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Glosario

Andamio: Estructuras o soportes que imitan a la matriz extracelular del tejido.
Estos soportes se construyen con materiales distintos en funcion de la estructura

del 6rgano o tejido donde se vayan a implantar.

Blastocisto: Un blastocisto es un embrion de 5 o 6 dias de desarrollo después de
la fecundacion y antes de la implantacién al endometrio. Estd compuesta por una

prominente cavidad y el blastocele.

Célula troncal: Células indiferenciadas que tienen la capacidad de dividirse
indefinidamente sin perder sus propiedades y con un potencial de diferenciacion

hacia diferentes tipos celulares.

Corion: El corion es una envoltura externa que recubre el embrion humano y que

colabora en la formacion de la placenta.

Embriogénesis: Proceso complejo que ocurre durante las primeras ocho

semanas despues de la fertilizacion de los gametos para dar lugar al embrion.

Fenotipo: Es la apariencia o manifestacion de una caracteristica de cualquier tipo:
fisica, fisioldgica, bioquimica o conductual. Manifestacién externa observable de

un genotipo.

Genotipo: Conjunto de alelos que posee un organismo individual. Composicién
alélica especifica de una célula, bien referida al total de su genoma o, mas

comunmente, a un gen determinado o a un conjunto de genes.

Holoclona: Células troncales cuya progenie forma colonias que tienen un
potencial de crecimiento mas alto que una meroclona porque no contiene células

diferenciadas.


https://es.wikipedia.org/wiki/Embri%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Placenta

Isotipo: Cada uno de los cinco tipos de anticuerpos, determinado por una de las
cinco formas distintas de cadena pesada que los constituyen. Los isotipos de
anticuerpos son IgM, IgE, IgG, IgD, IgA y cada uno de ellos tiene un grupo de

funciones efectoras.

Matriz Extracelular: La matriz extracelular constituye un conjunto de
macromoléculas secretadas por células en su ambiente inmediato donde realizan
sus funciones vitales: multiplicacion, preservacion, procesos bioquimicos vy

fisiopatoldgicos.

Medio quimicamente definido: EL medio es aquel que provee una fuente de
energia para que las células puedan crecer, un medio quimicamente definido es
aquel donde se conoce exactamente la composicidon quimica que integran al

medio de cultivo.

Membrana Amniética: Membrana avascular con grosor de 0,02 a 0,5 mm
compuesta por una capa unica de células cuboideas y su membrana basal que

descansa sobre una capa de tejido conectivo proxima al corion.

Meroclona: Células troncales formadoras de colonias que tienen un potencial de
crecimiento mas bajo que una holoclona, por ser una mezcla de células troncales

y células diferenciadas.

Mérula: Es una masa de células que se da como consecuencia de la
segmentacion de la célula inicial o cigoto, la cual sufre numerosas divisiones en
forma de blastdmeros que acaban por desencadenar esta forma caracteristica,

normalmente atribuida a aquella estructura que se compone de 12 a 16 células

Xenobiético: Compuesto ajeno al cuerpo humano.


https://es.wikipedia.org/wiki/Anticuerpos

1. Resumen

1. Resumen

Las células troncales epiteliales limbales (CTEL), son células unipotentes que se
localizan en el limbo esclero-corneal; en las ultimas décadas se ha demostrado
que estas células juegan un papel importante en el mantenimiento y la
regeneracion de la cornea. Su ausencia en este tejido llega a generar
complicaciones como la opacificacion de la cornea.

El cultivo in vitro de las CTEL, se considera una fuente celular potencial aplicacién
en medicina regenerativa. Se investigo el efecto del uso de las proteinas Laminina,
Fibronectina, Colageno tipo | y Colageno tipo IV (se seleccionaron por su
presencia normal en la coérnea humana) como matriz extracelular durante la
expansion de CTEL provenientes de rodetes esclero-corneales de conejo.
Después de 288h de cultivo, se observé una mayor afinidad de CTEL a la ME de
colageno tipo | (p=0.00036, a=0.05) con una pureza de cultivo del 90%, y una
mayor afinidad de células corneales a una ME de colageno tipo IV (p=0.0093,
a=0.05). Con estos resultados se puede concluir que, a partir de anillos esclero-
corneales, es posible realizar la expansion selectiva de CTEL en medios

quimicamente definidos.

Palabras clave:

Células troncales epiteliales limbales, Matriz extracelular, Medicina Regenerativa.
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2. Introduccion

Actualmente el estudio de las células troncales (CT) ha sido enfocado tanto a la
generacion de conocimientos basicos sobre sus aspectos bioldgicos, asi como en
la manipulacion in vitro para su posible aplicacién clinica; por lo que la
investigacion sobre CT derivadas de tejidos ha sido el principal objetivo de muchos
investigadores (Burgess R., 2013). Diversas CT derivadas de tejido de origen
adulto, se creen que estan resguardadas en un area especifica o “un nicho” dentro
de un microambiente, rodeadas de células y substratos que controlan su auto-

replicacion y su potencial de diferenciacion (Daniels et al., 2001).

Se ha reportado que una poblacién de CT, conocida como Células Troncales
Epiteliales Limbales (CTEL) residen en el limbo esclero corneal; estas células son
las responsables de la regeneracién del epitelio corneal, en respuesta al desgaste
normal y/o posterior a alguna lesion (Schlotzer & Kruse, 2005). La deficiencia de
CTEL es caracterizada por la vascularizacion corneal, como consecuencia de una
deficiente salud ocular derivada por dafio fisico, quimico o por diversas

enfermedades (Rama et a./, 2010).

Existen reportes de terapia celular para revertir la deficiencia de CTEL; basados
en la expansién in vitro. Algunos reportes utilizan como estrategia, el co-cultivo de
CTEL con células de fibroblasto de raton embrionario ‘3T3’, otros emplean
membrana amniética como soporte directo para el cultivo (O'Callaghan et al.,
2011). Sin embargo, recientemente se ha investigado nuevas alternativas a partir
de polimeros sintéticos y/o derivados de alguna proteina como andamiaje para las
CTEL con la finalidad de reducir las posibles fuentes de contaminacién xenobiotica
o viral (Chae et al., 2015).

Uno de los mayores retos que enfrenta el cultivo CTEL es su 6ptima derivacion y
expansion en medios de cultivo quimicamente definidos; con la finalidad de

generar una cantidad suficiente de células con el fenotipo y genotipo correcto; asi
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2. Introduccién

como erradicar a las células o componentes biolégicos que comprometen la

seguridad y eficacia del tratamiento (Mondragén-Teran et al., 2011).

La Matriz extracelular (ME) juega un papel importante en el microambiente de las
CT, ya que les permite mantener su estado troncal (Mei et al., 2012). A pesar de
que hoy en dia se conocen los principales componentes principales de la ME de
las células corneales; aun no se ha definido una proteina que promueva

selectivamente la expansion in vitro de las CTEL (Li et al., 2005).
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3. Marco Teorico

3.1 Células Troncales

Las CT, al no poseer caracteristicas morfologicas que faciliten su identificacion y al
estar asociadas con funciones de regeneracién en el tejido ubicado, son dificiles
de definir conceptualmente. Sin embargo, en virtud de sus atributos funcionales se
han definido como células indiferenciadas capaces de auto-replicarse, proliferar, y
que poseen un alto potencial de diferenciacion a distintos tipos de células
especializadas (Figura 1), no sélo morfolégicamente sino también de forma
funcional (Can, 2008).

Su aislamiento y caracterizacion significan un reto metodolégico, ya que al fin de
determinar si una célula es troncal o no, tiene que ser probada, mediante la
manipulacion in vitro pudiendo resultar en la alteracion de alguna de sus
propiedades (Potten & Loeften, 1990).

.Qué es una célula Troncal?

J

’ Replicarse a si misma

Una célula que puede )

Diferenciarse en diferentes tipos celulares

Figura 1. Propiedades fisiolégicas de las Células Troncales (CT). Se esquematiza las propiedades de
autoreplicacion y potencial de diferenciacion de las CT. Modificada de: National Academic of Science
http:// www.nationalacademies.org/stemcells.
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3.2 Division de las Células Troncales

Una CT puede tener una division simétrica, dando como resultado 2 células hijas
similares a la progenitora, pero una CT también realiza una division asimétrica, en
la que una de las 2 células resultantes conserva casi la totalidad de caracteristicas
bioldgicas de la célula original y la segunda pierde esa capacidad de troncalidad,
iniciando un proceso de diferenciacion o especializacion, produciendo proteinas
requeridas para su propia funcion dentro del tejido u érgano al cual formara parte
(Mummery et al., 2011). Si se realiza un balance entre las divisiones simétricas y
asimétricas, las CT son las unicas células con la capacidad de mantener su

progenie en la misma cantidad.

Dependiendo de la ubicaciéon al momento de su extraccion las CT se dividen
conceptualmente en dos tipos: células troncales embrionarias (CTE) y células
troncales adultas o somaticas. Las CTE, se encuentran en la masa celular interna
del blastocisto, y son capaces de formar al embrién; por otro lado las CT
somaticas se encuentran en tejidos postnatales (Obokata H. & Vacanti C.A.,
2014).

3.3 Clasificacion de las Células Troncales

Las CT se clasifican dependiendo a su potencial de diferenciacion, de acuerdo con
el orden jerarquico del desarrollo embrionario (Holland et al., 2001). Se dice que
una CT muestra mayor potencialidad cuando se pueden obtener gran cantidad de
lineas celulares In vitro o In vivo, y que posee menor potencialidad cuando

muestran la obtencion de un reducido numero lineas celulares (Amat et al., 2012).

De acuerdo a este concepto, las CT son clasificadas por su potencialidad, las
primeras células troncales las llamamos totipotenciales, debido a que son
capaces de producir a un embrién incluyendo sus estructuras extraembrionarias

(la placenta, saco vitelino y el cordéon umbilical), éstas las encontramos

5




3. Marco Teérico

unicamente en la morula (Lodish et al., 2005).

Conforme avanza el desarrollo embrionario las células van perdiendo su
potencialidad; al llegar al estadio de blastocisto, cada una de las células que
forman parte de la masa celular interna, son incapaces de constituir estructuras
extraembrionarias; tienen la capacidad de desarrollar cualquier célula de las 3
lineas germinales, a éste tipo celular se le denomina células troncales
pluripotentes (Surani, 2007; NIH HHS, 2011).

Continuando con la embriogénesis, en la gastrulacion hay una migracion vy
reorganizacion celular altamente coordinada, que mediante invaginaciones,
involuciones y delaminaciones, producen la delimitacion y diferenciacion de las 3
capas germinales: Ectodermo, Mesodermo y Endodermo (Gilbert, 2005). A partir
de este punto podemos encontrar diferentes CT localizadas en tejidos especificos
en el embrién. Estas células son nombradas CT multipotentes, ya que son
capaces de generar diversos linajes celulares dentro de un mismo tejido, limitando
su potencial de diferenciacion. Un ejemplo de estas CT multipotentes es la
poblacién de células troncales hematopoyéticas (CTH), siendo las encargadas de
dirigir la formacion y regeneracion de la sangre durante el desarrollo embrionario y
la etapa postnatal (Silverthorn et al., 2007). Las CTH son capaces de generar una
diferenciacion a diversos tipos de células sanguineas p. €j. eritrocitos, leucocitos,
monocitos, plaquetas, células NK, células presentadoras, entre otras (Burgess,
2013).

Asi dependiendo a nivel de potencialidad, llegamos hasta las CT unipotentes,
éstas son capaces de diferenciarse hacia un solo tipo de células, donde su funcién
es mantener y regenerar al tejido en donde estan ubicados. Un ejemplo claro de
las CT unipotentes, no somaticas son las CT germinales, las cuales migran hacia
las gbénadas en el desarrollo embrionario (crestas genitales) y eventualmente dan

lugar a los gametos (Potten, de Rooji & Van Dissel, 1997).

El estudio de las CTE humanas se ha visto interrumpido en muchos paises por la

enorme controversia ética que representan, al ser generadas a partir de los
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3. Marco Teérico

primeros estadios del desarrollo embrionario. En respuesta a este conflicto,
diversos grupos de investigacion se dieron a la tarea de buscar otra forma de
obtener células troncales pluripotentes de origen humano, pero no fue sino hasta
el 2010 que un investigador japonés llamado Shinya Yamanaka obtuvo el premio
Nobel de medicina por su aportacién al mundo cientifico, logrando en el afio 2006,
reprogramar a las células somaticas de tal forma que se obtenia un
comportamiento de una CT pluripotente, a estas nuevas células las nombraron
células iPS (del inglés, Induced Pluripotent Stem Cells). En su protocolo describe
como se reprogramaron con éxito fibroblastos embrionarios de raton (MEFs del
inglés, Mouse Embrionic Fibroblasts) y fibroblastos adultos, tras una infeccién con
retrovirus que codificaban para diversos factores de transcripcion. Al principio
fueron 21 factores los que probaron, se eligieron las mejores colonias, y
gradualmente depuraron factores a los que no se le atribuian la expresion
fenotipica y genotipica de una colonia de CT pluripotente, hasta llegar a 4 factores
imprescindibles para obtener una iPS siendo estos: OCT3/4, Sox 2, c-myc y Klf4
(Yamnaka, 2009). En la Figura 2, se representa graficamente la potencialidad de

las CT, de acuerdo a su origen. .
Células Troncales

Células Troncales Embrionarias Adultas/Somaticas

Blastocisto Feto ] Adulto ]
Cigoio ] Morula ]
B

CT Totipotente

& Q’D
CT Multipotente @
CT Pluripotente P

cT Uniboténte CT Multipotente

, . L +Oct3/4, Sox2, KIf4, Myc
Células Pluripotentes inducidas i O »
(iPs) r e >4 D ————— @ % ..,
Células Diferenciadas

Figura 2 Tipos de CT y su localizacion en el desarrollo embrionario. Se muestra la Potencialidad de las

diferentes CT asi como su localizacién. Imagen modificada de Imagen modificada de Donovan &
Gearhart_2001_
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3. Marco Teérico

En la actualidad, el estudio de las CT ha sido enfocado tanto a la generacion de
conocimientos basicos sobre su comportamiento biolégico, como a su
manipulacion in vitro para su posible aplicacion clinica. Muchas CT del tejido
adulto, se considera que estan resguardadas en un area especifica dentro de un
tejido en un estado de quiescencia, siendo que no se dividen hasta ser activadas
por enfermedad, lesion o simplemente para sustituir a las células perdidas de

forma natural (Secker et al., 2009).

Estas CT son de enorme interés biolégico, dado que no representan ningun reto
ético y muchas veces se pueden obtener a partir de tejidos que son considerados
residuos o desechos biolégicos como es el caso de la placenta, la sangre de
cordén umbilical, y los anillos esclero-corneales remanentes después de realizar

trasplante de cornea (Kelly, 2007).

En las ultimas décadas se ha se ha demostrado que una poblacion de CT adultas,
conocida como Células Troncales Epiteliales Limbales (CTEL) son las
responsables de la generacion del epitelio corneal, en respuesta al desgaste

normal y después de alguna lesion.

3.4 Estructura Anatomica de la cornea

De acuerdo a la etapa de desarrollo embrionario, la cérnea proviene de la camara
anterior, desarrollandose a partir de un espacio hendido que se forma en el

mesénquima del cristalino en formacion (Khurana, 2014).

El cristalino induce al ectodermo superficial a transformarse en el epitelio de la
cérnea y conjuntiva. Por lo tanto la cérnea se forma a partir de dos estructuras:
ectodermo superficial y mesodermo. EIl ectodermo superficial forma la cara
anterior de la codrnea, cubierta por un epitelio escamoso estratificado no
queratinizante. El endotelio corneal constituido por tejido conectivo fibroso denso

y epitelio escamoso simple se deriva del mesénquima que se encuentra por
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delante de la camara anterior (Moore, 1989).

La cdérnea es una estructura avascular que se encuentra en la parte anterior del
ojo, esta rodeada de fluidos de las cuales de la parte anterior se encuentra las
lagrimas y de la parte posterior el humor acuoso; representa una sexta parte de la
circunferencia del ojo, tiene una forma oval y su principal funcién es la de permitir
la transmision de la luz. En conjunto con el cristalino ayuda a la focalizacion de las
imagenes en la retina. En consecuencia es el lente de mayor poder refractivo del
sistema ocular (Meek et al., 2003); constituyendo las dos terceras partes de la

refraccion total del ojo.

La segunda funcion importante de la cérnea consiste en proteger el iris y el

cristalino de posibles lesiones e infecciones (Daniels et al., 2006).

La cérnea esta compuesta por 5 capas (ver Figura 3) que desde su superficie
anterior a la posterior son: epitelio (50-100 ym de espesor), membrana de
Reichert-Bowman (12 um de espesor), estroma (450 ym de espesor), membrana
de Descemet (4-10 um de espesor) y endotelio (5 ym de espesor), (Villa et al,
2010).

Epitelio corneal Membrana basal Membrana

Wr}%‘&

i

Membrama
de Descemet e

- -

= LR S S0
g e R AT o e T n

.-.-r-t-""""'.'aJ N, —

- Endotelio —

Figura 3. Estructura anatémica de la cornea. Se mestran la ubicacion de las principales capas
que conforman a la cérnea humana, epitelio corneal, Membrana basal, Membrana de Bowman,
Estroma, Membrana de Descemet y Endoletio. Imagen modificada de Fernandez et al.,2008.
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El epitelio corneal es una barrera fisico-dinamica que previene la entrada de
agentes deletéreos hacia el espacio intraocular. Esta conformada por células
escamosas, ceélulas centrales suprabasales y una sola capa de células basales
columnares interiores. Las células diferenciadas escamosas tienen en su
superficie microvellosidades que ocupan de 1-3 capas exteriores del epitelio, en
donde su funcion es incrementar el area superficial celular permitiendo una mayor
area de contacto con la lagrima, formado asi estrechas uniones de alta resistencia

proporcionando una barrera protectora (Klyce, 1972).

El estroma es un tejido mesenquimal derivado de las crestas neurales, la densidad
del estroma conforma el 90% del espesor de la cornea, mientras que el arreglo
paralelo de las lamelas formado a partir de complejos de heterodimeros de
colageno tipo | y V mantienen la transparencia (Fini et al., 2005). Estas fibras de
colageno llevan a cabo un patrén espaciado y uniforme por parte de los
proteoglicanos, mientras que los queratinocitos (fibroblastos) estan localizados
entre las laminas (Hay et al., 1979). Estos queratinocitos escasamente situados,
se enlazan en un proceso dendritico (Muller et al.,, 1995), donde producen
proteinas cristalinas para mantener la transparencia corneal (Jester et al., 1999).
Desde hace una década se ha reportado la sospecha de una poblacion de CT de
queratinocitos en el estroma anterior (Du et al., 2005; Funderburgh et al., 2005), la
estimulacion de estas posibles CT del estroma pueden ser utilizadas para generar

células epiteliales corneales. (Hashmani et al., 2011).

La membrana de Descemet descansa sobre la superficie interna de la cérnea,
ésta actua como una membrana basal para la monocapa interna de células
endoteliales. Estas células transportan nutrientes desde el humor acuoso al
estroma y al mismo tiempo bombean el exceso de agua, previniendo un edema

corneal manteniendo una hidratacién optima (Kaufman et al., 2011).

Algunas de las enfermedades que afectan a la cérnea impactan directamente a su

transparencia, llevandola a su opacificacion, clinicamente este proceso es
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denominado como leucoma y se deriva de diferentes causas: traumas de
nacimiento, anomalias del desarrollo embrionario, cicatrices de heridas corneales,

ulceras corneales cicatrizadas, pérdida de CTEL entre otras (Khurana ,2014).

La condicion transparente de la cornea es debida a la total ausencia de vasos
sanguineos en su interior, si ocurre una neovascularizacion es sintoma de alguna

anomalia o enfermedad de la misma.

Al tratarse el epitelio corneal de un epitelio de descamacion, su renovacion,
generacion y mantenimiento pudo ser explicada por medio de un modelo
tridimensional propuesto por Thoft et al., en 1983, la hipdtesis (X,Y,Z) de la
regeneracion corneal, la cual consiste en que el proceso de “regeneracion” de la
coérnea, existen una adicién de las células basales (eje X) y la migracion
centripeta de las mismas (eje Y), esta adicidén esta en balance con el numero de
células epiteliales perdidas a través de la descamacion en la superficie corneal
(Eje Z) (West et al.,2015), posterior al reporte de Thoft; se calculé la velocidad de
la migracion centripeta de las células epiteliales (123 pym/semana) y su ciclo de

vida aproximado, siendo un estimado de 7 dias (Hanna & O’Brien, 1990).

3.5 Células Troncales Epiteliales Limbales (CTEL)

La integridad de la cérnea, su transparencia y su funcion dependen de la
capacidad de renovacién del epitelio corneal y a su vez, esta capacidad de
renovacion depende de la poblacion de CT localizadas en la region basal del limbo
(CTEL). Anatébmicamente, el limbo posee caracteristicas del epitelio corneal y del
epitelio conjuntival, adquiriendo caracteristicas como zona de transicién entre los
dos diferentes tejidos (Osei-Bempong et al., 2012).

Debido a las caracteristicas del limbo, se formulé la hipotesis de que las CTEL
residian en un micro ambiente especializado ¢ nicho, el cual regula su

mantenimiento, su auto-renovacion, su proliferacién y su activacion mediante
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senales externas (Davenger & Evensen, 1971).

En el 2005 Dua et al., identificaron la estructura anatomica en donde residen las
CTEL, la cual fue llamada cripta epitelial del limbo, que se extienden en las
empalizadas de Vogt, bajo estas criptas existe una extensa red vascular, a traves
de la cual, las CTEL reciben factores y citocinas reguladoras para llevar a cabo la
proliferacion y diferenciacion celular. Su distribucién en el limbo humano no es
homogénea, siendo mas abundantes en la regidon inferior y superior que en las
regiones nasal y temporal (Daniels et al., 2006).

Las CTEL comparten caracteristicas similares con otras CT somaticas, incluyendo
su tamano pequefio (Romano et al., 2003), su elevada relaciéon nucleo-citoplasma
(Chen et al., 2004), su ciclo celular sosegado (Barrandon et al., 1987) y un nucleo
rico en heterocromatina con nucléolos no diferenciados (Kuparkus et al., 1990).
Actualmente no existe un marcador biolégico definitivo para la identificacion de las
CTEL, sin embargo es necesario contar con evidencias indirectas, tales como
carecer de la expresion de marcadores de diferenciacion como citoqueratina 3 y
12; los cuales son marcadores especificos para células epiteliales corneales.
(Pajoohesh-Ganiji & Stepp, 2005).

En los ultimos afios se han propuesto la presencia de diferentes marcadores de
indiferenciacién celular para separar a las CTEL del resto, dentro de los mas

destacados se encuentran:

ABCG2

La proteina de transporte del cassette de unién al ATP Subfamilia G miembro 2 ha
sido propuesta como un marcador universal de CT y por ende un marcador de
CTEL ya que Zhou y su grupo de investigdores, encontraron la expresion de
ABCG2 en células troncales de Médula Osea, musculo esquelético y en CT
embrionarias (Zhou et al., 2001). Ademas de reportarse la expresion de ABCG2

en una poblacién de células limbales basales, pero no en poblaciones de células
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epiteliales corneales, sugiriendo que es un marcador para las CTEL (Watanabe et
al., 2004; Shortt et al., 2007).

p63

El factor de transcripcion p63 que fue propuesto como marcador de CTEL por
Pellegrini en el 2001, en el que se reporta que dentro de la cérnea, el p63 nuclear
es expresado por las células basales del epitelio limbal, pero no se expresa en las
células amplificadas en transito (TAC, del inglés Transit Amplifying cells) que

cubren la superficie de la cornea (Pellegrini et al., 2001).

Por otro lado se evalué su ausencia en ratones knockout (p63-/-), donde éstos
tuvieron defectos importantes en su desarrollo epitelial, ademas de carecer de
epitelio estratificado. Estos resultados sugieren que p63 esta implicado en el

mantenimiento de la poblacién de CTEL (Yang et al., 1999).

En los ultimos afios se ha usado la isoforma alfa de p63, ya que se demostré que
es mucho mas especifica que otras isoformas, comprobando que es necesaria
para el mantenimiento del potencial proliferativo de las CTEL y su capacidad de

migracion hacia la cornea (Di lorio et al., 2005).
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3.6 Células Amplificadoras en Transito

Las CTEL a pesar de ser CT unipotentes; en condiciones ideales, se pueden
dividir simétricamente, para auto renovarse y asimétricamente dando origen a una
poblacibn de células intermedias progenitoras/precursoras llamadas
células amplificadas en transito, una vez dividida; la célula amplificada en transito
va a migrar del nicho para entrar en una via de diferenciacion bajo la influencia de
diferentes estimulos (Tseng, 1989). Estas células no son capaces de
autoreplicarse, poseen una capacidad proliferativa limitada y un restringido

potencial de diferenciacion (Mort et al., 2012).

Una de las principales funciones de esta poblacion intermedia, es incrementar
(amplificar) el numero de células diferenciadas por cada divisién asimétrica de las
CT, resultando en una division finita hasta que se conviertan en células
completamente diferenciadas. Siendo el resultado final, la generacion de un
amplio numero de células maduras del mismo fenotipo. Las TAC’s provenientes de
la division de las CTEL, migran centripetamente para poblar la regiéon basal del

epitelio corneal (Hsu et al., 2014).
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3.7 Enfermedades la cornea y aplicaciones a la medicina
generativa

La deficiencia de CTEL genera la falta de transparencia y funcionalidad de la
cérnea humana; esta deficiencia de CTEL puede ser debida a diferentes causas,
desde enfermedades, lesiones fisicas, quimicas, aniridia, y sindrome de Steven

Johnson entre otros (Ramos et al., 2015).

A nivel mundial, se ha reportado que existen 285 millones de personas con
discapacidad visual, de las cuales 39 millones son de casos de ceguera total y 246
millones presentan visién baja (OMS, 2010). Dentro de estos casos entra la
ceguera mono-ocular debido la deficiencia de CTEL en humanos, para los que no

existe tratamiento farmacoldgico que regenere la cérnea (Ahmad et al., 2010).

Son pocos los grupos de investigacion a nivel mundial que estan intentando
desarrollar un sistema de cultivo basado en ingenieria de tejido y biopolimeros
para eliminar el uso de membrana amniética en la produccion de CTEL con
potencial uso en terapias de regeneracion de cornea en humanos. Los reportes
mas recientes a nivel experimental incluyen el uso de plasticos de cultivo con
caracteristicas dependientes de temperatura (Watanabe et al., 2007), plasticos
comprimidos (Levis et al., 2010), polimeros unidos a membrana amniética (Ma et
al., 2010) e hidrogeles basados en proteinas naturales ligados en forma de red
con polimeros sintéticos u otras proteinas como acido hialurénico con poli-
aspartamida (Fiorica et al., 2011) y recientemente colageno con riboflavina (Mi et
al., 2011).
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4. Antecedentes

Existen reportes en terapia celular para revertir la deficiencia de CTEL; todos
basados en la expansion in vitro de las CTEL. Algunos reportes utilizan como
estrategia, el co-cultivo de CTEL con células de fibroblasto de ratén
embrionario’3T3’, otros emplean membrana amnidtica como soporte directo para
el cultivo de CTEL (Shortt et al., 2008).

Pellegrini et al., en 1997 reportd por primera vez uso de CTEL para su expansion
por cultivo in vitro y su aplicacion en terapia celular para tratar la deficiencia
corneal de CTEL. Esta técnica es la base de la aplicacion clinica directa después
de un cultivo in vitro, en ella utilizaron una monocapa de células ‘3T3’ de
fibroblasto embrionario de ratén (como células alimentadoras) con el fin de
mimetizar el nicho en el que se encuentran las CTEL en su estado natural
(Pellegrini et al., 1997).

A pesar de haber pasado mas de una década del primer reporte clinico la
metodologia sigue siendo similar, esto es debido a que no se ha reportado ningun
efecto adverso por el uso de las células ‘3T3’ de ratbn como co-cultivo con las
CTEL aplicadas en terapia celular a humana. Tal es el caso de Shortt et al., que en
2008, hacen uso de membrana amniética como soporte directo para el cultivo de
CTEL obtenidas a través de una pequefna biopsia autdloga del paciente (2 a 3

mm).

El uso de membrana amniética como soporte para el cultivo de CTEL representa
varias desventajas como variacidon biolégica entre donadores de membrana
amniodtica, costosos procesos de analisis para garantizar que la membrana esté
libre de agentes patdgenos (principalmente virus) y evitar el potencial riesgo de

contaminacion al producto final (CTEL).

Uno de los mayores retos que enfrenta el desarrollo de terapias celulares es su
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cultivo y 6ptima expansién que permita generar cantidades suficientes de células
con el fenotipo y genotipo correcto para su trasplante (Mondragon-Teran et al.,
2011), asi como su derivacion en medios de cultivo quimicamente definidos y libre
de contacto con otro tipo de células que puedan comprometer la seguridad y

eficacia del tratamiento (Mondragon-Teran et al., 2009).

Se han desarrollado protocolos para el aislamiento de CTEL sin la necesidad de
utilizar membrana amniética y/o co-cultivo con fibroblastos embrionarios de raton,
tal fue el caso de Li et al., en el 2005 reportaron una manera de asilar una
poblacién humana de CTEL (a partir de anillos esclero-corneales), utilizando
placas de cultivo pre-tratadas con Colageno tipo IV. Su método de separacion
celular se basé en los tiempos adherencia al Colageno |V, asi mismo hicieron uso
de los marcadores de troncalidad (p-63, ABCG2). Como resultados obtuvieron que
las células que presentaron una rapida adherencia fueron positivas para p-63,
integrina B1 y ABCG2 (marcadores de las CTEL).

Luna-Baca et al., en el 2005, mediante el uso de explantos muestran los
inmunofenotipos de las células epiteliales limbales, extraidos de rodetes esclero-
corneales de donadores mexicanos, cultivadas con medios ricos en suero fetal

bovino y extracto de pituitaria.

Daniels et al., en el 2006 dataron que el uso de colageno tipo | como una ME,
permite una separacién de las diferentes lineas provenientes del tejido humano,

debido a una afinidad al sustrato durante las primeras horas del cultivo.

En funcion de caracterizar los componentes de la ME y el rol de la membrana
basal en la generacion del microambiente del nicho de las CTEL, Schlotzer-
Schrehardt et al., en el 2008 analizaron las variaciones topograficas de la
membrana basal de la superficie epitelial ocular humana, hallando componentes
uniformemente expresados a través de toda la superficie del epitelio ocular, siendo
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colageno tipo IV,VII,XV,XVII, XVIIl, Laminina , Fibronectina, Matrilina y Perlecan

las proteinas mas abundantes (Schlotzer,2007).

Mei et al., en el 2012 afirma que el nicho de las CTEL juega un papel importante
en la homeostasis celular, siendo la ME un elemento importantes por su capacidad
de brindar soporte estructural y mecanico, regular las funciones como adhesion,
migracion proliferacion, auto-renovacion vy diferenciacion. En su revision
bibliografica cita a las proteinas que se localizan dentro del limbo esclero-corneal,
las cuales los separa por Colagenos (I, lll, IV, V, VII, XV, XVI, XVII, XVIII),
glicoproteinas (Fibronectina, Laminina y Trombospodina) y proteoglicanos
(Perlecan). Sugiriendo Fibronectina, Laminina, Colageno tipo [, lll y IV como las

proteinas idoneas para re-cubrir a los pozos de cultivo.

La alternativa basada en uso de biopolimeros debera presentar caracteristicas de
soporte que permitan a las CTEL proliferar, producir ME y que les permita también
contacto célula-célula y célula- ME, por eso es necesario una expansion selectiva

de CTEL recreando un nicho ex vivo.
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5. Justificacion

A pesar de que existen avances en investigacion de terapias celulares para la
regeneracion del epitelio corneal; el aislamiento y expansiéon de las CTEL en
matrices quimicamente definidas aun no ha sido reportado. El uso de proteinas
como parte del disefio de un andamio que mimetice el nicho y ayude con la
expansion selectiva de las CTEL es necesario para que en un futuro sea posible

su aplicacion terapéutica en medicina regenerativa.

6. Hipotesis

El uso de una proteina base como soporte y de medios quimicamente definidos
para el cultivo de CTEL, nos permitira su aislamiento y una expansién selectiva

conservando su fenotipo y su troncalidad.
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7. Objetivos

7.1 Objetivo principal

% Investigar el efecto del uso de diferentes proteinas (Laminina, Fibronectina,
Colageno tipo | y Colageno IV) como ME durante la expansién de Células

Troncales Epiteliales Limbales.

7.2 Objetivos particulares

¢ Derivar quirurgicamente tejido esclerocorneal a partir de modelo animal

(conejo).

% Realizar una expansién in vitro de CTEL en un medio libre de células

alimentadoras.

s Determinar las caracteristicas fenotipicas de las CTEL de conejo cultivadas

In Vitro.

* Evaluar la expansion celular en diferentes tipos de proteina como ME.
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8. Materiales y Métodos

8.1 Extraccion de rodetes esclero-corneales

Los modelos animales, conejos (Oryctolagus cuniculus) machos, adultos, Nueva
Zelanda, con un peso promedio de 1,500 + 200 gramos ,se adquirieron en el
Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccion Avicola
(CEIEPAV), Tlahuac, D.F. de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM.

Una vez hecha la adquisicidon los ejemplares se trasladaron al bioterio del CMN
“20 de Noviembre” ISSSTE, en donde ya se contaban con conejeras para su

estancia (ver figura 4A).

El proceso de eutanasia y extraccion de rodetes esclero-corneales se realizé en la
sala quirurgica de Medicina Experimental ubicada en el 3¢ Piso de la Unidad de
Investigacion del CMN “20 de Noviembre” ISSSTE. Una vez en la sala quirurgica,
se tomaron a los ejemplares y se les aplico una inyeccion intraperitoneal de
Pisabental en una désis de 90 mg/kg de peso corporal, se esperé a que el

ejemplar dejara de respirar (Figura 4B).

Una vez confirmada la eutanasia se emplearon clips modificados en forma de
blefaréstato aunados a una liga con la finalidad de evitar la regresién de parpados
a su estado original, esto facilité el acceso al globo ocular, permitiendo el manejo

del ejemplar con (ver Figura 4C).

Antes de hacer uso de las tijeras corneales corneales (Stallion, USA) se hizo una
incision con ayuda de una hoja de bisturi del #16, en la region inferior
nasal/inferior, se escogié esta area porque permite acceder mejor a la zona
temporal. El uso de tijeras corneales con punta dirigida hacia la izquierda facilit6 la
extraccién del anillo esclero-corneal. Durante el procedimiento, no se permitié que
el globo ocular se secara y para esto se humedecia continuamente con unas gotas

de solucion de Hank’s adicionada con 1% antibidtico.
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Los 20 rodetes se colocaron de forma inmediata en tubos estériles Falcon de 15
ml con solucién de Hank's adicionada con 1% antibiético, manteniéndolas a 8°C,
para su traslado al Laboratorio de Medicina Regenerativa e Ingenieria de Tejidos
ubicada en el 3° Piso en la Unidad de Investigaciéon Biomédica del CMN “20 de
Noviembre” ISSSTE.

Figura 4. Proceso de extraccion de rodetes esclero-corneales. A) Ejemplares en conejeras dentro del
bioterio del CMN “20 de Noviembre” B) Proceso de Anestesia-Eutanasia C) Extraccion del anillo
esclero-corneal D) Transporte de muestras.

8.2 Descontaminacion

Después de la extraccion se realizd6 un proceso de descontaminacién de las
muestras, el cual consistié en exponer durante 5 minutos el rodete esclerocorneal
en solucibn de Hank’s en diferentes concentraciones de solucién de
Penicilina/Estreptomicina (1%, 2%, 3%, 4% y 5%); enseguida se sumergié en
medio Epilifeq (Gibco, USA) durante 10 minutos (Figura 5). Se retir6 el tejido y se

colocé de nuevo en refrigeracién. Finalmente el medio del cual fue retirado el
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rodete esclero-corneal se colocé en una incubadora designada para cuarentena,
en cultivo por un lapso de 72h con la finalidad de descartar una posible

contaminacion.

Con la finalidad de evitar contaminaciones cruzadas entre rodetes-

esclerocorneales cada uno fue transferido con una pinza estéril independiente.

Una vez transcurrido el tren de descontaminacion, se colocaron los medios de
cultivo en un pozo de cultivo para su exploracion en el microscopio invertido, al no
notar alguna anomalia la placa de cultivo fue transferida a la incubadora

designada como cuarentena.

Figura 5. Esquema del proceso esterilizacion. Se muestra el tren de
esterilizacion que se llevé acabo a los 20 rodetes esclero-corneales.

Se revisaron los pozos a las 24, 48, y 72 h. El viraje del color del medio, la
presencia una capa turbia en la superficie 6 la presencia de agentes microbianos
detectados bajo la exploracién del medio de cultivo en el microscopio fueron las

sefales de contaminacion.
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8.3 Aislamiento y cultivo de las CTEL

Antes de iniciar el proceso de aislamiento celular, se lavaron los tejidos con DPBS
sin Magnesio ni Calcio (Gibco, USA). De la parte anterior de los rodetes esclero-
corneales se eliminaron los restos de iris y de membrana de Descemet, con la
ayuda de una hoja de bisturi del #20 y de unas pinzas entomoldgicas estériles,
una vez retirados los tejidos, se realizaron 3 lavados mas con DPBS. Para aislar a
las CTEL de conejo, se realizd un tratamiento enzimatico de los rodetes esclero-
corneales con 2.5 mL de Dispasa a una concentraciéon de 2U/mL (Gibco, USA). El
tratamiento enzimatico se realizé durante 2h a una temperatura de 37°C.
Posteriormente se continué con una técnica de separacién mecanica con ayuda
de una hoja de bisturi del #16, la técnica consistié en raspar gentilmente el area
del limbo esclero-corneal de forma centripeta, las células obtenidas del
procedimiento fueron recuperadas en PBS (Gibco, México). El extracto fue
centrifugado a 800 rpm durante 5 minutos a una temperatura de 4°C. Finalmente

el pellet se resuspendié en un medio quimicamente definido (Medio Epilife,, , ver

10 7
Anexo 1) adicionado con HCGS (Gibco, USA). Se utilizaron como ME las
proteinas base Laminina (Gibco, USA), Fibronectina (Gibco, USA), Colageno tipo |
(Stem Cell Technologies, USA), y Colageno tipo IV (BD Bioscience, México), a una

concentracion de 50pg-mL'1 para todos los casos; se incluyd la ausencia de

proteina base como control.

Se establecieron los siguientes tiempos de evaluacion del cultivo: 168h (7 dias),
216h (9 dias), 288h (12 dias) y 360h (15 dias).

El medio de cultivo fue renovado cada 48 horas. La expansion celular se realizé en

condiciones de cultivo estandar (37°C, 5% de CO»).
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8.4 Inmunocitoquimica

Se investigd el inmuno-fenotipo de las células cultivadas, a través de
inmunocitoquimica para identificar la presencia de los anticuerpos primarios CK3 y

P63-a (marcadores para las células epiteliales y CTEL respectivamente).

Se fijaron las muestras a temperatura ambiente con paraformaldehido al 4%
durante 15 minutos, se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS,
después se colocod solucion permeabilizadora (PBS adicionado con 0.05% de
Triton X-100) durante 25 min., se realizaron 3 lavados con PBS de 5 minutos cada

uno.

Se procedié a colocar solucion de bloqueo compuesta de5%e suero de cabra
(Invitrogen, USA), 0.25% de Triton X-100 (Sigma; USA) en PBS durante 30
minutos, una vez transcurrido el tiempo se hicieron 3 lavados con PBS de 5

minutos cada uno.

Posteriormente se procedié a realizar el inmuno-marcaje con los anticuerpos
primarios CK3 (Millipore, México) dilucion 1:200 y P63-a (Abcam, UK) dilucién
1:100, durante 1h a temperatura ambiente 6 durante 12h a 8°C. Se realizaron 3

lavados con PBS de 5 minutos cada uno.

Se colocaron los anticuerpo secundarios con el fluorocromo FITC (Abcam, USA)
dilucion 1:200 y Alexa Flour 488 (Abcam, USA) dilucion 1:100 durante 1h a

temperatura ambiente, se realizaron 3 lavados con PBS.

Por ultimo se identificd la presencia o ausencia de los anticuerpos primarios
(Citoqueratina 3 y P63-a) con la ayuda de un microscopio invertido de
epifluoresencia Olympus 1X71. El nucleo se identific6 por incubacién de las
muestras con DAPI a una concentracion de 300mM.
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8.5 Evaluacion de la expansion celular

Se realizé un conteo celular manual con el uso de las microfotografias adquiridas
por medio de la técnica de inmunocitoquimica, en donde se identificaron a las
CTEL (P63-a+) y a las células epiteliales (CK3+) en un area determinada. Se
evalu6 la diferencia del numero total de células identificadas con los
inmunofenotipos antes mencionados para cada uno de los tiempos establecidos

(se tomo en cuenta la microfotografia con DAPI, como el valor total de células).

8.6 Evaluacion de Pureza

Se evalud la pureza de los cultivos, mediante el analisis de las microfotografias
obtenidas, se tomé como el 100% de la poblacion el conteo de todos los nucleos
celulares tenidos con DAPI; el numero total de células que co-locarizaron con el
anticuerpo deseado (CK3 6 p63-a) fue dividido entre el numero total de células
tefidas con DAPI; el resultado se multiplicé por 100 y para obtener el porcentaje

de pureza.

8.7 Analisis estadistico

Se realiz6 estadistica descriptiva, utilizando la prueba de t de Student para dos
muestras no pareadas. La diferencia significativa se consideré con una p<0.05 y

se utilizé el programa Excel de Microsoft.
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8.8 Registro institucional del proyecto

Para la realizacion de este estudio se obtuvo la aprobacién del Comité de
Investigacién Cientifica del Comité de Bioseguridad y de la Comisién de Etica del
C.M.N. “20 de Noviembre — ISSSTE” con el numero 008.2012 (Ver Anexo 2).

8.9 Aspectos éticos

Los conejos que se utilizaron en este protocolo de investigacion, fueron
manejados siguiendo los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana: NOM-062-
Z00-1999, la cual refiere a las especificaciones técnicas para el cuidado y uso de

los animales de laboratorio.

Asi mismo se llevaron a cabo derivaciones preliminares utilizando tejido
esclerocorneal remanente de trasplante de cornea humano (ver anexo 3),
cumpliendo asi con lo establecido en la Ley General de Salud art. 342. En donde

se cita:

Art. 342.- Cualquier 6rgano o tejido remanente de una cirugia sera considerado
como desecho y la institucién responsable de su resguardo podra remitirlo a

instituciones docentes autorizadas para realizar investigacion.
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8.10 Aspectos de bioseguridad

Como procedimiento de rutina para el banco de ojos del el servicio de oftalmologia

y trasplante de coérneas del Centro Médico Nacional “20 de Noviembre” del
ISSSTE vy del Instituto de Oftalmologia F. A. P. Conde de Valenciana |. A. P., se

realizé una bateria de analisis a los tejidos donados (VIH y Virus de la hepatitis B y

C), conservando solo aquellos que son negativos para dicha bateria de analisis.

Dentro del laboratorio se tomaron en cuenta las siguientes consideraciones de

bioseguridad:

1.

2.

Lavado de manos antes y después de cada procedimiento.
Ventilacion e iluminacion adecuada de ambientes.

Uso de guantes, mascarillas, batas y lentes protectores.
Desinfeccion y esterilizacién de instrumental.

Manejo apropiado de material punzo cortante.

Limpieza y descontaminacion de ambientes, muebles e implementos

utilizados.
Manejo y eliminacién segura de los desechos quimicos y bioldgicos.

Prevencion y atencion de accidentes ocupacionales.
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9. Resultados

Se llevaron a cabo experimentos preliminares en células aisladas de rodetes
esclero-corneales humanos de 10 rodetes donados por El servicio de Oftalmologia
del CMN “20 de Noviembre”-ISSSTE y del Instituto de Oftalmologia F. A. P. Conde
de Valenciana I. A. P. (Ver Anexo 3).

9.1 Extraccion los rodetes esclerocorneales de modelos
animales

La extraccidon de los rodetes se llevo a cabo sin ninguna anomalia; el uso de los
blefaréstatos brindé una mejor manipulaciéon del modelo animal (ver Figura 6), el

uso de tijeras corneales optimizoé el tiempo de extraccioén.

Figura 6. Manipulacion del modelo animal (conejo). A) Se muestran los clips en forma de
blefaroestato deteniendo los parpados. B) Libre acceso al globo ocular y primera incision con
el bisturi al area de la esclera.
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9.2 Descontaminacion

Después de haber transcurrido las 72 h en incubacién, en ningun medio de cultivo
se encontrd presencia de agentes bacterianos, microbianos o fungicos, por lo que
se le atribuye una buena practica el utilizar el tren de esterilidad propuesto en

futuros estudios con cultivos primarios.

9.3 Inmunofenotipo

Con el uso de inmunocitoquimica, se determinaron los inmunofenotipos para los
dos tipos celulares de interés: células epiteliales corneales (CK3+) y células
troncales epiteliales limbales (p63-a +). Para cada caso, se utiliz6 como control
negativo, células tratadas en presencia o ausencia del isotipo del anticuerpo
primario y en presencia del anticuerpo secundario con su fluorocromo

correspondiente. En ambos controles negativos no se observé fluorescencia.

En la Figura 7 se muestra él fenotipo de las células epiteliales corneales, las
cuales se caracterizan por ser de tipo de circular. Las células se detectaron de
forma aislada (forma circular) o en colonias (forma de bastén), distribuidas de
manera uniforme por todo el pozo de cultivo, siendo positivas para el marcador
CKa.

Figura 7. Inmuno fenotipo CK3+. A) y C) Microfotografias (10X) en campo claro, B) y D)
Microfotografias (10X) se revela el fenotipo en color verde de las células positivas para CK3,por
otro lado se muestra en un circulo rojo la ausencia del marcador en células.
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Por otro lado en la Figura 8 se muestra el fenotipo de las CTEL (p63-a +); el
fenotipo de estas células es caracteristico por su nucleo grande y de una forma
tipo cuboidal (sin llegar a ser fusiforme). Su distribucién en el pozo de cultivo fue
uniforme, su expansién fue concéntrica y uniforme, ademas de observarse dos

tipos de clonas holoclonas y paraclonas, siendo la ultima la mas abundante.

Figura 8. Inmunofenotipo Células Troncales Epiteliales Limbales. En la izquierda se muestra el
fenotipo en campo claro, en la derecha se muestran las células positivas a p63-a en verde.
Microfotografias (10X, 1.6X) escala 100 ym.

9.4 Afinidad de las células epiteliales (Ck3+) a diferentes
proteinas como matriz extracelular

Se determiné la afinidad de las células epiteliales a diferentes proteinas utilizadas
como ME. Se documenté esta afinidad a través de microfotografias en los 4

tiempos de evaluacion establecidos (7, 9, 12 y 15 dias).

A continuacién se muestran las inmunocitoquimicas para células epiteliales (CK3+)

para cada uno de los tiempos de cultivo con las respectivas proteinas (Laminina,
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Fibronectina, Colageno tipo IV y colageno tipo |) y la ausencia de ME. En total se
adquirieron 9 microfotografias que representan al pozo de cultivo; por cuestiones
de espacio, se muestran tres microfotografias para cada proteina y para la

ausencia de proteina.

9.4.1 Afinidad de Célula Epiteliales Corneales (CK3+) a 168 h de cultivo

Se muestran las microfotografias correspondientes a 168 h de cultivo para cada
una de las unidades experimentales y ausencia de proteina como ME. Se
presentan las células positivas para citoqueratina 3, marcador especifico de las
células epiteliales corneales. Con la finalidad de revelar su morfologia fue
necesario tomar microfotografias en campo claro, DAPI, CK3+ (en verde,
correspondiente a anticuerpo secundario acoplado a FITC) y la combinacién de las
microfotografias con DAPI y CK3+ (merge). Es importante mencionar que la
citoqueratina 3, es una proteina que conforma a los filamentos intermedios del
citoesqueleto; y en la foto combinada se logra apreciar el nucleo celular y el

citoesqueleto de las células corneales.

La Figura 9 corresponde a la ausencia de ME, se observan células esparcidas por
todo el pozo de cultivo, su fenotipo es de forma es circular y con respecto a su
tamano, se observaron diferentes diametros celulares entre los 10 y 20

micrémetros.

En la Figura 10 el cultivo se realizé en Colageno tipo I, observandose una menor
cantidad de células CK3+, la morfologia celular sigue siendo de forma circular, el

diametro celular en promedio se mantuvo entre 7 y 23 um.

En la Figura 11 el cultivo se encuentra el cultivo utilizando Colageno tipo IV; se
observa que el crecimiento celular es en colonias, dejando grandes espacios entre
ellas (Figura 10E), se presenta una morfologia de forma fusiforme que no es

positiva a CK3 (Figura 10 [), sin embargo las células positivas para CK3 son de
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diametros diversos, 13 a 66 micrometros de longitud (Figura 10 C,D).

En la Figura 12 se muestran las células cultivadas sobre Laminina,
morfolégicamente hablando estas son parecidas a las células cultivadas en
colageno tipo | y ausencia de ME (Figuras 8 y 9); sin embargo su cantidad es
menor, en este cultivo aparecen células con morfologia fusiforme (Figura 11E) que

no son positivas al marcador deseado.

Por ultimo en la Figura 13, encontramos a las células que fueron cultivadas en una
matriz de Fibronectina, el crecimiento es de manera disgregada, debido a que
existen células distribuidas por todo el pozo de cultivo, su morfologia es de forma
circular y con respecto al diametro celular, este oscila entre los 7 y los 30

micréometros.
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Figura 9. Microfotografias de inmunocitoquimica de la ausencia de ME a 168h (7dias) de cultivo. Se muestran a
las células positivas para Citoqueratina 3 en verde. A),E),lI) Células en campo claro, B),F),J), Tincién del nucleo
celular con DAPI. C),G),K) Células positivas para CK3 en verde. D),H),L) Combinacién, de la microfotografia
tomada con DAPI y la microfotografia con Células CK3+. (10X). La escala representa 100um.

Figura10. Microfotografias de inmunocitoquimica de Colageno tipo | como matriz extracelular, a 168h (7dias) de
cultivo. Se muestran a las células positivas para Citoqueratina 3 en verde. A),E),l) Células en campo claro,
B),F),J), Tincién del nucleo celular con DAPI. C),G),K) Células positivas para CK3 en verde. D),H),L) Union de la
microfotografia tomada con DAPI y la microfotografia con Células CK3+. (10X) La escala representa 100um.

e — e ——
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Figura 11 Microfotografias de inmunocitoquimica del Colageno tipo IV como matriz extracelular, a 168h
(7dias) de cultivo. Se muestran a las células positivas para Citoqueratina 3 en verde. A),E),I) Células en
campo claro, B),F),J), Tinciéon del ndcleo celular con DAPI. C),G),K) Células positivas para CK3 en verde.

D),H),L) Unién de la microfotografia tomada con DAPI y la microfotografia con Células CK3+. (10X) La escala
representa 100 um.

-
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Figura 12 Microfotografias de inmunocitoquimica de Laminina como matriz extracelular, a 168h (7dias) de
cultivo. Se muestran a las células positivas para Citoqueratina 3 en verde. A),E),l) Células en campo claro,
B),F),J), Tinciéon del ndcleo celular con DAPI. C),G),K) Células positivas para CK3 en verde. D),H),L) Unién de
la microfotografia tomada con DAPI y la microfotografia con Células CK3+. (10X) La escala representa 100 ym.
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Figura 13. M/crofotograflas de inmunocitoquimica de Fibronectina como matriz extracelular, a 168h (7dias) de
cultivo. Se muestran a las células positivas para Citoqueratina 3 en verde. A),E),l) Células en campo claro,
B),F),J), Tincion del nucleo celular con DAPI. C),G),K) Células positivas para CK3 en verde. D),H),L) Unién de
la microfotografia tomada con DAPI y la microfotografia con Células CK3+(10X). La escala representa 100 ym.

En la Figura 14 se muestran el valor promedio de las células epiteliales corneales
(CK3+) cuantificadas en 9 microfotografias, correspondientes al pozo de cultivo de
cada una de las unidades experimentales (Ausencia de ME, Laminina,
Fibronectina, Colageno tipo IV y Colageno tipo ). Se puede observar una
diferencia significativa en la ME de colageno tipo | al comparar con las demas
proteinas, ademas de revelar una expansion de células epiteliales corneales

(CK3+) aun sin ME en el pozo de cultivo.
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Figura 14. Células positivas a CK3 a 168h de cultivo. Los valores no muestran una diferencia
estadisticamente significativa (a=0.05) (p=0.00804).

9.4.2 Afinidad de Células Epiteliales Corneales (CK3+) a 216 h de cultivo

En las Figuras 15 — 19 se muestran las microfotografias correspondientes a 216h
de cultivo para cada uno de las unidades experimentales y ausencia de proteina

como ME.

La Figura 15 corresponde a la ausencia de proteina como ME, se puede detectar
a las células con morfologia fusiforme (Figura 14 A) descrita con anterioridad; la
morfologia circular CK3+ también se hace presente sin embargo se observa un

decremento en poblacién.

Las células cultivadas en matriz de Colageno tipo | se encuentran en la Figura 16,
al parecer existe una menor expresion de células CK3+ en comparacion con el
intervalo de tiempo anterior, sin embargo se sigue observando la misma
morfologia circular, con un diametro celular de 7 a 24 micrometros, ademas de

presenciar una expansion no clonal, y una pequefia autofluorecencia.
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En la Figura 17 se presentan a las células cultivadas sobre una ME de Colageno
tipo IV, en la cual se logra apreciar un incremento en la poblacion celular,
comparado con el intervalo de tiempo anterior (Figura 10), este aumento también
se vio reflejado la poblacion de células CK3+, se perciben los diametros celulares

de 10 a 20 micrometros.

La Figura 18 muestra a las células cultivadas en Laminina como ME, se observa
que existe poca cantidad del inmunofenotipo deseado (CK3+), sin embargo
podemos resaltar el fenotipo circular, que empieza ser caracteristico de este tipo
de células, de igual modo el diametro celular sigue oscilando de 7 a 20

micréometros.

Por ultimo tenemos la Figura 18, la cual es la representacion del cultivo en
Fibronectina como ME, se aprecia un incremento importante en el imuno-fenotipo

deseado (CK3+), la morfologia celular es circular y su expansion no es clonal.

Sibal b |

oy

Figura15. Microfotografias de inmunocitoquimica de la ausencia de ME a 216h (9 dias) de cultivo. Se
muestran a las células positivas para Citoqueratina 3 en verde. A),E),I) Células en campo claro, B),F),J),
Tincién del nucleo celular con DAPI. C),G),K) Células positivas para CK3 en verde (FITC). D),H),L) Unién de
la microfotografia tomada con DAPI y la microfotografia con Células CK3+. (10X) La escala representa
100um.
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Flgura 18 Mlcrofotograf/as de inmunocitoquimica de Laminina como matriz extracelular, a 216h (9 dias) de

cultivo. Se muestran a las células positivas para Citoqueratina 3 en verde. A),E),I) Células en campo claro,
B),F),J), Tincion del nucleo celular con DAPI. C),G),K) Células positivas para CK3 en verde (FITC). D),H),L) Unién

dela mlcrofotograﬂa tomada con DAPI y la microfotografia con Células CK3+. (10X).La escala representa 100um.
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F|gura 1910 Microfotografias de inmunocitoquimica de Fibronectina como matriz extracelular, a 216h (9 dias) de
cultivo. Se muestran a las células positivas para Citoqueratina 3 en verde. A),E),l) Células en campo claro,
B),F),J), Tincién del nucleo celular con DAPI. C),G),K) Células positivas para CK3 en verde (FITC). D),H),L) Unién
de la microfotografia tomada con DAPI y la microfotografia con Células CK3+. (10X).La escala representa 100um.
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En la Figura 20 se muestran los valores promedio de las células epiteliales
corneales (CK3+) cuantificadas en 9 microfotografias, correspondientes al pozo de
cultivo de cada una de las unidades experimentales (Ausencia de ME, Laminina,
Fibronectina, Colageno tipo IV, Colageno tipo I). Se observa una diferencia
significativa entre numero total de células positivas a CK3 en la matriz de colageno
IV con respecto a la ME de laminina. (p= 0.00804, a=0.05).

Células Positivas para Ck3 a 216 h de cultivo
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Figura 20. Células positivas a CK3 a 216h de cultivo. Los valores muestran una diferencia
estadisticamente significativa entre Colageno IV contra Laminina (a=0.05) (p=0.00804).

9.4.3 Afinidad de Células Epiteliales Corneales (CK3+) a 288 h de cultivo

En las Figuras 21 — 25 se muestran las microfotografias correspondientes a 288h
de cultivo para cada uno de las unidades experimentales y ausencia de proteina
como ME. Se detectaron las células positivas para citoqueratina 3, marcador
especifico de las células epiteliales corneales. Con la finalidad de revelar su
morfologia fue necesario tomar microfotografias en campo claro, DAPI, CK3+ (en
verde, correspondiente a anticuerpo secundario acoplado a FITC) y la unién de la

microfotografias con DAPI y CK3+ (merge).
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La Figura 21 corresponde a la ausencia de proteina como ME, de forma general
existe un aumento en la poblacion celular, ademas de que las microfotografias nos
muestran un cambio en la morfologia a las células CK3+, se aprecian células de
mayor tamafo (25 a 75 micrometros de diametro), que dejaron a un lado el
crecimiento aislado, optando por un crecimiento clonal, no obstante existe una
mayor expresion de CK3+. Asi mismo se logra apreciar a detalle la forma completa
de las células epiteliales, se observa el espacié del nucleo celular, esto se

corrobora con las microfotografias de la union (Merge).

En la Figura 22 se muestra el cultivo de células epiteliales en Colageno IV como
ME, de manera general se observa un incremento en la poblacién celular en
comparacion con los otros intervalos de tiempo, asi mismo se muestran la
morfologia circular de diametro pequefo de las células epiteliales (CK3+) sin
embargo se siguen presentando las células fusiformes que no son positivas al

inmuno-marcaje indicado.

Figura 23, se representa el cultivo de células epiteliales con una ME de Colageno
tipo I, en la cual se visualiza un aumento en la poblacién celular, se percibe el
crecimiento no clonal y la morfologia del inmuno-fenotipo deseado es circular, el

diametro es de 10 a 20 micrometros de diametro.

Figura 24 se exhiben a las células epiteliales con una ME de Fibronectina, en la
cual se observa que hubo un aumento en la poblacion CK3+ y se sigue
conservando el mismo fenotipo, con respecto del intervalo de tiempo pasado. De
manera particular se observa una auto-fluorescencia debida a un posible

fragmento de cornea, resultado de la derivacion mecanica.

Finalmente en la Figura 25 observamos a las células CK3+ para la ME de
Laminina, de manera general no se observa un aumento de la poblacién celular de
interés, sin embargo el inmuno-fenotipo es similar al de los intervalos de tiempo

anteriores.
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Figura 21 Microfotografias de inmunocitoquimica de la Ausencia de ME, a 288h (12 dias) de cultivo. Se
muestran a las células positivas para Citoqueratina 3 en verde. A),E),I) Células en campo claro, B),F),J),
Tincion del nucleo celular con DAPI.  C),G),K) Células positivas para CK3 en verde. D),H),L) Union de la
microfotografia tomada con DAPI y la microfotografia con Células CK3+. (10X).La escala representa 100um.
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Figura 22 Microfotografias de inmunocitoquimica ae Colageno tipo IV como imatriz extracelular, a 288h (12
dias) de cultivo. Se muestran a las células positivas para Citoqueratina 3 en verde. A),E),l) Células en campo
claro, B),F),J), Tincién del ndcleo celular con DAPIL. C),G),K) Células positivas para CK3 en verde. D),H),L)
Unién de la microfotografia tomada con DAPI y la microfotografia con Células CK3+. (10X).La escala representa

100um.
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Figura 23 Microfotografias de inmunocitoquimica de Colageno tipo | como matriz extracelular, a 288h (12 dias)
de cultivo. Se muestran a las células positivas para Citoqueratina 3 en verde. A),E),l) Células en campo claro,
B),F),J), Tincion del nucleo celular con DAPI. C),G),K) Células positivas para CK3 en verde. D),H),L) Unién de la
microfotografia tomada con DAPI y la microfotografia con Células CK3+. (10X).La escala representa 100um.

Figura 24 Microfotografias de inmunocitoquimica de Fibronectina como matriz extracelular, a 288h (12 dias) de
cultivo. Se muestran a las células positivas para Citoqueratina 3 en verde. A),E),l) Células en campo claro,
B),F),J), Tincion del nucleo celular con DAPI. C),G),K) Células positivas para CK3 en verde. D),H),L) Unién de la
microfotografia tomada con DAPI y la microfotografia con Células CK3+. (10X).La escala representa 100um.
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Figura 2511 Microfotografias de inmunocitoquimica de Laminina como matriz extracelular, a 288h (12 dias) de
cultivo. Se muestran a las células positivas para Citoqueratina 3 en verde. A)E),l) Células en campo claro,
B),F),J), Tincién del ndcleo celular con DAPI. C),G),K) Células positivas para CK3 en verde. D),H),L) Unién de
la microfotografia tomada con DAPI y la microfotografia con Células CK3+. (10X) .La escala representa 100um.

En la Figura 26 se muestran los valores promedio de las células epiteliales
corneales (CK3+) cuantificadas en 9 microfotografias, correspondientes al pozo de
cultivo de cada una de las unidades experimentales (Ausencia de ME, Laminina,
Fibronectina, Colageno tipo IV, Colageno tipo 1). Se observan diferencias
significativas si se compara Laminina y Fibronectina contra los colagenos y la
ausencia de proteina como ME, estos resultados podrian sugerir una posible
expansion selectiva en Colageno tipo | (p=0.004), Colageno tipo IV (p=0.0009) y la

ausencia de proteina como ME (p=0.032).
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Figura 26. Células positivas a CK3. Se muestran a las células CK3+ para el tiempo de cultivo de
288h Se muestra con un asterisco los valores que muestran una diferencia estadisticamente
sianificativa (a=0.05) (p=0.032. 0.0009. 0.004).

9.4.4 Afinidad de Células Epiteliales Corneales (CK3+) a 360 h de cultivo

En las Figuras 27 — 31. Se muestran las microfotografias de los pozos a 360 h
cultivo para cada uno de las unidades experimentales y el control. Se presentan
las células positivas para citoqueratina 3 mostrando microfotografias en campo
claro, DAPI, CK3+ (en verde) y la union de la microfotografias con DAPI y CK3+

(merge).

En la Figura 27, se muestran las células CK3+ sin una proteina como ME. De
manera general se observa el inmuno-fenotipo circular alargado, que también se
observo en el intervalo de tiempo anterior, sin embargo en estas microfotografias
se muestran diferentes tamafios del diametro celular, oscilando de los 20 a los 70
micréometros. Cabe mencionar que no se presentd la morfologia fusiforme. Se
vuelve a hacer presente el crecimiento clonal y el aumento en el numero de

células positivas a CK3.
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En la Figura 28, se muestra el cultivo sobre Colageno tipo | como ME, en el cual
las microfotografias adquiridas nos reflejan que no existi6 cambio alguno con
respecto a la morfologia del inmuno-fenotipo investigado, ya que esta siempre se
mantuvo de forma circular y sin crecimiento clonal, se observa la presencia de la
morfologia fusiforme que no es positiva a CK3. Pero de manera general hay un

decaimiento en la poblacién de interés.

En la Figura 29, se muestran a las células CK3+ sobre Colageno tipo IV como ME,
de manera particular se muestra una morfologia similar al intervalo de tiempo
anterior, sin embargo se aprecia que la poblacién celular con el inmuno-marcaje
buscado se mantuvo en numero, de manera particular cabe mencionar que existe

una pequefia poblacion de células con la morfologia fusiforme (CK3 -).

En la Figura 30, se presentan a las células que crecieron en una ME de Laminina,
se evidencia un ligero incremento a la poblacion del inmuno-marcaje deseado, las
células presentan una morfologia similar al intervalo de tiempo anterior (288h), y el

crecimiento sigue sin presentar algun arreglo en particular.

En la Figura 31, se presentan las células cultivadas en Fibronectina como ME. De
manera general se presenta una mayor concentracion de células positivas a CK3,
cabe resaltar que en este intervalo de tiempo se expresan los 2 tipos de
morfologias que son positivas al inmuno-marcaje deseado, no obstante ninguna
célula excede de los 50 uym de diametro célular, ademas de no observar en

ninguna microfotografia un crecimiento del tipo clonal.
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Figura 27 Microfotografias de inmunocitoquimica de la ausencia de proteina como ME a 360h (15 dias) de cultivo. Se
muestran a las células positivas para Citoqueratina 3 en verde. A),E),I) Células en campo claro, B),F),J), Tincion del nucleo
celular con DAPI. C),G),K) Células positivas para CK3 en verde. D),H),L) Unién de la microfotografia tomada con DAPI y
la microfotografia con Células CK3+. (10X). La escala representa 100um.

Figura 28 Microfotografias de inmunocitoquimica de Colageno tipo I como matriz extracelular, a 360h (15 dias) de cultivo.
Se muestran a las células positivas para Citoqueratina 3 en verde. A),E),I) Células en campo claro, B),F),J), Tincion del
nucleo celular con DAPI. C),G),K) Células positivas para CK3 en verde. D),H),L) Unién de la microfotografia tomada con
DAPI y la microfotografia con Células CK3+. (10X). La escala representa 100pum.
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Figura 29 Microfotografias de inmunocitoquimica de Coldageno tipo IV como matriz extracelular, a 360h (15 dias) de cultivo. Se
muestran a las células positivas para Citoqueratina 3 en verde. A),E),I) Células en campo claro, B),F),J), Tincién del nicleo
celular con DAPI. C),G),K) Células positivas para CK3 en verde. D),H),L) Unién de la microfotografia tomada con DAPI y la
microfotografia con Células CK3+. (10X). La escala representa 100um.

Figura 30 Microfotografias de inmunocitoquimica de Laminina como matriz extracelular, a 360h (15 dias) de cultivo. Se
muestran a las células positivas para Citoqueratina 3 en verde. A),E),I) Células en campo claro, B),F),J), Tincion del nticleo celular
con DAPI. C),G),K) Células positivas para CK3 en verde. D),H),L) Union de la microfotografia tomada con DAPI y la
microfotografia con Células CK3+. (10X). La escala representa 100pm

e — e ——
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Figura 31 Microfotografias de inmunocitoquimica de Fibronectina como matriz extracelular, a 360h (15 dias) de cultivo. Se
muestran a las células positivas para Citoqueratina 3 en verde. A),E),I) Células en campo claro, B),F),J), Tincion del ntcleo
celular con DAPI. C),G),K) Células positivas para CK3 en verde. D),H),L) Unién de la microfotografia tomada con DAPI y
la microfotografia con Células CK3+. (10X). La escala representa 100um.

En la Figura 32 se muestran los promedios de las células epiteliales corneales
(CK3+) cuantificadas en 9 microfotografias, correspondientes al pozo de cultivo de
cada una de las unidades experimentales (Ausencia de ME, Laminina,

Fibronectina, Colageno tipo IV, Colageno tipo I).

Se observan diferencia significativa comparando las ME de colageno tipo IV contra
Fibronectina (p=0.0093, a=0.05), por otra lado se observa un decremento de la
poblacién celular (CK3+) con colageno tipo |, estos resultados a este tiempo de

cultivo podria sugerir una posible expansion selectiva en Colageno tipo IV.
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Figura 32 Células CK3+ a 360h de cultivo. Se muestran el total de células positivas a CK3+ por centimetro
cuadrado. Se muestra con un asterisco los valores que muestran una diferencia estadisticamente significativa
(0=0.05, p=0.0093).

9.5 Afinidad de las Células Troncales Epiteliales Limbales (p63-
o+) a diferentes proteinas como matriz extracelular.

Se determind la afinidad de las CTEL a diferentes proteinas utilizadas como ME.
Se documentd esta afinidad a través de microfotografias en los 4 tiempos de
evaluacion establecidos (7, 9, 12 y 15 dias). A continuacién se muestran las
inmunocitoquimicas para las células troncales epiteliales limbales (p63-a+,
marcador especifico de las CTEL) para cada uno de los tiempos de cultivo con sus
respectivos proteinas (Laminina, Fibronectina, Colageno tipo IV y Colageno tipo I)
y la ausencia ME. Con la finalidad de revelar su morfologia fue necesario tomar
microfotografias en campo claro, DAPI, p63-a+ (en verde, correspondiente a
anticuerpo secundario acoplado a Alexa Fluor 488) y la uniéon de la
microfotografias con DAPI y p63-a+ (merge). Hay que resaltar que p63 es un
factor de transcripcion que se expresa en el nucleo; y en la foto de union se logra
apreciar el nucleo tefiido de ambos colores (Verde y Azul). En total se adquirieron
9 microfotografias que representaran al pozo de cultivo; por fines de espacio, se

muestran tres microfotografias para cada proteina y para la ausencia de proteina.
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9.5.1 Afinidad de CTEL (p63-0+) a 168 h de cultivo.

En las Figuras 33 — 37 en donde se muestran las microfotografias
correspondientes a 168h de cultivo para cada uno de las unidades experimentales

y ausencia de proteina como ME.

En la Figura 33, se muestra el cultivo celular sin proteina como ME, se distingue
una pequefa poblacion positiva a p63-a+, su morfologia es un poco confusa,
debido a que la co-localizacion no corresponde en todos los casos, de manera
general la morfologia se representa de manera circular y con un nucleo mayor al

50% de la célula.

En la Figura 34, se muestran a las células positivas para p63-a+, sobre una ME de
Colageno tipo IV, mostrando una pequefia poblaciéon agrupada en colonias de
células positivas para el inmuno-marcaje deseado, la morfologia que es positiva a

p63-a+ es de forma circular y un nucleo mayor al 50% de la célula.

En la Figura 35, se muestra el cultivo celular sobre Colageno tipo I, de manera
particular se observa poca presencia de células positivas para p63-a+, la
morfologia de las células positivas al inmuno-marcador son células menores a 30

pm, circulares y con un nucleo de un tamafio considerable.

En la Figura 36, se observa al cultivo celular cobre una ME de Fibronectina, en el
cual observamos un crecimiento poco confluente, con un numero pequefo de
células positivas al inmuno-fenotipo buscado, conservando la morfologia circular,

con un gran nucleo (mayor al 50% total de la célula) y menor a 30 pm.

En la Figura 37, se observa el cultivo celular sobre una ME de Laminina, en donde
claramente se muestra que hay una menor cantidad de células positivas al
inmuno-fenotipo buscado (en comparacion con las otras ME), ademas de no

alcanzar a percibir una morfologia en particular.
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Figura 3312 Microfotografias de inmunocitoquimica de la ausencia de ME, a 168h (7 dias) de cultivo. Se
muestran a las CTEL en verde. A),E),l) Células en campo claro, B),F),J), Tincion del nucleo celular con DAPI.

C),G),K) Células positivas para p63-a+. en verde. D),H),L) Unién de la microfotografia tomada con DAPI y la
microfotografia con Células p63-a+. (10X) . La escala representa 100um.
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Figura 34 Microfotografias de inmunocitoquimica de Colageno tipo IV, a 168h (7 dias) de cultivo. Se muestran a
las CTEL en verde. A),E),l) Células en campo claro, B),F),J), Tincién del nucleo celular con DAPI. C),G),K) Células
positivas para p63-a+ en verde. D),H),L) Unién de la microfotografia tomada con DAPI y la microfotografia con
Células p63-a+. (10X). La escala representa 100um.

53



0. 0
B C D
E F G H
K
1 J L
0 ofotografias de 0Q de Colage pol a 168 dia de 0 e estra
erde. A elulas e DO Cla B on de eo celula on DAP e
DO para po3-a+ e erde. D on de la ofotografia tomada con DAP a ofotografia
elulas p63-o 0 a ala rep a 100
A B C D
F € . H
‘4 J K-. L=
. .
3 >
gqura ofotografias de 0Q a de Fibrone a, a 168 dia de O e estra
e erde. A elula ampo claro, B on de eo celula on DAP
para poJs-o0 erde on de la ofotog a tomada con DAP a ofotogra



10.Discusion

Figura 37 Microfotografias de inmunocitoquimica de Laminina, a 168h (7 dias) de cultivo. Se muestran a las CTEL
en verde. A),E),l) Células en campo claro, B),F),J), Tinciéon del nucleo celular con DAPI. C),G),K) Células positivas
para p63-a+ en verde. D),H),L) Union de la microfotografia tomada con DAPI y la microfotografia con Células p63-
a+. (10X). La escala representa 100um.

En la Figura 38 se muestran los promedios de las CTEL (p63-a+) cuantificadas en
9 microfotografias, correspondientes al pozo de cultivo de cada una de las
unidades experimentales (Ausencia de ME, Laminina, Fibronectina, Colageno tipo
IV, Colageno tipo I). Se revela que el promedio celular de CTEL a 168h de cultivo
es de 5,000 células por cm? ademas de no existir diferencias significativas entre
las ME.
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Figura 38. Se muestran las células p63-a+ por centimetro cuadrado a 168h (7 dias) de cultivo. No existen
diferencias significativas entre Colageno tipo | contra todas las demas unidades experimentales (a=0.05).

9.5.2 Afinidad de CTEL (p63-0+) a 216 h de cultivo.

En las Figuras 39 — 43, se muestran las microfotografias correspondientes a 216h
cultivo para cada una de las unidades experimentales y ausencia de proteina
como ME.

En la Figura 39, se muestran a las células positivas para p63-a que crecieron sin
proteina como ME, en comparacion con el intervalo de tiempo anterior y a las
demas muestras en las diferentes ME existe un aumento en la poblacién
considerable, ademas de revelar una expansiéon de tipo clonal, cabe resaltar que
en las microfotografias del merge (union) se observa co-expresion superior al 60%

de células positivas al inmuno-fenotipo deseado.

En la Figura 40, se muestran el cultivo de CTEL correspondiente a Colageno tipo
IV como ME, se observa un aumento en la poblacion celular p63-a+, ademas de
mostrarse clonas muy bien definidas, asi mismo la morfologia es similar al

intervalo de tiempo anterior.

En la Figura 41, se revelan las microfotografias correspondientes al Colageno tipo
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| como ME, comprobando un crecimiento en la poblacién de células p63-a+, se
revela su crecimiento en clonas muy bien definidas, ademas se corrobora la
morfologia antes descrita (células circulares, menores a los 30um y con un nucleo

mayor al 50% del total de la célula).

En la Figura 42, se muestran los cultivos sobre Fibronectina como ME, en donde
existe poco crecimiento por parte de las CTEL (p63-a+), asi mismo no se muestra
un crecimiento en particular y la morfologia celular sigue con las caracteristicas

antes ya mencionadas.

En la Figura 43, se muestra el cultivo celular sobre Laminina como ME, exhibiendo

el nulo crecimiento por parte del inmuno-fenotipo deseado (p63-a+).

Figura 3915 Microfotografias de inmunocitoquimica de la ausencia de ME, a 216h (9 dias) de cultivo. Se
muestran a las CTEL en verde. A),E),I) Células en campo claro, B),F),J), Tinciéon del nucleo celular con DAPI.
C),G),K) Células positivas para p63-a+. en verde. D),H),L) Unién de la microfotografia tomada con DAPI y la

microfotografia con Células p63-a+. (10X) .La escala representa 100um.
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Figura 40. Microfotografias de Colageno tipo IV, a 216h (9 dias) de cultivo. Se muestran a las CTEL en verde.
A),E),l) Células en campo claro, B),F),J), Tincion del nicleo celular con DAPI. C),G),K) Células positivas para
p63-a+ en verde. D),H),L) Unién de la microfotografia tomada con DAPI y la microfotografia con Células p63-a+.
(10X). La escala representa 100um.

-
Figura 41. Microfotografias de Colageno tipo I, a 216h (9 dias) de cultivo. Se muestran a las CTEL en verde.
A),E),l) Células en campo claro, B),F),J), Tincion del nucleo celular con DAPI. C),G),K) Células positivas para

p63-a+ en verde. D),H),L) Unién de la microfotografia tomada con DAPI y la microfotografia con Células p63-
a+. (10X). La escala representa 100um.
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Figura 42 Mlcrofotograflas de Fibronectina, a 216h (9 dias) de cultivo. Se muestran a las CTEL en verde.
A),E),l) Células en campo claro, B),F),J), Tincién del nucleo celular con DAPI. C),G),K) Células positivas para
p63-a+ en verde. D),H),L) Unidn de la microfotografia tomada con DAPI y la microfotografia con Células p63-a+.
(10X). La escala representa 100um

K

Figura 4316. Microfotografias de Laminina, a 216h (9 dias) de cultivo. Se muestran a las CTEL en verde.
A),E),I) Células en campo claro, B),F),J), Tincién del nucleo celular con DAPI. C),G),K) Células positivas para
p63-a+ en verde. D),H),L) Unién de la microfotografia tomada con DAPI y la microfotografia con Células p63-a+.
(10X). La escala representa 100pm
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En la Figura 43 se muestran los promedios de las CTEL (p63+) cuantificadas en 9
microfotografias, correspondientes al pozo de cultivo de cada una de las unidades
experimentales (Ausencia de ME, Laminina, Fibronectina, Colageno tipo IV,
Colageno tipo I). Se observa que la ausencia de ME posee una mayor cantidad de
cel/lcm, existiendo diferencias significativas entre ausencia de ME contra
Fibronectina, y Laminina. (a=0.05, p=0.035 p=0.043).

Células Positivas para p63-a a 216 h de cultivo
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Figura 44. Se muestran las células p63-a+ por centimetro cuadrado a 216h (9 dias) de cultivo. El
asterisco (*) indica la existencia de diferencias significativas entre Colageno tipo | contra todas las demas
unidades experimentales (a=0.05).
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9.5.3 Afinidad de CTEL (p63-a-+) a 288 h de cultivo.

En las Figuras 44 — 48, se muestran las microfotografias correspondientes a 288h
cultivo para cada una de las unidades experimentales y ausencia de proteina

como ME.

En la Figura 44, se observa el cultivo de CTEL sin proteina base como ME, en la
cual revela que no hubo un crecimiento en el inmuno-fenotipo deseado, no hay
cambios en la morfologia celular, sin embargo las clonas tiene un tamafio mayor al

de 400um de longitud y una pureza el 60%.

En la Figura 45, se revelan las microfotografias de CTEL cultivadas en Colageno
tipo |, observando un claro aumento en la poblacion, subsecuentemente hay un
aumento en las CTEL, esto se ve reflejado en el numero de células positivas para
el inmuno-fenotipo p63-a+ (siendo este intervalo el mas alto de todo el
experimento); la pureza en este intervalo es del 90%, las clonas son mayores a

500um de longitud y no existen cambios en la morfologia.

En la Figura 46, se revelan las imagenes adquiridas para el cultivo celular en
Colageno tipo IV como ME, en donde se muestra un incremento en la poblacién
celular de CTEL en comparacion con el intervalo de tiempo anterior, igualmente
existe la morfologia comun de las CTEL que se ha presentado durante todo el

experimento.

En la Figura 47, se observa las microfotografias adquiridas para la ME de
Fibronectina, en donde existe una pequefia poblacion de CTEL, sin embargo se
nota la presencia de una morfologia fusiforme (antes descrita en los cultivos

células epiteliales corneales).

En la Figura 48, las microfotografias corresponden al cultivo con Laminina como
ME. Se observa un nulo crecimiento del inmuno-fenotipo buscado, ademas de
presentar células de forma fusiforme, tal y como se mostré en los cultivos de

células epiteliales corneales (CK3+).
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Figura 44 Microfotografias de inmunocitoquimica de la ausencia de ME, a 288h (12dias) de cultivo. Se
muestran a las CTEL en verde. A),E),I) Células en campo claro, B),F),J), Tincion del ndcleo celular con
DAPI. C),G),K) Células positivas para p63-a+ en verde. D),H),L) Unién de la microfotografia tomada con
DAPI y la microfotografia con Células p63-a+. (10X) . La escala representa 100um.

Figura 45 Microfotografias de inmunocitoquimica de Colageno tipo |, a 288h (12dias) de cultivo. Se
muestran a las CTEL en verde. A),E),I) Células en campo claro, B),F),J), Tincién del nucleo celular con
DAPI. C),G),K) Células positivas para p63-a+ en verde. D),H),L) Unidn de la microfotografia tomada con
DAPI y la microfotografia con Células p63-a+. (10X) la escala representa 100um.
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Figura 46 Microfotografias de inmunocitoquimica de Colageno tipo IV, a 288h (12dias) de cultivo. Se
muestran a las CTEL en verde. A),E),I) Células en campo claro, B),F),J), Tinciéon del ndcleo celuiar con
DAPI. C),G),K) Células positivas para p63-a+ en verde. D),H),L) Unién de la microfotografia tomada con
DAPI y la microfotografia con Células p63-a+. (10X) .La escala representa 100 um.

Figura 47 Microfotografias de inmunocitoquimica de Fibronectina, a 288h (12dias) de cultivo. Se
muestran a las CTEL en verde. A),E),l) Células en campo claro, B),F),J), Tincién del nucleo celular con
DAPI. C),G),K) Células positivas para p63-a+ en verde. D),H),L) Unién de la microfotografia tomada con
DAPI y la microfotografia con Células p63-a+. (10X) .La escala representa 100um.
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Figura 48 Microfotografias de inmunocitoquimica de Laminina, a 288h (12dias) de cultivo. Se muestran a las
CTEL en verde. A),E),l) Células en campo claro, B),F),J), Tincion del nucleo celular con DAPI. C),G),K)
Células positivas para p63-a+ en verde. D),H),L) Unidbn de la microfotografia tomada con DAPI y la
microfotografia con Células p63-a+. (10X) la escala representa 100um.

En la Figura 49 se muestran los promedios de las CTEL (p63+) cuantificadas en 9
microfotografias, correspondientes al pozo de cultivo de cada una de las unidades
experimentales (Ausencia de ME, Laminina, Fibronectina, Colageno tipo IV,
Colageno tipo |). Se muestra un incremento considerable en las poblaciones p63-
a+. De manera particular en Colageno tipo | hay un incremento de mas de 900,000
cel/cm2, existen diferencias significativas entre la matriz de colageno tipo | contra

las demas unidades experimentales (p=0.00036, a=0.05).




10.Discusion

Células Positivas para p63-a a 288 h de cultivo
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Figura 49. Se muestran las células p63-a+ por centimetro cuadrado a 288h (12 dias) de cultivo. El
asterisco (*) indica la existencia de diferencias significativas entre Colageno tipo | contra todas las demas
unidades experimentales (p=0.00036, a=0.05).

9.5.4 Afinidad de CTEL (p63-a+) a 360 h de cultivo.

En las Figuras 50 — 54, se muestran las microfotografias correspondientes a 360h
cultivo para cada una de las unidades experimentales y ausencia de proteina
como ME.

Figura 50, se revelan la microfotografias para el cultivo de CTEL en ausencia de
ME, en la cual el crecimiento se vio detenido en comparacion con el intervalo de
tiempo anterior, asi mismo se siguen presentando clonas que no rebasan los 500
pm de longitud, las células son fusiformes con inmuno-fenotipo negativo a CK3 y
a p63-a. Por lo tanto la pureza del cultivo se ve afectada por esta morfologia no

identificada.
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Figura 51, se evidencian las microfotografias del cultivo que tuvieron Colageno
tipo | como ME, cabe destacar que las clonas independientes se unieron, en una
clona con un area mayor de 600um de diametro, la cual abarca mas del 40% del
pozo de cultivo. Con respecto a la morfologia, se siguieron presentando células
pequefias, con un nucleo grande, no se presentaron células fusiformes. La pureza

del cultivo es de 90%.

Figura 52, se hace presente el cultivo de células que se derivaron en Colageno
tipo IV, la cual hace notar un decremento en la poblacion celular p63-a+ con
respecto a su intervalo de tiempo anterior. Se siguen evidenciando las clonas de
manera individual, y la morfologia caracteristica de las CTEL no ha cambiado
desde su inicio. Cabe destacar que no hubo crecimiento de células fusiformes en
esta ME.

Figura 53, se revelan las microfotografias para los cultivos con Fibronectina como
ME, se muestra a una pequefia poblacién de células p63-a +, que no figuran a un
crecimiento clonal. Sin embargo las células positivas al inmuno-fenotipo deseado
son de la morfologia normal para una CTEL (antes ya descrita). Cabe resaltar que
existe el crecimiento de células fusiformes que no son positivas a ningun marcador

buscado en esta investigacion.

Figura 54, se muestra el cultivo celular de Laminina como ME, la cual revela que
no existe un crecimiento en esta proteina para el inmuno fenotipo deseado,

ademas de ser fusiformes CK3- y p63-a - .

66



10.Discusion

Figura 50 Microfotografias de inmunocitoquimica de la ausencia de ME, a 360h (15 dias) de cultivo. Se
muestran a las CTEL en verde. A),E),lI) Células en campo claro, B),F),J), T|n0|on del nucleo celular con
DAPI. C),G),K) Células positivas para p63-a+ en verde. D),H),L) Union de la microfotografia tomada
con DAPI y la microfotografia con Células p63-a+. (10X) La escala representa 100um

Figura 51 Microfotografias de inmunocitoquimica de Colageno tipo I, a 360h (15 dias) de cultivo. Se
muestran a las CTEL en verde. A),E),l) Células en campo claro, B),F),J), Tincion del nucleo celular con
DAPI. C),G),K) Células positivas para p63-a+ en verde. D),H),L) Union de la microfotografia tomada
con DAPI y la microfotografia con Células p63-a+. (10X) la escala representa 100um
R ——————
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Figura 52 Microfotografias de inmunocitoquimica de Colageno IV, a 360h (15dias) de cultivo. Se
muestran a las CTEL en verde. A),E),I) Células en campo claro, B),F),J), Tincién del nucleo celular con
DAPI. C),G),K) Células positivas para p63-a+ en verde. D),H),L) Union de la microfotografia tomada
con DAPI y la microfotografia con Células p63-a+. (10X) la escala representa 100um.

Figura 53 Microfotografias de inmunocitoquimica de Fiibronectina, a 360h (15dias) de cultivo. Se
muestran a las CTEL en verde. A),E),l) Células en campo claro, B),F),J), Tincién del nacleo celular con
DAPI. C),G),K) Células positivas para p63-a+ en verde. D),H),L) Unién de la microfotografia tomada con
DAPI y la microfotografia con Células p63-a+. (10X) la escala representa 100um.
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J

Figura 54 Microfotografias de inmunocitoquimica de Laminina, a 360h (15dias) de cultivo. Se muestran a
las CTEL en verde. A)E),l) Células en campo claro, B),F),J), Tincién del nucleo celular con DAPI.
C),G),K) Células positivas para p63-a+ en verde. D),H),L) Unidn de la microfotografia tomada con DAPI y
la microfotografia con Células p63-a+. (10X) .La escala representa 100um.

En la Figura 55 se muestran los promedios de las CTEL (p63+) cuantificadas en 9
microfotografias, correspondientes al pozo de cultivo de cada una de las unidades
experimentales (Ausencia de ME, Laminina, Fibronectina, Colageno tipo IV,
Colageno tipo 1). Se corrobora un incremento de la poblacién de CTEL en
Colageno tipo |, posee diferencia estadisticamente significativa comparandola con

la unidad experimental sin proteina como ME (a=0.05, p=0.0023).
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Células Positivas para p63-a a 360 h de cultivo
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Figura 55. Se muestran las células p63-a+ por centimetro cuadrado a 360h (15 dias) de cultivo. El
asterisco (*) indica la existencia de diferencias significativas entre Colageno tipo | contra todas las demas
unidades experimentales (p=0.0023, a=0.05).

9.6 Evaluacion de la expansion celular.

Se recopilaron los datos del conteo celular para los inmunofenotipos positivos para
cada uno de los marcadores. En la Figura 56 se puede apreciar la cinética de
crecimiento de las células CK3+, se observa que las poblaciones celulares son
similares al inicio, del cultivo; sin embargo, al transcurrir 216h se observa un
decremento en la concentracion de células cultivadas en Fibronectina, Laminina,
Colageno | y la Ausencia de ME, opuesto a lo que ocurre con las células cultivadas
en Colageno tipo IV, en donde se observa un incremento en la concentracidon

celular.

En el periodo de 216 — 260 h de cultivo, se observa la fase exponencial para cada

una de las poblaciones por matriz extracelular. Por otro lado, se observa que a las
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260 h de cultivo, alcanzan el punto maximo de expansion celular los cultivos con
Colageno 1V, Colageno | y ausencia de proteina como ME; una vez alcanzado este

intervalo se aprecia la fase de senescencia para colageno tipo I.

Todas las condiciones experimentales planteadas, permitieron realizar la
expansion de células epiteliales corneales (CK3+), debido a que el numero inicial
de células positivas para CK3 en la cinética de crecimiento (168h), es inferior al
intervalo de la expansién celular a 360h de cultivo. Sin embargo, se evidencia la

expansion selectiva al utilizar colageno tipo IV o la ausencia de matriz extracelular.

Cinética de crecimiento células CK3+
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Figura 56 Cinética de crecimiento de las células epiteliales (CK3+) durante 360h de cultivo. Se observa
la fase exponencial entre las 216 y 288 h para colageno 1V, colageno I y ausencia de ME. La fase de
senesencia para colageno I se presentd a partir de las 288 h de cultivo.

Por otra parte en la Figura 57 se muestra la cinética de crecimiento de las células

e
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Troncales Epiteliales Limbales (p63a+). Se observa que la concentracién celular al
inicio de la cinética de crecimiento es similar. A las 216 h de cultivo no se
encuentran diferencias estadisticamente significativas en este intervalo de tiempo;
sin embargo, se observa una etapa de crecimiento exponencial unicamente para
la condicidén de cultivo en Colageno tipo |, en el periodo de 216 h a 288 h de

cultivo.

Se observa que la maxima concentracion de CTEL se obtiene a las 288 h de
cultivo, utilizando colageno tipo | como matriz extracelular; siendo al menos un
logaritmo de diferencia con los otros tratamientos. Para los cultivos con Colageno
tipo | y tipo IV, se observa un decremento en la concentracion celular atribuible a
fase de senescencia a partir de las 288 h de cultivo; mientras que para la ausencia
de proteina se observa un escaso crecimiento. No se observo una expansion

celular con el uso de Laminina y Fibronectina durante las 360 h de cultivo.

Cinética de crecimiento para células p63-a+
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Figura 57 Cinética de crecimiento de las CTEL durante 360h de cultivo. Se observa la fase exponencial entre las 216
y 288 h para colageno I, 168h y 216 para las células sin ME. En Colageno IV hay una caida del cultivo a partir de las
288 h y en Fibronectina se muestra que no hubo crecimiento de CTEL.
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El empleo de un proceso enzimatico-mecanico en la derivacion celular proporciono
una obtencidn homogénea de las poblacion celulares directas de los rodetes, en
un futuro se tratara de inocular una cantidad exacta en los pozos de cultivo con la
finalidad de homogenizar la concentracion celular al inicio del cultivo; caso
contrario a los reportes que ocupan explantes como forma de obtencion de las
diferentes lineas celulares en donde la concentracion de células inoculadas es un

parametro de cultivo no controlado (Alaminos et al., 2006; Pelligrini et al., 1997,).

El uso de un modelo animal (conejo) se realizé con la intencién de estandarizar la
metodologia y optimizar los parametros de aislamiento y expansion in vitro de las
CTEL; ademas de ser un modelo ideal por la cantidad de CTEL (Ghafar et al.
2014); a partir de este proyecto se derivara mas con rodetes esclero-corneales

humanos (Ver anexo 3).

Los reportes de Luna-Baca et al., 2005; Mcintosh et al., 2009; Zhou et al., 2014;
Levis et al., 2010, sugieren el uso de agentes xenobidticos como membrana
amnidtica, suero fetal bovino, células fibroblasticas de ratén “3t3”, entre otros,
como bases para una aplicacién clinica en humanos, por el simple hecho de que
aun no se han reportados dafios adversos. Sin embargo nuestros resultados
sugieren la posibilidad de derivar lineas celulares corneales como CTEL y células
epiteliales corneales, en medios quimicamente definidos, que al saber su
contenido especifico se puede asegurar que el producto a entregar esta libre de

agentes que pueden poner en riesgo a un paciente.

Con respecto a los fenotipos encontrados tenemos que las células epiteliales
corneales, tuvieron dos formas muy particulares, las primeras y mas abundantes

(Colageno tipo I, Colageno tipo IV, Laminina y Fibronectina), fueron células
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relativamente pequefias, con forma circular, siendo asi caracteristicas de las
células “TAC” (Pellegrini et al., 2001). Por otro lado en los pozos de cultivos sin
tratamiento se encontraron células de mayor tamafo de forma cuboidal (Fig 17;
26), éstas células son muy similares en morfologia a lo antes reportado por (Levis
et al., 2010, Mclintosh et al., 2009, Zhou et al., 2014) esta morfologia celular es la

base del epitelio estratificado corneal. (Osei-Bempong et al. 2012).

El fenotipo de las CTEL se reporta que son células que se encuentran en clonas,
poseen gran nucleo (abarcando mas del 50% del citoplasma) y de forma circular
ademas de ser positivos al marcador p63-a. Las células derivadas en nuestros
cultivos cumplen con estas caracteristicas, nuestras microfotografias para CTEL
son muy similares a lo ya reportado (Luna-Baca et al., 2005; Alaminos et al., 2006
y Watanabe et al. 2004), sin embargo es importante mencionar que estos grupos

de investigacion no realizaron sus cultivos en medios quimicamente definidos.

Cabe mencionar que hubo un tercer fenotipo presente en los cultivos celulares
(Figuras 11, 12, 17), esta linea celular es alargada, fusiforme y a veces con forma
dendritica; los cuales se identifican como queratocitos (Ghafar et al. 2014), su
presencia en nuestros cultivos celulares fue debido al raspado mecanico de los
rodetes esclero-corneales, al aplicar mayor fuerza se pudo haber desprendido del
estroma corneal, se propone el uso de una malla de 70um con el fin de purificar

los cultivos celulares.

El mantenimiento de la troncalidad, proliferacion y migracion toma lugar en la
membrana basal del epitelio, debido a las células que abandonan esta membrana
basal sufren cambios fenotipicos convirtiéndose en células TAC (Potten & Loeffler,
1990; Tseng,1996; Cheng et al. 2009).

Los resultados evidencian a las principales proteinas como matriz extracelular,

utilizados para el cultivo in vitro de las dos lineas celulares derivadas; en lo que
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corresponde a células corneales (CK3+), observamos que no existe una proteina
predilecta para su crecimiento, esto lo corroboramos debido a que no hubo una
diferencia estadisticamente significativa en ninguno de los intervalos de tiempo.
Asi mismo en cuestion de expansion celular para obtener una mayor cantidad de
células CK3+ de fenotipo cuboidal (5,000 celscm? aprox.) se recomienda la
ausencia de ME, pero si se busca el fenotipo circular y menor a 40um el uso de

colageno |V seria la mejor opcion (Figura 57).

En contraste se encontré que en las células p63+ (CTEL) una ME optimiza la
expansion selectiva (90% de la poblacion), esta fue Colageno tipo I. Otros autores
ya la habian sugerido como predilecta, pero solo era en un lapso de 24 h para
realizar un gradiente de adhesion (Daniels et al., 2006; Mcintosh et al., 2009), sin
embargo nuestros resultados sugieren su cultivo a 260 h. Se encontraron en
ambas cinéticas de crecimiento que la fase exponencial de los cultivos esta dentro
de los tiempos 216h — 260h (9-12 dias) de cultivo (Figura 58).

La ausencia de expansidon celular en Laminina, pudo haber sido porque esta
proteina se encuentra expresada en la ME de células endoteliales y en el limbo
esclreo-cérneal no es la excepcidn, ya que se encuentra regionalizada cerca de la
Membrana de Descemet, esta propiedad regionalizacion pudo haber afectado a la
nula adhesion de las CTEL, debido a que de manera natural no se encuentran en
contacto directo con algun tipo de células endoteliales, este es el mismo efecto

analogo que se supone de Fibronectina (Mei et al., 2012; Schlétzer et al.,2007).

Caso contrario al colageno, ya que es una proteina que en su estado natural en el
humano se encuentra en forma de fibras, estas a su vez, permiten flexibilidad y
rigidez de los diferentes tejidos en los que se ha localizado, es ampliamente
conocido que es uno de los principales componentes de la cérnea (Hogan et al.,

1971 y Kamma-Logger et al., 2011). El colageno tipo IV y tipo | son altamente
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expresadas en el epitelio conjuntival, y en el limbo al ser una zona de transicién

encontramos su expresion (Fukuda 1999, Li et al., 2005).

La adherencia y crecimiento de los cultivos celulares en ausencia de ME, es
debido a que las placas de cultivo se adquirieron con un tratamiento de fabrica, la
cual son pre-tratadas electropositivamente por parte del proveedor (Costar). Esta
carga positiva no influye en las cascadas de sefalizacion y es completamente libre
de contaminantes animales. Esta carga positiva ayuda a la interaccién
electroestatica con las cargas negativas de la membrana celular, lo cual promueve
la adherencia de los cultivos celulares. Sin embargo, a pesar de que fue posible la
expansion de ambos tipos celulares (Células epiteliales y CTEL) en ausencia de
ME, estos cultivos contienen otros tipos celulares no identificados, mismos que
pueden considerarse contaminantes en caso de buscar poblaciones celulares
puras. En el caso de la proteina Colageno tipo | para CTEL, se obtuvo una

expansion selectiva de CTEL con una pureza del 90%.

Se propone que para poder derivar un mayor numero de CTEL se deben de sub-
cultivar en la fase exponencial que corresponde a las 240h de cultivo en colageno
tipo |, ademas esta proteina puede ser utilizada como material para la elaboracion
de un andamio, esto es con fines de recrear un sustituto corneal en 3D que posea
las 3 principales capas de la cornea (Epitelio corneal, Estroma y Membrana de

Descemet).
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11. Conclusiones

. Es factible realizar la expansion selectiva de CTEL (P63-a+) sin el uso
células alimentadoras o Membrana amniotica alcanzando una pureza del
90%.

e El proyecto ha contribuido en la identificacion de los inmuno-fenotipos de
las células corneales y CTEL, cultivadas en medios quimicamente

definidos.

e Se identifico que la fase exponencial de células epiteliales corneales (Ck3+)

se encuentra entre los tiempos 216h y 266h de cultivo.

e Se logré una expansion celular mayor (3.5E+05 celscm) en la matriz de
Colageno tipo IV a 360h de células epiteliales corneales (CK3+); con un

total de 3.5E06 células por pozo.

e Se logré una expansién celular mayor (1.30E+06 cel.cm) en la matriz de
Colageno tipo | a las 288h de CTEL (p63-a+) con un total de 1.30E+07

células por pozo.

e Este trabajo sugiere una expansiéon en Colageno tipo | como matriz

extracelular para las CTEL (p63-a) en los tiempos 216 h y 260h de cultivo.

e Es posible obtener sustitutos corneales (3D vs 2D) provenientes de anillos
esclero-corneales, a partir de la expansién selectiva de CTEL, en medios

quimicamente definidos.
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12. Perspectivas

Este estudio es la primera parte del proyecto titulado: “Desarrollo de un hidrogel
biocompatible basado en colageno como un sistema de expansion in vitro de
células troncales epiteliales limbales (CTEL) para su potencial uso en terapia
regenerativa de cornea humana”. El objetivo global, es la construccion in vitro de
un sustituto corneal humano a partir de rodetes esclero-corneales remanentes de

trasplante de queratoplastia para su posible aplicacién clinica a futuro.

La estandarizacion de la técnica de derivacion y la seleccidon de la matriz
extracelular 6ptima para la expansion y cultivo de las CTEL; es fundamental para
tener proponer la composicion principal del andamio, que ademas de ser selectivo
para la expansion in vitro de las CTEL, perimitira proponer cultivo en 3D utilizando

medios quimicamente definidos.

De acuerdo a estudios previos (Ghezzi et al., 2015; lonescu et al., 2011) se
concluye de que apartir de un rodete esclero corneal, y después de 4 semanas de
expansion se recupera un total de 2,000,000 de células; lo que equivaldria a la

elaboracioén de un sustituto corneal en 3D.

Esto genera diferentes ventajas; ya que si en un futuro se llagara esta aplicacién al
ambito clinico se podrian reducir el nimero de personas que esperan un donador

de cornea.
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Anexo 1

Components of EpiLife® medium.

A sterile, liquid medium prepared without calcium chloride for the long-term, serum-free
culture of human epidermal keratinocytes and human corneal epithelial cells. This basal
medium requires the addition of calcium plus an appropriate supplement prior to use.
Calcium chloride is provided as a separate component with each bottle of medium. Below
is the composition list. The concentrations are proprietary.

Molecular Concentration
Components Weight (mg/L) mM
Glycine 75.0 Amino Acids n/a
L-Alanine 89.0 confidential n/a
L-Arginine hydrochloride 211.0 confidential n/a
L-Asparagine-H20 150.0 confidential n/a
L-Aspartic acid 133.0 confidential n/a
L-Cysteine 121.0 confidential n/a
L-Glutamic Acid 147.0 confidential n/a
L-Glutamine 146.0 confidential n/a
L-Histidine hydrochloride-H20 210.0 confidential n/a
L-Isoleucine 131.0 confidential n/a
L-Leucine 131.0 confidential n/a
L-Lysine hydrochloride 183.0 confidential n/a
L-Methionine 149.0 confidential n/a
L-Phenylalanine 165.0 confidential n/a
L-Proline 115.0 confidential n/a
L-Serine 105.0 confidential n/a
L-Threonine 119.0 confidential n/a
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Components
L-Tryptophan
L-Tyrosine

L-Valine

Choline chloride
D-Pantothenic Acid
Folic Acid

Myo-Inositol
Niacinamide

Pyridoxal hydrochloride
Riboflavin

Thiamine hydrochloride
Vitamin B12

d-Biotin

Ammonium Molybdate
((NH4)6Mo07024-4H20)

Ammonium metavanadate

(NH4VO03)

Cupric sulfate (CuSO4-5H20)

Ferric sulfate (FeSO4-7H20)

Magnesium Chloride (MgCI2-

6H20)

Manganese Sulfate (MnSO4-H20)

Nickelous Chloride NiCI2 6H20

Molecular
Weight

204.0
181.0
117.0
140.0
238.0
441.0
180.0
122.0
206.0
376.0
337.0
1355.0

244.0

1236.0

117.0

250.0

278.0

203.0

169.0

238.0
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Concentration

(mg/L)
confidential
confidential
confidential
confidential
Vitamins
confidential
confidential
confidential
confidential
confidential
confidential
confidential

confidential

confidential

confidential

Inorganic
Salts

confidential

confidential

confidential

confidential

Anexo 1

mM

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a




Components

Potassium Chloride (KCI)
Sodium Bicarbonate (NaHCO3)
Sodium Chloride (NaCl)

Sodium Meta Silicate Na2Si103
9H20

Sodium Phosphate dibasic
(Na2HPO4-7H20)

Sodium Selenite (Na2SeO3)
Tin Chloride (SnCI2.2H20)
Zinc sulfate (ZnSO4-7H20)
Adenine. HCl

D-Glucose (Dextrose)

DL-alpha-Lipoic Acid

Ethanolamine

HEPES
O-Phosphorylethanolamine
Phenol Red

Putrescine 2HCl

Sodium Pyruvate

Thymidine

Molecular
Weight

75.0
84.0

58.0

284.0

268.0

173.0
226.0
288.0
172.0
180.0

206.0

61.0

238.0
141.0
376.4
161.0
110.0

242.0
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(mg/L)
confidential
confidential

confidential

confidential

confidential

confidential
confidential
confidential
confidential
confidential
confidential

Other

Components

confidential

confidential

confidential

confidential

confidential

confidential
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mM

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a
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Anexo 2

Carta de aprobacion del proyecto por parte del Comité de Investigacion Cientifica
del Comité de Bioseguridad y de la Comision de Etica del C.M.N. “20 de
Noviembre ISSSTE”.
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Anexo 3

Resultados de pruebas preliminares en remanentes esclero-corneales de humano

Anillos Esclero-corneales

El tejido humano fue obtenido de donadores cadavéricos. En los términos que
indica la legislacion vigente para el manejo de donacion de tejidos. Se utilizo el
tejido dentro de los primeros 15 dias post mortem.

Se utilizo tejido esclerocorneal remanente de trasplante de cérnea realizado en el
Servicio de Oftalmologia y Trasplante de Cornea del Centro Médico Nacional “20
de Noviembre™ ISSSTE y del Instituto de Oftalmologia FAP Conde de Valencia
IAP (Figura I)

Figura I Anillo esclerocorneal remanente de queratoplastia. En el lado Izquierdo se observa el lado anterior del

anillo y de lado derecho el lado poserior, es necesario resaltar que la parte obscura del anillo son restos de iris.
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Aislamiento y cultivo de células troncales epiteliales limbales humanas

El aislamiento y cultivo se realizé de la misma manera que en el apartado N° 5.
Materiales y Métodos, no obstante se adjunta un mapa conceptual haciendo

hincapié en los aspectos mas relevantes del procedimiento de aislamiento de las
CTEL de humano (Figura II).

Incubacién en Raspar gentilmente
Dispasa |l alrededor del limbo y se
recuneran las células en PBS

Anillo esclerocorneal

Cultivar ensglozzca 50c|)/ed6 Resuspend.er el p?"_et Centrifugar a 4°C, 800 rpm
pozos a ode en Medio Epilife por 5 min.
Cco . combleto

Figura I Diagrama de flujo de la metodologia. Se muestran los pasos mas importantes para llevar a cabo

satisfactoriamente un cultivo de CTEL v de células epiteliales corneales.

Microfotografias tomadas a diferentes tiempos de cultivo

Se revelan fotos del cultivo de CTEL y células epiteliales corneales en los tiempos

(2h, 48h, 96h y 144h), cabe resaltar que no se utilizé ninguna proteina como ME.
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Figura III Microfotografias a 2 h de cultivo. Se observa a las células aisladas de limbo en las primeras horas
después de su extraccion, se presentan pequefias colonias y una gran cantidad de células con una proporcion

nucleo/citoplasma. La escala representa 10pum.

' - -
v

Figura IV Microfotografias a 48 h de cultivo. Se observa un incremento en la poblacién
celular. En las imagenes D y B se observa un arreglo celular en forma de filamento. La escala

representa 10um.
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Figura V. Microfotografias a 144 h de cultivo. Se observa una disminucion en el nimero de
colonias. La escala representa 10um.

Cinética de expansion a 144h de cultivo

Se realizd una cinética de expansion de células totales, con ayuda de las
microfotografias (Figura VI), En la cual se observa una fase exponencial durante
las primeras 48h de cultivo, asi mismo se observa que a partir de este tiempo
empieza un decaimiento del cultivo celular, esto se le atribuye al medio ya que es
un medio quimicamente definido.
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Figura VI. Cinética de crecimiento de las CTEL durante 144 h de cultivo. Se realizd un

promedio con 6 microfotografias obtema@lpor cada intervalo de tiempo.
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Citometria de flujo

Con fines de complementar las pruebas pilotos, se realiz6 una prueba de
viabilidad en el citometro de flujo (Figura VII) en donde se observa la cantidad de
células nucleadas que se obtuvieron de una muestra de células en suspension
(1mL.) (Figura VIIA). Asi como la cantidad de células vivas, esto se determind
mediante el Kit Guava viacount (Merck, USA), que tiene como fundamento el uso
de loduro de Propidio. En la Figura VII C apreciamos los porcentajes de viabilidad
celular (98%) y numero de células por mL (7,610 cel/mL). Estos datos nos
ayudaron para proponer los intervalos de tiempo posteriores. Todos las
adaquisiciones de datos y analisis fueron realizados en el citometro Guava 5HT,

con el software Guava Incyte.

(Pl 2)

15 e} =TTt
10e0 10e1 10e2 10e3 10ed

Viability (PM1

C Viable Cells /mL  7.47e03
Viability % 98.13%
Total Cells / mL 7.61e03

Total Viable Cells in Original Sample 7.47e03
Total Cells in Original Sample 7.61e03
Dilution Factor 2 Onginal volume 1 mL

Figura VII. Resultados obtenidos por citometria de flujo. A) Se observa la cantidad de
células nucleadas (dentro del circulo) que se obtuvieron de una muestra de células
en suspension (1mL.). En la imagen B) se logra apreciar la cantidad de células vivas
que se obtuvieron de la muestra(dentro del circulo). Y en la imagen ¢ se muestran
los resultados de viabilidad celular 7,470 células viables por mL., Porcentaje de

viabilidad 98.13%, y el numero total celular gue fue contado 7,610 células por mL.
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En la Figura VIII se aprecia el analisis por Citometria de flujo en busca de la
poblacion de células p63-a+ , cabe mencionar que este marcador es especifico
para las células troncales epiteliales limbales, primero se realizé una seleccién de
la poblacién celular Figura VIIA, en donde se seleccionaron a las células
nucleadas (circulo rojo) y se apartaron de los restos celulares. Después se hizo
pasar un blanco (células sin marcador) con la finalidad de obtener un parametro
negativo (Figura VIIIB), por ultimo se realiz6 un inmunomarcaje con el anticuerpo
anti-p63-a (Santacruz, México) junto a su secundario FITC (Abcam, USA). Una
vez identificadas a la region de las células negativas, todas las células que
florecian son positivas al marcador que se estaba buscando (Figura VIIIC, puntos
mayores a 10" ), el citdmetro conto un total de 50,000 eventos (células) de las

cuales solo 2,903 son positivas para p63-a (esto es equivalente al 5.8% de la

poblacién total). o, iz pas. unpeses

10t 102 10> 10%
reward Scatter (FSC-HLogl

Flot P02, gated on POLRL
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D
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10t
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Figura VIIl. Analisis por citometria de flujo. a) Se seleccion6 a la poblaciéon nucleada
deseada indicadas en el circulo rojo, b) y c) Control negativo en donde se observa que no
existe fluorescencia d) y e) Poblacion de células positivas para el marcador p63-a,
marcador especifico de pluripotencia de las células troncales epiteliales limbales.
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