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RESUMEN DEL PROYECTO:

La insuficiencia limbica es una patologia que provoca alteraciones en la
reparacion epitelial corneal, provocando defectos epiteliales persistentes ,
neovascularizacién, cicatrizacion, ulceracion, perforacion y ceguera .En la
actualidad no se cuenta con un tratamiento adecuado que contrarreste el aporte
insuficiente o la ausencia de células epiteliales del limbo corneal. El cultivo y
posteriormente trasplante de células madre del limbo corneal, es el tratamiento
ideal para tratar la insuficiencia. Los resultados seran registrados en una hoja de
Excel. Se determinaran medidas de tendencia central y dispersion, frecuencias y
porcentajes. Se aplicara la prueba de T- Student/U de Mann Whitney
dependiendo la distribucion de las variables evaluadas (Prueba de Smirnov
Kolmogorov). Los datos se analizaran con el programa SPSS version 19, se
tomara el valor de p<0.05 como significancia estadistica y un intervalo de

confianza del 95%. Desde el punto de vista bioético se trabajara bajo la NOM-087.

MATERIAL Y METODOS: En este estudio experimental se tomaran los
remanentes de tejido que contengan células epiteliales de limbo corneal de
pacientes sometidos a extraccion extracapsular de catarata en el Instituto Nacional
de Rehabilitacion. Posteriormente en la unidad de ingenieria de tejidos, se va a
disgregar mecanicamente el tejido. Se realizara cultivo por explante (cultivo 1°) en
una caja de 25 cm2 con medio DMEN con 10% suero humano. Después de 2
semanas de cultivo, las células se van a expandir a primer pase en dos cajas de

75cm2, una vez alcanzada la confluencia se van a separar las células de la caja
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de cultivoy se van a tomar 3 alicuotas para analisis : 1.-la primera para
citometria de flujo para receptores CD90 CD117 CD73 CD47, 2.- de la segunda
se va a extraer RNA para PCR en tiempo real para los siguientes genes p63,
ck12, ck14, ck19. 3.- La tercera se dividira en tres para colocar en tres diferentes
lentes de contacto, se van a sembrar 2.5 x 10° células, hasta que alcance 90%
de confluencia, una vez alcanzada la confluencia se va analizar la viabilidad con
el kit life /dead. Y por ultimo de uno los tres fragmentos tomaran muestras para
realizar: citometria de flujo para CD90, CD117, CD73, CD47, y para extraer
RNA, para PCR en tiempo real para los siguientes genes p63, ck12, ck14, ck19.

Desde el punto de vista bioético se trabajara bajo la NOM-087.
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ANTECEDENTES

Las células madre se caracterizan por su potencialidad y plasticidad, es decir la
habilidad de dar origen a multiples lineas celulares y a diferenciarse en distintos
tipos celulares. Son una pequena subpoblacién del total del tejido. Potten y
Loeffler las definen por sus atributos funcionales, como células indiferenciadas
capaces de: proliferar, auto-mantenerse, producir un gran numero de progenie

diferenciada y funcional y regenerar el tejido posterior a un dafio.(1)

Las células madre del limbo son pobremente diferenciadas, de ciclo celular corto
pero con una gran capacidad para la expansion y division. Estan confinadas a su
"nicho", con localizacién en las palisadas de vogt, donde el micro ambiente le da
soporte, mantiene sus caracteristicas y ofrece un grado de proteccion. En el caso
de las células madre del limbo, la division celular es asimétrica, una de las células
hijas se mantiene como su progenitora, y sirve para la renovacion de células
madres, la otra hija esta destinada a dividirse y diferenciarse, también conocida
como "célula amplificadora transitoria"”, la cual se divide mas frecuentemente
que la célula madre, pero tienen un potencial proliferativo limitado y son

consideradas el paso inicial para la diferenciacion final. (1)
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CORNEA

BO PERIEERICA CORNEA CENTRAL

CONJUNTIVA

Figura1.- células troncales del limbo corneal

STEM CELL THERAPIES FOR OCULAR SURFACE DISEASE /SAJJAD AHMAD, SAI KOLLI, MAJLINDA
LAKO, FRANCISCO FIGUEIREDO AND JULIE T. DANIELS / DRUGS DISCOVERY TODAY /VOLUME
15, NUMBERS 7/8 / APRIL 2010

Diversas patologias y agresiones externas pueden provocar la destruccion de

estas células, dando lugar a una entidad que se define como sindrome de
insuficiencia limbica (SIL), la cual altera la capacidad regenerativa del epitelio
corneal. (2) Clinicamente cursa con inflamacién cronica, defectos epiteliales,
ulceracion, vascularizacion, cicatrizacion, en casos graves incluso perforacion, que

en conjunto ocasionan opacidad corneal y mala calidad de vision.
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CONGENITA

Aniridia . Displasiaectodérmica

AUTOINMUNE

Sx. Stevens Johnson . Penfigoide cicatrizal

TRAUMATICA
Quemaduras quimicas y térmicas

Figura 2.- Causas de Insuficiencia Limbica

Existen diversas técnicas propuestas para la reconstruccion de la superficie ocular
secundaria a insuficiencia limbica. Cuando el dafo es unilateral, se propone
trasplantar tejido limbar del ojo contralateral sano. Si la afectacion es parcial y
unilateral, puede utilizar limbo del mismo ojo. (3-5). Sin embargo, cuando hay una
destruccion limbica total o parcial, bilateral, se ha de recurrir al trasplante de tejido

limbar alogénico, ya sea de un donador vivo relacionado o de un cadaver
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La tasa de éxito del trasplante de limbo autélogo varia en distintas publicaciones,
siendo ésta aproximadamente de un 81%, con periodos de seguimiento de entre 6
y 14 meses. La tasa de éxito del trasplante de limbo alogénico en articulos
publicados es muy distinta ya que depende de varios factores entre los que
destaca la etiologia de la insuficiencia limbica, que generalmente es de origen
autoinmune, ocasionando afeccion bilateral y un mayor proceso inflamatorio.
Puede ser tan baja como un 7.1% hasta un 33%. Ademas de tener la desventaja
de la necesidad de tratamiento inmunosupresor durante un largo periodo de
tiempo para evitar el rechazo (2). Actualmente existen otras opciones de
tratamiento, como es el cultivo de células madre ex vivo, ya sea del propio

paciente o de donador vivo (6)

Para realizar cultivos de células madre del limbo corneal se requiere determinar su
inmunofenotipo. En 2008 Landa Solis y colaboradores en el Instituto Nacional de
Rehabilitacion lograron cultivar y caracterizar las células madre limbares
cultivadas en amnios humano gamma (60Co) radio esterilizado. Al establecer su
inmunofenotipo, se determinaron los marcadores que expresan la células madre
del limbo corneal y estos son : los anticuerpos CD 73, CD90, las proteina
citoqueratinas Ck12, Ck14 y Ck19 y P63. (7). Este estudio es la base parar

posteriormente realizar trasplante de células troncales.
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Dentro del empleo de andamios para el cultivo de las células madre del limbo
corneal uso de la membrana amniética introduce notable variabilidad biolégica en
crecimiento celular, el amnios es semiopaco, es costoso y requiere equipo
especializado a para su preparacion y almacenamiento (8). Por lo tanto, es
necesario producir una alternativa mediante ingenieria tisular, recientemente se
han utilizado lentes de contacto para cultivo trasplante de las células epiteliales
del limbo corneal.Entre los estudios realizados en lentes de contacto: Di
Girolamo, Chui, Wakefield, et al en 2007 realizaron Un método para cultivar
epitelio de la superficie ocular humana en lentes de contacto de contacto que
pueden facilitar la expansién y la transferencia de las células epiteliales limbicas

autdlogas.

JUSTIFICACION

La insuficiencia limbica es un problema nacional de salud de gran magnitud. De
ser exitosa esta investigacion, brindara las bases para realizar trasplante autélogo
y/o alégenico de células de limbo corneal; la trascendencia seria muy grande ya
que incidiria en 3 lineas prioritarias de investigacion del Instituto que son:
TRASPLANTES, QUEMADURAS vy DISCAPACIDAD POR ALTERACIONES
SENSORIALES.

Se cuenta con todos los equipos para el cultivo de estas células asi como los

reactivos necesarios para llevar a cabo esta investigacion.
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Se crearia un vinculo prioritario entre el Servicio de Oftalmologia y la Unidad de
Ingenieria de tejidos. Esta investigacion tiene el potencial de enriquecer los
conocimientos mundiales existentes y ulteriormente solucionar el problema de
salud de la insuficiencia limbica que engloba varias patologias de la cornea.

Debido a lo anterior esta investigacion cumple a cabalidad con los criterios de

factibilidad, viabilidad y originalidad.

PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA

La insuficiencia limbica es una patologia que provoca alteraciones en la
reparacion epitelial corneal, provocando defectos epiteliales persistentes,
inflamacion, neovascularizacién, cicatrizacién, ulceracién, perforacion y ceguera
.En la actualidad no se cuenta con un tratamiento adecuado que contrarreste el
aporte insuficiente o la ausencia de células epiteliales del limbo corneal, por lo
tanto creemos que es posible que las células troncales del limbo corneal
cultivadas sobre lente de contacto, conserven su genotipo y fenotipo de células

pluripotenciales y por lo tanto preserven su actividad biolégica.
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HIPOTESIS

Las células troncales del limbo corneal cultivadas sobre lente de contacto,
conservaran su genotipo y fenotipo de células pluripotenciales y por lo tanto
conservaran su actividad bioldgica, lo que permitira su posible aplicacion clinica en

casos de insuficiencia limbica.

OBJETIVO GENERAL

Aislar, caracterizar y cultivar sobre lente de contacto las células troncales del
limbo corneal, conservando sus propiedades bioldgicas, para la realizacion de

trasplantes antdlogos y/o alégenicos para la regeneraciéon de la cornea
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.- Descripcion del universo de trabajo

Criterios de inclusion

Pacientes sometidos a extraccion extracapsular de catarata en el INR
Pacientes sin enfermedades cronico - degenerativas
Pacientes que acepten participar en el protocolo

Pacientes que firmen la carta de consentimiento informado

Criterios de eliminacion

Tejido contaminado por bacterias, hogos o virus

-Criterios de exclusiéon

Pacientes sin enfermedades cronico — degenerativas

Pacientes con glaucoma

Pacientes con sindrome de ojo seco

Pacientes que no acepten participar en el protocolo

Pacientes que no firmen la carta de consentimiento informado
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- Tamano de muestra

Cuatro remanentes de limbo corneal por cirugia extracapsular de catarata de 2 x
2mm

Estudio experimental

12 Maria del Carmen Sanchez Corza
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METODOLOGIA

Diseno del estudio experimental in vitro

Se tomaron dos muestras de pacientes que sometidos a extraccion
extracapsular de catarata previa firma de consentimiento informado, las toma de

muestra se realizara por cirujano oftalmologo especialista en cornea, se tomaran
2 x 2 mm de la regién superior en el meridiano de las 12, y se colocara en medio
DMEN (GIBCO Cat. 11330 — 332) con 1% de antibiotico antimicotico (GIBCO Cat.

15240 — 062) , posteriormente se transportara de inmediato a la unidad de

ingenieria de tejidos del instituto Nacional de Rehabilitacién.

Figura 3.- Toma de muestra de limbo Figura 4.- Muestra de limbo corneal
corneal
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Procesamiento de la muestra

Fue preparada para su procesamiento bajo condiciones de esterilidad dentro de
una campana de flujo (Thermo Electron Corporation modelo 1284 serie 101783) (.
Una vez dentro de la campana de flujo la muestra fue colocada sobre una caja
petri desechable donde se realizé fragmentacion mecanica de la muestra, con

mango de bisturi No. 3 con hoja de bisturi No. 15.

Figura 5.- Fragmentacion mecanica de la muestra
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La muestra fue fragmentada en 4 partes, cada una de las cuales se coloc6 en
una caja de cultivo de 25c¢m? adicionandole 5mL de medio DMEN/F12 preparado
[DMEN/F12 (GIBCO Cat. 11330 — 032), 10% suero humano, 1% antibidtico —
antimicético (GIBCO Cat.15240-062)].se realizé cultivo del explante a 37°C en una

atmosfera 5% de CO2 y 95% de humedad.

Figura 6.- Explante en caja de de 25cm?

Posterior a dos semanas de cultivo al alcanzar el 90% de la confluencia Se fueron
separadas de la caja de cultivo utiizando EDTA [53mM] al 2.5% tripsina (GIBCO

Cat. 25200), y se expandieron a primer pase en cajas de 150cm?
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Figura 7.- Primer pase caja de 150cm?

Una vez alcanzada la confluencia del 90% las células fueron maracadas para

citometria de flujo para establecer el inmunofenotipo

Cuantificacion celular

Se tomaron 10 mcrolitros del boto celular con una micropipeta (Pipet —life Rainin)
en medio DMEN/F12 preparado y 10 mcrolitros decolorante azul tripano (GIBCO
Cat. 15250-061) colocando ambos en una placa de 96 pozos agitandolos con la
misma punta de micropipeta, se tomaron 10 microlitros de dicha suspension en el

pozo y se colocaron en la celda de una camara d Nubauer, colocando esta bajo el
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microscopio optico se conté el numero de células por cuadrante, el numero de

celuas n suspension se obtiene de acuerdo a la siguiente formula:

X le 2 o 10000 « 1 = Total de células
Donde:

X | . Numero total de células qgue se observan por cuadrante de la camara de
Neubauer

2 : Adicion de azul tripano
10.000 : Constante de la camara de Neubauer

1 : Volumen en el que se disuelven

Cultivo sobre lente de contacto

Una vez determinada la cantidad de células en cada caja , dentro de una campana
de flujo laminar, se tomaron 250, 000 celulas para realizar la citometria de flujo, el
resto las células se cultivaron hasta formar una monocapa la cual fue colocada
sobre 3 diferentes tipos de lentes de contacto blandos de hidrogel de Silicon
(Pure vision 2, Optix Air, Acuve advance) en una caja de 24 pozos,

adicionandole 2mL de medio DMEM/F12 preparado en cada pozo, manteniendo
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condiciones de esterilidad, las células fueron cultivadas a 37°C en una atmosfera
de 5% de CO y 95% de humedad. Tambien se cultivaron células sobre lentes de

contacto cubiertos con gelatina al 70%.

Figura 8.- Cultivo sobre lente de contacto en caja de
24 pozos.

Viabilidad celular.

Para comprobar que la viabilidad de las células sobre los lentes de contacto , se
adiciona calceina a la caja , la calceina es un reactivo que posee una actividad
fluorescente desarrollada soélo cuando hay actividad metabdlica de las células

vivas y se hace una observacién bajo el microscopio invertido, de fluorescencia.
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Las muestras se prepararon de la siguiente manera: en la campana de flujo a los
pozos de la placa de 96 que contienen los lentes de contacto blandos , se les
retira el medio DMEM/F12 completo y se les adiciona 150 ul de medio RPMI +
0.075 pl de calceina , se deja incubar a 37°C en una atmosfera de 5% de C0? vy
9 5% 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 las células estaban vivas.

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
tamano relativo (dispersion frontal fcs: forward scatter) su granularidad o
complejidad interna (dispersion lateral ssc: side scatter) y su intensidad de
fluorescencia relativa (fl1, fl2, fI3 y fl4)

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 tabla 1 :
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Se utilizé el siguiente panel de anticuerpos:

e (CD90, CD73: Expresion positiva de célula troncal mesenquimal.
e CD105: Expresion positiva de célula troncal mesenquimal.

e fibroblastos

Tubo de ensaye Panel de anticuerpos
1 Autofluorescencia
2 CD105/ CD73/Fibroblastos/CD90

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).

Después de ser colocados lo anticuerpos en las muestras encontradas en los
tubos de ensaye, se colocé parafilm en la parte superior y se mantuvieron a 4°C

durante 30 minutos.

Extraccion de RNA

20 Maria del Carmen Sanchez Corza
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Por biologia molecular , para determinar la expresion de genes caracteristicos
de células troncales y epiteliales (anexo 3). Se obtendra RNA para PCR en tiempo
real para los siguientes genes:

e p63:

e ck12 y ck14: Expresion de linaje epitelial

e ck19: Expresion de célula troncal
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Analisis estadistico propuesto

Los resultados seran registrados en una hoja de Excel. Se determinaran
medidas de tendencia central y dispersion, frecuencias y porcentajes. Se
aplicara la prueba de T- Student/U de Mann Whitney dependiendo la
distribucion de las variables evaluadas (Prueba de Smirnov Kolmogorov).
Los datos se analizaran con el programa SPSS version 19, se tomara el
valor de p<0.05 como significancia estadistica y un intervalo de confianza

del 95%.

Estudio experimental observacional, unicamente se realizara estadistica
descriptiva e inferencial para las variables cuantitativas.

Se utilizara
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RESULTADOS
EXPLANTE

En las Figuras del 9 al 12 se muestran fotografias de los explantes obtenidos a

partir de las muestras de limbo corneal

Figura 9.- Explante Figura 10.- Explante

Figura 11.- Explante Figura 12.- Explante
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MONOCAPA

En las figuras de la 13 a la 19 se muestran fotografias de las monocapas

obtenidas durante el primer paso del cultivo celular

Figura 16.- Monocapa

Figura 15.- Monocapa
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Figura 17.- Monocapa

Figura 18.- Monocapa

26
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CULTIVO SOBRE LENTE DE CONTACTO

En la figuras 19 y 20 se muestran el cultivo celular de 1000 celulas por lente.

Figura 19.- Cultivo en lente de contacto Figura 20 .- Cultivo en lente de contacto
primer semana. primer semana.

En las figuras 21y 22 se muestras el cultivo células de 250 mil células por lente

Figura 21- Cultivo en lente de contacto Figura 22.- Cultivo en lente de contacto
segundo dia. segunda semana

27 Maria del Carmen Sanchez Corza



Cultivo en lente de contacto de células troncales | 2014

de limbo corneal

En las figuras 23 y 24 se muestras el cultivo células de 500 mil células por lente

Figura 23 .- Cultivo en lente de contacto
primer semana.

Figura 24 .- Cultivo en lente de contacto
segunda semana.

En las figuras 25 a 28 se muestran los resultados a las dos semanos de cultivo de

la monocapa de células de limbo corneal sobre lente de contacto.

Figura 25 .- Cultivo en lente de contacto
segunda semana.

Figura 25 .- Cultivo en lente de contacto
segunda semana.
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Figura 27 .- Cultivo en lente de contacto
segunda semana.

Figura 28 .- Cultivo en lente de contacto
segunda semana.

En las figuras 29 y 30 se muestran los resultados del cultivo de las células

troncales cubierto con gelatina al 70%

Figura 29.- Cultivo en lente de contacto
segunda semana.

Figura 30.- Cultivo en lente de contacto
primer semana.
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CITOMETRIA DE FLUJO
El pico con la linea obscura representa la autofluorescencia de las células, el pico

de color verde representa el porcentaje de células positivos al respectivo marcador

de superficie.
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Figura 33.- .Anticuerpo CD73. Figura 34.- .Anticuerpo CD90.
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DISCUSION

Las células troncales de limbo corneal, conservaron su inmunofenotipo al pasar a
primer pase y al ser cultivadas sobre lentes de contacto blando.

Se observo una mejor adhesion y proliferacién celular en los lentes cubiertos con

gelatina al 70%.

CONCLUSIONES

Durante nuestro estudio se logré cultivar células troncales de limbo corneal
sobre lentes de contacto de hidrogel de Silicon,las células conservaron su
inmunofenotipo; Sin embargo la confluencia fue del 25%. El recubrimiento del
lente de contacto sobre lente tratado con gelatina al 70% se observé mayor
adhesion y proliferacion de células troncales sobre lente de contacto. La gelatina
altas concentracionescomo en nuestro caso al 70%, puede ser una alternativa

para el cultivo de células troncales de limbo corneal.
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ANEXOS
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VARIABLES
Variable Definicion Operativa Tipo de Unidad de
variable medicion

Edad del donador  Tiempo trascurrido desde el Numérica anos
nacimiento continua

Genero Diferenciacion sexual Cualitativa  Masculino/

donador dicotomica femenino

Expresion positiva Presencia de receptor en Numeérica Numero de

de célula troncal la membrana celular, continua Células

mesenquimal mediante citometria de flujo (porcentaje)

CD90

Expresion de Presencia de receptor en Cualitativa  +/-

célula troncal la membrana celular, dicotdmica

mesenquimal mediante citometria de flujo

receptor CD117

Expresion positiva Presencia de receptor en Cualitativa  +/-

de célula troncal la membrana celular, dicotomica

mesenquimal CD73 mediante citometria de flujo

Expresion negativa Presencia de receptor en Cualitativa  +/-

de célula la membrana celular, dicotdmica

mesenquimal

mediante citometria de flujo
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VIABILIDAD CELULAR
En las figuras 29 a 32 se muestran fotografias tomadas con microscopia confocal

donde se observa la viabilidad de las células.

I 200 pm 1
Figura 29 .- celulas viables positivas a Figura 30 .- celulas viables positivas a
calceina calceina

I 200 pm i

Figura 31 .- celulas viables positivas a Figura 32 .- celulas viables positivas a
calceina calceina
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CD47

Expresion positiva
de proliferacion del

gen p63.

Expresion positiva
de diferenciaciéon
linaje epitelial

ck12.

Expresion positiva
de diferenciacién
linaje epitelial
ck14

Expresion positiva
de linaje troncal

ck19

Presencia de receptor en Cuantitativa
la membrana celular, por
medio de RT- PCR en tiempo
real

Presencia de receptor en Cuantitativa
la membrana celular, por
medio de RT-PCR en
tiempo real.

Presencia de receptor en Cuantitativa
la membrana celular,, por
medio de RT-PCR en
tiempo real.

Presencia de receptor en Cuantitativa
la membrana celular,, por
medio de RT-PCR en

tiempo real.

Copias de

DNA

Copias de

DNA

Copias de

DNA

Copias de

DNA
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ANTES DE LLENAR ESTE FORMATO LEA CUIDADOSAMENTE

CARTA DE CONSENTIMIENTO BAJO INFORMACION DE DONACION DE CELULAS DE LIMBO

CORNEAL
LLENESE CON LETRA DE MOLDE LEGIBLE O A MAQUINA
En la ciudad de del dia del mes del afo
Yo , me identifico con
Numero , de anos de

edad, por lo tanto con mayoria de edad, en pleno uso de mis facultades mentales, libre de
coaccion fisica o moral, manifiesto que es mi voluntad donar en forma altruista y sin &nimo de lucro
2x2 mm, de tejido del limbo corneal, remanente de la cirugia de catarata para que sean

Aclaro que recibi informacién completa sobre los riesgos de la operacién y las consecuencias de
la extraccion de células del limbo corneal

. Asi mismo autorizo al grupo de investigacion para que realicen todos los estudios,

procedimientos necesarios para el protocolo de investigacion.

DATOS DEL DONADOR O DISPONENTE:

NOMBRE TELEFONO
DOMICILIO COLONIA C.P.
DELEGACION CIUDAD ENTIDAD FEDERATIVA

FIRMA DEL DONADOR

DATOS DEL ler TESTIGO

NOMBRE TELEFONO
DOMICILIO COLONIA C.P.
DELEGACION CIUDAD ENTIDAD FEDERATIVA

FIRMA ler TESTIGO
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ENERO FEBRERO MAYO AGOSTO

MARZO JUNIO SEPTIEMBRE
ABRIL JULIO OCTUBRE

Revision X X X

bibliografica

Obtencion de X X

remanentes del

limbo corneal

Cultivo de X X

células troncales

Analisis del X X X

primer cultivo

Cultivo de X (X [X

células sobre

los tres tipos

de lente de

contacto

Analisis de X X X

cultivos en

los lentes de

contacto

Redaccion de X

tesis

Redaccion de X

articulo

cientifico
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