., en 2009 reportan que a las 2 semanas el 95% de las células
era positivas a citoqueratina, sin especificar qué tipo de citoqueratina; Froen y
cols en 2011 reportan positividad del EPI para CK-19 y vimentina. Las
citoqueratinas evaluadas en nuestro estudio fueron positivas, asi como la
vimentina; las muestras que fueron sometidas al analisis de citoqueratinas

tenian 4 semanas de cultivo.

Al ya contar con la estandarizacion del cultivo y al haberlo ajustado a las
condiciones de nuestro laboratorio, podemos continuar con nuevos protocolos

que necesiten de células de hEPI obtenidas in vitro, siendo de sumo interés
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para nosotros continuar con la linea de investigacion hacia la expresién de los
TLR's; sobre todo analizar si existe actividad inmuoldgica en ellos, para
obtener mas informacion a cerca de la participacion del iris en el privilegio

inmunoldgico ocular, sobre todo lo concerniente a la respuesta inmune innata.

Este estudio no solo es de importancia para nuestra linea de investigacién, ya
que de aqui pueden surgir nuevos protocolos de estudio que involucren iris,

gue no solamente tengan enfoque en el factor inmunoldgico.

XIll. Conclusion

Comprender los mecanismos que participan en el privilegio inmunolégico
ocular, puede llevarnos a entender los mecanismos para combatir la tan temida
inflamacion intraocular, actualmente tenemos mayor conocimiento de los
mecanismos que involucran a la respuesta adaptativa, sobre todo Ilo
concerniente a la cérnea y los factores presentes en la camara anterior, sin
embargo poco es el conocimiento de la participacion de otras estructuras
intraoculares, sobre todo la participacion de la respuesta inmune innata, por lo
tanto al encontrar TLR’'S en las células de hEPI, debemos estimularlos por

técnicas in vitro para determinar su actividad.
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