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1. LA CORNEA

e e T e e ey

FIGURA 1: Aspecto al microscopio dptico de una cornea

humana normal tefiida con hematoxilina-eosina.

INTRODUCCION:

La cérnea (FIGURA 1) es una estructura transparente carente de vasos,
a través de la cual la luz penetra en el ojo. Su nombre procede del latin

corneus, debido al aspecto que adquiere tras la muerte.

Vista desde su cara anterior la cornea es ligeramente eliptica, de
alrededor de 10,5 mm de didmetro vertical y 11,5 mm de didmetro
horizontal, debido a la superposicion en la zona superior e inferior del
limbo, que es menos transparente. Sin embargo, observada desde atras, la
cornea es una estructura circular, con un didmetro similar al mayor
didmetro externo. El espesor corneal, medida de gran importancia en la

cirugia refractiva, es una medida variable de unos individuos a otros y
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dependiendo de la zona de la cérnea de que se trate: unos 0,52 (0,48-

0,58) mm en la zona central y 0,7-0,8 mm en periferia (Maurice DM, 1984).

La cérnea posee una rica inervacion sensitiva procedente de la rama
oftdlmica (Va) del Nervio Trigémino que forma un plexo en el estroma
corneal, siendo éste mas denso justo debajo de la membrana de Bowman y
emitiendo desde aqui abundantes ramificaciones que se introducen entre
las células del epitelio anterior corneal. Por el contrario, son escasas las
ramificaciones hacia el estroma profundo y no se han encontrado
terminaciones nerviosas a nivel del endotelio corneal en el humano (Mawas
MJ, 1951).

La nutricién la regidn corneal periférica adyacente al limbo proviene
de la red capilar pericorneana, dependiendo el resto de la cornea para su
nutricion de la difusion desde el humor acuoso de la cdmara anterior. Al
contrario de lo que se pensaba, la difusidon desde la pelicula lagrimal no es
muy importante. Parece ser que la principal misidon de esta capa lagrimal,
de unas 7 micras de grosor, compuesta por una capa lipidica, una capa
acuosa y una capa mucinosa (Mishima S et al., 1961), y que se dispone
sobre el epitelio corneal, es hacer de la superfice corneal una interfase
Optica lisa con el aire lo cual es imprescindible para una buena agudeza
visual (FIGURA 2). Esta funcidon es facilmente observable en pacientes con
sindrome de 0jo seco, en los cuales esta descrito un fenédmeno denominado
BIVA -Blinking Improvement of Visual Acuity: mejoria de la agudeza visual
con el parpadeo- (Murube J, 1997).
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FIGURA 2: Esquema de la estructura de la pelicula

lagrimal donde podemos distinguir los tres componentes de
la misma: la capa lipidica (A), la capa acuosa (B) y la capa

mucinosa (C).

Entre las propiedades de la cérnea humana existen dos de enorme
importancia. Por un lado, la cérnea constituye el principal dioptrio del ojo y

por otro, supone una eficiente barrera frente a los agentes externos:

A) PRINCIPAL DIOPTRIO DEL OJO:

La especial estructura anatomica de la cornea genera un casquete
esférico con dos superficies, una anterior y otra posterior, con distinto radio
de curvatura (7,8 mm la anterior y 6,5 mm la posterior) lo que desde el
punto de vista Optico-refractivo se traduce en dos dioptrios
aproximadamente esféricos. El dioptrio anterior, al estar situado entre el
aire (indice de refraccién=1) y la cérnea (indice de refraccién=0,377) es
convergente, con una potencia de 48,33 dioptrias, lo que supone el 75% de
la refraccién total del sistema déptico humano. Por el contrario, el dioptrio
posterior, por estar situado entre la cérnea (indice de refraccion=0,377) vy
el humor acuoso (indice de refraccién=0,337), es divergente, unas -6,15
dioptrias. De la suma de ambas potencias obtenemos el poder refractivo
total de la cornea humana, unas 42 dioptrias por término medio (Gordon
RA y Donzis PB, 1985) (Katz M, 1989).
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B) BARRERA FRENTE AGENTES EXTERNOS:

La cantidad y variedad de agresiones que sufre el o0jo a lo largo de
la vida es ingente. Un rapido repaso nos lleva a pensar en bacterias, virus,
amebas, hongos y otros parasitos, traumatismos fisicos y quimicos y
cirugia. Siendo objetivos hay que reconocer que la patologia ocular
derivada de todas estas agresiones es escasa, o cuanto menos muy inferior
a lo que podria presuponerse. Esto es debido a la especial estructura de la
superficie ocular (cérnea y conjuntiva), que constituye una auténtica
barrera a la penetracidn de estos agentes y a la colaboracidén de los anejos

oculares (cejas, parpados y aparato lagrimal) (Murube J, 1997).
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1.2 HISTOLOGIA:

La cérnea se compone de 5 capas que de anterior a posterior son:
epitelio anterior de la cdérnea, ldmina limitante anterior o membrana de
Bowman, sustancia propia o estroma corneal, [dmina limitante posterior o
membrana de Descemet y endotelio o epitelio posterior de la cérnea (FIGURAS

3y4).

Epitelio anterior

Queratocitos B

> R o
Estroma corneal

—-—‘_T,-.—-n—-b7> —— - A

Epitelio posterior o endotelio

FIGURA 3: Coérnea humana observada al microscopio
optico tras tincidn con hematoxilina-eosina. Pueden
identificarse 4 de las 5 capas que la constituyen.
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Epitelio Membrana
de
Bowman

Estroma

(LI — T

Endotelio

FIGURA 4: Imagen de la cornea humana obtenida mediante tomografia de coherencia optica de alta
resolucidn. Pueden identificarse el epitelio corneal, la membrana de Bowman, el estroma y el endotelio

corneal.

1.2.1 EPITELIO ANTERIOR DE LA CORNEA:

El epitelio anterior de la cdérnea puede ser observado a nivel
histoldgico mediante microscopia éptica (M.0.), microscopia electrénica de
transmision (M.E.T.) y microscopia electronica de barrido (M.E.B.),
poniendo de manifiesto cada una de estas técnicas diferentes aspectos del

mismo.

A) Microscopia Optica:

Se trata de un epitelio plano estratificado no queratinizado con una
estructura muy uniforme, salvo en la periferia, donde se hace algo mas
grueso. El espesor medio del epitelio corneal es de 50 micras en su zona
central y estd constituido por 5-6 capas celulares en el centro corneal y 8-

10 en periferia. El aspecto de estas células es diferente segun el estrato del
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epitelio del que se trate, pudiendo distinguirse tres tipos fundamentales de
células: células apicales, células aladas y células basales (FIGURA 5).

Las células apicales constituyen las capas superficiales del epitelio.
Son células planas, con un nucleo, aplanado que adopta una disposicion
paralela a la superficie epitelial y tienen un contenido en organelas
relativamente escaso.

Las células aladas de las capas intermedias reciben este nombre por
su morfologia, ya que emiten unas excrecencias en forma de alas. Debido a
su actividad metabdlica y mitética intermedia entre las células apicales y las
basales, poseen un contenido en organelas intermedio entre ambas.

Finalmente, la capa de células basales o columnares, esta constituida
por células con una morfologia mas alargada y adaptadas para realizar una
importante actividad reproductora en un medio relativamente anaerdbico.
Este hecho condiciona que posean un menor numero de mitocondrias que
las células del endotelio corneal y un gran contenido en glucdégeno en el
reticulo endoplasmico rugoso. Estas células basales proceden de las células
madre limbares y con sus mitosis permiten la renovacién del epitelio
corneal (Thoft RA et al., 1983).

FIGURA 5: Epitelio corneal tefiido con hematoxilina-eosina. Puede verse cdmo cambia
la estructura de las células epiteliales desde el estrato basal (células columnares: C)
hasta los estratos superficiales (células apicales: A), dejando en la zona central los

estratos de células alares (B).
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Un dato importante de las células epiteliales corneales, que puede
observarse mediante técnicas inmunocitoquimicas, es que expresan
citoqueratinas especificas de la coérnea, que no se encuentran en otros
epitelios. Se trata de las citoqueratinas K3, codificada por el gen KRT-3, y
K12, codificada por el gen KRT-12 (Galvin S et al., 1989) (Kinoshita S et
al., 1983) (Moll R et al., 1982).

B) Microscopia electrénica de transmision:

Mediante el microscopio electrénico de transmisién podemos apreciar
como el epitelio corneal constituye una estrecha barrera frente al exterior
gracias al establecimiento de diversos tipos de uniones intercelulares
(uniones adherentes, uniones comunicantes y uniones ocluyentes). De esta
manera se logra configurar una superficie que protege al resto de la cérnea
y del ojo de las agresiones procedentes del exterior a la vez que evita la

pérdida de liquidos y electrolitos hacia el exterior.

Las zénulas ocluyentes, un tipo de uniones ocluyentes, son mas
abundantes en las capas mas superficiales, lo cual puede explicar la escasa
permeabilidad del epitelio corneal al agua y a los electrolitos de la lagrima.
Las uniones comunicantes, mas abundantes en las capas basales del
epitelio corneal, son canales intercelulares que permiten el paso de agua,
electrolitos y moléculas hidrofilicas de unas células a otras (McLaughlin BJ
etal. 1985).

C) Microscopia electrdnica de barrido:

Revela el aspecto escamoso del epitelio corneal debido a la constante
descamacion de las células superficiales del mismo (cada célula se recambia
en unos 7 dias por término medio (Hanna C et al., 1961)) (FIGURA 6) Y
muestra las abundantes microvellosidades y micropliegues que estas
células emiten hacia el interior de la pelicula lagrimal, las cuales parecen

importantes para la fijaciéon de ésta a la superficie corneal (FIGURA 7).
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FIGURA 6: Imagen obtenida mediante MEB donde FIGURA 7: Detalle a mayor aumento del epitelio
puede observarse el fenédmeno de descamacion del corneal humano mediante MEB en el cual pueden
epitelio corneal humano. identificarse las microvellosidades de las células

apicales.

El epitelio corneal produce y descansa sobre una lamina basal de unos 70-
75 nm de grosor. En esta lamina basal pueden diferenciarse dos capas, la
ldmina ldcida anterior y la /ldmina densa posterior. Las células basales del
epitelio se anclan a la membrana basal mediante hemidesmosomas. De
estos hemidesmosomas parten las fibrillas o filamentos de anclaje, de hasta
2 um de longitud (0,6 por término medio), compuestas por colageno tipo
VII y que se fijan en las placas de anclaje situadas en la parte anterior de la
membrana de Bowman o /dmina reticular. Las placas de anclaje estan
formadas por colageno tipo VII junto con colageno IV. La lamina basal junto
con la lamina reticular de la membrana de Bowman constituyen Ia

membrana basal del epitelio corneal (FiIGuras 8 Y 9) (Gipson IK et al., 1987).

10
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MEMBRANA
BASAL

9

-
LAMINA BASAL

k|_AM1NA RETICULAR

Hemidesmosomas

LAMINA LUCIDA

LAMINA DENSA —= -

Placa de anclaje
(colageno tipo
IV y VII)

Colageno
tipo Iy III

Célula epitelitelial

Fibrillas de anclaje
(colageno tipo VII)

FIGURA 8: Esquema de la membrana basal del epitelio corneal humano.

T iR

Célula epitelial &

e

=

~r””"§‘.

FIGURA 9: Imagen de la membrana basal del epitelio

corneal obtenida mediante MET. Pueden identificarse la

lamina basal, con sus dos componentes (lamina lacida

y lamina densa), y la lamina reticular. Las flecha

sefialan fibrillas de anclaje (colageno VII). La letra H

marca hemidesmosomas.

* !.;;.-

Laminina

11
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1.2.2 LAMINA LIMITANTE ANTERIOR (MEMBRANA DE BOWMAN):

Se trata de una estructura acelular presente sélo en algunas especies
animales, en concreto en el hombre, los primates y algunas aves (FIGURA 10).
Este caracter acelular implica que la respuesta ante cualquier dano a este
nivel no sea una restitutio ad integrum sino un fendmeno de cicatrizacion.
En realidad no es una verdadera membrana sino la parte mas anterior,
modificada, del estroma corneal y se le presupone una funcién de refuerzo
mecanico de éste. Tiene un espesor medio de 8-12 um y es atravesada por
numerosos axones sensitivos, procedentes del plexo nervioso estromal, a
través de poros presentes en ella. Estos axones, una vez atravesada la
membrana de Bowman, pierden la vaina de Schwann y se distribuyen como
axones desnudos entre las células del epitelio corneal (Geneser F, 2000)
(Mawas MJ, 1951) (Rozsa AJ et al., 1982).

Membrana
de Bowman

FIGURA 10: Aspecto de la membrana de Bowman tras su

tinciéon con hematoxilina-eosina. Puede apreciarse su caracter

acelular.

12
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A) Microscopia electrénica de transmision:

La membrana de Bowman estd constituida por microfibrillas
estriadas de colageno tipo I, III, V y VI de unos 25 nm de grosor con
disposicién irregular (Komai Y, 1991) (Marshall GE et al., 1991) (Marshall
GE et al., 1991). A nivel de las placas de anclaje, como anteriormente
citamos, encontramos colageno tipo IV y VII (Gipson IK et al., 1987).

B) Microscopia electrénica de barrido:

El limite anterior de la membrana de Bowman se encuentra bien
definido bajo la membrana basal del epitelio corneal. Sin embargo el limite
posterior esta peor definido, introduciéndose fibras de la membrana
limitante anterior en el estroma y viceversa, lo que explica la fuerte unién
existente, en condiciones normales, entre estas dos estructuras contiguas
(Komai Y, 1991).

1.2.3 SUSTANCIA PROPIA O ESTROMA CORNEAL:

La sustancia propia o estroma corneal, con un espesor de unos 0,45
mm en el centro corneal y unos 0,7 mm en la periferia, constituye el 90%
del grosor corneal. Un rapido vistazo al estroma corneal nos permite
detectar una propiedad clave de éste, su enorme regularidad (FIGURA 11).
Regularidad que resulta fundamental para permitir la transparencia de la
cornea. La transparencia corneal es posible gracias a que la distancia entre
las lamelas es menor que la distancia critica para producir la dispersion de
las ondas luminicas (la mitad de la longitud de onda de la luz) y gracias a
un fendmeno de interferencia destructiva que anula las ondas que si
consiguen dispersarse (Freegard TJ, 1997) (Maurice DM, 1957).

13
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Epitelio
Membrana Queratocitos
de Bowman estromales
Lamelas
estromales

FIGURA 11: Esquema en tres dimensiones de la

ultraestructura del estroma corneal.

A) Microscopia 6ptica:

El estroma corneal se compone de una matriz extracelular formada
por colageno y glicosaminoglicanos y un componente celular que son los
gueratocitos. El coladgeno se organiza formando laminillas paralelas entre si
y paralelas a la superficie corneal, existiendo del orden de 200 a 250
laminillas en la cérnea humana. En las hendiduras entre laminillas se situan
los queratocitos, que no son sino fibroblastos modificados que adoptan una
morfologia estrellada y los responsables del mantenimiento del estroma

corneal al sintetizar colageno y glicosaminoglicanos (FIGURAS 12y 13).

14
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Endotelio corneal

FIGURAS 12 y 13: Dos imagenes de la cornea humana observada al microscopio dptico tras tincidon con
hematoxilina-eosina. Las dos imagenes pertenecen a corneas normales. Los espacios entre las lamelas
estromales de la imagen de la derecha son un artefacto de la preparacion que se produce

frecuentemente.

B) Microscopia electrénica de transmision:

Las laminillas del estroma corneal estan constituidas por microfibrillas
estriadas de colageno I de 30 micras de didmetro que suponen el 98% del
total del componente fibrilar del estroma corneal. El 2% restante lo
constituyen fundamentalmente microfibrillas de coldgeno III, V y VI
(Marshall GE et al., 1991) (Marshall GE et al., 1991). La distancia constante
entre microfibrillas y el paralelismo entre ellas dentro de cada laminilla se
mantiene por la presencia de glicosaminoglicanos (queratansulfato,
dermatansulfato y condroitinsulfato sobre todo) que forman puentes entre
las microfibrillas de colageno y participan, por su caracter hidrofilico y su
carga negativa, de la hidratacidn corneal, absorbiendo y cediendo agua
(Fischbarg J y Maurice DM, 2004) (Hodson S, 1997). No obstante existen
algunas fibrillas con disposicién oblicua, cruzando las lamelas, lo que aporta
cohesién al estroma corneal (FIGURA 14) (Borcherding MS et al., 1975)
(Castoro JA et al., 1988).

15



INTRODUCCION

Lamelas

corneales Queratocito

FIGURA 14: Fotografia del estroma corneal humano

obtenida mediante MET. Puede apreciarse la
disposicidon paralela de las lamelas y la presencia de un
queratocito.

1.2.4 LAMINA LIMITANTE POSTERIOR (MEMBRANA DE DESCEMET):

La membrana de Descemet constituye una capa de gran elasticidad,
capacidad de regeneracion y resistencia ante enzimas proteoliticos lo que
explica la formacién de descematoceles en casos de ulceras corneales
graves. Esta estructura se interrumpe al llegar al angulo iridocorneal
conformando la linea de Schwalbe y es facilmente disecable del estroma

corneal.

A) Microscopia Optica:

La membrana de Descemet representa la membrana basal del
epitelio posterior corneal y como tal es producida por éste. Tiene un
espesor de unas 3 pm en el momento del nacimiento y de 10 ym en el
adulto (FIGUrA 15). Dentro de ella se puede distinguir una capa anterior de 2-
4 micras de grosor, con bandas, que constituye la porcién fetal y una capa
posterior sin bandas que se desarrolla tras el nacimiento. Esta capa
posterior va a constituir un auténtico registro del estado del endotelio

corneal a lo largo de la vida (FIGura 17) (Johnson DH et al., 1982).

16
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FIGURA 15: Seccion  corneal tefiida con FIGURA 16: Seccion equivalente observada
hematoxilina-eosina. Corte que incluye las lamelas mediante MEB. Puede observarse la cara
posteriores del estroma corneal (A), la membrana de posterior de la membrana de Descemet por
Descemet (B) y el endotelio corneal (C). Los espacios haberse desprendido el endotelio durante el

entre lamelas son artefactos de la preparacion. proceso de preparacion de la muestra.

— A Porcién fetal
Nacimiento ; 8 @} Porcién posterior
’ w <4— Endotelio
bs:
| Porcion fetal
68 afios

Porcién posterior

<4— Endotelio

FIGURA 17: La figura ilustra los cambios en la membrana de Descemet con el tiempo. Puede observarse
como con los afos se produce un engrosamiento de la membrana de Descemet a expensas de la porcion
no estriada (posterior), permaneciendo sin cambios la capa fetal (anterior). También pueden apreciarse

en esta imagen los cambios en el endotelio, en concreto una disminucidn en la densidad celular.

B) Microscopia electrdnica de transmision:

Al igual que en otras membranas basales su principal componente es
el colageno tipo IV. Su otro componente fundamental es el colageno tipo
VIII, tipico de la membrana de Descemet y de algunos endotelios (Tamura
Y et al., 1991). Ambos tipos de colageno forman capas dentro de las cuales
las microfibrillas adoptan un patron hexagonal (FiGura 18) (Marshall GE et al.,

1991). La conformacion espacial de las microfibrillas y la presencia de
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colageno V, IX y XII son las responsables de la elasticidad de la membrana

de Descemet.

FIGURA 18: Esquema de la estructura tridimensional
de la membrana de Descemet mostrando el patrén
hexagonal de las fibrillas de coladgeno.

1.2.5 ENDOTELIO O EPITELIO POSTERIOR DE LA CORNEA:

Aunque tradicionalmente ha recibido el nombre de endotelio por ser la
capa mas interna de la cdornea y que delimitaba la superficie ventral de la
camara anterior del ojo, en sentido estricto es un epitelio puesto que deriva

de la cresta neural.

A) Microscopia Optica:
Mediante microscopia déptica, el endotelio corneal se observa como un
epitelio plano simple de unas 5 micras de espesor localizado en la cara

posterior de la cornea.

B) Microscopia electrénica:

Las células del endotelio corneal poseen una morfologia hexagonal,
formando un mosaico (FIGURAS 19 y 20) que se continla con el endotelio del
trabéculum en la periferia. En el adulto joven existen unas 3000-3500
células/mm2 que se relacionan entre si mediante uniones tipo macula

ocluyente (mas débiles que las zdénulas ocluyentes) (FIGURA 21) (McLaughlin
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BJ et al., 1985), poseen abundantes mitocondrias y transportan agua hacia
el exterior de la cdérnea (es decir, desde el estroma hacia la camara
anterior) mediante transporte activo dependiente de ATP. Aunque aun hay
aspectos desconocidos en este mecanismo de transporte, se ha
comprobado que los principales aniones implicados en el mismo son el
bicarbonato y el cloruro (Bonanno JA, 2003) y que algunos cationes como
el calcio pueden también jugar un papel relevante (Mergler S y Pleyer U,
2007). De este modo se consigue mantener una hidratacién corneal del
80%, lo cual resulta imprescindible asegurar la transparencia de la cérnea
(Bonanno JA, 2003) (Davies N et al, 2004) (Hodson S y Miller F, 1976).

FIGURA 19: Aspecto del endotelio corneal humano FIGURA 20: Misma imagen a mayor aumento.

cuando es observado mediante microscopia
electrénica de barrido. Puede observarse el
mosaico perfecto, compuesto por células de 5-7
lados.
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FIGURA 21: Imagen obtenida mediante microscopia electronica de transmision del endotelio de la

cornea humana. Pueden verse dos células, identificandose los nlcleos de éstas (N), mitocondrias (m) y
un complejo de adhesion celular tipo macula occludens (AC). Las flechas inferiores sefialan depdsitos

electrodensos a nivel de la membrana de Descemet.

Aparentemente, las células endoteliales carecen de actividad mitética y su
numero va disminuyendo progresivamente tras el nacimiento, siendo la
pérdida fisioldgica de un 0,7% anual. La pérdida celular se contrarresta
mediante un proceso denominado compensacion endotelial, consistente en
un aumento del tamafio (polimegatismo) y diversidad de forma
(pleomorfismo) de las células restantes para mantener recubierta toda la
superficie de la membrana de Descemet (FIGURA 22) (Joyce NC et al., 1989)
(Matsuda M et al., 1985). Este es un dato de gran importancia en pacientes
sometidos a cirugia del segmento anterior, ya que una densidad celular
menor de 400-700 células/mm?2 se asocia con descompensacién endotelial
y por tanto pérdida de la transparencia corneal por edema crénico de ésta
(queratopatia bullosa) (Joyce NC, 2003).
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Frente a la creencia de la incapacidad de las células endoteliales para
dividirse existen trabajos que apuntan la posibilidad de que el endotelio
corneal tenga capacidad regenerativa. Se ha comprobado, in vitro, que los
defectos en el endotelio corneal del conejo pueden repararse mediante
mitosis de las células vecinas y que esta regeneracion puede ser controlada
por factores exogenos (por ejemplo, puede ser inhibida mediante
citostaticos como el 5-fluoruracilo o estimulada con diversos
antiinflamatorios no esteroideos como la indometacina) (Joyce NC et al.,
1989). Otros autores han conseguido realizar queratoplastias lamelares
posteriores en primates utilizando células endoteliales cultivadas en
laboratorio (Koizumi N et al., 2007). Por otro lado, existen estudios con
cérneas humanas que ponen de manifiesto que el endotelio humano in vivo
posee capacidad mitdtica, siendo ésta mas intensa en individuos jovenes.
Sin embargo, las condiciones en las que las células endoteliales se
encuentran in vivo hacen que se alargue la fase G1 y que las células
precisen una fuerte estimulacién para poder completar la mitosis. Se ha
comprobado que los factores de crecimiento transformante ay B, presentes
en el humor acuoso, impiden la entrada de las células endoteliales en fase
S, Y que la existencia de una monocapa confluente de células endoteliales
impide la divisidon de éstas mediante la expresion de la proteina p27kip1, un
potente inhibidor de G1 (Joyce NC, 2003). Finalmente, y en el mismo
sentido, un estudio reciente en cérneas de banco de tejidos encontrd, en
todas las edades, una densidad celular mayor en la periferia que en el
centro del endotelio, lo cual sugiere la existencia de una zona limbar
regenerativa para el endotelio corneal (Amann J et al., 2003) (Holley GP et
al., 2002).
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FIGURA 22: Imagenes del endotelio corneal humano obtenidas mediante microscopia confocal. La
imagen de la izquierda y la imagen A proceden de un endotelio sano. La imagen B pertenece a un
paciente con una pérdida leve de células endoteliales, puede apreciarse el polimorfismo y el
polimegatismo de las células endoteliales.
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1.3 RESPUESTA CORNEAL A LA AGRESION:

La complejidad de la estructura corneal se refleja en los mecanismos
de renovacion fisiolégica y de respuesta ante agresiones de distinto tipo

que sufre la cérnea.

1.3.1 RESPUESTA DEL EPITELIO CORNEAL:

Sabemos que, de forma fisiolégica, el epitelio corneal se renueva
cada 7 dias (Hanna C et al., 1961) gracias a la presencia de células madre
gue encontramos entre las células basales del epitelio limbico, en concreto
en la base de las empalizadas limbicas de Vogt (Davanger y Evensen,
1971) (Tseng SCG, 1989).

Cuando se produce un defecto o una lesién en el epitelio corneal se
produce una respuesta que consta de tres fases:

12 fase: Fase latente: Tiene una duracion de 4-6 horas durante las
cuales se eliminan los restos de las células dafadas, las células se
redondean y disminuyen las uniones intercelulares y las uniones con la
membrana basal.

22 fase: Fase de migracion celular: Durante las siguientes 24-36
horas se produce un desplazamiento de las células epiteliales perilesionales
para cubrir el defecto epitelial, con lo que se recupera la funcién de barrera
del epitelio corneal.

32 fase: Fase de proliferacion celular: Se activan las células madre del
limbo esclerocorneal, se reestablecen los hemidesmosomas que fijan el
epitelio a la membrana basal subyacente y las terminaciones nerviosas se

distribuyen entre las células epiteliales (Crosson, CE et al., 1989).
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Se han propuesto varias teorias para explicar tanto la renovacién
fisioldgica del epitelio corneal como la reparacidn de defectos epiteliales,
siendo la mas aceptada la teoria del movimiento celular de Thoft y Friend.
Esta teoria postula la hipdtesis X, Y, Z segun la cual la masa epitelial
corneal se renueva y mantiene gracias a la descamacion de las células
superficiales (células Z) que son sustituidas por las células basales (células
X) y por las células que proceden de la periferia y que migran hacia el
centro corneal (células Y) siguiendo un movimiento centripeto (FIGURA 23)
(Thoft RA y Friend J, 1983). La teoria de Thoft y Friend es avalada por
diversos estudios, como los que prueban una mayor tasa mitdtica en el
epitelio periférico que en el central (Ebato B et al., 1987) o la migracién de
células basales marcadas con atomos de carbdn radiactivo desde la

periferia hacia el centro de la cérnea (Buck RC, 1982).

EPITELIO
LIMBAR

EPITELIO
CONJUNTIVAL

EPITELIO
CORNEAL

SN
%ﬂ Cl

FIGURA 23: Hipdtesis X, Y, Z del movimiento celular Thoft y Friend. Las células epiteliales corneales

descamadas (Z: flecha verde), son reemplazadas por células epiteliales basales (X: flechas naranjas) y

células que migran desde la periferia corneal (Y: flechas azules).

Para que este fendmeno tenga lugar como hemos descrito, es decir,
para que el defecto epitelial corneal sea recubierto mediante un epitelio de
fenotipo corneal es precisa la coexistencia de un limbo funcionante y de una

membrana basal integra.
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La insuficiencia o fracaso de las células madre limbicas puede ser un
trastorno congénito (por ejemplo, en la aniridia) o adquirido
(causticaciones, penfigoide ocular, sindrome de Stevens-Johnson, cirugia
ocular, etc.) (Majo F et al., 2006) (Rodriguez A y Tourifio R, 2004). En
casos de insuficiencia limbica o alteracion de la membrana basal corneal,
las células del epitelio conjuntival pueden recubrir de forma patoldgica la
cornea desepitelizada, pero no son capaces de transdiferenciarse, es decir,
no son capaces de expresar marcadores especificos del epitelio corneal
como son las citoqueratinas K3 y K12. Este proceso por el cual la superficie
corneal se recubre por un epitelio de caracteristicas conjuntivales (epitelio
cilindrico, estratificado no queratinizado con células caliciformes, también
llamadas muciparas o goblet, productoras de mucina (Gipson IK, 1977)) se
asocia indefectiblemente a la vascularizacién del estroma corneal

superficial y constituye lo que se llama conjuntivalizacién corneal.

1.3.2 RESPUESTA DE LA MEMBRANA DE BOWMAN:

La membrana de Bowman carece de capacidad regenerativa, de
manera que cuando se lesiona se forma una capa de menor grosor y
resistencia, en la que puede observarse una mayor o menor pérdida de

transparencia originando lo que llamamos un leucoma corneal.

1.3.3 RESPUESTA DEL ESTROMA CORNEAL:

Cuando se produce una lesidn en el estroma corneal se liberan
citocinas que atraen a los queratocitos hacia los margenes de la lesién,
iniciandose la formacién de colageno y mucopolisacaridos (Davison PF y
Galbavy EJ, 1986). Hay dos hechos de enorme importancia en este proceso

de cicatrizacion corneal:
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19) La formacion de colageno no comienza hasta que el area afecta
se ha recubierto por epitelio.

20) Las nuevas fibras de colageno tienen una disposicion irregular por
lo que el tejido formado tiene una resistencia menor que la del tejido al que
sustituye y no es rara la aparicién de astigmatismo.

Posteriormente, la herida sufre una remodelacion gradual para
favorecer el reestablecimiento de la resistencia a la tension, la cual
aumenta gradualmente hasta el cuarto afio tras la agresion corneal (Gasset
AR y Dohlman CH, 1968).

1.3.4 RESPUESTA DEL ENDOTELIO CORNEAL:

Clasicamente se ha defendido la ausencia de capacidad mitotica por
parte de las células del endotelio corneal. De este modo, ante la pérdida de
células endoteliales por cualquier causa, las restantes deben adaptarse para
cubrir el defecto generado, lo cual se consigue con el aumento de tamafio
(polimegatismo) y cambios en la forma que genera diversidad de forma
(polimorfismo) de las mismas (Matsuda M et al., 1985). Sin embargo, los
trabajos de Amann J y Holley GP, publicados en 2002 y 2003 apuntan la
existencia de una zona limbar regenerativa para el endotelio corneal. En el
mismo sentido, diversos autores afirman que el endotelio corneal humano
podria presentar cierta capacidad de regeneracion in vivo, aunque dicha
capacidad es limitada, especialmente en individuos adultos (Joyce NC,
2003). En cambio, la capacidad de regeneracién del endotelio corneal de
otros mamiferos es muy elevada, sobre todo en el caso del conejo
(Alaminos M et al., 2007) (Koizumi N et al., 2007).
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1.4 TRATAMIENTO QUIRURGICO DE LA PATOLOGIA
CORNEAL SEVERA:

La patologia corneal constituye un auténtico reto para el oftalmdlogo,
tanto desde el punto de vista diagndstico como terapéutico. El diagndstico
diferencial entre las diferentes distrofias, degeneraciones, queratitis
infecciosas, queratitis neurotroficas, ectasias corneales y
descompensaciones endoteliales es con frecuencia dificil y su tratamiento
en muchas ocasiones no lo es menos. Este tratamiento se basa en un gran
porcentaje de casos en medidas conservadoras como son los antibioticos,
antivirales, antifingicos, antiinflamatorios e inmunosupresores tépicos, los
agentes antiinfecciosos y antiinflamatorios sistémicos, las soluciones
hipertonicas de cloruro soédico, los concentrados de plaquetas, el suero
autologo, la correccidn dptica (incluyendo las lentes de contacto rigidas, tan
de utilidad en el tratamiento de las ectasias corneales), las lentes de
contacto terapéuticas, la tarsorrafia ya sea temporal o permanente e
incluso el laser Excimer para ablacionar el tejido corneal superficial que ha
perdido su transparencia (queratectomia fototerapéutica). Sin embargo
estas medidas no siempre son suficientes para lograr la curacion de estas
patologias y en otras ocasiones la curacién de las mismas conlleva la
formacion de una opacidad corneal que limita la agudeza visual, haciéndose
necesario en estos casos recurrir a tratamientos mas agresivos como son
los implantes de membrana amnidtica, los diferentes tipos de

gueratoplastias e incluso las queratoprotesis.
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1.4.1 IMPLANTE DE MEMBRANA AMNIOTICA HUMANA:

La membrana amnidtica que utilizamos en la practica diaria en los
servicios de Oftalmologia de los Hospitales Virgen de las Nieves y San
Cecilio de Granada es una membrana procedente de cesareas electivas,
obtenida en condiciones de esterilidad y criopreservada en una solucién de
dimetilsulfoxido segun el protocolo del Centro Regional de Transfusion

Sanguinea y Banco de Tejidos de Granada-Almeria (Procedimiento BST-P-03/03).

1.4.1.1 HISTOLOGIA DE LA MEMBRANA AMNIOTICA:

La membrana amnidtica esta formada por un epitelio cuboideo
simple que descansa sobre una membrana basal, a la que se ancla
mediante hemidesmosomas (Pollard SM et al., 1976), y un estroma
avascular que se divide en tres capas, que son: la capa esponjosa, la capa
fibroblastica (en la que hallamos fibroblastos y células de Hofbauer) y la

capa compacta (FIGURAS 24y 25) (Campo Z y Gris O, 2002).
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FIGURA 24: Esquema de la estructura de FIGURA 25: Pieza de membrana amnidtica
la membrana amnidética humana. humana tefiida con hematoxilina-eosina.
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1.4.1.2 PROPIEDADES DE LA MEMBRANA AMNIOTICA:

La membrana amnidtica es ampliamente utilizada en diversas
especialidades médicas (como sustituto cutdneo en Dermatologia, en
reconstrucciones vaginales, en la reparacién de onfalonceles y para prevenir
la formacion de adherencias en cirugia abdominal y pélvica, como agente
inmunoaislante en el trasplante de islotes de Langerhans, en cirugia
ortopédica, como reemplazo de la mucosa nasal en el sindome de Rendu-
Osler-Weber para disminuir los eventos hemorragicos... (Trelford JD y
Trelford-Sauder M, 1994)), incluida la Oftalmologia, gracias a sus

propiedades.

Las propiedades de la membrana amnidtica incluyen, entre otras,
el transporte hidroelectrolitico (Campo Z y Gris O, 2002), el efecto
antibacteriano (Azuara-Blanco A et al., 1999) (Campo Z y Gris O, 2002), un
escaso poder antigénico ya que las células del amnios no expresan los
antigenos de histocompatibilidad A, B, C ni DR (Adinolfi M et al., 1982)
(Akle CA et al., 1981), favorecer la correcta reepitelizacion de los tejidos
(Kurpakus MA et al.,, 1992) al disminuir la apoptosis de las células
epiteliales (Zhou S et al., 2003) y favorecer la migracién y expansion de las
células madre epiteliales (Kim JC y Tseng SCG, 1995), efecto
antiinflamatorio (Rigal-Sastourne JC et al., 2002) (Rowe TF et al., 1997)
(Shimmura S et al., 2001), disminucién de la fibrosis (Tseng SCG et al.,
1999) y evitar la vascularizacion de la superficie corneal (Rigal-Sastourne
JCetal., 2002) (Rowe TF et al., 1997).

1.4.1.3 TECNICAS DE IMPLANTE DE LA MEMBRANA AMNIOTICA:

Basicamente, podemos hablar de 2 formas de implantar la

membrana amnidtica, cada una de las cuales posee indicaciones diferentes.
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Se trata de la utilizacién de la membrana amnidtica como injerto-sustrato y
de su utilizacién como parche-recubrimiento (Prabhasawat P et al., 2001)
(Campo Z y Gris O, 2002) (Azuara-Blanco A et al., 1999):

A) INJERTO-SUSTRATO:

Segun esta técnica, la membrana amnidtica implantada actia como una
membrana basal sobre la que crece el tejido epitelial corneal, a la vez que
aporta factores de crecimiento, restableciéndose asi la superficie ocular
(FIGURA 26). En casos de adelgazamiento corneal marcado es posible realizar
un injerto multilaminado de membrana amnidtica e incluso asociar la
utilizacion de un adhesivo tisular, como el cianoacrilato, si existe una
microperforacion corneal.

Las indicaciones de esta técnica incluyen erosiones corneales
recidivantes por patologia de la membrana basal corneal, Ulceras corneales
con adelgazamiento estromal, descematoceles y microperforaciones
corneales (Campo Z y Gris O, 2002) (Prabhasawat P et al., 2001) (Chen HJ
et al., 2000) (Kruse FE et al., 1999).

Epitelio
<4—— corneal

Membrana

amniotica

Estroma
corneal

FIGURA 26: Esquema del implante de membrana amnidtica segun la técnica de injerto-sustrato.

B) PARCHE-RECUBRIMIENTO:
Consiste en la colocacion de una capa de membrana amnidtica bajo la
cual se reducen los fendmenos inflamatorios, favoreciendo asi Ila

epitelizacién y disminuyendo el proceso de cicatrizacion (FIGURA 27).
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Esta es una técnica con multiples aplicaciones, entre las que podemos
incluir defectos epiteliales persistentes de diversa etiologia (Campo Z y Gris
O, 2002) (Prabhasawat P et al., 2001) (Chen HJ et al., 2000) (Azuara-
Blanco A et al., 1999), tras la remocién de los depdsitos de calcio con acido
etilentetraaminodiacético al 4% en la queratopatia en banda (Campo Z y
Gris O, 2002) (Anderson DF et al., 2001), tratamiento sintomatico de la
gueratopatia bullosa (Campo Z y Gris O, 2002) (Pires RTF et al., 1999) y
asociado a la queratectomia lamelar terapéutica y a queratectomia
fotorrefractiva para disminuir la fibrosis en el estroma subyacente (Woo
HM, 2001) (Choi YS, 1998).

Epitelio
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FIGURA 27: Esquema del implante de membrana amnidtica segun la técnica de parche-recubrimiento.

1.4.2 QUERATOPLASTIA PENETRANTE:

La queratoplastia penetrante consiste en la implantacién de un
segmento corneal de espesor completo, que proviene de un donante
cadaver (aloinjerto) (FIGURAS 28, 29 y 30). Actualmente es la técnica mas
utilizada, y suele arrojar buenos resultados (Hyman L et al., 1992); sin
embargo, la existencia de problemas como la escasez de donantes, el
rechazo del injerto (figura 31), y la transmisién de enfermedades del donante

al receptor obligan a la busqueda de otras alternativas terapéuticas.
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FIGURA 28: Queratoplastia penetrante con puntos FIGURA 29: Queratoplastia con sutura continua.

sueltos. Aspecto a los 6 meses de la cirugia. Aspecto a los 7 meses de la cirugia.

FIGURA 30: Aspecto de una queratoplastia FIGURA 31: Rechazo crénico de una queratoplastia
penetrante a los 14 meses de su realizacion. penetrante.

Ya han sido retiradas las suturas.

Una forma sencilla de clasificar la queratoplastia penetrante es la
basada en la indicacién que la motivd. De esta manera podemos dividir la

queratoplastia penetrante en:

A) QUERATOPLASTIA OPTICA:

Constituye el 90% de las queratoplastias. Tiene como objetivo
la mejora de una agudeza visual disminuida por opacidades corneales. Sus
principales indicaciones son la queratopatia bullosa afdquica o
pseudofaquica, las opacidades corneales tras queratitis infecciosa,

traumatismos, el fracaso de un injerto previo, las distrofias corneales
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estromales y endoteliales, las degeneraciones corneales, las opacidades
corneales congénitas y las ectasias corneales (Hyman L et al., 1992). En
paises desarrollados, las principales indicaciones son el queratocono, la
gueratopatia bullosa pseudofaquica y la distrofia de Fuchs; por el contrario,
en paises subdesarrollados, las principales indicaciones son los leucomas
secundarios a queratitis infecciosas, traumatismos y malnutricidon cronica
(Patel NP et al., 2000).

B) QUERATOPLASTIA TECTONICA O RECONSTRUCTIVA:
Su objetivo es restaurar la estructura corneal. Sus principales
indicaciones son: perforacion o adelgazamiento corneal, queratocono,

queratoglobo, degeneracion marginal pellcida y traumatismos.

C) QUERATOPLASTIA TERAPEUTICA:
Indicada en queratitis infecciosas de diversa etiologia que no

responden a tratamiento médico, para eliminar el foco infeccioso.

D) QUERATOPLASTIA COSMETICA:
Su finalidad es restaurar la apariencia normal en un o0jo

amaurotico de aspecto antiestético.

1.4.3 QUERATOPLASTIA LAMELAR:

La queratoplastia lamelar supone el reemplazo del tejido corneal
dafiado por tejido corneal libre de patologia de donante cadaver, dejando

intacto el tejido corneal sano (Barraquer JL, 1972).

Este tipo de cirugia se reserva para patologia corneal estromal
media y profunda sin alteraciones endoteliales o bien para aquellas
patologias en las que la alteracidn asienta en el endotelio. Asi pues, se

distinguen dos tipos de queratoplastia lamelar:
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A) QUERATOPLASTIA LAMELAR ANTERIOR:

En la queratoplastia lamelar anterior se sustituye el tejido corneal
anterior (FIGURAS 32 y 33). Esta técnica ofrece ciertas ventajas en relacion a la
gueratoplastia penetrante, derivadas en su mayoria de la no penetracion en
camara anterior y entre las que destacan un menor riesgo de catarata,
glaucoma y sobre todo endoftalmitis. Sin embargo, presenta algunos
aspectos oscuros en comparacion con el trasplante de cérnea de grosor
completo como son una mayor complejidad técnica y un peor resultado
funcional puesto que con frecuencia se genera una opacidad en la interfase
gue limita la agudeza visual final (Melles GR et al., 1999). A su vez puede
ser: a) Superficial, si se sustituye solamente el tejido estromal anterior
(FIGURA 34) (Hafezi F et al., 2003). Esta técnica esta indicada en transtornos
corneales que afecten a las 300 um superficiales de la cérnea, sobre todo
en complicaciones de cirugia refractiva, leucomas y distrofias corneales
anteriores, y b) profunda, si se sustituye todo el tejido estromal respetando
la membrana de Descemet y el endotelio (FiGura 35) (Melles GR et al., 1999).
Indicada principalmente en los trastornos corneales con un endotelio sano,
como queratoconos, distrofias estromales o leucomas profundos de diversa

etiologia.

FIGURA 32: Diseccion manual del flap corneal FIGURA 33: Aspecto del mismo ojo al

durante una queratoplastia lamelar anterior. término de de cirugia.
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FIGURA 34: Queratoplastia lamelar anterior FIGURA 35: Queratoplastia lamelar anterior
superficial observada en la I|dmpara de profunda evaluada con lampara de hendidura. Es
hendidura. Puede apreciarse la interfase entre visible un cierto grado de opacidad a nivel de la

cornea donante y receptora (flecha). interfase, mas visible en la zona inferior (flecha).

B) QUERATOPLASTIA LAMELAR POSTERIOR (Melles GR et al.,
2000) (Terry MA y Ousley PJ, 2003):
Es la sustitucion del tejido corneal posterior incluyendo el
endotelio (FIGURAS 36, 37 y 38). Esta técnica estd indicada principalmente en los
trastornos corneales en los que existe un fracaso endotelial

(descompensacion endotelial a/pseudofaquica y distrofias endoteliales).

FIGURA 36: Descompensacion endotelial tras cirugia FIGURA 37: Aspecto al término de una

de catarata e implante de lente en camara posterior. Se queratoplastia lamelar posterior. Puede
detecta un importante deslustramiento de la cdrnea apreciarse la burbuja de aire que se
fruto del edema corneal. introduce al término de la cirugia para fijar

el injerto.

35



INTRODUCCION

FIGURA 38: Utilidad de la tomografia de coherencia déptica en el seguimiento de las queratoplastias
lamelares posteriores. Puede estudiarse la correcta ubicacion del injerto, su grosor, asi como la interfase
(flecha).

1.4.4 QUERATOPROTESIS:

Son sustitutos corneales artificiales no bioldgicos. Existen dos tipos

de queratoprotesis:

A) TEMPORALES:

Utilizadas en la cirugia vitreorretiniana en pacientes con
opacidades corneales que impiden la visualizacidon del segmento posterior.
Estas protesis se colocan al empezar la cirugia para poder tener una
correcta visualizacién del polo posterior y una vez terminada la misma se
retiran y se procede a la queratoplastia penetrante. Pueden ser de
polimetilmetacrilato (ej. queratoprétesis de Landers-Foulks) o de silicona
(ej. queratoproétesis de Eckardt) (FIGUra 39) (Eckardt C, 1987).
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FIGURA 39: Queratoprotesis temporales: Landers 2

y 4 hapticos (arriba). Eckardt (abajo izquierda).

Landers de campo amplio (abajo derecha).

B) PERMANENTES:

Pueden proporcionar buena agudeza visual pero tienen el
inconveniente de ofrecer un campo visual muy limitado. Se suelen indicar
en casos con mala respuesta a la queratoplastia penetrante, como rechazos
repetidos del injerto, o déficit bilateral de células madre limbares (Yaghouti
F et al., 2001). Su principal problema consiste en la imposibilidad de las
células epiteliales corneales del receptor para colonizar y adherirse a la
protesis, lo que conlleva un elevado porcentaje de extrusion de la protesis,
lo cual suele ocurrir entre los 5-10 afios del implante. Otras posibles
complicaciones son la aparicion de endoftalmitis, glaucoma y la formacion

de una membrana detras de la protesis que limite la agudeza visual.

Existen multitud de queratoprétesis permanentes, como son las proétesis de
cristal, las osteoodontoprotesis con dptica rigida de PMMA
(polimetilmetacrilato) (F1Gura 40), diversas prétesis de PMMA que incorporan
alrededor una camisa porosa biocompatible. Una de las uUltimas en aparecer
es una protesis con oOptica flexible de PHEMA (poli(2-hidroxietilmetacrilato)),
ideada por Chirila y colaboradores, llamada AlphaCor y cuya cirugia de

implante se ilustra a continuacion (Hicks CR et al., 2006) (FIGURA 41).
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FIGURA 40: Osteoodontoprotesis. Es una proétesis bioldgica
con una optica de PMMA rodeada de diente y hueso y ligamento

alveolar del propio paciente.

FIGURA 41: Queratoprotesis AlphaCor (Prétesis de Chirila). Se
trata de una queratoproétesis biocompatible fabricada con un
hidrogel de PHEMA. En la pagina siguiente se muestra el

proceso de implante de esta protesis.
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FASE I: Esquema de la creacion del bolsillo intraestromal donde ira
ubicada la protesis y de la trepanacion del estroma central posterior.

Trepanacién de la lamela corneal |Introduccidn de la protesis en el
posterior. bolsillo estromal.

A continuacion se sutura el flap corneal y se realiza un recubrimiento
conjuntival o con membrana amniotica.

Aspecto del 'o al término de la fase I:

FASE II: La fase II tiene lugar transcurridos 2 meses desde el
implante de la protesis.

g N e R
Aspecto al inicio de la fase II.

Aspecto al término de la fase II.
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2. EL LIMBO ESCLERO-CORNEAL:

2.1 INTRODUCCION:

El limbo constituye la zona de transicion entre la cérnea y la
esclerdtica. A pesar de este caracter de transicidn resulta una estructura
imprescindible para el globo ocular, como se puede deducir de sus
funciones y como puede observarse en pacientes con insuficiencia limbica

parcial o total.

2.1.1 FUNCIONES DEL LIMBO ESCLERO-CORNEAL:

A) RENOVACION Y REPARACION DEL EPITELIO CORNEAL:
Gracias a la presencia de células madre en las capas basales del
epitelio limbico (Tseng SCG, 1989).

B) NUTRICION DE LA PERIFERIA CORNEAL:
La red vascular pericorneal formada por los vasos sanguineos de la
lamina propia de la conjuntiva limbar es la encargada de irrigar la periferia

de la cornea.

C) MANTENIMIENTO DE LA PRESION INTRAOCULAR (PIO):
Puesto que en el angulo irido-corneal se sitlua el sistema de

drenaje del humor acuoso.

D) BARRERA QUE IMPIDE LA CONJUNTIVALIZACION CORNEAL:

La conjuntivalizacién corneal no es otra cosa que la asociacién de
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un epitelio con un fenotipo conjuntival y neovascularizacién corneal a nivel
estromal. Se han descrito dos factores fundamentales que evitan el
fendmeno de conjuntivalizacién de la superficie corneal, que son, de un
lado, la presencia de células madre a nivel del epitelio del limbo esclero-
corneal y de otro, la existencia de una membrana basal integra bajo el

epitelio corneal.

E) RESPONSABLE DE LAS REACCIONES DE HIPERSENSIBILIDAD A
NIVEL CORNEAL.:
Reacciones que son el origen de los rechazos agudos, subagudos
y cronicos en pacientes sometidos a queratoplastia penetrante o lamelar o
trasplante de limbo. (Forrester JV et al., 2002)
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2.2 ANATOMIA:

Se trata de una banda circular de unos 2 mm de ancho y 1 mm de
espesor situada alrededor de la cérnea (FIGURA 42). El limite con la cdérnea
constituye la transicion limbo-corneal y el limite con la esclerdtica la
transicion limbo-escleral. En la cara exterior del limbo existe un surco poco
profundo que es el surco escleral externo. La superficie interna del limbo
esta baflada por el humor acuoso y a este nivel se encuentra el surco
escleral interno donde se disponen las trabéculas del sistema o red
trabecular. En la zona posterior del surco escleral interno la esclera forma
un resalte circular que es el espoldén escleral, que constituye la fijacion

posterior del sistema trabecular y la unién con el cuerpo ciliar.

FIGURA 42: Muestra humana tefiida con hematoxilina-eosina que incluye cérnea, limbo esclero-corneal
y esclerdtica donde son facilmente distinguibles el epitelio corneal (A), el epitelio limbico (B) y el epitelio

de la conjuntiva (C).
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2.3 HISTOLOGIA:

El limbo se compone de varias estructuras, que de anterior a posterior
son: conjuntiva limbica, capsula de Tenon, ldmina epiescleral, estroma
limbico y aparato de drenaje del humor acuoso (sistema o red trabecular y

seno venoso de la esclerdtica o canal de Schlemm) (FIGURA 43).

Epitelio corneal
Membrana

S de Bowman

Epitelio
limbico

Epitelio
conjuntival

:A/ Membrana de

Conjuntiva
Descemet

Capsula de
Tenon
Lamina

epiescleral

Canal de
Schlemm

Malla
trabecular

FIGURA 43: Esquema del limbo esclero-corneal y del

angulo irido-corneal.

2.3.1 CONJUNTIVA LIMBICA:

La conjuntiva limbica se compone de un epitelio y de una lamina

propia o estroma. El epitelio limbico, que descansa sobre una membrana
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basal rica en colageno tipo IV, es similar al corneal pero con un mayor
numero de capas celulares (mas de 10 capas en el caso de la conjuntiva
limbica y 5-8 capas en epitelio corneal). Esta membrana basal presenta un
aspecto ondulado que da lugar a la formacién de unas estructuras papilares
a este nivel. Estas estructuras son las llamadas empalizadas limbicas de
Vogt (Davanger y Evensen, 1971). Se trata de unas formaciones
pigmentadas, por la presencia de melanocitos en la capa basal del epitelio
limbico, mas abundantes en el limbo superior e inferior (FIGURAS 44 y 45), y
que se caracterizan por la existencia de células madre entre sus células
basales (Tseng SCG, 1989). Estas células madre no expresan citoqueratina
K3 ni K12 pero cuando el epitelio corneal lo precisa sufren un fenédmeno de
divisién asimétrica por el que de cada célula madre se origina una célula
gue permanece como reserva (célula madre) y una célula amplificadora
transitoria que mientras se desplaza centripetamente hacia el centro de la
cornea sufrird un fendmeno de diferenciacion celular expresando ahora esas
citoqueratinas K3 y K12 que identifican a las células del epitelio corneal
(Chen WYW et al., 1994) (FIGURAS 46 y 47).

Cornea

Coniuntiva

FIGURA 44: Limbo esclero-corneal: Aspecto FIGURA 45: Imagen a mayor aumento de las
macroscépico. La flecha sefiala las empalizadas  empalizadas limbicas de Vogt.

limbicas de Vogt, mas abundantes en el limbo

superior e inferior y mas pigmentadas en individuos

de raza oscura.
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CONJUNTIVA LIMBO CORNEA

-

- CDT: Cél. diferenciadas terminales
VS MB CMe CP: Cél. postmitéticas

= L =¥ CAT-ta: Cél. amplificadoras transitorias
| M: Melanocitos ® | tardias
e | CL: Cél. de Langerhans (o) CAT-te: Cél. amplificadoras transitorias
—| MB: Membrana basal o | tempranas

N: Nervios CMa: Cél. madre

® VS: Vasos sanguineos “~| CMe: Cél. mesenquimales
9 | MBo: Membrana de Bowman

FIGURA 46: Esquema de la estructura del epitelio del limbo esclero-corneal. En el esquema se muestra
el proceso de division asimétrica de las células madre limbares por el que, cuando es necesario, cada
célula madre da lugar a una célula que permanece como célula madre y a una célula amplificadora
transitoria temprana que contintia el proceso de diferenciacion celular (célula amplificadora transitoria

temprana - célula amplificadora transitoria tardia = célula postmitdtica - célula diferenciada terminal).

FIGURA 47: Muestra de limbo humano tefiida con hematoxilina-eosina y observada al microscopio
optico. Las flechas marcan las invaginaciones a nivel de la membrana basal del epitelio limbico que
conforman las empalizadas limbicas de Vogt. Los asteriscos marcan la localizacién de las células madre

limbares dentro de las empalizadas. La barra de escala indica 100 pm.
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La ldmina propia es un tejido fibrovascular cuyos vasos forman la red
de asas capilares del borde de la cornea, que irriga la parte periférica de la

misma.

2.3.2 CAPSULA DE TENON:

Tejido conectivo denso.

2.3.3 LAMINA EPIESCLERAL:

No es mas que una delgada capa de tejido conectivo denso situada

entre la capsula de Tenon y el estroma limbico.

2.3.4 ESTROMA LIMBICO:

Es una transicion entre el estroma corneal y escleral.

2.3.5 APARATO DE DRENAJE DEL HUMOR ACUOSO (RED O
SISTEMA TRABECULAR Y SENO VENOSO DE LA ESCLERA):

Se sitla en el angulo irido-corneal. A este nivel se dispone una red de
trabéculas anastomosadas que se fijan en su parte anterior a la membrana
de Descemet y en su parte posterior al espolén escleral y al cuerpo ciliar
(red trabecular del limbo esclero-corneal). Las trabéculas estan revestidas
por las células trabeculares, que son una continuacién del “endotelio” de la
cornea (FIGURA 48). La otra estructura que forma parte del aparato de drenaje

es el seno venoso de la esclera o canal de Schlemm. Se trata de un canal
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anular, revestido por endotelio vascular, situado en la profundidad del surco
escleral interno y del que parten 25-35 conductos colectores que drenan la
mayoria hacia el plexo venoso epiescleral (el resto drenan a un plexo
escleral profundo y de aqui a ese plexo epiescleral) subsidiario de la vena
oftdlmica. Este sistema de drenaje constituye la via de evacuacion del 70-
90% del humor acuoso, drenandose el resto del humor acuoso hacia la via

uveo-escleral a través del cuerpo ciliar-esclera-venas epiesclerales.

FIGURA 48: Imagen de la malla trabecular humana
obtenida mediante MEB.

47



INTRODUCCION

2.4 TRATAMIENTO QUIRURGICO DE LA
INSUFICIENCIA LIMBICA:

2.4.1 DEFINICION DE INSUFICIENCIA LIMBICA:

La insuficiencia limbica es el resultado de la destruccion parcial o
total de las células madre limbicas debida a diferentes causas que podemos
clasificar en primarias (p. ej. aniridia, insuficiencia limbica idiopatica,
insuficiencia endocrina multiple, displasias ectodérmicas) o secundarias (p.
ej. penfigoide cicatricial, sindrome de Stevens-Johnson, queratoconjuntivitis
limbica superior, queratoconjuntivitis atdpica, cirugia de la superficie ocular,
guemaduras quimicas o térmicas, uso prolongado de lentes de contacto y
otros traumatismos, déficit de vitamina A, radioterapia). Clinicamente se
caracteriza por conjuntivalizacién corneal (aparicién de un epitelio de
caracteristicas conjuntivales a nivel corneal), neovascularizacion,
destruccion de la membrana basal, inflamacion crénica y defectos
epiteliales (FIGURA 49). El diagndstico de confirmacion de esta entidad se basa
en la demostracion de células caliciformes asi como de un grado variable de
metaplasia a nivel del epitelio limbico y corneal mediante citologia de
impresién (FIGURA 50) (Dua HS et al., 2000) (Majo F et al., 2006)
(Puangsricharern V y Tseng SCG, 1995) (Rodriguez-Ares MT y Tourifio R,
2004).

= b
{ i< )&J

FIGURA 49: Insuficiencia limbica secundaria FIGURA 50: Citologia de impresion. Puede

a quemadura por alcali. observarse la presencia de una célula caliciforme

P e

entre las células del epitelio limbico.
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2.4.2 TRATAMIENTO QUIRURGICO DE LA INSUFICIENCIA LIMBICA:

En aquellos casos en que las medidas conservadoras no son
suficientes para tratar la insuficiencia limbica se hace necesario recurrir a
tratamientos mas agresivos. A la hora de decidir cudl es la opcion
quirdrgica mas adecuada en cada situacidon concreta hay que tener en
cuenta una serie de factores entre los que destacan tres: determinar si la
insuficiencia limbica es parcial o total; valorar si la patologia es uni o
bilateral; y finalmente, si existe la posibilidad de encontrar un donante

inmunolégicamente compatible.

2.4.2.1 IMPLANTE DE MEMBRANA AMNIOTICA:

En pacientes con insuficiencia limbica parcial, la realizacion de un
implante de membrana amnidtica puede ser suficiente para resolver el
problema. Esto es debido a que la membrana basal del amnios puede, por
si misma, estimular la proliferacién de las células madre residuales y

restaurar asi la superficie ocular (FIGUrA 51) (Tseng SCG et al., 1998).

FIGURA 51: Tratamiento mediante implante de membrana amnidtica de una

insuficiencia limbica severa causada por quemadura por alcali.
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2.4.2.2 TRASPLANTE DE LIMBO ESCLERO-CORNEAL:

Por el contrario, si el déficit de células madre es total el
tratamiento requiere el aporte de nuevas células madre limbicas mediante

auto/alotrasplante limbico.

A) AUTOTRASPLANTE LIMBICO:

Consiste en la extirpacién de un segmento de limbo del ojo
adelfo sano y su posterior trasplante en el ojo con insuficiencia
limbica (F1Gura 52) (Kenyon KR y Tseng SCG, 1989).

Unicamente es posible en casos de insuficiencia limbica unilateral en

los que el otro limbo esté libre de patologia.

FIGURA 52: Toma de injerto para la realizacion de un

autotrasplante de limbo.

B) ALO/HETEROTRASPLANTE LIMBICO:

En este caso el limbo o segmento de limbo trasplantado procede
de un donante cadaver. Puede ir asociado a una queratoplastia
lamelar anterior en el mismo acto quirdrgico (FIGURA 53) 0 realizarse

aislado y en un segundo tiempo hacerse una queratoplastia
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penetrante o lamelar anterior si es necesario. Plantea problemas de
histocompatibilidad que en un gran porcentaje de casos son
causantes de rechazo y fracaso del injerto.

No obstante, hay que indicar que el trasplante mixto de limbo y
membrana amnidtica parece disminuir la incidencia de rechazo, asi
como reducir la inflamaciéon, neovascularizacidn y mejorar el
microambiente perilimbico con lo que se obtienen mejores
resultados funcionales (Tseng SCG et al., 1998) (Kim JC y Tseng
SCG, 1995).

FIGURA 53: Trasplante heterdlogo de limbo combinado con queratoplastia
lamelar anterior. A: Aspecto inicial del ojo. B: preparaciéon del injerto. C:
Extirpacion del limbo patoldgico asociada a queratectomia lamelar. D:
Aspecto del ojo al finalizar la cirugia. E: 4 meses tras la cirugia. F: Ausencia

de defectos epiteliales a nivel corneal.
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2.4.2.3 EXPANSION IN VITRO DE CELULAS MADRE AUTOLOGAS:

Técnica indicada en casos de insuficiencia limbica unilateral.
Mediante este procedimiento, las células madre cultivadas a partir de una
biopsia del limbo esclerocorneal contralateral, son implantadas en el ojo
enfermo mediante diferentes vehiculos, como por ejemplo, membrana
amniédtica o lentillas de colageno (Kawashima M et al., 2007) (Kim MK et al.,
2005) (Koizumi N et al., 2001) (Ma DH et al., 2004).

Una ultima opcidon terapéutica para pacientes con insuficiencia
limbica total bilateral, es la utilizacién de células madre y epitelio de
mucosa oral autdéloga cultivados sobre membrana amnidtica (FIGURAS 54 y 55)
(Ang LP et al., 2006) (Nishida K et al., 2004).

Suero autélogo Suero bovino fetal

A) M. dptica o r e e T e B e T T o s

B) Citoqueratina 4

C) Citoqueratina 13 : ' P y

D) Citoqueratina 3

FIGURA 54: A) Microscopia dptica: La mucosa oral cultivada con suero autélogo (izquierda) y con suero
bovino fetal (derecha) muestra una histologia similar. B-D) Inmunofluorescencia: B) Citoqueratina 4
(especifica de mucosa oral): expresidn en la mitad superior del epitelio. C) Citoqueratina 13: expresion
homogénea en todos los estratos. D) Citoqueratina 3: expresion en todos los estratos del epitelio.

La barra de escala indica 100 pm. (Tomado de Ang LP et al., 2006).
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Suero autélogo

A) ZO-1

B) Desmoplaquina

C) Integrina ag

D) Laminina 5

E) Coldgeno IV

Suero bovino fetal

e ——— e Dl ——

FIGURA 55: Estudio de adhesidon celular de mucosa oral cultivada (inmunofluorescencia). No se

observan diferencias entre los cultivos enriquecidos con suero autdlogo (a la izquierda) y con suero

bovino fetal (a la derecha).

A) Expresidn de proteina ZO-1 en la superficie del epitelio.

B) Expresion de desmoplaquina en todos los estratos del epitelio.

C-E) Expresion de integrina ag (C), laminina 5 (D) y colageno tipo IV (E) a nivel basal.

La barra de escala indica 100 pum. (Tomado de Ang LP et al., 2006).
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3. MECANISMOS DE COHESION EPITELIAL:

Una propiedad fundamental del tejido epitelial es su fuerte cohesién
intercelular, lo que le permite formar capas adherentes con permeabilidad
selectiva y que al mismo tiempo constituyen potentes barreras mecanicas.
La cohesion epitelial se lleva a cabo mediante moléculas de adhesion y

sistemas de adhesion celular.

3.1 MOLECULAS DE ADHESION CELULAR:

Las células epiteliales establecen uniones mecanicas y comunicaciones
que les permiten relacionarse entre si. Estas relaciones, que comienzan en el
periodo fetal y se prolongan durante el resto de la vida del individuo, son
posibles gracias a la existencia de las moléculas de adhesion celular. Se han
identificado cuatro familias de moléculas de adhesidn: /la superfamilia de las
inmunoglobulinas (CAM), las cadherinas, las selectinas y las integrinas. Las
tres primeras intervienen siempre en fendmenos de adhesién intercelular,
mientras que las integrinas pueden mediar tanto uniones intercelulares
como uniones de las células con la matriz extracelular que las rodea. Las
uniones entre moléculas de adhesidon pueden ser de tres tipos: a) uniones
homofilas: entre dos moléculas de adhesion de la misma familia. b) uniones
heterofilas: entre dos moléculas de adhesion pertenecientes a diferentes
familias. c¢) uniones mediadas por una molécula de adaptacion: estas
moléculas de adaptacion son las lectinas, proteinas fijadoras de hidratos de
carbono secretadas por muchos tipos celulares y con capacidad para actuar

como intermediarios entre moléculas de adhesion celular.
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Las primeras moléculas de adhesién celular identificadas fueron las
moléculas de adhesion celular neural (NCAM), pertenecientes a la
superfamilia de las inmunoglobulinas. Su deteccién fue posible mediante la
obtencién de anticuerpos especificos que al unirse a las NCAM del tejido
nervioso embrionario impedian la formacion de sinapsis. Las NCAM son
glucoproteinas del plasmalema cuyas porciones hidrocarbonadas sobresalen
hacia el espacio intercelular para unirse ahi con otras NCAM (unién homofila:
NCAM con NCAM). Sin embargo, otras moléculas de adhesion de la
superfamilia de las inmunoglobulinas como son las ICAM (tipicas del
endotelio) pueden establecer uniones con las integrinas (uniones

heterofilas).

Otro tipo de moléculas de adhesion celular son las cadherinas, las
cuales reciben su nombre del tejido en el cual se demostraron por primera
vez (cadherina E presente sobre todo en el tejido epitelial, cadherina N en el
tejido nervioso o cadherina P de la placenta). Son glucoproteinas
transmembrana con lugares de unién para unirse a otras cadherinas a nivel
del hidrato de carbono. Las cadherinas establecen uniones homofilas, es
decir, con otras cadherinas, pero a diferencia de las NCAM, las cadherinas
precisan la presencia de iones calcio en el espacio extracelular para que
dichas uniones puedan establecerse. El extremo citoplasmatico de las
cadherinas se encuentra unido a los filamentos intermedios o a los
filamentos de actina del citoesqueleto mediante proteinas denominadas

cateninas.

Las selectinas son moléculas que median sélo fendmenos de adhesion

intercelular y, al igual que las cadherinas, son calcio-dependientes.

El dltimo tipo de moléculas de adhesidn celular son las integrinas. Se
trata de proteinas heterodiméricas, constituidas por una subunidad a y una
subunidad B, siendo esa subunidad B la que permite su clasificacion.

Intervienen tanto en fendmenos de adhesion intercelular como en
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fendomenos de adhesiéon a la matriz extracelular (ej.

interaccion con la fibronectina de la matriz extracelular).

integrina as

Bi:
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3.2 SISTEMAS DE ADHESION CELULAR:

Las diferentes moléculas de adhesion celular van a contribuir a la
cohesiéon epitelial formando parte de los distintos sistemas de adhesion

celular o uniones celulares.

Las uniones intercelulares pueden ser clasificadas segun su extensién
en (FIGURA 56):

- Uniones tipo zénula: Banda continua que rodea toda la circunferencia
de la célula.

- Uniones tipo fascia: Uniones con forma de placa extendida.

- Uniones tipo macula: Uniones puntuales.

FIGURA 56: Tipos de uniones intercelulares segin su extension. A) Union tipo zénula. B) Unidn

tipo fascia. C) Unidn tipo macula.

También pueden ser clasificadas segun su funcién y estructura en:

- Uniones ocluyentes: Las membranas citoplasmaticas de las células
enfrentadas se acercan hasta aparentemente fusionarse. Sellan las uniones
entre células. Su estructura caracteristica es la zénula ocluyente (zonula
occludens).

- Uniones de anclaje o adherentes: Unen de forma mecanica las
células entre si (zonulae adhaerentes, fasciae adhaerentes y maculae
adhaerentes o desmosomas) o con la matriz extracelular (hemidesmosomas

y adhesiones focales).
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- Uniones de comunicacién: Permiten la comunicacién entre dos
células adyacentes. A este grupo de uniones intercelulares pertenecen los
nexos, también llamados uniones comunicantes o uniones tipo gap (gap

junctions).

3.2.1 UNIONES OCLUYENTES: ZONULA OCLUYENTE (ZONULA
OCCLUDENS):

Se sitla en la superficie lateral de la célula epitelial, inmediatamente
bajo la superficie libre del epitelio, a modo de cinto que rodea toda la célula
(zénula, dim. del latin zona, cinto). Se trata de una banda de unas 0,2
micras de ancho donde las I|aminas externas de las membranas
citoplasmaticas de las células que entran en contacto parecen fusionarse.
Por criofractura, método que divide la bicapa lipidica de la membrana
celular, se observa un reticulado de crestas sobre la cara protoplasmatica y
sus correspondientes surcos sobre la cara extracelular. Las crestas estan
constituidas por unos complejos proteicos, que, al someterse la membrana
celular a congelacién y fractura, quedan fijados a la cara protoplasmatica
formando esos cordones. Estos complejos estdan formados por diversas
proteinas entre las que destacan la ocluidina, la cingulina, las proteinas ZO-
1, ZO-2 y Z0O-3, la cadherina E y cateninas. La parte extracelular de la
ocluidina guarda relacion con otra ocluidina y la parte interior se va a
relacionar con filamentos de actina del citoesqueleto mediante proteinas
intermedias (proteina ZO-1, ZO-2 y Z0-3) (FIGURAS 57 y 58).

La zonula occludens constituye una barrera que impide el paso de sustancias
a su través, dividiendo funcionalmente a las células epiteliales en un dominio
apical y otro basolateral, a la vez que ejerce una funcidn mecanica por la

fuerte unidon que presentan las células a su nivel.
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Zobnulas ocluyentes

Dominio ;
apical { -

Dominio
basolateral

Ocluidina

Cingulina

Z0-1, Z0-2 y Z0O-3
Cadherina E
Cateninas

Espacio extracelular

Membrana citoplasmatica

Dominio basolateral

FIGURA 57: Esquema de una zonula occludens donde se muestra su localizacién en la célula y su
estructura.

FIGURA 58: Imagen por microscopia electrénica de barrido tras someter una muestra de tejido epitelial
al proceso de criofractura. Son visibles las microvellosidades (en la mitad superior de la fotografia). Las
flechas sefialan la zénula ocluyente.

59



INTRODUCCION

3.2.2 UNIONES ADHERENTES:

3.2.2.1 ZONULA ADHERENTE (ZONULA ADHAERENS):

Cuando ambas existen en la misma célula, la zénula adherente se
sitla inmediatamente por debajo de la zonula occludens. La asociacion en la
zona apical de una célula epitelial apical de una zdénula ocluyente, una
zonula adherente y maculas adherentes conforma lo que se conoce como

complejo de union.

A nivel de la zénula adherente existe una separacién de unos 15-20
nm entre las membranas citoplasmaticas de las células contiguas. Sobre la
superficie interna de cada membrana celular se distingue una placa de
densidad moderada constituida por vinculina, cateninas y a-actinina donde
se fijan los filamentos de actina del citoesqueleto. La unién intercelular a
nivel de la zonula adhaerens se establece mediante cadherinas (cadherina E
si se trata de un epitelio), proteinas transmembrana cuyos extremos
intracelulares se fijan a las cateninas y la vinculina de la placa densa y cuyos
extremos extracelulares se unen a los extremos extracelulares de las
cadherinas de las células vecinas. La unién entre los extremos extracelulares
de las cadherinas depende de la presencia de calcio en el medio
extracelular, por lo que si estos iones son eliminados se produce la

separacion de la zonula adhaerens (FIGURAS 59 y 60).
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ZONULA ADHERENTE

Membrana
citoplasmatica

Cateninas

Vinculina

a-actinina

Filamentos
de actina

=

Cadherina

FIGURA 59: A la izquierda, esquema que muestra la estructura de una zénula adherente.

FIGURA 60: A la derecha, fotografia mediante microscopia electrénica de transmision de un complejo de
unioén. Pueden identificarse con claridad la zénula ocluyente en la zona superior de la imagen (Z0O), la
zoénula adherente en la zona media de la fotografia (ZA) y una macula adherente o desmosoma en la

zona inferior (MA).

3.2.2.2 FASCIA ADHERENTE (FASCIA ADHAERENS):
Estructura similar a la zéonula adherente pero con morfologia de

lamina en lugar de cinto (FIGURA 61). Se encuentra sobre todo en la

musculatura cardiaca.

61



INTRODUCCION

b % e AT 272 SHIEN
Rlge e ¢ S
B e Al § ]
) e e i
o A { Gy o Célulal
N \ ‘r::‘\
S u 2
?J_ ) $ - )
b2k e 3\
?’- 4 B o) ".‘- PR, L\
,‘.} - ® .;’/:" '_~’k 2 .,CE
&) ". 1
L de A .‘»‘M&"? R ¥, ‘.'
‘ _ \t&\ i, TR N J'E
N 27 P L PR R
. ,‘. / :’.1._";_ d ‘-.‘ g u‘.“ : by Sire .
LA DS O, Lt oy ot ) Célula 2
wi | I f 'y Y A S
A4 v o, P ’ y
~ ‘\‘ Al SN - - t\ L b*'
R RS
Vi 1o shuete sk S WA
T R R b "‘{i >/ ’ o < S
s b QUGS g RS Ll R Tl
SRR A O R 3;&
[ v Y Yn ] Y ‘v)'“ \
#' ol AT ,w’ G

L0 T A, L R T bl .'M“)
FIGURA 61: Imagen obtenida mediante microscopia electrénica de transmision en la

que pueden observarse dos células epiteliales unidas entre si por una fascia adherente

(A) y por un desmosoma (B).

3.2.2.3 MACULA ADHERENTE (MACULA ADHAERENS) O DESMOSOMA:

Los desmosomas son estructuras circulares de unas 0,5 micras de
didmetro. Pueden aparecer formando parte de los complejos de unién bajo
la superficie libre epitelial (asociacidon de zonula occludens, zonula adhaerens
y desmosomas) o aislados en casi todas las capas epiteliales. En los
desmosomas existe un espacio intercelular de unos 20 nm. Sobre la cara
citoplasmatica de cada membrana celular se observa un material
electrodenso en forma de placa (FIGURA 62). Estas placas estan constituidas
por desmoplaquina (proteina con capacidad para fijarse a los filamentos
intermedios del citoesqueleto), placoglobina y placofilina. Los filamentos
intermedios (citoqueratina en el caso de las células epiteliales; desmina a
nivel muscular) no terminan en la placa sino que se dirigen hacia ella,
formando un bucle, para volver a continuacién al citoplasma. El ultimo
componente del desmosoma lo constituyen la desmogleina y la desmocolina,
glucoproteinas transmembrana pertenecientes a la familia de las cadherinas,

gue poseen un dominio intracelular que se fija a la placa (unién mediada por
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la placoglobina) y un dominio extracelular que se une a los dominios
extracelulares de las cadherinas de la célula opuesta (FIGURA 63). Existen tres
isoformas de desmogleina y desmocolina, codificadas por genes diferentes:
DSG 1, 2 y 3, y DSC 1, 2 y 3. La isoforma 2 de desmogleina y de
desmocolina (DSG 2 y DSC 2) estd presente en todos los tejidos con
desmosomas. Pero, la expresidon de algunas de estas proteinas es especifica
de algunos tipos de epitelio, e incluso de algunas capas celulares del mismo
epitelio. Asi pues, la isoforma 1 de desmogleina y de desmocolina (DSG 1 y
DSC 1) generalmente esta restringida al epitelio escamoso, mientras que la
desmogleina 3 y la desmocolina 3 (DSG 3 y DSC 3) se expresan
preferentemente en las capas basales, asociadas a las células madre del
epitelio. De este modo, el epitelio corneal expresa desmogleina 2 vy
desmocolina 2, pero al tratarse de un epitelio no queratinizado no expresa la
isoforma 1 de estas dos cadherinas, ni tampoco la isoforma 3 de
desmogleina y desmocolina, la cual se encuentra restringida a los estratos
basales del epitelio limbico que es donde residen las células madre (Schéfer
Setal., 1994) (Messent AJ, et al., 2000).

Desmoplaquina Placoglobina Placofilina Desmogleina Desmocolina

‘LT@‘|||

Filamentos intermedios
(citoqueratina en los epitelios)

FIGURA 62: Izquierda: Fotografia mediante microscopia electronica de transmisiéon de un desmosoma
donde se identifica la placa densa (1), los filamentos de citoqueratina del citoesqueleto (2) y una linea
densa en el espacio intercelular correspondiente a las cadhaerinas del desmosoma (desmogleina y
desmocolina) (3).

FIGURA 63: Derecha: Representacion esquematica de un desmosoma.
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3.2.2.4 ADHESION FOCAL:

Las adhesiones focales relacionan la célula con fibronectina de la
matriz extracelular. En la membrana celular se encuentra un receptor para
la fibronectina. Se trata de una proteina transmembrana, perteneciente a la
familia de las integrinas, que en su porcién extracelular tiene un locus de
union para la fibronectina y en su porcién intracelular se une a la talina. La
talina, junto con la vinculina son las dos proteinas que forman la placa a la
que se unen los filamentos de actina en la cara citoplasmatica de la

adhesion focal (FIGURA 64).

Filamentos
de actina

a-actinina

Vinculina

Talina

Integrina

Fibronectina

Membrana basal

FIGURA 64: Representacion esquematica de una adhesion focal.

3.2.2.5 HEMIDESMOSOMA:

Los hemidesmosomas son uniones adherentes que se encuentran
en el polo basal del estrato basal de los epitelios. Tienen una estructura
parecida al desmosoma pero, al otro lado, la uniéon se establece con la

laminina de la membrana basal. Existe también una placa donde terminan
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los filamentos de actina y unas proteinas transmembrana pertenecientes a
la familia de las integrinas que se unen por un extremo a la placa y por el

otro a la laminina de la membrana basal (FIGURA 65).

Filamentos de actina

Placa densa

Integrina Membrana basal

Laminina V

Colageno III

Colageno IV

Filamentos de anclaje
(colageno VII)

FIGURA 65: Estructura de un hemidesmosoma.

3.2.3 UNIONES DE COMUNICACION: NEXO O UNION COMUNICANTE
(GAP JUNCTION):

Contacto intercelular situado en las superficies laterales de las células
epiteliales que presentan una hendidura de unos 1,5-2 nm, lo que permite el
paso de moléculas hidrosolubles de hasta 100 daltons. Experimentalmente
se ha comprobado que el diametro de este canal es variable, desde el cierre
completo hasta la apertura total (ej. puede conseguirse el cierre
aumentando la concentracion de iones calcio en el espacio extracelular). Las
uniones gap se agrupan en fascias de varias micras de extension. Cada
union gap estd formada por dos estructuras hexagonales enfrentadas,
denominadas conexones, constituidos cada uno por seis moléculas

transmembrana denominadas conexinas (FIGURAS 66 y 67).
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Los nexos se encuentran en casi todos los tejidos pero son especialmente
abundantes en aquellos tejidos en los que se precisa una comunicacién
intercelular muy rapida, como son el tejido nervioso y el tejido muscular

cardiaco vy liso.

h Conexén

Union gap. Canal

v 1
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Espacio intercelular Conexina

FIGURA 66: Representacion esquematica de una unidon GAP.

FIGURA 67: A la izquierda, dos imagenes por microscopia electronica de

barrido tras criofractura de una union GAP. A la derecha, corte transversal por

microscopia electrénica de transmision de una union GAP.
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4. INGENIERIA TISULAR:

4.1 CONCEPTOS BASICOS DE INGENIERIA TISULAR:

4.1.1 INGENIERIA TISULAR Y EQUIVALENTES TISULARES:

El término Ingenieria Tisular fue acufiado durante una reunién de la
Fundacién Nacional de Ciencias de Estados Unidos en la primavera de 1987
(Skalak R y Fox F, 1988). Se trata de un area cientifica interdisciplinaria
cuyo objetivo es la construccion de tejidos bioldgicos artificiales y la
utilizacidon, con fines médicos, de los mismos para restaurar, sustituir o
incrementar las actividades funcionales de tejidos y érganos enfermos. Los
tejidos artificiales asi fabricados son los llamados equivalentes tisulares
(Campos A, 2004) (Langer R y Vacanti JP, 1993) (Nerem RM y Sambanis A,
1995).

La creacion a demanda de estos equivalentes tisulares o protesis bioldgicas
mediante Ingenieria Tisular precisa de tres elementos:

1) El desarrollo de cultivos celulares a partir de células madre.

2) La creacién de matrices en las cuales se desarrollen estas células.

3) La obtencidn de factores de crecimiento y de diferenciacion

celular (Bell E, 1995).

Se trata de una disciplina floreciente, cuya rapida expansion viene
condicionada por diversos factores como son las largas listas de espera para
el trasplante de distintos érganos humanos y la escasez de donantes, el
riesgo de rechazo del injerto que obliga a la utilizacion de tratamientos

inmunosupresores con el peligro de contraer infecciones y desarrollar
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neoplasias que éstos conllevan, y finalmente, la posibilidad de transmisidn

de infecciones del donante al receptor.

4.1.2 TECNOLOGIA CELULAR E INGENIERIA DE CONSTRUCTOS:

4.1.2.1 TECNOLOGIA CELULAR:

A la hora de fabricar un equivalente tisular lo primero que
necesitamos es una adecuada fuente de células con capacidad de
proliferacion y libres de microorganismos y de cualquier otro tipo de

contaminacion.

La principal fuente de células para la Ingenieria Tisular son las
células madre, también llamadas células troncales (stem-cells). Por célula
madre entendemos aquella célula que es capaz de dividirse indefinidamente
y diferenciarse a distintos tipos de células especializadas, no sodlo

morfoldgicamente sino también de forma funcional.

Segun su procedencia, las células madre pueden clasificarse en:
A) CELULAS AUTOLOGAS:
Proceden del propio paciente, por lo que no producen respuesta

inmunoldgica.

B) CELULAS ALOGENICAS o HETEROLOGAS:
Pertenecen a otro individuo de la misma especie, por lo que
pueden desencadenar una respuesta inmunoldgica de rechazo en

el receptor.

C) CELULAS XENOGENICAS o XENOLOGAS:

Proceden de un individuo de otra especie, por lo que
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desencadenan respuestas inmunoldgicas agudas o hiperagudas y a
la vez que obligan a descartar la presencia de virus animales que

puedan ser transmitidos al huésped.

Una segunda forma de clasificar las células madre es segun su
potencialidad, es decir, segun su capacidad de diferenciarse a distintos tipos
celulares. Asi pues, podemos hablar de células madre totipotenciales,
pluripotenciales, multipotenciales y unipotenciales (Prdsper F et al., 2006):

A) TOTIPOTENCIALES:

Las células madre totipotenciales son aquéllas capaces de
producir tanto tejido embrionario (cualquiera de los tejidos que
conforman el embridn), como extraembrionario (placenta y anejos
placentarios). Por tanto, son células capaces de generar cualquier

tipo de tejido e incluso pueden dar lugar a un individuo completo.

B) PLURIPOTENCIALES:

Son células madre que también pueden formar cualquier tipo
de tejido, pero a diferencia de las anteriores, no pueden formar
un organismo completo por si solas por no poder formar tejidos

extraembrionarios.

C) MULTIPOTENCIALES:

Son células madre ya orientadas a la formacidon de un tipo
especifico de tejido y que son capaces de generar los distintos
tipos de células pertenecientes a la misma familia y a la misma
hoja embrionaria. Un ejemplo de células madre multipotenciales

lo constituyen las células madre de la médula dsea.

D) UNIPOTENCIALES:
Sélo pueden diferenciarse hacia un tipo especifico de células,
por ejemplo las células madre del epitelio del limbo esclero-

corneal.
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Finalmente, las células madre también pueden clasificarse en
embrionarias y en adultas (Khademhosseini A et al., 2006). Generalmente,
las células madre embrionarias son aisladas durante la fase de blastocisto a
partir de la masa celular interna de embriones, mientras que las adultas se
obtienen a partir de las células indiferenciadas de los tejidos adultos. La
mayoria de las células madre adultas son multi o unipotenciales. Las células
madre aisladas del polo embrionario del blastocisto son células madre
pluripotenciales. Para obtener células madre totipotenciales es preciso
recurrir a las primeras etapas del desarrollo embrionario, en concreto al

periodo entre zigoto y mérula.

Una vez obtenidas, las células madre deben ser estimuladas para
gue se repliquen hasta obtener un nimero suficiente de ellas. Para llevar a
cabo este fin es necesaria la obtencion de medios de cultivo optimizados
para los diversos tipos celulares. En el caso de las células madre toti, pluri y
multipotenciales ademas de estimular su replicacién hay que manipularlas
para obtener las caracteristicas funcionales deseadas, es decir, para lograr
su diferenciacion hacia el tipo celular que necesitemos en cada caso
concreto. Esto se puede conseguir mediante la modificacion del medio
extracelular o por manipulacidon genética de las células madre
(Khademhosseini A et al., 2006) (Solter D y Gearhart J, 1999). El control de
la proliferacién y de la diferenciacidon de las células madre es un elemento
crucial en la Ingenieria Tisular, tanto para poder obtener poblaciones
celulares autdlogas con las que elaborar esos equivalentes tisulares como
para no inducir la formacion de teratomas, teratocarcinomas, ni otro tipo de
tumores en el receptor, hecho este ultimo que puede producirse si entre las
células trasplantadas se encuentran células que no hayan llevado a cabo
correctamente el proceso de diferenciacion y se encuentren en un estado
indiferenciado en el momento del implante (Kurosawa H, 2007) (Ramirez
MA et al., 2007).
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4.1.2.2 INGENIERIA DE CONSTRUCTOS:

Una vez obtenida una fuente util de células, el siguiente paso es
desarrollar un modelo tridimensional (constructo o equivalente tisular), en
el cual esas células se organicen en una arquitectura espacial, con
caracteristicas funcionales similares a las del tejido que queremos sustituir.
Basicamente, existen tres tipos de constructos (FIGUrA 68) (Auger FA et al.,
1995) (Griffith LG y Naughton G, 2002) (Khademhosseini A et al., 2006):

A) MATRICES ACELULARES:
Se trata de estructuras acelulares que precisan |la
colonizacién por parte de las células del huésped una vez

implantadas (FIGURA 68 A).

B) CONSTRUCTOS CON CELULAS CULTIVADAS:
En este caso se emplea una matriz extracelular artificial en la
cual se cultivan las células madre del tejido que va a ser

sustituido (FIGURA 68 B).

C) AUTOMONTAIJES CELULARES:
Son las propias células cultivadas las que sintetizan la matriz

extracelular que las rodea (FIGURA 68 C).

A B C
a8 o,
h,_—:“ﬂ-‘?—_’__ﬂé‘? @ L

FIGURA 68: Tipos basicos de constructos utilizados en Ingenieria Tisular: A) Matrices
acelulares. B) Constructo con células cultivadas. C) Automontajes celulares. (Tomado de
Khademhosseini A et al., 2006).
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Finalmente, se procede al implante del equivalente tisular en el
receptor para el que ha sido fabricado, lo cual puede hacerse en fresco
(dentro de los primeros 5 dias desde su fabricacion) (Parenteau N, 1999), o
bien puede ser conservado en frio (Naughton G, 1999) hasta que llegue el

momento idéneo para su implantacion.

Para que el constructo se integre con garantias en el ser vivo en el
que se implanta debe cumplir unos criterios minimos de viabilidad y
funcionalidad que incluyen la tolerancia inmunoldgica y |la
biocompatibilidad. Para evitar el rechazo del injerto por parte del huésped,
el constructo debe ser aceptable inmunoldgicamente, lo cual ocurre siempre
que las células son autélogas. Sin embargo, no siempre es posible utilizar
células autologas, siendo necesario en estos casos buscar otras soluciones
mediante la ingenieria de aceptacion inmunoldgica. Por ejemplo, es sabido
gue para que se desencadene una reaccion inmune, no sélo debe haber un
reconocimiento por parte del huésped de una sustancia considerada como
cuerpo extrafno, sino que, ademas, debe existir una senal coestimulatoria.
En los transplantes alogénicos, se ha demostrado que esta sefal
coestimulatoria se puede bloquear farmacolégicamente, aumentando asi las

posibilidades de éxito del implante (Larsen CP et al., 1996).

La biocompatibilidad significa que el dérgano implantado debe
adaptarse a la zona receptora y llevar a cabo las funciones especificas de
ese tejido sin generar ningun tipo de respuesta inflamatoria local. Una
forma de evitar esta reaccion inflamatoria independiente de la respuesta
inmune es la utilizacion de matrices constituidas por moléculas integrantes
de la sustancia extracelular del tejido que se quiere sustituir (Falke GF y
Atala A, 2000).
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4.2 INGENIERIA TISULAR DE LA CORNEA:

4.2.1 INTRODUCCION:

La escasez de donantes (ya sea por motivos religiosos, culturales o
de infraestructura sanitaria), los problemas de rechazo que a veces se
presentan en los casos de injertos alogénicos asi como la posibilidad de la
transmisidon de infecciones del donante al receptor, hacen de la busqueda

de un sustituto corneal autélogo una necesidad real.

Cualquier sustituto corneal debe ser capaz de permitir la transmision
y refraccién de la luz de manera similar a la que lo hace la cornea humana
y a la vez constituir una barrera eficiente frente a los agentes externos. Al
mismo tiempo, debe tener una forma y curvatura adecuadas que permitan
su implante en el ojo humano. Finalmente debe estar elaborado con unos
materiales, ya sean bioldgicos o no, que no desencadenen una respuesta
inmunoldgica ni inflamatoria en el receptor, ya que esto provocaria el

fracaso del sustituto.

Podemos hablar de dos grandes grupos de sustitutos corneales
permanentes:
A) QUERATOPRC')TESIS PERMANENTES:

Constan de una zona 6ptica central fabricada con diversos
materiales como cristal, PMMA (polimetilmetacrilato), silicona o
diversos geles como el PHEMA (poli[2-hidroxietilmetacrilato]) y una
zona periférica compuesta por un material bioldgico (diente y hueso
alveolar circundante o tibia) o biocompatible (PTFE, Dacron,
PHEMA...) que permite la migracion celular desde el huésped hacia la

protesis para contribuir al anclaje de ésta.
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B) EQUIVALENTES O CONSTRUCTOS CORNEALES:
Fabricados mediante Ingenieria Tisular con células corneales

cultivadas sobre materiales bioldgicos (Duan D et al., 2006).

4.2.2 QUERATOPROTESIS O PROTESIS CORNEALES ARTIFICIALES:

La busqueda de un sustituto corneal artificial se remonta al siglo
XVIII. Las primeras tentativas se hicieron con cristal, pero los resultados
fueron poco satisfactorios, ya que estas queratoprotesis eran rapidamente
extruidas. Mas tarde, se utilizaron otros materiales como la celulosa o el
polimetilmetacrilato (PMMA) (Castroviejo R et al., 1969), pero el elevado
porcentaje de extrusiones seguia siendo el principal problema a solventar.
El estudio de las queratoproétesis extruidas mostré que los queratocitos y
fibroblastos circundantes no conseguian colonizar la periferia de la prétesis
y que el epitelio corneal era incapaz de recubrir la superficie de la misma,
por lo que el problema se intentd solucionar anadiendo a la prétesis una
camisa periférica de un material Dbiolégico, surgiendo asi las
osteodontoqueratoproétesis, o biocompatible que permitiese el desarrollo de

este fendmeno de colonizacién (Hille K et al., 2005).

4.2.2.1 QUERATOPROTESIS BIOCOMPATIBLES:

Poseen un revestimiento en periferia de un material biocompatible
que permite el crecimiento de queratocitos y fibroblastos del receptor en su
interior, fortaleciendo asi el anclaje de la prétesis (FIGURAS 69 y 70) (Caiazza S
et al., 1988) (Pintucci S et al., 1995).
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FIGURA 69: Izquierda. Aspecto de las fibras de Dacron al microscopio electrénico de barrido.

FIGURA 70: Derecha. Aspecto, mediante microscopia electrénica de barrido, de las fibras de Dacron
tras haber estado 30 dias implantadas bajo la piel del parpado inferior en conejo. Puede verse como
estdn embebidas en tejido conectivo.

- QUERATOPROTESIS DE CARDONA:
Optica de PMMA rodeada de politetrafluoruro expandido (PTFE) y

reforzada con Dacron y tejido autélogo (periostio) (Cardona H, 1967).

- QUERATOPROTESIS DE LEGEAIS:

Para intentar disminuir el porcentaje de extrusiones ha sufrido dos
modificaciones desde su aparicion (Hollick EJ et al., 2006) (Legeais JM y
Renard G, 1999).

Legeais BioKpro 1:

Optica de PMMA de 4 mm de didmetro y 2,67 mm de altura
rodeada de una camisa de PTFE de 9 mm de diametro, 200 um
de espesor y un didmetro de poro de 50 um.

Legeais BioKpro 2:

Optica de doble asfericidad de polidimetilsiloxano de 7 mm de
didametro y 0,55 mm de altura. Camisa de PTFE hidrofilizado de 11
mm de didametro, 250 um de espesor y 80 um de didmetro de poro.

Legeais BioKpro 3:

Optica de silicona de 5 mm de didmetro y 0,5 mm de espesor.
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Camisa de PTFE hidrofilizado de 10 mm de didmetro, 250 ym de

grosor y 80 um de didmetro de poro.

- QUERATOPROTESIS DE PINTUCCI:

Consta de una 6ptica de PMMA de 3,5 mm de didmetro fijada a un anillo

de Dacron de 10 mm de didmetro (FIGURAS 71 y 72) (Pintucci S et al., 1996)
(Pintucci S et al., 1995).
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FIGURA 71: Queratoprotesis de Pintucci preparada FIGURA 72: Queratoprotesis de Pintucci extruida.

para su implante.

- QUERATOPRC)TESIS ALPHACOR (QUERATOPROTESIS DE CHIRILA):

Es una de las Uultimas queratoprotesis biocompatibles aparecidas. Posee
una Optica flexible de gel de PHEMA rodeada de una camisa opaca de
hidrogel poroso del mismo material. Es un implante flexible de 7 mm que se
coloca en un bolsillo corneal en un primer tiempo y en un segundo tiempo
se deja libre la zona Optica (FIGura 73) (en la FIGURA 41 se describe la técnica
de implante detalladamente) (Hicks CR et al., 2003).
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FIGURA 73: A) Queratoprétesis AlphaCor. B) Aspecto del ojo al final de la fase 1. C) Aspecto al final de

la fase II.

4.2.2.2 QUERATOPROTESIS BIOLOGICAS:

- OSTEOODONTOQUERATOPROTESIS (OOKP):

Fue ideada en los afios 60 por Strampelli y posteriormente ha sufrido
diversas modificaciones (Falcinelli y Lui en los afios 90). Se trata de una
Optica rigida de PMMA enclavada en un diente y en el hueso alveolar que
rodea a éste (FIGURAS 74 y 75) (Falcinelli G et al., 1993) (Liu CSC et al., 1998)
(Strampeli B, 1963). En los casos en los que no es posible tomar este tejido
existen alternativas como son la utilizacion de ceramica (Blenke BA et al.,
1978) o hueso tibial (FiGura 76) (Caiazza S et al., 1990) (Stoiber J y Grabner
G, 2005) (Temprano JA, 2002). En cualquiera de estas 3 posibilidades la
queratoproétesis, una vez elaborada, debe permanecer implantada en el
tejido subcutaneo durante un periodo de 2 a 4 meses, tiempo durante el
cual se produce la colonizacion del componente dseo por fibroblastos.
Pasado este tiempo la queratoprotesis se extirpa y se procede a su implante
a nivel ocular (Marchi V et al., 1994).
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FIGURA 74: Esquema de una OOKP y de la técnica de implante.
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FIGURA 75: OOKP preparada para su implante en el FIGURA 76: Queratoprétesis de Temprano

tejido celular subcutaneo. antes de su implante en el tejido celular

subcutaneo.

- QUERATOPROTESIS DE DOHLMAN-DOANE (BOSTON KPro):

Su desarrollo comenzé en los afios 60 y fue aprobada por la FDA en
1992. Se trata de una prétesis no integrada que consta de 2 piezas de
PMMA que pellizcan un rodete de cérnea donante. Una vez montada la
protesis con el injerto corneal se sutura como si se tratase de una
queratoplastia penetrante convencional (Ficura 77) (Aquavella JV et al.,
2005) (Dohlman CH et al., 2006).
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FIGURA 77: A) Aspecto real de una queratoprotesis tipo Boston. B) Esquema de montaje. C) Aspecto

del ojo tras el implante de una Boston KPro.

4.2.2.3 CONCLUSIONES SOBRE LAS QUERATOPROTESIS:

1) Integracién con el receptor:

Los estudios histoldogicos de las queratoprotesis extruidas han llevado a
la conclusion de que la ausencia de extrusiones y la aceptacion de la
protesis por parte del receptor dependen de la presencia de queratocitos
estromales y de la posibilidad de que éstos migren hacia la prétesis y sean
capaces de depositar matriz extracelular en ella (Sandeman SR et al.,
2000). De los diversos materiales porosos biocompatibles empleados hasta
la fecha el que logra una integracién mas fuerte con el receptor es el
Dacron, pero se ve superado por los resultados a largo plazo de las
osteoodontoqueratoproétesis. Por eso, para facilitar la integracién de las
queratoprétesis biocompatibles, se recomienda impregnar las mismas con
sangre autéloga al implantarlas, asi como disminuir en lo posible la
utilizacién de corticoides (Hille K et al., 2005) (Hollick EJ et al., 2006).

En el caso de las osteoqueratoproétesis se postula que las queratoproétesis
con hueso tibial podrian conllevar un mayor nimero de extrusiones que el
observado con las OOKP, ya que la tibia tiene una mayor tasa de recambio
que la dentina lo que debe traducirse en una mas rapida reabsorcién de la

lamina dsea. Esta hipdtesis serd confirmada o descartada dentro de unos
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anos, cuando tengamos estudios a mas largo plazo con queratoprétesis
tibiales (Stoiber J y Grabner G, 2005).

En general los diversos autores estan de acuerdo en que las mayores tasas
de éxito se logran con las OOKP, seguidas de las osteoqueratoprotesis
tibiales. Las queratoprétesis bioldgicas vienen a dar unos resultados
similares entre ellas, con excepcién de los casos de ojo seco extremo y de
importante neovascularizacion de la superficie ocular, donde se muestran
superiores (aunque algo inferiores a las queratoprotesis bioldgicas) las
queratoprétesis con camisa de Dacron (ej. Pintucci) puesto que este
material es el que ha demostrado una mayor integracién con los tejidos
receptores (Falcinelli G et al., 2005) (Hille K et al., 2005) (Hollick EJ et al.,
2006) (Marchi V et al., 1994) (Stoiber J y Grabner G, 2005).

2) Optica de la queratoprotesis:

El material utilizado en la zona o&ptica debe cumplir una serie de
requisitos: a) requisitos Opticos: permitir la transmision de la luz visible,
protegiendo la retina de las radiaciones ultravioleta (debe absorber
radiaciones con longitudes de onda por debajo de 300 nm), tener
propiedades de tension similares a la cérnea, una adecuada curvatura
anterior y posterior y tener un indice de refraccidon fijo y estable; b)
requisitos histoldgicos: permitir el paso de nutrientes a su través y permitir
la colonizacion de su superficie por células epiteliales de la cérnea del
receptor. Para ello hasta la fecha se han utilizado diversos materiales como
vidrio (Linnola RJ et al., 1996), PMMA, polidimetilsiloxano o silicona
(Legeais JM et al., 1994), los cuales Unicamente cumplen los requisitos
opticos. Los ultimos intentos en la fabricacidon de queratoprétesis se centran
en la utilizacion de diversos hidrogeles unidos a un material poroso
periférico (ej. queratoprotesis AlphaCor). Estos Ultimos, y tras su
tratamiento con plasma pueden cumplir ambos tipos de requisitos (Tsuk A
etal., 1997) (Latkany R et al., 1997) (Sandeman SR et al., 2000).
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3) Resultados:

En general, las queratoproétesis han arrojado resultados desalentadores a
largo plazo, por el alto porcentaje de complicaciones (extrusiones,
endoftalmitis, glaucoma, formacién de membranas pre y retrodptica...),
reservandose su uso para casos en los que fracasa la queratoplastia, por lo
gue los investigadores han continuado la busqueda de sustitutos corneales

verdaderamente biocompatiles con el receptor.

4.2.3 PROTESIS CORNEALES BIOLOGICAS (EQUIVALENTES
CORNEALES):

4.2.3.1 INTRODUCCION:

Gracias al gran desarrollo que han experimentado en los ultimos
anos las técnicas de cultivo celular y de Ingenieria Tisular, hoy es posible
fabricar distintos tipos de sustitutos tisulares humanos a partir de células
madre obtenidas mediante pequefas biopsias del tejido a reparar (Atala A,
2000). De igual modo, los avances en la ingenieria de materiales han
posibilitado la utilizacion terapéutica de matrices basadas en fibras de
colageno, fibrina, quitosan, agarosa o acido poliglicdlico, por ejemplo,
posibilitando todos estos materiales el cultivo tridimensional de las células

de la cornea.

Diversos laboratorios que trabajan en el disefo de sustitutos
corneales mediante Ingenieria Tisular, han establecido tres criterios
mayores que deben cumplir todos los constructos corneales (Chirila TV,
1994) (Leibowitz HM et al., 1994): a) el constructo debe permanecer
estable en el ojo receptor durante largos periodos de tiempo, y no debe
actuar como un estimulo inflamatorio o inmunoldgico; b) la 6ptica central
debe ser transparente y formar una imagen de alta calidad sobre la retina;

c) el componente estromal debe permitir el crecimiento en su interior de los
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gueratocitos estromales, la produccidon y el depdsito de matriz extracelular
y estar permanentemente fijo. Otros autores han afadido varios criterios
adicionales: a) los constructos deben ser anclados mediante la colonizacion
de queratocitos y depdsito de proteinas en la interfase para desarrollar
suficiente fuerza de tensién, que mantenga el constructo en su sitio. Asi
mismo, deben tener suficiente fuerza y resistencia para poder ser suturados
y evitar asi la extrusidon; b) el componente periférico debe permitir el paso
de nutrientes a su través; c) la superficie anterior debe estar cubierta por
epitelio corneal que sea capaz de repararse ante una agresion externa; d)
la superficie posterior no debe ser atacada por células o proteinas, esto es,
no debe ser susceptible a la degradacién enzimatica ni al rechazo

inmunoldgico.

4.2.3.2 ESTADO ACTUAL DE LA INGENIERIA TISULAR DE LA
CORNEA:

Utilizando técnicas de Ingenieria Tisular, diferentes investigadores
han intentado desarrollar un sustituto eficaz de la cérnea que pudiera
implantarse sin las desventajas del transplante de cérnea heterdlogo
(Nishida K et al., 2004) (Nishida K, 2003) (Reichl S et al., 2004). Con este
objetivo, algunos investigadores han propuesto diferentes técnicas de
Ingenieria Tisular para la construccidon de equivalentes corneales de origen
animal de espesor parcial o completo, como un primer paso en el desarrollo
de un sustituto corneal humano (Alaminos M et al., 2006) (Schneider AI et
al., 1999) (Zieske JD et al., 1994) (Minami Y et al., 1993) e incluso se
estan aplicando dichos equivalentes para valorar su utilidad en el
tratamiento de diversas patologias. Asi, se estan realizando trasplantes,
gue no precisan sutura, de epitelio autélogo cultivado en cérneas tratadas
mediante queratectomia con laser Excimer con finalidad refractiva (PRK)
con la intencién de disminuir la incidencia de opacidades tipo Haze,
observandose una epitelizacidn inmediata, una disminucion de la apoptosis

de los queratocitos y una menor formacion de colageno tipo III en la

82



INTRODUCCION

interfase lo que se asocia a una menor incidencia de Haze. Estos resultados
hacen presuponer la utilidad de esta técnica para disminuir la tasa de
recidivas en pacientes sometidos a queratectomia fototerapéutica (PTK) por
distrofias corneales anteriores o para acelerar la curacion y disminuir la
incidencia de leucomas en pacientes con defectos epiteliales corneales
persistentes (Hayashida Y et al., 2006). Del mismo modo, se estan
obteniendo buenos resultados en trasplantes de endotelio cultivado que se
estan llevando a cabo en modelos animales (Koizumi N et al., 2007). E
incluso, se ha observado que en equivalentes corneales porcinos
compuestos por epitelio y estroma se produce una inervacién de los mismos
que alcanza el epitelio cuando son implantados mediante queratoplastia
lamelar profunda (Legali NS et al., 2007) (Li F et al., 2003) (Liu W et al.,
2007).

Sin embargo, aunque algunos cientificos han desarrollado
sustitutos que imitan parcialmente a la cérnea humana (Griffith M et al.,
1999), hasta la fecha no se ha conseguido desarrollar un constructo corneal
de espesor completo con las caracteristicas histoldgicas y funcionales de la
cérnea humana (Koizumi N et al., 2007). A pesar de que algunos trabajos
reflejan que es posible obtener in vitro un endotelio humano con
caracteristicas similares a las que tiene in vivo (monocapa confluente de
células poligonales unidas por zdénulas ocluyentes) (Lai JY et al., 2006), la
optimizacién de las técnicas de cultivo de las células endoteliales corneales
humanas continta siendo uno de los principales escollos que todavia tiene
que salvar la Ingenieria Tisular en su busqueda de un sustituto de la cérnea

humana de espesor completo.

4.2.3.3 BIOMATERIALES EN LA INGENIERIA TISULAR DE LA
CORNEA:

La mayoria de los sustitutos corneales se fabrican a partir de

cultivos tridimensionales de las tres estirpes celulares de la cérnea, sobre
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estromas artificiales fabricados con biomateriales (Nishida K, 2003). Un
buen biomaterial deberia ser biocompatible, transparente y consistente, vy
las células deberian poder adherirse y crecer sobre él (Miyashita H et al.,
2006). Los principales materiales utilizados para la construccion de cérneas
en laboratorio son el colageno, especialmente el tipo I, y la fibrina, aunque
también se emplean con éxito otras sustancias como son los geles de

fibrina humana y agarosa al 0,1%.

A) MATRICES DE COLAGENO:

El colageno tipo I se ha utilizado durante mucho tiempo en la fabricacion
de piel artificial, mucosa oral, cérnea y otros tejidos (Griffith M et al., 1999)
(Orwin EJ y Hubel A, 2000) (Reichl S y Miller-Goymann CC, 2003), sin
embargo, el colageno tipo I es un material costoso y tiende a contraerse y a
perder volumen cuando se cultivan células en su interior debido a la
formacién de enlaces no covalentes durante el proceso de gelificacion
(Isubuki S et al., 2007) (Porter RA et al., 1998) (Tegtmeyer S et al., 2001).
Ademas, los sustitutos corneales fabricados a partir de colageno son
blandos, poco estables presentan una escasa transparencia y tienden a
degradarse en poco tiempo (FIGURA 78) (Chen J et al., 2005) (Doillon CJ et
al., 2003) (Mufioz-Avila JI, 2006). Todo esto hace que en la actualidad se
estén haciendo intentos con colageno tipo I sometido a diversas técnicas de
entrecruzamiento (cross-linking) para intentar solventar los problemas que
ofrecen las matrices puras de colageno tipo I. Las sustancias mas
empleadas en estas técnicas de entrecruzamiento son la N-etil-N'-
(3dimetilaminopropil) carbodiamida (EDC) y la N-hidroxisuccinamida (NHS).
Los sustitutos estromales asi construidos permiten una transmisiéon de la luz
blanca similar a la de la cérnea humana y se han implantado mediante
queratoplastia lamelar anterior en cerdos, con un seguimiento medio de 1
ano. Tras este periodo, los sustitutos han permanecido transparentes y han
sufrido una colonizacién por parte de las fibras nerviosas de la cérnea
receptora (NHS) (Liu W et al., 2007) (Liu Y et al., 2006) (Vrana NE et al.,

2007). También se ha utilizado, para mejorar las propiedades de los geles
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de colageno tipo I, el entrecruzamiento fotoquimico empleando riboflavina.
Las matrices celulares asi obtenidas experimentan una menor retraccién, a
la vez que, la concentracion de riboflavina y el tiempo de exposicién a la luz
empleado, permiten una viabilidad celular mayor del 90% (Isubuki S et al.,
2007). Por otro lado, se ha comprobado que la adicién de diversos
glicosaminoglicanos al coldageno tipo I, entre los que destaca el
condroitinsulfato, consigue aumentar la transparencia de los geles de
colageno, a la vez que disminuye su retraccidn. Este Ultimo hecho se asocia
a una menor expresion de alfa actina de musculo liso (alpha-smooth muscle
actin), marcador de miofibroblastos (Orwin EJ et al., 2003). Ademas, la
estabilizaciéon proporcionada por el condroitinsulfato, puede verse reforzada
afadiendo un procedimiento de cross-linking con glutaraldehido (Doillon CJ
et al, 2003). Otra sustancia afadida al colageno tipo I para estabilizarlo es
el alcohol polivinilico. Este tipo de matrices de coldgeno con alcohol
polivinilico permiten una correcta adhesién de las células epiteliales
corneales sembradas sobre ellos y el desarrollo de un epitelio estratificado
de caracteristicas similares a las del epitelio corneal cuando el constructo se
somete a la técnica aire-liquido (Miyahsita H et al., 2006). También, con la
finalidad de mejorar la adhesidn del epitelio cultivado al sustituto estromal,
se han empleado diversos péptidos de adhesion epitelial unidos a
dendrimeros. Los dendrimeros (dendrimers) son polimeros sintéticos
tridimensionales elaborados a partir de un mondmero al que se le afiaden
nuevas ramas mediante un proceso de fabricacidn a nanoescala. Los
péptidos empleados con esta finalidad (p. ej. YIGSR, YIGSRIKVAV,
IKVAVYIGSR) se unen a los dendrimeros y estos complejos se emplean
como cross-linkers, obteniéndose asi, sustitutos estromales que favorecen
la correcta estratificacion de las células epiteliales corneales en ellos
sembradas (Duan X y Sheardown H, 2007). Frente a la EDC y al
glutaraldehido, el entrecruzamiento con dendrimeros proporciona matrices
estromales de una mayor transparencia y no posee los efectos téxicos del
glutaraldehido (Duan X y Sheardown H, 2006). En esta busqueda de un

sustituto estromal lo mas parecido posible al estroma corneal, incluso se
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han conseguido fabricar matrices de colageno tipo I con lamelas alineadas
en las que los queratocitos se disponen paralelos a las fibrillas de colageno
sometiendo al colageno a un campo electromagnético de 7 Teslas y a ciclos
sucesivos de gelificacidon-rotacion-gelificacidon (Torbet J et al., 2007). Frente
al colageno tipo I, el coldgeno tipo III parece ofrecer unas mejores
propiedades mecanicas y también puede beneficiarse de las técnicas de
entrecruzamiento. Tanto el coldgeno humano tipo I como el coldgeno
humano tipo III pueden obtenerse mediante Ingenieria Genética, lo cual
evita el riesgo de transmisién de infecciones y de reacciones inmunoldgicas

que supone la utilizacién de coldgeno animal (Liu W et al., 2008).

FIGURA 78: Equivalente corneal de espesor completo, construido en el Departamento de Histologia de
la Facultad de Medicina de Granada, sobre un sustituto estromal a base de coladgeno tipo I y empleando
células corneales de conejo. Puede observarse la escasa transparencia del constructo. (Tomado de
Mufioz Avila JI, 2006).

B) MATRICES DE FIBRINA HUMANA:

Otra sustancia propuesta como sustituto estromal para diferentes
constructos tisulares, especialmente para la piel humana, es la fibrina de
origen humano (Llames SG et al., 2004) (Meana A et al., 1998). Frente al

colageno, la fibrina ofrece varias ventajas destacando su bajo precio, su
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disponibilidad, la buena tolerancia a las células, la ausencia de la
contraccion de los constructos con ella elaborados y la posibilidad de su
obtencidon autdloga a partir de sangre del propio paciente. Sin embargo, los
geles de fibrina poseen ciertas propiedades, como son una escasa
consistencia y una transparencia limitada, que limitan su utilizaciéon en la

fabricacion de sustitutos corneales (FIGURA 79).

FIGURA 79: Gel de fibrina humana con queratocitos en su interior

preparado para su utilizacion como sustituto estromal. (Tomado de
Mufioz-Avila JI, 2006).

C) GELES DE AGAROSA Y OTRAS SUSTANCIAS:

La agarosa y otros compuestos, aunque presentan buena transparencia
y correcta consistencia para su manipulacion, son utilizados con menos
frecuencia en Ingenieria Tisular, debido al escaso crecimiento que muestran
las células estromales cuando se incluyen en hidrogeles de estos materiales
y la deficiente adhesidn de las células epiteliales corneales cultivadas sobre
ellos (FIGURA 80) (Aufderheide AC y Athanasiou AF, 2005).
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FIGURA 80: Sustituto estromal de agarosa al 2% con queratocitos
inmersos en su interior. Es apreciable la gran transparencia del sustituto
estromal. (Tomado de Mufioz-Avila JI, 2006).

D) GELES DE FIBRINA HUMANA Y AGAROSA AL 0,1%:

Como hemos dicho anteriormente, la agarosa, per se, presenta ciertos
inconvenientes que hacen de ella una sustancia poco util para la Ingenieria
Tisular de la cérnea. Sin embargo, su adicion a la fibrina humana en forma
de geles de fibrina humana y agarosa al 0,1% pueden ser una alternativa
interesante a la hora de fabricar un sustituto corneal. La agarosa mejora la
transparencia y aumenta la consistencia de las matrices de fibrina humana,
por lo que los geles de fibrina humana y agarosa al 0,1% se caracterizan
por presentar una buena transparencia y una correcta adhesion de las
células epiteliales, estromales y endoteliales, permitir ser suturados y no
experimentar la retraccién observada en las matrices puras de colageno,

ademas de resultar mas econdmicos (FIGURA 81) (Alaminos M et al., 2006).
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FIGURA 81: Equivalente corneal de espesor completo generado en el Departamento de Histologia de la
Facultad de Medicina de Granada fabricado utilizando células epiteliales, estromales y endoteliales de
conejo y empleando un gel de fibrina y agarosa al 0,1% como base del sustituto estromal. La
transparencia del constructo permite apreciar los nimeros de la guia de referencia. (Tomado de Mufioz-
Avila JI, 2006).
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OBJETIVOS

1. OBJETIVOS GENERALES:

Estudio secuencial del desarrollo y diferenciacion del epitelio de cérneas

humanas generadas en el laboratorio mediante Ingenieria Tisular.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Establecer y optimizar las condiciones de laboratorio para el cultivo

de células epiteliales y estromales de la cdrnea humana.

2. Desarrollar, en laboratorio, un modelo parcial de cérnea humana
basado en biomateriales de fibrina humana y agarosa al 0,1% mediante

Ingenieria Tisular.

3. Analizar la evolucion de las caracteristicas histoldgicas del epitelio
corneal humano generado en el laboratorio en distintos niveles de

desarrollo y maduracion.

4. Analizar las caracteristicas histoldogicas del estroma corneal humano

generado en el laboratorio.

5. Analizar mediante microarray la expresién de genes relacionados
con la sintesis de uniones intercelulares tipo desmosoma (macula
adhaerens) en el epitelio corneal humano generado en el laboratorio

mediante Ingenieria Tisular.
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6. Analizar mediante inmunofluorescencia la expresion secuencial de
proteinas relacionadas con la sintesis de uniones intercelulares tipo
desmosoma (macula adhaerens) en el epitelio corneal humano generado en

el laboratorio mediante Ingenieria Tisular.
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1. OBTENCION DE LIMBOS ESCLERO-
CORNEALES HUMANOS LIBRES DE
PATOLOGIA:

Los limbos esclero-corneales humanos, de los que se tomaron tanto las
células epiteliales corneales como los queratocitos estromales utilizados en
esta Tesis Doctoral proceden de los trasplantes de cérnea realizados en los
Hospitales Universitarios Virgen de las Nieves y San Cecilio de Granada.
Toda la metodologia empleada en esta Tesis Doctoral fue aprobada por la
Comisién de Investigacién y la Comisién de Etica del Hospital Universitario

San Cecilio de Granada y de la Universidad de Granada.

Para los procedimientos de extraccion, almacenamiento e implante se
siguieron las directrices recogidas en el protocolo para almacenamiento y
criopreservaciéon de cdrneas firmado por los Servicios de Oftalmologia y la
Coordinacién de Trasplantes de dichos hospitales y el Centro Regional de
Transfusidn Sanguinea y Banco Sectorial de Tejidos de Granada-Almeria,

(CRTS-Granada-Almeria) (Documento TEJ/PRO/06).

PROCEDIMIENTO:
1. EXTRACCION: el procedimiento de extraccién de las cérneas pudo
ser realizado de dos formas, siendo preferible la segunda:
- Extraccién directa de la cérnea.
- Enucleacién y posterior tallado de la cérnea bajo microscopio en el
quiréfano de Oftalmologia. Para su transporte desde el lugar de la
extraccion hasta el quiréfano de Oftalmologia el globo ocular fue

suspendido en una cadmara humeda (frasco de urocultivo en cuyo
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2.

interior se colocé una gasa estérii empapada en colirio de
gentamicina y suero fisioldgico 0,9% al 50%).

En ambos casos las corneas fueron extraidas junto con el limbo
esclerocorneal, introducidas en el medio de conservacién de cérneas
(Optisol®) indicando si es derecha o izquierda y enviadas al Centro
Regional de Transfusion Sanguinea y Banco de Tejidos de Granada-
Almeria junto con el protocolo de donacién correctamente
cumplimentado y las muestras sanguineas (dos tubos de

hematimetria y uno de bioquimica).

ALMACENAMIENTO:

El almacenamiento de las corneas en el Centro Regional de
Transfusion Sanguinea asegura la custodia de las mismas en
condiciones éptimas de conservacion.

En el CRTS-Granada-Almeria se comprobd toda la documentacién
recibida, registrandose y realizandose todas las determinaciones
analiticas complementarias necesarias. Si la cornea cumplia todos los
requisitos pasaba a situacion de Distribucidon a la espera de ser
implantada. El tiempo maximo para que la cérnea pase a ser apta
para distribucién es de 48-72 horas (96 horas si se trata de fin de
semana) y el tiempo total optimo desde la extraccién hasta el
implante es de 8 dias (aunque el medio de conservacion actualmente

utilizado permite su almacenamiento hasta 14 dias).

. IMPLANTE:

En cada trasplante se siguié el mismo procedimiento. Una vez
recibido en el CRTS el Informe de Solicitud de Tejido (TEJ/F/03)
firmado por el oftalmdlogo y la Autorizacion de Receptor (TEJ/F/09)
firmada por el paciente, la cérnea fue enviada en Optisol® dentro de
un embalaje isotérmico al quiréfano de Oftalmologia. En el quiréfano
se extrajeron dos muestras de sangre del receptor, se cumplimenté

el Certificado de Implante (TEJ/F/08) y se procedid al tallado con
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trépano de la cérnea para obtener el botdn corneal que iba a ser
trasplantado al paciente, introduciéndose el resto de la cérnea
(cérnea periférica y limbo esclero-corneal) de nuevo en el frasco de
Optisol®, envidndose éste a la mayor brevedad al Departamento de
Histologia para su posterior procesamiento. Las muestras de sangre y
el Certificado de Implante se enviaron al CRTS y se tomd una

muestra del liquido de conservacion que fue enviada a Microbiologia.
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2. DESARROLLO DE CULTIVOS CELULARES

PRIMARIOS A PARTIR DE CELULAS
PROCEDENTES DE LIMBOS ESCLERO-
CORNEALES HUMANOS LIBRES DE
PATOLOGIA:

Transcurrido el periodo de transporte, los rodetes corneales fueron
lavados dos veces en una solucion estérii de PBS con peniciling,
estreptomicina y anfotericina B (500 U/ml, 500 pg/ml y 1.25 pg/ml,
respectivamente) para eliminar todos los restos de sangre, fibrina, grasa o

materiales extrafios que pudieran encontrarse adheridos a los mismos.

Para obtener las células epiteliales y queratocitos estromales a partir de
los limbos esclero-corneales humanos utilizamos una técnica de aislamiento
secuencial segln se describe a continuacién. En todos los casos, las células
fueron incubadas a 37°C con un 5% de diéxido de carbono, en condiciones
estandar de cultivo celular. Los medios de cultivo fueron renovados cada

tres dias.

2.1 AISLAMIENTO Y CULTIVO DE CELULAS
EPITELIALES CORNEALES:

En primer lugar, los rodetes corneales humanos se tallaron
quirdrgicamente para separar el limbo esclero-corneal de la periferia
corneal. A continuacion, los limbos esclero-corneales se sometieron a una

digestién enzimatica en una solucion de tripsina 0,5 g/l (Gibco BRL Life
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Technologies, Karlsruhe, Alemania) durante 10 minutos a 37°C. Tras este
procedimiento de digestidon, la capa de endotelio corneal se separd
mecanicamente mediante diseccién de la membrana de Descemet bajo
magnificacion microquirdrgica. Una vez desprovistos de endotelio vy
membrana de Descemet, los limbos esclero-corneales individualizados se
examinaron bajo vision microscopica, elimindndose cualquier resto de
conjuntiva, esclerdtica, iris u otros tejidos que pudiesen contaminar o

impedir el crecimiento de las células epiteliales corneales.

Para la obtencién de cultivos primarios de células epiteliales, los limbos
esclero-corneales fueron divididos en pequefios segmentos de alrededor de
2 X 2 mmy unas 100 ym de espesor mediante fragmentacion mecanica de
los mismos en condiciones de esterilidad. Para favorecer la adhesion de los
explantes limbicos a las superficies de cultivo, dichos explantes se
depositaron boca abajo (con el epitelio en contacto directo con la superficie)
en frascos de cultivo estériles de 25 cm?2 de superficie desprovistos de
medio de cultivo. Quince minutos mas tarde, cuando los explantes se
hubieron adherido a las superficies de cultivo, se procedié a anadir el medio

de cultivo especifico para células epiteliales.

Para evitar el crecimiento no deseado de queratocitos y fibroblastos,
cuya tasa de proliferacién es habitualmente muy superior a la de las células
epiteliales de la cérnea, los explantes de limbo esclero-corneal se
sembraron y cultivaron bajo condiciones selectivas que favorecian el
crecimiento de las células epiteliales e inhibian la adhesién y la proliferacion
de las células estromales procedentes de la propia muestra. Para ello, se
empled un medio de cultivo selectivo para células epiteliales (MP), el cual
favorece preferentemente el crecimiento de las células epiteliales corneales
sobre los fibroblastos y los queratocitos. La composicién del medio MP se

detalla a continuacion:
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w

4,

. Tres partes de medio de cultivo de Dulbeco modificado por Eagle

(DMEM) (Tabla I) con L-glutamina (Sigma-Aldrich ref. D5796,
Steinhem, Alemania) y una parte de medio Ham F-12 (Sigma-

Aldrich ref. N6658, Steinhem, Alemania).

Suero bovino fetal (SBF) a concentracién final de 10% (Sigma-

Aldrich ref. F9665, Steinhem, Alemania).

Adenina (24 pg/ml) (Sigma-Aldrich ref. A9795, Steinhem,

Alemania).

Solucién antibidtica y antifungica especial para cultivos celulares

(Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe, Alemania) hasta una

concentracién final del 1% (equivalente a 100 U/ml de penicilina G,

100 pg/ml de estreptomicina y 0,25 ug/ml de anfotericina B).

. Factores de crecimiento para células epiteliales en cultivo:

Insulina (5 pg/ml) (Sigma-Aldrich ref. 12767, Steinhem, Alemania).
Triiodotironina (1,3 ng/ml) (Sigma-Aldrich ref. T5516, Steinhem,

Alemania).

Toxina colérica (8 ng/ml) (Sigma-Aldrich ref. C3012, Steinhem,

Alemania).

Hidrocortisona (0,4 pg/ml) (Sigma-Aldrich ref. HO888, Steinhem,

Alemania).

Factor de crecimiento epidérmico EGF (10 ng/ml) (Becton-Dickinson

ref. 354052, Lincoln Park, Nueva Jersey, EEUU).
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COMPONENTE

Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMFM)

Medio de cultivo de Ham F12

SALES INORGANICAS

CaCl2-2H20 0.265 0.0441
CuS04+5H20 — 0.0000025
Fe(NO3)3-9H20 0.0001 —
FeS04-7H20 — 0.000834
KCI 0.4 0.224
MgCIl-6H20 — 0.123
MgS0O4 0.09767 —
NazZHPO4 — 0.14204
NacCl 6.4 7.599
NaH2PO4 0.109 —
NaHCO3 37 1.176
ZnS04-7H20 — 0.000863
AMINQACIDOS

Glicina 0.03 0.00751
L-Alanina — 0.009
L-Arginina-HCI 0.084 0.211
L-Asparagina+H20 — 0.01501
L- Acido Aspartico — 0.0133
L-Cisteina-2HCI 0.0626 0.035
L- Acido Glutamico — 0.0147
L-Glutamina 0.584 0.146
L-Histidina-HCI-H20 0.042 0.02096
L-Isoleucina 0.105 0.00394
L-Leucina 0.105 0.0131
L-Lisina-HCI 0.146 0.0365
L-Metionina 0.03 0.00448
L-Fenilalanina 0.066 0.00496
L-Prolina — 0.0345
L-Serina 0.042 0.0105
L-Treonina 0.095 0.0119
L-Triptéfano 0.016 0.00204
L-Tirosina-2Na-2H20 0.10379 0.00778
L-Valina 0.094 0.0117
VITAMINAS

Colina 0.004 —

D- Acido Pantoténico -%4Ca 0.004 0.00048
Acido Folico 0.004 0.00132
Hipoxantina — 0.00408
Acido Linoleico — 0.0000084
mio-Inositol 0.0072 0.018
Acido nicotinico 0.004 0.000037
Piridoxina+HCI 0.004 0.000062
Riboflavina 0.0004 0.000038
Tiamina+-HCI 0.004 0.00034
Acido Tioctico — 0.00021
Timidina — 0.00073
Vitamina B-12 — 0.00136
OTROS

D-Glucosa 4.5 1.802
Fenol rojo-Na 0.0159 0.0013
Acido piruvico — 0.11
Putrescina-HCI — 0.000161

TABLA I: Composicidon quimica de los medios de cultivo DMEM y Ham F12. Valores expresados en
gramo por litro de medio de cultivo.
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2.2 AISLAMIENTO Y CULTIVO DE QUERATOCITOS
ESTROMALES:

El aislamiento de queratocitos corneales humanos se llevé a cabo a
partir de los fragmentos de cérnea humana que iban incluidos en los
rodetes corneales y que se extirparon de éstos en la fase inicial del
procesamiento de los mismos. En primer lugar, se extirp6 mecanicamente
la membrana de Descemet y el endotelio corneal. A continuacion, se
elimind la mayor parte de las células epiteliales mediante raspado con un
escarificador. Finalmente, el estroma corneal remanente se dividid en
peguenos fragmentos de aproximadamente 1 mm de longitud, los cuales se
incubaron en una solucién de colagenasa I de Clostridium hystoliticum al
2% para digerir la matriz extracelular y liberar asi los queratocitos
estromales. Los queratocitos corneales humanos asi obtenidos se
recogieron mediante centrifugacion a 1.000 rpm durante 10 minutos y se
sembraron en frascos de cultivo de 25 cm?2 de superficie en presencia de
medio de cultivo para queratocitos (MQ). El medio MQ, desprovisto de

factores de crecimiento, estaba compuesto por:

1. Medio de cultivo de Dulbecco modificado por Eagle (DMEM) (Tabla I)
con L- glutamina (Sigma-Aldrich ref. D5796, Steinhem, Alemania).

2. Suero bovino fetal (SBF) a concentracion final del 10% (Sigma-
Aldrich ref. F9665, Steinhem, Alemania).

3. Solucién antibidtica y antifungica especial para cultivos celulares

(Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe, Alemania) hasta una
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concentracién final del 1% (equivalente a 100 U/ml de penicilina

G, 100 pg/ml de estreptomicina y 0,25 pug/ml de anfotericina B).
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3. SUBCULTIVOS DE LAS CELULAS
PROCEDENTES DE LOS CULTIVOS
CELULARES PRIMARIOS DE LA CORNEA:

Una vez alcanzada la confluencia, los distintos cultivos celulares se
lavaron con PBS estéril y se incubaron en 1 ml de una solucién de tripsina
0,5 g/l y EDTA 0,2 g/l (Sigma Aldrich ref. T4799, Steinhem, Alemania) a
37°C durante 10 minutos para disgregar los mecanismos de adhesidn
celular y obtener células individualizadas y no adheridas a la superficie del
frasco de cultivo. Una vez que las células se desprendieron de la superficie
de los frascos de cultivo, se procedid a inactivar la tripsina utilizada
mediante adicién de 1 ml de medio de cultivo MP o MQ. La presencia de
abundantes proteinas séricas en los medios de cultivo MP y MQ es capaz de
inactivar la accidon proteolitica de la tripsina. Posteriormente, la solucidon
inactivada en la cual se localizaban las células desprendidas, se centrifugdé a
1.000 rpm durante 10 minutos para obtener un pellet o botén celular con
las células de interés, desechandose el sobrenadante con la tripsina. El
pellet celular se resuspendié cuidadosamente en 5 ml de medio MP o MQ y
estas células se cultivaron en frascos de cultivo de 25 6 75 cm?2 de

superficie.

Habitualmente, los cultivos de células epiteliales se expandieron hasta
aproximadamente cinco veces en nuevos frascos de cultivo, mientras que
los queratocitos estromales se expandieron hasta unas quince veces antes

de su uso para fabricar los sustitutos de corneales.
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En todos los casos, y para asegurar una adecuada viabilidad celular, la
elaboracidon de sustitutos corneales humanos se llevé a cabo utilizando

células correspondientes a los primeros subcultivos.
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4. CONGELACION DE CELULAS:

Para su conservacion a largo plazo, los cultivos confluentes de células
se procesaron y congelaron a temperatura de nitréogeno liquido. Para ello,
las células epiteliales y estromales y de los subcultivos procedentes de los
cultivos primarios se trataron con una solucion de tripsina 0,5 g/l y EDTA
0,2 g/l (Sigma Aldrich ref. T4799, Steinhem, Alemania) a 37°C durante 10
minutos para despegarlos de la superficie del frasco de cultivo. Para
neutralizar la tripsina, se afadidé una cantidad equivalente de medio de
cultivo MP o MQ (todos ellos contienen un 10% de suero bovino fetal),
obteniéndose las células separadas mediante centrifugacién a 1.000 rpm
durante 10 minutos. Tras esto, las células se mantuvieron sobre hielo y se
resupendieron en medio de congelacién celular (10% de DMSO, 10% de
suero bovino fetal y 80% de DMEM) en viales especiales para
ultracongelaciéon. Para evitar un choque térmico demasiado brusco, las
células incluidas en el medio de congelacion se congelaron a —20°C durante
las primeras 12-24 horas, pasandose a continuacién a una temperatura de
-80°C durante 24 horas y, finalmente, a un tanque con nitrégeno liquido
(inicialmente en fase vapor y después en fase liquida), donde se

almacenaron a largo plazo.
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5. ELABORACION DE UN SUSTITUTO DEL
ESTROMA CORNEAL: FABRICACION DE UN
GEL DE FIBRINA HUMANA Y AGAROSA AL
0,1%:

Para la generacidon de geles de fibrina humana y agarosa al 0,1%, se
utilizé plasma sanguineo humano congelado procedente de donantes sanos
(cedido por el Centro Regional de Transfusién Sanguinea y Banco de Tejidos
de Granada y Almeria, Espafia) siguiendo las normas y recomendaciones de
la Asociacion Espanola de Bancos de Tejidos (AEBT). La fabricacién de
dichos sustitutos estromales de fibrina humana y agarosa con queratocitos
corneales humanos se llevd a cabo utilizando una modificacidon de la técnica
previamente descrita por Meana y colaboradores (Llames SG et al., 2004)
(Meana A et al., 1998). Para ello, se utilizaron alrededor de 50.000
queratocitos procedentes de los cultivos primarios, a los cuales se
afadieron unos 5 ml de plasma sanguineo humano (equivalente a 10-12
mg de fibrindgeno). Para evitar la fibrinolisis espontédnea de los geles de
fibrina humana y agarosa, se afadieron 200 ul de &cido tranexamico
(Amchafibrin®, Fides Ecofarma, Valencia, Espafia). La reaccién de
polimerizacion de la fibrina se precipitd mediante la adicion de 1 ml de
CLCa 0,025 mM a la mezcla y se le afiadi6 una pequefia cantidad de
agarosa tipo VII especial para cultivos celulares (Sigma-Aldrich ref. A9045,
Steinhem, Alemania) disuelta en PBS y calentada hasta alcanzar el punto
de fusion. La concentracién final de agarosa en el gel fue del 0,1% (p/v).
Una vez mezclados todos los componentes, y evitando un trauma fisico
excesivo, estos geles se alicuotaron cuidadosamente en las superficies de

cultivo.
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Los geles alicuotados se dejaron en el incubador a 37°C con un 5% de
CO,, durante 2 horas para que coagularan. Después de este tiempo se

cubrieron con 10 ml de medio de cultivo MQ.
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6. CONSTRUCCION DE UN EQUIVALENTE
DE CORNEA HUMANA COMPUESTO POR
EPITELIO Y ESTROMA MEDIANTE
INGENIERIA TISULAR:

La construccién de equivalentes corneales organotipicos se llevd a cabo
en sistemas de cultivo Transwell® con membranas porosas de 0,4 um
(Costar, Corning Inc., Corning, Nueva York, EEUU) de modo secuencial.
Para ello, en primer lugar, se elaboré un sustituto estromal directamente
sobre las superficies de cultivo y, posteriormente, en un segundo tiempo,

se fabricd un equivalente epitelial corneal en la superficie del mismo.

Los sistemas de cultivo Transwell® sobre los que se construyeron los
equivalentes corneales humanos estdan compuestos por una placa estéril de
6 pocillos en el interior de los cuales se aloja una pieza de plastico mévil
cuya base estad formada por una membrana porosa y permeable de nylon o
policarbonato (FIGURA 82). El tamafo de estos poros permite a los nutrientes
pasar a través de la membrana de la placa pero evita la migracién de las

células de un compartimento a otro.
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FIGURA 82: Sistema de cultivo Transwell® con membranas porosas de 0,4 um (Costar,

Corning Inc., Corning, Nueva York, EEUU).

Para la construccién de los equivalentes corneales artificiales de
espesor parcial mediante Ingenieria Tisular, en primer lugar se procedié a
fabricar un sustituto estromal sobre la membrana porosa de los insertos
Transwell®. Para ello, se empled como sustituto estromal una matriz de
fibrina humana y agarosa al 0,1% con queratocitos embebidos en su
interior, segun se describid en el apartado anterior. Seguidamente, una vez
solidificados los sustitutos estromales 24 horas mas tarde, se tripsinizaron
los cultivos primarios de epitelio corneal, cultivandose las células epiteliales
individualizadas sobre las superficie de los sustitutos estromales en medio
MP (unas 500.000 células en cada caso). Finalmente, 15 dias después de
establecer el cultivo epitelial sobre el sustituto estromal, se utilizé en
algunos casos la técnica de cultivo denominada interfase aire-liquido para
favorecer la diferenciacion y estratificacion epitelial (Reichl S y Miiller-
Goymann CC, 2003). Para ello, se afiadié medio de cultivo MP al depdsito
inferior del sistema, pero no al superior, que se expuso directamente al

aire. Esta técnica aire-liquido se mantuvo durante 15 dias mas (FIGURAS3).
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Sustituto Cultivo de células Cultivo Sustituto
estromal con epiteliales sobre aire-liquido corneal de
queratocitos el sustituto espesor parcial

estromal

FIGURA 83: Esquema de la fabricacion de sustitutos corneales empleando una técnica secuencial sobre

sistemas de cultivo porosos Transwell®.
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7. EVALUACION MICROSCOPICA DE LOS
EQUIVALENTES CORNEALES:

En esta Tesis Doctoral hemos analizado diferentes tipos de sustitutos de
la cérnea humana de espesor parcial generados en laboratorio mediante
Ingenieria Tisular, en concreto, se analizaron sustitutos corneales
compuestos por estroma y epitelio en distintos grados de maduracion y

desarrollo, tal y como se muestra a continuacién:

1. Cérneas inmaduras con una capa de células epiteliales.
2. Corneas inmaduras con 2-3 capas de células epiteliales.
3. Cdérneas inmaduras con 6-7 capas de células epiteliales.

4. Cérneas maduras tras cultivo aire-liquido.

Como control normal se utilizaron corneas humanas nativas

procedentes de donantes sanos.

7.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA
MICROSCOPIA OPTICA:

Para el andlisis de los tejidos mediante microscopia Optica, los
diferentes sustitutos corneales y las cdrneas humanas nativas se fijaron en
formaldehido al 4% tamponado y se deshidrataron en concentraciones
crecientes de etanol (70, 80, 96 y 100%). A continuacion, el etanol se
sustituyd por xileno y las muestras fueron incluidas en bloques de parafina.

Una vez enfriados los bloques, se obtuvieron secciones transversales de 4

111



MATERIALES Y METODOS

MM de espesor que se tifleron con hematoxilina y eosina para su examen

histolégico mediante el microscopio optico.
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7.2 PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA
MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO Y
TRANSMISION:

7.2.1 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO:

Para el estudio de los tejidos mediante microscopia electrdonica de
barrido, las muestras se fijaron en glutaraldehido al 3% en tampoén fosfato
0,1 M (pH 7.2) a 4°C durante 4-6 horas, lavandose a continuacién dos
veces en tampén fosfato 0,1 M (pH 7,2) a 4°C. Tras la fijacién, las
muestras se deshidrataron en concentraciones crecientes de acetona (30,
50, 70, 95 y 100%), desecandose por completo mediante el método del
punto critico (Fernandez-Segura, 1999). Este método consiste en la
sustitucién de la acetona tisular, junto con cualquier resto de agua que
pudiese quedar en las muestras, por CO; liquido en frio. A continuacién, el
CO, es evaporado a baja presion, aumentandose progresivamente Ila
temperatura, hasta que la muestra queda desecada por completo. Una vez
desecados, los tejidos fueron recubiertos por dtomos de oro y analizados en
un microscopio electrénico de barrido FEI Quanta 200 utilizando el modo de

alto vacio.

7.2.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION:

Para el andlisis ultraestructural mediante microscopia electrénica de
transmisidn, las muestras se fijaron, lavaron y deshidrataron como se
describié para microscopia electronica de barrido. Posteriormente, las

muestras se incluyeron en resina de Spurr durante 24 horas a 4°C,

113



MATERIALES Y METODOS

utilizando como agente intermedio el 6xido de propileno. Tras este periodo
de tiempo, se procedié a la polimerizacion de la resina durante 2 horas a
60°C.

Finalmente, se realizaron cortes ultrafinos de 100 nm de espesor de
las muestras incluidas en resina, utilizando para ello un ultramicrotomo
Reichter Ultracut. EI montaje de las secciones ultrafinas se realizdé sobre
rejillas de cobre de malla 300 y tefidas con acetato de uranilo al 2% en
agua destilada durante 10 min y citrato de plomo durante 5 min, de
acuerdo con la metodologia descrita por Reynolds (1963). La observacién

se llevo a cabo con un microscopio electrénico de transmision Zeiss EM902

(Oberkochem, Alemania) (FIGURA 84).

FIGURA 84: Microscopio electrénico de barrido FEI Quanta 200 utilizado en esta Tesis Doctoral.
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8. ANALISIS DE EXPRESION GENICA
MEDIANTE MICROARRAY:

Para el analisis de expresidn génica se extrajo el ARN total de los
cultivos corneales primarios de células epiteliales y queratocitos estromales
humanos y del epitelio de los equivalentes corneales humanos maduros
utilizando el sistema comercial Qiagen RNeasy System® (Qiagen,
Mississauga, Ontario, Canadd). Una vez extraido el ARN se comprobd su
integridad y su calidad mediante visualizacion directa del ARN ribosédmico
de 28 y 18S en ARN total separado mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1,2% vy tincidon con bromuro de etidio, asi como mediante el
sistema de andlisis Agilent® (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara,
California, EEUU).

Para el analisis, todos los ARN fueron transformados en ADNc
mediante una transcriptasa inversa (Superscript 1I, Life Technologies, Inc.,
Carlsbad, California, EEUU) con un oligonucledtido rico en colas de timina
(T7-polyT primer), el cual permitidé la amplificacidn de cualquier ARN

mensajero presente en la célula.

A continuacién, se sintetizaron los ARNc correspondientes a todos los
ADNc mediante transcripcidn in vitro, utilizando para ello UTP y CTP
marcados con biotina (Enzo Diagnostics, Farmingdale, Nueva York, EEUU).
Una vez sintetizados, y para favorecer la hibridacién, estos ARNc se
fragmentaron quimicamente afiadiendo una concentracién elevada de sales

y altas temperaturas.
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Finalmente, los ARNc marcados y fragmentados se hibridaron frente a
los chips que constituyen el sistema de microarray Affymetrix Human
Genome U133 plus 2.0® de la casa comercial Affymetrix durante 16 horas a
450C. Tras un proceso totalmente estandarizado y automatizado, los chips
se lavaron y se escanearon para obtener valores absolutos de expresion
génica expresados en una escala arbitraria. Todos los valores de expresion
se normalizaron utilizando el programa informatico Affymetrix Microarray

Suite 5.0® suministrado por la casa comercial Affymetrix.
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9. INMUNOFLUORESCENCIA:

Para evaluar la expresion de proteinas especificas en los controles y en
los constructos de cérnea generados en el laboratorio, se utilizaron técnicas
de inmunofluorescencia sobre dichos tejidos, tal como se describe a

continuacion:

En primer lugar, para llevar a cabo la inmunofluorescencia, se utilizaron
secciones de 4 um de espesor de los diferentes tejidos corneales incluidos
en parafina. Una vez obtenidas las secciones de tejido, se procedié a
eliminar la parafina de los portaobjetos mediante inmersion en xileno
durante 10 minutos (3 veces), sustituyéndose a continuacion el xileno por
concentraciones decrecientes de etanol (100, 96, 80 y 70% de etanol) vy,

finalmente, por agua destilada para rehidratar las muestras.

Posteriormente, las muestras se incubaron en peréxido de hidrégeno

(H,0,) al 3% durante 10 minutos para eliminacion de las peroxidasas

enddgenas que pudiesen existir en el tejido, lavandose en agua a
continuacion. Una vez extinguida la actividad peroxidasa de los tejidos, se
procedid a exponer los epitopos de las proteinas presentes en la muestra
mediante incubacién en tampdn citrato 0,01 M (pH 6,0) (Vitro, S.A. ref.
MAD-004071R-5, Espafia) a 98°C durante 3 minutos, lavandose los
portaobjetos a continuacidn con abundante agua destilada. Después de
enfriar las muestras, éstas se incubaron durante 15 minutos en una
solucidon de prehibridacion compuesta por albumina sérica bovina al 2%
(Sigma-Aldrich ref. A4919, Steinhem, Alemania) y suero normal de caballo
al 1% (Vector Laboratories ref. S-2000, Burlingame, California, EEUU) en
PBS con un 0,5% de tritdn X-100 (Sigma-Aldrich ref. 234729, Steinhem,

Alemania). La solucion de prehibridacion juega un importante papel a la
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hora de evitar la hibridacion del anticuerpo primario a los componentes

inespecificos de la muestra.

Para la identificacién de células con expresion especifica de las
proteinas de interés, se utilizaron los anticuerpos primarios que se detallan
en la Tabla II. Todos los anticuerpos primarios se diluyeron en solucién de
prehibridacién (diluciones en Tabla II). La incubaciéon frente a los
anticuerpos primarios se llevé a cabo en camara humeda durante 2 horas a

temperatura ambiente o bien durante toda la noche a 4°C.

Posteriormente, se lavaron las muestras con PBS y se incubaron con
anticuerpos secundarios anti-ratdbn marcados con FITC o anti-conejo
marcados con CY3 a dilucién 1:100 durante 30 minutos (Tabla II). Tras
varios lavados, los nucleos celulares se contratineron con DAPI y las
muestras se cubrieron con cubreobjetos de vidrio. Para el andlisis de los

tejidos asi procesados, se utilizd un microscopio confocal Leica DMI6000.
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ANTICUERPO

Placoglobina

CASA COMERCIAL

Abcam
(Cambridge, Reino Unido)

ORIGEN

DILUCION

Desmogleina 3

Abcam
(Cambridge, Reino Unido)

Desmoplaquina

Abcam
(Cambridge, Reino Unido)

Ac. secundario

anti-raton

Abcam
(Cambridge, Reino Unido)

Ac. secundario

anti-conejo

Abcam
(Cambridge, Reino Unido)

TABLA II: Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en esta Tesis Doctoral.
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1. GENERACION DE CULTIVOS PRIMARIOS DE
CELULAS CORNEALES HUMANAS:

1.1 CULTIVO DE CELULAS EPITELIALES HUMANAS:

Las células de epitelio corneal humano fueron obtenidas a partir de
limbos esclerocorneales humanos procedentes de trasplantes de cérnea
realizados en los Hospitales Universitarios Virgen de las Nieves y San Cecilio
de Granada, las cuales se cultivaron usando medios y técnicas de cultivo
estandar (medio MP con diversos factores de crecimiento). Los limbos
esclero-corneales se dividieron en fragmentos de alrededor de 2 X 2 mm,
los cuales se cultivaron directamente sobre frascos de cultivo en ausencia

de células de soporte 3T3.

Utilizando los los métodos y técnicas descritos en el apartado
“Materiales y Métodos” de esta Tesis Doctoral, las células de epitelio corneal
tendieron a migrar desde los fragmentos de los limbos esclero-corneales
procesados alrededor del 5° dia de cultivo (5,67+3,06 dias) (FIGURA 85),
alcanzando la confluencia y formando una monocapa de células después de
unos 22 dias de cultivo (22,33+5,13 dias) (FIGURAS 86 y 87). Una vez
cultivadas, las células de epitelio corneal mostraron una morfologia tipica,

redondeada, poliédrica o con forma de adoquin.
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Limbo
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corneal
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FIGURA 85: Cultivo de células epiteliales corneales humanas a partir de un fragmento de limbo esclero-
corneal. Imagen obtenida mediante microscopia de contraste de fases a los 5 dias de cultivo en ausencia
de células alimentadoras 3T3. Puede verse como comienzan a migrar y proliferar las células epiteliales

desde el segmento limbico.

FIGURA 86: Microscopia optica de contraste de fases: Cultivo de células epiteliales humanas a partir de
un fragmento de limbo esclero-corneal en ausencia de células alimentadoras 3T3. Imagen obtenida a los
23 dias de cultivo (cultivo confluente). Puede observarse la transicion entre cérnea (C) y esclerdtica (E)
a nivel del fragmento de limbo. La barra de escala indica 100 pm.
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FIGURA 87: Aspecto a mayor aumento de un cultivo confluente de células epiteliales humanas
cultivadas en ausencia de células alimentadoras 3T3. Las células presentan una morfologia tipica
redondeada, poliédrica o en adoquin. La barra de escala indica 200 pm.

123



RESULTADOS

CULTIVO DE QUERATOCITOS ESTROMALES
HUMANOS:

Los queratocitos estromales se obtuvieron a partir del estroma
corneal periférico que iba incluido en los rodetes corneales humanos
procedentes de las queratoplastias penetrantes llevadas a cabo en los
Hospitales Universitarios Virgen de las Nieves y San Cecilio de Granada. El
tejido estromal se fraccion6 en explantes de 1 mm de longitud, que se
cultivaron en medios de cultivo celular exentos de factores de crecimiento

(medio MQ) y empleando técnicas de cultivo celular estandar.

En cultivo, las células estromales obtenidas a partir de cérneas
humanas mostraron una morfologia alargada, fusiforme o estrellada,
ofreciendo un buen nivel de crecimiento (FIGURA 88). LOS queratocitos
migraron desde los explantes en poco tiempo, alcanzando la confluencia
alrededor del 13° dia de cultivo (13,33%+1,53 dias). En -cultivo, los
queratocitos estromales presentan una tasa de proliferacién superior a la de
las células del epitelio corneal, razén por la cual cuando ambos tipos
celulares coexistieron en el mismo cultivo los queratocitos acabaron por

desplazar a las células epiteliales.
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FIGURA 88: Cultivo subconfluente de queratocitos corneales humanos. Imagen obtenida mediante

microspio de contraste de fases tras 7 dias de cultivo. La barra de escala indica 200 pm.
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2. GENERACION DE SUSTITUTOS CORNEALES
DE ESPESOR PARCIAL MEDIANTE
INGENIERIA TISULAR:

En esta Tesis Doctoral, hemos conseguido elaborar sustitutos de la
céornea humana de espesor parcial, compuestos por estroma y epitelio,
mediante Ingenieria Tisular. Para ello, hemos utilizado un sistema basado
en el empleo de soportes porosos que permiten, de forma efectiva, el paso
de los nutrientes y factores de crecimiento desde el medio de cultivo hacia
los espacios superiores. En primer lugar, fabricamos un sustituto estromal
en los compartimientos superiores de los insertos porosos. Como sustituto
del estroma corneal elaboramos un gel de fibrina humana al que se anadio
agarosa hasta alcanzar una concentracién final del 0,1%. Una vez
solidificados, estos geles presentaron una transparencia adecuada y una
consistencia que permitié una correcta manipulacién de los mismos. Los
queratocitos incluidos en los geles de fibrina humana y agarosa al 0,1%
mostraron una morfologia alargada o estrellada y se encontraban
distribuidos de forma homogénea en el sustituto estromal. En ninguno de
los casos se observé retraccion ni pérdida de volumen de los equivalentes
estromales asi generados. En segundo lugar, se desarrollé eficazmente un
epitelio corneal humano en la superficie de los constructos mediante

subcultivo de células epiteliales corneales a este nivel.
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3.EVALUACION MICROSCOPICA DE
EQUIVALENTES CORNEALES DE ESPESOR
PARCIAL:

La evaluacion microscépica de los equivalentes corneales humanos de
espesor parcial generados mediante Ingenieria Tisular se llevd a cabo
mediante microscopia Optica, microscopia electrénica de barrido y
microscopia electrénica de transmisién. Tanto el componente epitelial como
el componente estromal de los constructos se analizd mediante estas
técnicas. Los equivalentes se evaluaron en distinto grado de maduracion y

desarrollo, utilizandose como control cérneas humanas nativas.

3.1 EVALUACION MICROSCOPICA DEL COMPONENTE
EPITELIAL:

A) MICROSOCOPIA OPTICA:

Una vez sembradas las células epiteliales sobre los sustitutos
estromales, los constructos se mantuvieron sumergidos en medio de cultivo
MP durante 15 dias. Durante este tiempo, se formdé una monocapa de
células epiteliales sobre los sustitutos estromales que, progresivamente y a
lo largo de las dos semanas siguientes, dio paso a la formacién equivalentes
epiteliales estratificados compuestos por 2-3 capas celulares inicialmente y
6-7 capas celulares mas adelante. Pasados estos 15 dias, los constructos se
sometieron a cultivo aire-liquido durante otros 15 dias. Transcurrido este
tiempo, el estudio de los equivalentes corneales mostré la existencia de un
epitelio plano estratificado de caracteristicas muy similares a las del epitelio

humano nativo (FIGURA 89).
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FIGURA 89: A) Equivalente corneal humano compuesto de estroma y epitelio tras cultivo aire-liquido

observado mediante microscopia oOptica. B) Detalle, a mayor aumento, del componente epitelial del

constructo. La barra de escala indica 100 pm.

B) MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO:

La evaluacion mediante microscopia electréonica de barrido
demostré la presencia de una barrera epitelial en la superficie de los
constructos desde las fases iniciales, la cual estaba compuesta por un
epitelio confluente que se extendia a lo largo de toda la superficie del
constructo. Del mismo modo, las células epiteliales superficiales mostraron
una morfologia aplanada, con abundantes microvellosidades en su
superficie y siendo visible un fendmeno de descamacion celular similar al

observado en la cornea humana nativa (FIGURA 90).
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FIGURA 90: Epitelio de los constructos corneales humanos analizado mediante microscopia

electrénica de barrido. Son visibles algunas células en fase de descamacién en la superficie
epitelio.

C) MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION:

El analisis ultraestructural de los sustitutos corneales mediante
microscopia electrénica de transmisién en distintos momentos de su
desarrollo puso de manifiesto la progresiva aparicion y maduracién de
numerosas uniones intercelulares entre las células epiteliales de los
constructos corneales (FIGURA 91). Los constructos corneales inmaduros con
una capa de células epiteliales no mostraron uniones intercelulares. La
presencia de uniones intercelulares inmaduras se detectd en el momento en
que el epitelio corneal de los equivalentes comenzd a estratificarse.
Finalmente, los sustitutos maduros, tras 15 dias de cultivo aire-liquido,
presentaron numerosas y bien desarrolladas uniones intercelulares. Dentro

de estas uniones las mas abundantes fueron los desmosomas, lo que

129



RESULTADOS

sugiere el epitelio corneal generado mediante Ingenieria Tisular en estas
condiciones puede constituir una barrera frente a las agresiones externas

similar a la del epitelio corneal nativo.

FIGURA 91: Fotografias tomadas mediante MET del epitelio de los sustitutos corneales de espesor

parcial. La figura A muestra dos células epiteliales pertenecientes a un equivalente corneal inmaduro
con dos capas de células epiteliales. La figura B corresponde a un constructo maduro, tras 15 dias de
cultivo aire-liquido, son visibles tres células epiteliales. Las flechas sefialan uniones intercelulares tipo
macula adherente, las cuales son mucho mas abundantes y estan mejor configuradas en la figura B. La

barra de escala indica 1 pm.
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3.2 EVALUACION MICROSCOPICA DEL COMPONENTE
ESTROMAL:

La observacién mediante microscopia electrénica de barrido y de
transmisidon del componente estromal de los sustitutos corneales fabricados
en el laboratorio, mostré una distribucion homogénea de los queratocitos
humanos dentro de los geles de fibrina humana y agarosa al 0,1% vy la
ausencia de retracciéon de los mismos. De igual modo, los queratocitos
inmersos en estos geles conservaron una estructura similar a la que
exhiben en las coérneas nativas, mostrando numerosas prolongaciones
laterales que les conferian una morfologia estrellada. El crecimiento y la
tasa de proliferacion de los queratocitos inmersos en la matriz extracelular
fueron muy activos. Por otro lado, el volumen y la naturaleza de la matriz
extracelular no se modificé a lo largo del tiempo, no existiendo contraccién

del constructo (FIGURA 92).

e
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FIGURA 92: Constructo corneal humano de espesor observado mediante microscopia dptica. Abajo,

detalle del componente estromal. La barra de escala indica 100 pm.
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4. ANALISIS DE EXPRESION DE GENES
RELACIONADOS CON DESMOSOMAS
MEDIANTE MICROARRAY:

La expresién de genes relacionados con la sintesis de uniones
intercelulares tipo desmosoma se evalué mediante los chips del sistema de
microarray Affymetrix Human Genome U133 plus® de la casa comercial
Affymetrix y se normalizd utilizando el programa informatico Affymetrix
Microarray Suite 5.0® suministrado por la casa comercial Affymetrix. En
esta Tesis Doctoral hemos evaluado la expresiéon del ARNm responsable de
la sintesis uniones intercelulares tipo desmosoma, en concreto, el andlisis
de expresidn génica mediante microarray nos permitid cuantificar la
expresion de desmocolina 1, 2 y 3, desmogleina 1, 2 y 3, desmoplaquina,
placoglobina y placofilina 1, 2, 3 y 4, tanto a nivel de los equivalentes
corneales, como en los cultivos primarios de las células epiteliales corneales
y queratocitos estromales humanos establecidos a partir de las cérneas
nativas tomadas como control (Tabla III). A continuacién, seleccionamos
una proteina correspondiente a cada unidad estructural del desmosoma
(placa densa, proteinas transmembrana y proteinas de unién) como modelo
de estudio del comportamiento de los desmosomas en los distintos
sistemas bioldgicos estudiados, asi elegimos la desmoplaquina (principal
constituyente de la placa densa desmosdémica), la desmogleina 3 (una de
las proteinas transmembrana que permite la unién intercelular a nivel de la
macula adherente) y la placoglobina (proteina intermediaria entre las
proteinas transmembrana del desmosoma, desmogleina y desmocolina, y la

desmoplaquina).

De este modo, pudimos comprobar que la expresion de ARNmM

codificante de placoglobina en los constructos corneales humanos
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sometidos a cultivo aire-liquido fue similar a la encontrada en los cultivos
primarios de epitelio corneal humano (2198,45+495,75 unidades de
fluorescencia en constructos vs. 2122,70+59,68 unidades de fluorescencia

en cultivos primarios).

La expresion de ARNm codificante de desmogleina 3 fue mayor en los
constructos sometidos a cultivo aire-liquido que en los cultivos primarios
epiteliales (3488,50+£877,45 unidades de fluorescencia en constructos vs.

2121,80+52,33 unidades de fluorescencia en cultivos primarios).

Finalmente, la expresion de ARNm codificante de desmoplaquina fue
superior en los constructos sometidos a cultivo aire-liquido a la hallada en
los cultivos primarios de epitelio corneal (4721,15+601,54 unidades de
fluorescencia en constructos vs. 2964,70+£979,91 unidades de fluorescencia

en cultivos primarios) (Tabla IV).

Adicionalmente, los cultivos primarios de células epiteliales humanas
mostraron una expresion de los tres genes estudiados al menos seis veces
mayor que los cultivos primarios de queratocitos estromales humanos. La
expresidon de placoglobina en los cultivos primarios de queratocitos
corneales humanos fue de 20,70+3,68 unidades de fluorescencia; la
expresion de desmogleina 3 en los cultivos primarios de queratocitos fue
6,92+2,16 unidades de fluorescencia; finalmente, la expresion de
desmoplaquina en los cultivos primarios de queratocitos fue 486,90+488,05

unidades de fluorescencia (Tabla IV).
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NOMBRE DEL
GEN

Desmocolina 1

siMBOLO
DEL GEN

MEDIA Y DESV. TiPICA
DE CONSTRUCTOS

6,70+/-7,50

MEDIA Y DESV. TIPICA
DE CULTIVOS
PRIMARIOS DE
EPITELIO

9,80+/-6,93

MEDIA Y DESV. TIPICA
DE CULTIVOS
PRIMARIOS DE
QUERATOCITOS

0,50+/-0,14

Desmocolina 2

903,67+/-137,18

1326,53+/-196,15

7,72+/-5,77

Desmocolina 3

983,18+/-272,98

689,93+/-80,93

8,58+/-2,79

Desmogleina 1

172,55+/-72,90

32,90+/-42,99

1,40+/-1,41

Desmogleina 2

686,68+/-205,59

1890,73+/-174,62

16,35+/-17,18

Desmogleina 3

3488,50+/-877,45

2121,80+/-52,33

6,93+/-2,16

Desmoplaquina

4721,15+/-601,45

2964,70+/-979,91

486,90+/-488,05

Placoglobina
(junction
placoglobin)

2198,45+/-495,75

2122,70+/-59,68

20,70+/-3,68

Placofilina 1

364,80+/-88,18

213,08+/-103,13

1,68+/-1,17

Placofilina 2

176,83+/-78,24

166,73+/-32,00

10,53+/-8,17

Placofilina 3

265,10+/-93,90

361,80+/-2,83

17,53+/-5,13

Placofilina 4

95,75+/-14,00

119,56+/-8,75

69,85+/-5,16

TABLA III: Valores normalizados (media y desviacion tipica) de la expresién de genes relacionados con

la sintesis de desmosomas estudiados en esta Tesis Doctoral, cuantificacion realizada mediante

microarray.
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5000
4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

Media de cultivos primarios de queratocitos
estromales humanos

Media de cultivos primarios de células
epiteliales de cé6rnea humana

Media de constructos corneales humanos

PLACOGLOBINA DESMOGLEINA 3 DESMOPLAQUINA

TABLA 1IV: Expresion media de ARNm de genes responsables de la sintesis de placoglobina,

desmogleina 3 y desmoplaquina en constructos corneales humanos tras 15 dias de cultivo aire-liquido,

en cultivos primarios de epitelio corneal humano y en cultivos primarios de queratocitos estromales

humanos (Valores normalizados).
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5. ANALISIS DE EXPRESION DE PROTEINAS
RELACIONADAS CON DESMOSOMAS
MEDIANTE INMUNOFLUORESCENCIA:

De todas las proteinas estudiadas por microarray en este trabajo, se
seleccionaron tres proteinas tipicas de las tres unidades estructurales del
desmosoma. Asi, se eligié la desmogleina 3 como ejemplo de las proteinas
transmembrana del desmosoma, la desmoplaquina por ser el principal
constituyente de la placa densa desmosémica y la placoglobina por ser el
elemento intermediario entre las dos anteriores. La deteccidon de dichas
proteinas a nivel del epitelio de los constructos corneales y de las cérneas
humanas nativas empleadas como control se realizd mediante

inmunofluorescencia.

De este modo, pudimos comprobar que las coérneas nativas control
mostraron una elevada expresion de las tres proteinas en todos los
estratos del epitelio, siendo mayor esta expresidon en la zona media del

epitelio, es decir, en las capas de células alares (FIGURA 93).

DESMOPLAQUINA DESMOGLEINA 3 PLACOGLOBINA

FIGURA 93: Corneas humanas control. Deteccion de desmoplaquina, desmogleina 3, y placoglobina a

nivel epitelial mediante inmunofluorescencia. La barra de escala indica 30 um.
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En segundo lugar, el analisis de los constructos corneales demostrd que
la expresion de las distintas proteinas que constituyen el desmosoma se
correlacioné de forma directa con el estadio de maduracidn de los
diferentes constructos corneales. Asi, en la etapa de equivalentes corneales
inmaduros con una capa de células epiteliales no observamos expresion de
placoglobina ni de desmogleina 3, siendo muy débil la expresién de

desmoplaquina (FIGURA 94).

DESMOPLAQUINA DESMOGLEINA 3 PLACOGLOBINA

FIGURA 94: Constructos corneales humanos inmaduros con epitelio compuesto por una capa celular.

Expresion de desmoplaquina, desmogleina 3 y placoglobina a nivel epitelial, deteccion realizada

mediante inmunofluorescencia. La barra de escala indica 30 pm.

Posteriormente, en los equivalentes corneales inmaduros con 2-3 capas
de células epiteliales no detectamos la presencia de placoglobina, pero si
hallamos una expresion difusa de desmogleina 3 y desmoplaquina (FIGURA

95).

DESMOPLAQUINA DESMOGLEINA 3 PLACOGLOBINA

FIGURA 95: Constructos corneales humanos inmaduros con epitelio compuesto por 2-3 capas celulares.

Expresion de desmoplaquina, desmogleina 3 y placoglobina a nivel epitelial evaluada mediante

inmunofluorescencia. La barra de escala indica 30 pm.
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Tras 15 dias de cultivo de los constructos en medio liquido, el epitelio
de éstos, compuesto por 6-7 capas celulares, expresd las tres proteinas
buscadas, pero a diferencia del epitelio corneal nativo la expresidon de estas

proteinas no fue mayor en los estratos de células alares sino que fue mayor

en la mitad apical del epitelio (FIGURA 96).

DESMOPLAQUINA DESMOGLEINA 3 PLACOGLOBINA

FIGURA 96: Constructos corneales humanos con epitelio inmaduro compuesto por 6-7 capas celulares.

Expresion de desmoplaquina, desmogleina 3 y placoglobina. Deteccién realizada mediante

inmunofluorescencia. La barra de escala indica 30 pm.

Finalmente, los sustitutos corneales sometidos a cultivo aire-liquido
presentaron un epitelio cuyo patron de expresion de placoglobina,
desmogleina 3 y desmoplaquina fue similar al observado en epitelio corneal
nativo, es decir, con una mayor expresion de las tres proteinas en los
estratos de células alares y una expresion relativamente menor en las

capas basales y apicales (FIGURA 97).

DESMOPLAQUINA DESMOGLEINA 3

FIGURA 97: Constructos corneales humanos maduros, tras cultivo aire-liquido. Deteccion de

PLACOGLOBINA 3

desmoplaquina, desmogleina 3 y placoglobina mediante inmunofluorescencia. La barra de escala indica

30 um.
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DISCUSION

1. UTILIDAD DE LOS EQUIVALENTES
CORNEALES FABRICADOS EN
LABORATORIO MEDIANTE INGENIERIA
TISULAR:

En la actualidad, la queratoplastia penetrante constituye la técnica
quirurgica empleada con mayor frecuencia en el tratamiento de la patologia
corneal grave (Borene ML et al., 2004). No obstante, el trasplante de
cornea de espesor completo presenta varios inconvenientes, entre los que

destacan los siguientes:

A) DISPONIBILIDAD DE CORNEAS PARA TRASPLANTE:

A pesar de los esfuerzos de las autoridades sanitarias y de la
concienciacién de la poblacion, a dia de hoy, la disponibilidad de érganos
y tejidos para trasplante es menor que la demanda existente, lo que se
traduce en listas de espera cada vez mas extensas. El trasplante de
cornea no constituye una excepcién a esta realidad, y ademas, la
expansidn que actualmente estd sufriendo la cirugia refractiva corneal
(Lamparter J] et al., 2005), puede empeorar aun mas esta situacidon en
un futuro relativamente préximo, ya que las cérneas sometidas a este
tipo de tratamiento no son aptas para trasplante (Ousley PJ y Terry MA,
2002). En los paises con bajo nivel de desarrollo, aunque no existe el
problema de la cirugia refractiva, razones de indole religiosa y cultural y
la deficiente infraestructura sanitaria son las principales responsables de

la limitada disponibilidad de cérneas para trasplante.

B) POSIBILIDAD DE RECHAZO DEL INJERTO:
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El origen heterdlogo de los implantes corneales es la causa de una
de las complicaciones mas frecuentes y graves de la queratoplastia
penetrante, el rechazo inmunolégico del injerto. Este rechazo es el
resultado de una reaccidon inmunoldgica dirigida frente a los antigenos
del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (HLA) presentes en los tres
tipos de células presentes en la cérnea. El rechazo puede ser epitelial,
frente a los queratocitos estromales o endotelial, siendo este ultimo el
mas grave de los tres, ya que ocasiona una pérdida de células
endoteliales que, al ser irreversible, y dada la baja tasa de proliferacién
de las células endoteliales en el humano adulto, puede provocar un
edema crénico del injerto y por tanto el fracaso de éste (Coster DJ y
Williams KA, 2005).

C) POSIBILIDAD DE TRANSMISION DE ENFERMEDADES DEL DONANTE
AL RECEPTOR:

Aunque los protocolos de los diferentes Bancos de Tejidos y Organos
incluyen la realizacién de serologias y de reaccion en cadena de la
polimerasa frente a distintas enfemedades infecciosas a los donantes,
existen infecciones que pueden asociarse al trasplante de cérnea y cuya
deteccidn, en ocasiones, escapa a este control. Revisando la literatura
publicada sobre esta cuestién, encontramos casos de transmisidon de
diferentes virus como son, virus de la Inmunodeficiencia Humana
Adquirida (Caron MJ and Wilson R, 1994), virus de la Hepatitis B y C
(Hoft RH et al., 1997), virus de la Rabia (Houff SA et al., 1999) y virus
del Herpes Simple (Robert PY et al., 2005), de enfermedad de
Creutzfeld-Jakob y otros priones (Heckmann JG et al., 1997) (Hogan RN
et al., 1999) (Kennedy RH et al., 2001), de diferentes parasitosis como
son la enfermedad de Chagas (Herrera L et al., 2006) y de bacterias y
hongos acantonados en la cérnea (Hassan SS et al., 2008) (Schotveld
JH et al., 2005). Por otra parte, también es posible la transmision de
enfermedades no infecciosas al receptor, como es el caso de

degeneraciones y distrofias corneales en etapas iniciales (Borderie VM et
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al., 2001) y de ciertos tumores oculares que afectan a la superficie
ocular o al segmento anterior (Mc George AJ et al., 2002). Diferentes
estudios con cdérneas procedentes de pacientes con melanomas
coroideos primarios confinados al segmento posterior y con corneas
procedentes de pacientes con tumores extraoculares sin evidencia de
actividad metastasica a nivel orbitario no han mostrado que exista
riesgo de transmisién de dichas neoplasias al receptor (Harrison DA et
al., 1995) (Salame N et al., 2001).

La posibilidad de elaborar tejidos autdlogos a demanda, generados por
Ingenieria Tisular a partir de células extraidas del propio paciente mediante
pequefias biopsias, acabaria con las listas de espera para recibir un
trasplante, con los rechazos inmunoldgicos puesto que habria identidad
inmunoldgica total entre donante y receptor y con la posibilidad de
transmitir cualquier tipo de enfermedad, infecciosa o no infecciosa al
receptor (Nishida K, 2003). Esta es una de las principales razones por las
que los equivalentes corneales desarrollados mediante Ingenieria Tisular se
postulan como una alternativa a la queratoplastia penetrante y a otros tipos
de queratoplastia, asi como a las queratoproétesis a la hora de restaurar la
agudeza visual o la estructura corneal perdidas (Duan D et al., 2006). En la
actualidad, son multiples los grupos de investigaciédn que trabajan en la
elaboracidn de sustitutos corneales mediante Ingenieria Tisular, y
numerosos y rapidos los avances que se estan produciendo en este campo
(Griffith M et al., 1999) (Minami Y et al., 1993) (Orwin EJ y Hubel A, 2000)
(Reichl S y Miller-Goymann CC, 2003) (Schneider AI et al., 1999) (Zieske
JD et al., 1994).

Pero este no es el Unico motivo que apoya esta disciplina de la
Ingenieria Tisular. Si ya es dificil obtener cérneas para trasplante, aln mas
dificil es conseguirlas para la experimentacion. Este es el motivo por el cual
muchos estudios fisioldgicos y farmacoldgicos se realizan en animales. Sin

embargo, la experimentacidn con animales cuenta con la oposicion de
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grupos ecologistas y de sociedades protectoras de animales. Ademas, desde
hace al menos quince afios, numerosas directrices de la Unidon Europea se
han centrado en la proteccion de los animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos, haciendo hincapié en la blusqueda
de sistemas bioldgicos in vitro que sustituyan a la experimentacion con
animales vivos (resoluciones 86/C331/02, DOCE L222 24/08/1999, DOCE
L44 20/02/1990, DOUE L230 16/09/2003 y DOUE L198 6/08/2003 de la
Unidon Europea). Llegados a este punto, los equivalentes corneales de
origen animal o humano podrian ser empleados para estudiar, in vitro,
eficacia, toxicidad, penetracién en los tejidos oculares de diferentes
farmacos sin la necesidad de utilizar animales vivos ni perder cérneas
humanas aptas para trasplante (Reichl S y Miiller-Goymann CC, 2003)
(Reichl S et al., 2004) (Tegtmeyer S et al., 2001).
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2. GENERACION DE EQUIVALENTES
CORNEALES HUMANOS CON EPITELIO
ORTOTIPICO MEDIANTE INGENIERIA
TISULAR:

2.1 CULTIVO DE CELULAS EPITELIALES Y
ESTROMALES DE CORNEA HUMANA:

En el presente trabajo, hemos conseguido aislar y cultivar dos de los
tres principales tipos celulares que componen la cornea humana: células
epiteliales y queratocitos estromales. Las células corneales asi aisladas son
la base para la elaboracidon de sustitutos corneales organotipicos mediante
Ingenieria Tisular, pero también pueden ser empleadas para la realizacidon
de estudios fisioldgicos, ensayos farmacoldgicos en laboratorio, etc. Asi, en
el tratamiento de la insuficiencia limbica, se estdn empleando implantes de
células madre del epitelio limbico expandidas ex vivo sobre soportes de
membrana amniotica (Kim MK et al., 2005) (Koizumi N et al., 2001) (Ma
DH et al., 2004).

2.1.1 CULTIVO DE CELULAS EPITELIALES CORNEALES:

En lo referente a los cultivos de células epiteliales corneales, la
técnica empleada, basada en el cultivo de fragmentos de limbo esclero-
corneal, proporciond una elevada eficacia a la hora de generar cultivos
celulares confluentes. Frente a técnicas mas complejas en las que en primer

lugar se individualizan las células madre del epitelio limbico, la técnica de
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segmentos corneales es sencilla, puede llevarse a cabo incluso con
fragmentos de tejido limbico de reducido tamano y es capaz de generar un
elevado numero de células epiteliales corneales en un periodo de tiempo

relativamente corto.

Una vez obtenidos los fragmentos limbicos, el cultivo de células
epiteliales corneales puede establecerse en presencia o en ausencia de
células de soporte 3T3. Las células 3T3 (ECACC 85022108) proceden del
tejido conectivo de fetos de ratones de laboratorio y presentan una tasa de
proliferacion muy elevada, por lo que es necesario inactivarlas previamente
(Rheinwald JG y Green H, 1975) (Rheinwald JG y Green H, 1975). Esta
inactivacién puede llevarse a cabo de diversas formas, destacando la
irradiacion (6000 rads) o mediante el empleo de mitomicina C de
Streptomyces caespitosus (10 mg/ml) durante 2 horas a 37°C. La presencia
de estas células en el cultivo asegura una gran disponibilidad de factores de
crecimiento, lo que segun algunos autores se asocia a una mayor velocidad
de crecimiento de los cultivos de células epiteliales (Germain L et al., 2000)
(Talbot M et al., 2006). No obstante, otros trabajos en los que se compara
la velocidad de crecimiento de las células epiteliales corneales en presencia
y en ausencia de células alimentadoras 3T3 no han encontrado dicha
relacién (Alaminos M et al., 2006) (Mufioz-Avila JI, 2006). En la presente
Tesis Doctoral, optamos por un cultivo en medio MP en ausencia de células

alimentadoras 3T3, obteniendo unos resultados excelentes.

En la actualidad, los cultivos de células del epitelio corneal humano
estan siendo utilizados en el tratamiento de patologia de la superficie
ocular. Asi, en el tratamiento de la insuficiencia limbica, se estan
empleando implantes de células madre del epitelio limbico expandidas ex
vivo sobre soportes de membrana amnidtica (Kim MK et al., 2005) (Koizumi
N et al., 2001) (Ma DH et al., 2004). También, se estan realizando
trasplantes de epitelio autdlogo cultivado para disminuir la incidencia de

opacidades tipo Haze tras queratectomia fotorrefractiva, para acelerar la
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curacion y evitar la aparicion de leucomas en pacientes con defectos
epiteliales persistentes y para intentar disminuir la incidencia de recidivas y
la formacién de opacidades corneales en pacientes sometidos a
queratectomia fototerapéutica por diferentes distrofias corneales
(Hayashida Y et al., 2006). La farmacologia es otra disciplina cientifica que
se esta beneficiando del epitelio corneal cultivado en laboratorio. Con esta
finalidad, se estan utilizando cultivos de células epiteliales para realizar los
ensayos de toxicidad de algunas soluciones de conservacién de lentes de
contacto (McCanna DJ et al., 2008), para valorar la toxicidad debida al
principio activo y a los conservantes de diferentes productos farmacoldgicos
(Dutot M et al., 2006), para estudiar la biocompatibilidad de polimeros que
puedan emplearse como agentes viscoeldsticos o con los que se elaboren
los implantes empleados en la cirugia ocular, o que constituyan las matrices
con las que se fabriquen equivalentes corneales organotipicos (Huhtala A et
al., 2007), etcétera.
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2.1.2 CULTIVO DE QUERATOCITOS DEL ESTROMA CORNEAL:

En nuestros cultivos, los queratocitos estromales han mostrado una
elevada tasa de proliferacidén y un rapido crecimiento en el medio de cultivo
exento de factores de crecimiento empleado. Estos resultados coinciden con
los encontrados y publicados anteriormente por otros investigadores
(Alaminos M et al., 2006) (Mufoz-Avila JI, 2006) (Orwin EJ y Hubel A,
2000) (Teixeira Al et al., 2004).

Una vez aislados y cultivados, los queratocitos pueden emplearse en
la sintesis de equivalentes corneales compuestos de epitelio y estroma,
como presentamos en esta Tesis Doctoral, pero también pueden emplearse
con otras finalidades. Recientemente se han implantado matrices
biocompatibles con queratocitos sembrados en su interior para tratar
Ulceras corneales en modelos porcinos. Los resultados de este trabajo
muestran una rapida epitelizacion y recuperacién de grosor de dichas
Ulceras, asi como el mantenimiento de una aceptable transparencia de
estos implantes y la inervacién de los mismos a partir de la semana 16
desde el implante (Zhang C et al., 2007). Los queratocitos cultivados
también pueden ser empleados en estudios sobre fisiologia corneal, para
comprender su funcionamiento y dilucidar el efecto de diferentes sustancias
sobre el mismo, asi como determinar el nUmero de pases en cultivo que
pueden soportar sin perder sus propiedades, y todo ello sin tener que
recurrir a la utilizacion de animales ni cdérneas humanas intactas
(Ravelojaona V et al., 2008). Otra aplicacion de los queratocitos cultivados
es su utilizacion para la realizacion de estudios farmacoldgicos. De esta
manera pueden probarse nuevos farmacos para determinar sus posibles
efectos y hacer estudios de toxicidad (Bezwada P et al., 2007).
Finalmente, también pueden ser empleados en Ingenieria Tisular en la

busqueda de un sustituto estromal ideal. En este sentido, podemos citar un
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estudio realizado con células madre del estroma corneal humano. Una vez
aisladas, las células madre cultivadas en un medio de cultivo sin suero,
sufren una diferenciacidon fenotipica hacia queratocitos, siendo capaces de
producir abundantes fibrillas de colageno que incluso llegan a alinearse de
forma similar a como lo hace el colageno del estroma corneal (Du Y et al.,
2007).
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2.2 FABRICACION DE SUSTITUTOS ESTROMALES:

La especial estructura del estroma corneal lo dota de wunas
propiedades dificiles de reproducir. Son multiples los trabajos sobre
Ingenieria Tisular de la cérnea y multiples los materiales y las técnicas
empleadas para lograr un sustituto estromal cuyas propiedades se parezcan
lo mas posible a las del estroma corneal, incluyendo transparencia,
consistencia, poder didptrico, etcétera. Ademas, estos sustitutos estromales
deben permitir el desarrollo y la correcta adhesidon del epitelio y del

endotelio corneal sobre ellos.

Como sustituto del estroma corneal humano en este trabajo hemos
empleado un gel de fibrina humana y agarosa al 0,1% con queratocitos
humanos inmersos en su interior. Para la fabricacion de dicho sustituto, una
vez aisladas y cultivadas las células epiteliales y los queratocitos humanos,
utilizamos soportes porosos para cultivo celular Transwell® (Reichl S y
Miiller-Goymann CC, 2003). Los sustitutos estromales asi elaborados
mostraron una adecuada transparencia y una consistencia que permitié la
realizacién de suturas sobre ellos. Por otro lado, estos geles de fibrina
humana y agarosa permitieron una buena adhesion del epitelio desarrollado
sobre ellos y no mostraron la retraccion que con frecuencia se observa en
las matrices de colageno tipo I, lo que resulta compatible con los trabajos
de otros autores (Alaminos M et al., 2006) (Mufioz-Avila JI, 2006) (Nishida
K etal., 2004).
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2.3 DESARROLLO Y MADURACION DEL EPITELIO
CORNEAL HUMANO:

Para la elaboracion de equivalentes corneales humanos de espesor
parcial con epitelio ortotipico, utilizamos una técnica secuencial de cultivo
empleando soportes porosos para cultivo celular Transwell® (Reichl S y
Miiller-Goymann CC, 2003). La eleccidon de este sistema se fundamento6 en
la membrana porosa que dichos soportes presentan en su base. Esta
membrana permite, una vez creado un sustituto del estroma humano, en
nuestro caso, un gel de fibrina humana y agarosa al 0,1% con queratocitos
humanos en su interior, y tras la siembra sobre el mismo de las células
epiteliales humanas previamente cultivadas, el desarrollo de una técnica de
cultivo aire-liquido (Sanchez-Quevedo MC et al., 2007). De este modo, una
vez sembradas las células epiteliales corneales sobre los sustitutos
estromales, los equivalentes se mantuvieron completamente sumergidos en
el medio de cultivo durante quince dias. Pasado este tiempo los constructos
corneales humanos se sometieron a una técnica de cultivo aire-liquido

durante otros quince dias.

El cultivo aire-liquido es una técnica empleada en Ingenieria Tisular
con la finalidad de favorecer la estratificacién y maduracidén de los epitelios
generados en laboratorio (Geroski HD y Hadley A, 1992) (Hutak CM et al.,
2002) (Limat A et al., 2003) (Reichl S y Mduller-Goymann CC, 2003)
(Richard NR et al., 1991) y con este objetivo ha sido empleada por diversos
autores en la generacion de sustitutos corneales de espesor total o parcial
(Chang JE et al., 2000) (Kawazu K et al., 1998) (Richard NR et al., 1991).
La presencia de un epitelio estratificado con abundantes uniones
intercelulares tipo desmosoma que le dan cohesion interna es la base de

algunas propiedades corneales de gran importancia, como son, de un lado,
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constituir una barrera frente a diversos agentes externos y, de otro lado,
regular la pérdida de agua y electrolitos hacia el exterior (Fischbarg J y
Maurice DM, 2004) (Reichl S et al., 2004) (Toropainen E et al., 2001). A la
hora de desarrollar nuestros sustitutos corneales de espesor parcial hemos
intentado que éstos desarrollasen un epitelio ortotipico, es decir, lo mas
parecido posible al epitelio corneal humano para asegurar esta funciéon de
barrera que resulta clave si queremos obtener equivalentes corneales que
verdaderamente tengan aplicacién en investigacion y en la practica clinica.
Con tal finalidad hemos empleado la técnica de cultivo aire-liquido y hemos
procedido al estudio de los equivalentes asi generados mediante
microscopia Optica y electrénica, microarray e inmunofluorescencia en
distintos momentos de su maduracién. Estas técnicas han puesto de
manifiesto como el epitelio corneal generado en laboratorio, inicialmente
presenta una baja cohesidn interna y que su sometimiento a una técnica de
cultivo aire-liquido es capaz de inducir el desarrollo progresivo de uniones
intercelulares tipo desmosoma y la maduracion de las mismas. Durante el
tiempo en que los constructos se mantuvieron sumergidos por completo, las
tres proteinas analizadas (desmoplaquina, desmogleina 3 y placoglobina)
presentaron una mayor expresion en la mitad apical del epitelio. El cultivo
aire-liquido consiguié, no sdlo la maduracion de las uniones intercelulares
tipo desmosoma del epitelio, sino que también logré que la distribucién de
las mismas dentro del epitelio de los constructos fuese analoga a la
observada en el epitelio corneal nativo. De este modo, tras quince dias de
cultivo en condiciones aire-liquido, la mayor densidad de uniones

intercelulares tipo desmosoma se encontrd en los estratos de células alares.

Si comparamos la ontogenia del epitelio corneal humano con los
resultados de nuestro estudio, observaremos cédmo la generacidon de un
epitelio corneal humano apoyandonos en la técnica de cultivo aire-liquido
consigue reproducir in vitro el desarrollo embrionario del epitelio corneal
humano. Trabajos realizados con embriones y fetos procedentes de abortos

nos muestran que, inicialmente, hacia la quinta semana, el epitelio corneal
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humano consta de dos capas celulares, una basal cuboidea y una apical
aplanada. Una o dos semanas después, pasa a estar formado por tres o
cuatro capas celulares, mostrando la capa basal una morfologia cuboidea, la
capa apical una morfologia aplanada vy, la/las capa/capas
intermedia/intermedias un aspecto intermedio entre las anteriores. En
embriones de unos 36 mm, momento en el cual los parpados se fusionan,
el epitelio corneal reduce su espesor y vuelve a estar constituido por dos
capas celulares, una capa basal cuboidea y una capa apical aplanada.
Cuando los parpados terminan su desarrollo y dejan de estar fusionados,
hecho que ocurre en fetos de unos 210 mm (hacia la semana veinticuatro
de edad gestacional), el epitelio corneal se encuentra formado por unas
cuatro o cinco capas celulares. Desde este momento, hasta el momento del
parto, los cambios en el epitelio corneal son minimos, de modo que en el
feto a término la cérnea posee un epitelio compuesto por cinco o seis capas
celulares con uniones intercelulares inmaduras y mas abundantes en la

mitad apical del epitelio (Sevel D y Isaacs R, 1988).

El desarrollo embrionario del epitelio corneal y la maduraciéon del
mismo en el periodo postnatal también ocurren, de forma similar, en otras
especies de mamiferos. Estudios realizados con ratas ponen de manifiesto
que en el momento del nacimiento el epitelio corneal del ratéon esta
formado por una Unica capa celular. Hacia el dia doce o catorce, momento
en que se abren los parpados, se convierte en un epitelio estratificado de
unas cuatro o cinco capas celulares y, posteriormente sufre un proceso de
maduracion hasta dar lugar a un epitelio de unas caracteristicas similares a
las del adulto (Ficura 98) (Chung EH et al., 1992) (Zieske JD, 2004) (Zieske
JD y Wasson ME, 1993). Inicialmente, se trata de un mosaico celular
desordenado que, a lo largo de las doce semanas que siguen al nacimiento
va siendo sustituido por un mosaico regular gracias a la maduracién de las
células madre limbicas y a la migracion de las células amplificadoras
transitorias tardias por ellas generadas (Chung EH et al., 1992) (Collinson
JM et al., 2002) (Cotsarelis G et al., 1989).
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FIGURA 98: Desarrollo postnatal del epitelio corneal central en ratas. A) Dia 1 tras nacimiento: epitelio
compuesto por una Unica capa celular. 2) Dia 7 tras nacimiento: el epitelio continla constituido por una
capa celular. C) Dia 10 tras nacimiento: justo antes de la apertura palpebral el epitelio se encuentra
constituido por dos o tres capas celulares. D) Dia 14 tras nacimiento: en el momento de la apertura
palpebral el epitelio se compone de cuatro o cinco capas celulares. E) Dia 21 tras nacimiento: cinco o
seis capas celulares. F) Dia 28 tras nacimiento.: el epitelio es indistinguible del epitelio del control
adulto.

Puede observarse la transformacion sufrida por las células basales, que pasan de ser planas a
columnares. Paralelamente, se produce un aumento de grosor del estroma y una disminucién de la
densidad de queratocitos, mas acusados entre el dia 7 y 10.

La barra de escala indica 50 um.

(Tomado de Chung EH et al., 1992).
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El proceso de estratificacion del epitelio corneal también tiene lugar
como parte del proceso de reparacidon de lesiones epiteliales corneales. En
la mayoria de casos, durante las etapas iniciales del desarrollo corneal y de
la reparacion de defectos epiteliales, se genera un epitelio simple (Pei YF y
Rhodin JA, 1971) (Suzuki K et al., 2000) (Zhang L et al., 2003). A
continuacion, las células basales proliferan y migran hacia la superficie para
formar un epitelio estratificado compuesto por cinco o seis capas celulares.
Algo similar es lo que hemos observado durante la elaboracién de nuestros
constructos, lo que sugiere que la estratificacion de los mismos ocurre
emulando el proceso fisioldgico de estratificacion del epitelio corneal (Cowin
Petal.,, 1984) (Chung EH et al., 1992) (Beuerman RW y Pedroza L, 1996).
Paralelamente, hemos detectado que la activacion de genes codificantes de
proteinas constituyentes de desmosomas y la sintesis de las mismas es un
proceso secuencial dependiente del grado de estatificacion del epitelio, al
igual que ocurre durante el desarrollo embrionario del epitelio corneal.
Durante el tiempo en que nuestros constructos exhiben una monocapa
epitelial confluente en su superficie, Unicamente se detecta una débil
expresion de desmoplaquina, lo que también ha sido puesto de manifiesto
por estudios realizados sobre la embriologia del epitelio corneal (Zhang L et
al., 2003). El papel de la desmoplaquina es fundamental para el anclaje de
los filamentos de citoqueratina del citoesqueleto y, a la vista de los
resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, su aparicion parece previa a la

aparicion de la macula desmosdmica (FIGURA 99).
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FIGURA 99: Epitelio corneal humano inmaduro compuesto por una Unica capa celular. Expresion de

desmoplaquina.
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Cuando el epitelio corneal alcanza los 2-3 estratos una nueva proteina es
expresada junto con la ya existente. Se trata de la desmogleina 3, una de
las proteinas transmembrana que constituyen el desmosoma vy
perteneciente a la familia de las cadherinas. La desmogleina 3 posee un
dominio intracelular que permite su unién a la desmoplaquina y un dominio
extracelular que se vincula con los dominios extracelulares de otras
moléculas de desmogleina presentes en las células adyacentes (FIGURA 100).
Esta apreciacion implica que la estratificacion del epitelio corneal conlleva,
desde sus inicios, un nivel mayor de cohesidn intercelular que el observado

en el epitelio corneal compuesto por una Unica hilera celular.
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FIGURA 100: Epitelio corneal humano inmaduro compuesto por 2 estratos celulares. Expresion de

— Desmogleina 3

desmoplaquina y desmogleina 3.

En la fase en la que el epitelio de los constructos corneales humanos

inmaduros alcanza los 6-7 estratos, muestros resultados ponen de
manifiesto la aparicion de un tercer tipo de proteina constituyente del
complejo desmosdémico. Esta proteina es la placoglobina, proteina que
juega un papel fundamental en el anclaje de las dos anteriores, permitiendo

la conformacién de una estructura desmosémica completa al ensamblar los
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dominios extracelulares de dicho complejo con los filamentos de
citoqueratina que previamente han confluido hacia la placa densa
desmosdmica (FIGURA 101). La exposicion de los constructos corneales
humanos a una técnica de cultivo aire-liquido conlleva, segun nuestros
resultados, la maduracién de los desmosomas existentes al mismo tiempo
gue implica una disminucion de la expresion de las proteinas constituyentes

de los desmosomas en los estratos apicales del epitelio corneal.

: iI _::C:_gg ﬂi!(;ﬂ %?_

=

Z\
Y

YT
<2
<>
> Z\ Vs A
|
|

LX

<

iQueratocito === Desmoplaquina —— Desmogleina 3 iPIacogIobina CCitoqueratina

FIGURA 101: Epitelio corneal humano inmaduro compuesto por 6 estratos celulares. Expresion de

desmoplaquina, desmogleina 3 y placoglobina.

Una posible explicacién a esta observacion es que durante el periodo
en que el epitelio esta constituido por una Unica capa celular, sus células
presentan una alta actividad proliferativa, a la vez que necesitan poder
migrar para constituir estratos suprabasales y permitir asi la progresiva
estratificacién del epitelio corneal. En el momento en que el epitelio de los
constructos alcanza la estratificacién, comienza un proceso secuencial de
expresion de proteinas desmosdmicas que conduce a la formacion de
uniones intercelulares tipo desmosoma. Inicialmente se trata de estructuras
incompletas y poco numerosas, que a la vez que va aumentando el nimero
de capas celulares que constituyen el epitelio van adquiriendo Ilos
componentes inicialmente deficitarios y haciéndose mas abundantes.

Finalmente, la exposicion del epitelio a una técnica de cultivo aire-liquido
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consigue la maduracidon completa de los desmosomas del epitelio, al mismo
tiempo que hace que éstos presenten una distribucion similar a la que

presentan en el epitelio corneal control.

Todos esos resultados sugieren que el epitelio corneal desarrollado
por Ingenieria Tisular forma una barrera estrecha, a la vez que, la menor
densidad de uniones intercelulares tipo macula adherente en los estratos
basales permitiria el movimiento horizontal (componente Y de Thoft y
Friend) de las células basales del epitelio y la menor densidad en los
estratos apicales posibilitaria la descamacién (componente Z) de las células
apicales del epitelio. Estas razones, harian de los constructos corneales asi
generados, herramientas valiosas para su utilizacion como sustitutos la
cornea nativa para propésitos in vivo o in vitro o para estudios
farmacoldgicos (Ebertz SL y McGann LE, 2004) (Hornof M et al., 2005)
(Kawazu K et al., 1998) (Reichl S et al., 2004) (Tegtmeyer S et al., 2001)
(Toropainen E et al., 2001). En el campo de la investigacion, estos
sustitutos podrian ser muy Uutiles para llevar a cabo estudios de absorcion
de farmacos dentro de los tejidos oculares (Reichl S et al., 2004) (Reichl S
y Miller-Goymann CC, 2003) (Tegtmeyer S et al., 2001), para la
investigacion de condiciones oculares patoldgicas y para la realizacion de
estudios de toxicidad in vitro sin la necesidad de utilizar animales de
laboratorio, o para valorar in vivo la eficacia y posibles efectos adversos de
nuevos farmacos al instilarlos en ojos de animales sometidos a
queratoplastias lamelares anteriores. En lo referente a la practica clinica,
aunque no son aptos para la realizacién de queratoplastias penetrantes ni
lamelares posteriores por carecer de endotelio, si que podrian emplearse en
gueratoplastias lamelares anteriores, contribuyendo asi a acortar las largas
listas de espera y evitando el rechazo inmunoldgico y el riesgo de
transmision de enfermedades en los casos en que el ojo adelfo permita la
realizacidn de una biopsia para obtener células autdlogas a partir de las

cuales elaborar un sustituto corneal a medida del paciente.
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3. RETOS PARA EL FUTURO:

3.1 CULTIVO DE ENDOTELIO CORNEAL HUMANO:

Aunque tradicionalmente se defendia la incapacidad del endotelio
corneal humano para proliferar una vez alcanzado su desarrollo, diversos
estudios han puesto de manifiesto que el endotelio de la cérnea humana
posee capacidad proliferativa. Sin embargo, y a diferencia de lo que ocurre
en otras especies animales como el conejo, la rata o los bdvidos, se trata
de una capacidad proliferativa limitada y que se reduce con la edad
(Raymond GM et al., 1986) (Joyce NC, 2003). La alta tasa de proliferacion
de las células endoteliales corneales de conejo, por ejemplo, permite
obtener un elevado numero de células endoteliales a partir de pequenos
explantes procedentes de cadaver e incluso a partir de pequefias biopsias
tomadas in vivo. Esto ha posibilitado la fabricacion, mediante Ingenieria
Tisular, de equivalentes corneales de espesor completo a partir de las tres
extirpes celulares de la cérnea del conejo (Alaminos M et al., 2006). En el
otro lado de la balanza se sitla el endotelio corneal humano. Aunque
algunos autores han conseguido llevar a cabo su cultivo (Joyce NC, 2003)
(Sumide T et al., 2006), las células del endotelio corneal humano y de los
primates presentan un indice de proliferacion muy bajo, lo que hace que
sean muy dificiles de mantener en cultivo (Joyce NC, 2003) e impide, por el
momento, la elaboracién de sustitutos corneales humanos de espesor
completo. La obtencién de -cultivos de células endoteliales humanas
permitiria, no sdlo, elaborar equivalentes corneales humanos compuestos
por células de las tres estirpes principales de la cornea, sino también, la
realizacidn de queratoplastias lamelares posteriores cultivando dichas
células sobre soportes adecuados como pueden ser ldaminas de colageno

tipo I o membrana amnidtica. En macacos cinomolgos afectos de
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descompensacion endotelial y sometidos a trasplante de endotelio cultivado
sobre coldgeno tipo I, se ha observado cémo las células endoteliales
trasplantadas expresan la proteina ZO-1 y presentan actividad Na/K-
ATPasa, lo cual va acompainado de una reduccidon del grosor corneal y de la

recuperacion de la transparencia corneal (Koizumi N et al., 2007).

Una posible solucién al problema del endotelio humano puede pasar
por el empleo de las células madre adultas existentes en el tejido adiposo y
en la médula ésea (De Ugarte DA et al., 2003) (Zuk PA et al., 2002). En la
actualidad se ha conseguido transdiferenciar dichas células hacia hueso
(Hicok KC et al., 1998), cartilago (Goessler UR et al., 2008) (Nathan S et
al., 2003), musculo estriado (Bacou F et al., 2004), musculo cardiaco
(Antonitsis P et al., 2008), endotelio vascular (Miranville A et al., 2004) (Wu
Y et al., 2007), higado (Banas A et al., 2007) o neuronas (Lei Z et al.,
2008), lo que permite ser optimista de cara a un futuro probablemente no

muy lejano.
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3.2 OPTIMIZACION DE LAS PROPIEDADES DEL
SUSTITUTO ESTROMAL HUMANO:

Repasando los avances en la Ingenieria Tisular de la cornea podemos
apreciar como uno de los campos en los que existe una bibliografia mas
prolifica y con mas diferencias entre unos grupos de trabajo y otros, es
precisamente, el referente a la elaboracién del componente estromal de los
constructos corneales. Esto es debido, a que, aunque en la actualidad
contamos con diferentes materiales y técnicas que pueden ser empleados
en la fabricacidn de sustitutos estromales, ninguno de ellos presenta unas
propiedades cien por cien andlogas a las del estroma corneal. El coldageno
tipo I tiene los inconvenientes de su falta de transparencia, la retraccidon
que sufre y su alto precio, la fibrina posee una consistencia débil y una
mala transparencia, la agarosa ofrece una buena transparencia vy
consistencia pero las células corneales presentan una escasa supervivencia
en ella, etcétera. El material mas ampliamente utilizado en la Ingenieria
Tisular de la cérnea es el colageno tipo I y sus dos principales problemas, la
falta de transparencia y la retraccién que sufre, estan intentando ser
solventados de diversas formas, entre las que destacan el entrecruzamiento
quimico (Vrana NE et al., 2007) o fotoquimico con riboflavina (Isubuki S et
al., 2007) y la adicion al coldgeno de diversos glicosaminoglicanos como el
condroitinsulfato (Orwin EJ et al., 2003). Para mejorar la adhesion de las
células epiteliales al sustituto estromal y favorecer el desarrollo de un
epitelio estratificado se pueden afiadir diferentes sustancias al colageno tipo
I como el alcohol polivinilico (Miyahsita H et al., 2006) o distintos péptidos
de adhesién epitelial (p. ej. YIGSR, YIGSRIKVAV, IKVAVYIGSR) unidos a
dendrimeros que ademas actuan como cross-linkers (Duan X y Sheardown
H, 2007) evitando la retraccién y mejorando la transparencia de estas
matrices, a la vez que carece de la toxicidad celular observada con el

entrecruzamiento quimico (Duan X y Sheardown H, 2006).
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Nuestro sustituto estromal a base de fibrina humana y agarosa al
0,1% proporciona una adecuada transparencia y consistencia, no
experimenta retraccién y permite la supervivencia de los queratocitos
corneales en su interior y la adhesion del epitelio corneal sobre él. Trabajos
realizados con células corneales de conejo han mostrado que permite la
adhesién del endotelio corneal, lo que lo haria viable para la elaboracion de
sustitutos corneales humanos de espesor completo una vez resuelto el
problema del cultivo del endotelio corneal humano (Alaminos M et al.,
2006). Sin embargo, aun es necesario: mejorar su consistencia en la
medida de lo posible; realizar un estudio pormenorizado de sus propiedades
opticas que incluya refraccion, reflexion, absorcién y transmisién de la luz
visible, fendmenos cuyo conocimiento es imprescindible si queremos
elaborar sustitutos corneales transparentes y libres de aberraciones de alto
orden que puedan tener aplicacidon en la practica clinica; asi como evaluar

la estabilidad de sus propiedades a largo plazo.
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3.3 GENERACION DE SUSTITUTOS CORNEALES DE
ESPESOR PARCIAL Y COMPLETO:

En la actualidad, los problemas planteados por el cultivo del endotelio
corneal humana impiden desarrollar equivalentes corneales humanos de
espesor completo a partir de células nativas. De hecho, el Unico equivalente
corneal humano de espesor completo elaborado mediante Ingenieria Tisular
ha empleado en su elaboracion células endoteliales humanas inmortalizadas
mediante el virus SV40 (Griffith M et al., 1999) (Reichl S et al, 2004). La
inmortalizacién celular es un proceso complejo y no bien conocido, que
probablemente desemboca en la transformacidon maligna de las células
inmortalizadas en periodo de tiempo relativamente corto. Esto hace que, la
utilizacidon de células genéticamente manipuladas esté altamente restringida
a la investigacion, no pudiendo emplearse estas células en la practica
clinica. Por tanto, uno de los principales retos actuales de la Ingenieria
Tisular de la cornea es el desarrollo y optimizacion de métodos de cultivo

para el endotelio corneal humano.

Una vez solventado el problema del cultivo de las células endoteliales
de la cérnea humana podremos obtener sustitutos corneales humanos de
espesor completo siguiendo la técnica empleada y optimizada para fabricar
sustitutos cornesales de espesor completo con célulales de conejo
(Alamimos M et al., 2006). En concreto se trata de una técnica de cultivo
secuencial basada en el empleo de sistemas de cultivo Transwell® con una
membrana porosa de 0,4 um en la base de cada soporte de cultivo. El
tamano de poro elegido evita que las células endoteliales depositadas sobre
ella puedan migrar fuera del soporte y, al mismo tiempo, permite el aporte
de oxigeno, agua y demas nutrientes a las mismas (Reichl S y Miiller-

Goymann CC, 2003). Esto posibilita, en un primer tiempo, obtener una
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monocapa de células endoteliales en la base del soporte y sobre ella
fabricar, en un segundo tiempo, el componente estromal del sustituto
corneal. En un tercer tiempo, se siembran las células epiteliales sobre el
componente estromal y, cuando el epitelio ha alcanzado la estratificacion, el
constructo es sometido a una técnica de cultivo aire-liquido durante quince
dias para asegurar la estratificacién e inducir la maduracion del componente
epitelial.
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3.4 EVALUACION DE LOS SUSTITUTOS CORNEALES IN
VIVO:

Una vez elaborado un sustituto corneal de calidad, el siguiente paso
es su implante en el receptor. Las caracteriasticas del constructo deben
permitir su implante, no desencadenar una reaccidon inmunoldgica
hiperaguda, aguda, subaguda o crénica de rechazo y hacer posible a medio
y largo plazo la integracidon del sustituto implantado con el tejido corneal
circundante sin que se alteren las propiedades de ambos. Este fendmeno de
integracion debe producirse a nivel de todos los componentes del

constructo, epitelio y estroma en nuestro caso.

A) INTEGRACION DE LOS EQUIVALENTES A NIVEL EPITELIAL:

El epitelio corneal, por carecer de células madre y no estar
queratinizado, sélo expresa la isoforma 2 de la desmogleina y Ila
desmocolina. Sin embargo, el epitelio limbico, al contener células madre,
expresa en los desmosomas de los estratos basales la isoforma 3 de la
desmogleina y de la desmocolina. En el presente trabajo hemos utilizado
como fuente de células epiteliales epitelio limbico, por eso una de las
proteinas evaluadas ha sido la desmogleina 3, puesto que esta presente en
nuestros cultivos primarios epiteliales y en el epitelio de los constructos
elaborados (Messent AJ et al., 200). Dicha observacion, puede ser util a la
hora de realizar estudios in vivo, puesto que, una vez implantado el
constructo, la renovacion de su epitelio dependera del limbo esclerocorneal,
y sabemos que éste aportara células amplificadoras transitorias tardias que
migraran centripetamente, mientras que las células que ya han cumplido su
ciclo celular sufriran un fendmeno de descamacién. Este fendmeno debe
traducirse en la desaparicion progresiva de la expresién de desmogleina y

desmocolina 3 del epitelio del constructo, manteniéndose sdlo la expresion
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de la isoforma 2 de ambas cadherinas, a medida que se produce la
integracion del equivalente corneal con el receptor. Por otro lado, la
presencia de un epitelio no queratinizado es una condicién necesaria para
asegurar la transparencia corneal, y esto se asocia a ausencia de expresion
de desmogleina y desmocolina 1. Por tanto, la aparicion de esta isoforma
en el epitelio de nuestros constructos, a lo largo del seguimiento de los

mismos, seria un indicador del posible fallo de los mismos.

La proteina pinin(DRS/memA) es una proteina relacionada a los
desmosomas, cuya expresion se asocia a una mayor cohesién intercelular,
a una menor capacidad de migracién de las células epiteliales y a una
menor capacidad de curacion de los defectos epiteliales. Esta proteina no
forma parte de la estructura del desmosoma pero su presencia refuerza la
fijacion del desmosoma a los filamentos intermedios del citoesqueleto y
hace que éstos formen bucles perpendiculares a la placa densa del
desmosoma. Estudios en modelos de lesién epitelial muestran cémo,
durante el proceso de curacidon de las lesiones epiteliales, se produce una
disminucidn en la expresion de esta proteina, lo que permite la migracién
de las células epiteliales aportadas por el limbo esclerocorneal para reparar
dichos defectos (Shi Y et al., 2000). Trabajos realizados en tumores
epiteliales metastatizantes también han detectado una menor expresion de
pinin en algunos de ellos, en concreto se ha asociado a melanomas y a
carcinomas renales invasivos. Esto hace, que en la actualidad el gen
codificante de la proteina pinin(DRS/memA) sea considerado como un gen
supresor de tumor (Degen WG et al., 1999) (Shi Y et al., 2000). Durante el
proceso de generacion de un sustituto epitelial las células epiteliales
presentan una alta actividad proliferativa y migratoria, por lo que deben
poseer una reducida expresion de la proteina pinin. A medida que el epitelio
corneal alcanza la estratificacidon y, sobre todo al lograrse su maduracion
gracias a la técnica de cultivo aire-liquido, debe producirse, paralelamente a
la maduracion de los desmosomas, un aumento en la expresién de dicha
proteina. De este modo, la expresion de la proteina pinin(DRS/memA)

puede servirnos para valorar el grado de madurez del epitelio de nuestros
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constructos, a la vez que, una vez lograda la integracion del constructo con
el receptor, el epitelio del mismo debe ser capaz de disminuir la expresion
de la citada proteina para permitir asi la movilizacion de las células
amplificadoras transitorias procedentes del limbo esclerocorneal y con ello
asegurar la reparacion de los defectos epiteliales que puedan surgir en la

superficie del constructo.

B) INTEGRACION DE LOS EQUIVALENTES A NIVEL ESTROMAL:

Como se deduce del estudio de pacientes con Ulceras corneales
neurotroéficas, la presencia de un plexo nervioso corneal con terminaciones
nerviosas que alcancen el epitelio resulta fundamental para el
mantenimiento del trofismo del epitelio corneal (Beuerman RW 'y
Schimmeelpfennig B, 1980). Por tanto, para asegurar la supervivencia del
componente epitelial, la integraciéon del constructo a nivel estromal debe
conllevar la penetracion en el mismo de terminaciones nerviosas
procedentes del estroma y del epitelio receptor. Este ultimo fendmeno, ya
ha sido comprobado en animales con Ulceras corneales profundas en las
que se han implantado sustitutos estromales fabricados mediante
Ingenieria Tisular (Zhang C et al., 2007) y en animales sometidos a
queratoplastias lamelares anteriores empleando equivalentes corneales de
espesor parcial que utilizan sustitutos estromales de colageno tipo I (Legali
NS et al., 2007) (Li F et al., 2003) (Liu W et al., 2007) (Vrana NE et al.,
2007). Ademas, se ha podido comprobar que la administracion tdpica del
factor de desarrollo neuronal (Nerve Growth Factor) promueve la
reinervacion corneal en Uulceras neurotréficas  (Bonini et al., 2000)
(Lambiase et al., 1998) y acelera la reinervacién corneal en pacientes
sometidos a LASIK (Myung-Jim et al., 2004), lo que sugiere que podria
constituir un arma eficaz para ayudar a la integraciéon de los constructos

corneales una vez implantados.

Por otro lado, sabemos que la transparencia de la cérnea depende,

entre otros factores, de la especial disposicidén que adoptan las fibrillas de
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colageno y de la ausencia de vasos a nivel del estroma corneal. Una vez
implantado el constructo, tanto los queratocitos del componente estromal
del constructo como los queratocitos de la zona receptora formaran
colageno tipo I, que permitira, de un lado mantener la integridad del
constructo ante la posible degradacion del componente estromal y, de otro
lado, consolidar la fijacidon del implante al receptor posibilitando incluso la
retirada de las suturas pasado un tiempo prudencial. De cOmo sea este
proceso dependera el mantenimiento de la transparencia del injerto y de la
interfase injerto-receptor y por tanto el éxito o fracaso desde el punto de

vista visual de la queratoplastia.
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De los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral se infieren las

siguientes conclusiones:

1. En relacion con los cultivos de las células epiteliales vy

queratocitos estromales de la cornea humana en el laboratorio:

Los dos tipos celulares aislados a partir de limbos esclero-corneales
humanos en este trabajo, células epiteliales y queratocitos estromales,
mostraron una desigual capacidad proliferativa in vitro, mas elevada en el
caso de los queratocitos. No obstante, la capacidad proliferativa de ambas
estirpes celulares fue adecuada y permitié la obtencion de cultivos celulares
primarios. La no utilizacién de células alimentadoras 3T3 no supuso ningun

obstaculo a la proliferacién de las células epiteliales corneales humanas.

2. En relacion al desarrollo, mediante Ingenieria Tisular, de un
modelo parcial de cérnea humana utilizando un gel de fibrina

humana y agarosa al 0,1%:

Los sustitutos corneales basados en geles de fibrina humana y agarosa
al 0,1% mostraron una adecuada transparencia y consistencia, una correcta
adhesién del componente epitelial al estromal, una alta supervivencia
celular, una distribucidon uniforme de los queratocitos estromales incluidos

en ellos, asi como una carencia de retraccién y pérdida de volumen.

3. En relacion a la evolucion de las caracteristicas histologicas del
epitelio corneal humano generado en el laboratorio en distintos

niveles de desarrollo y maduracion:
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La estratificacion del epitelio corneal humano generado mediante
Ingenieria Tisular es un fendmeno progresivo que conduce a la formacion
de un epitelio plano estratificado compuesto por 6-7 capas celulares
estructuralmente similares a las del epitelio corneal humano normal. El
desarrollo de uniones intercelulares tipo desmosoma a nivel del epitelio
corneal humano generado en laboratorio es un proceso secuencial que se
asocia al proceso de estratificacion epitelial. La técnica de cultivo aire-
liquido utilizada en la elaboracidon de los constructos corneales induce la
maduracion de los desmosomas epiteliales y logra que la distribucién
topografica de los mismos en el seno del epitelio sea analoga a la

observada en las cérneas humanas nativas.

4. En relacion a las caracteristicas histologicas del estroma corneal

humano generado en el laboratorio:

La evaluacién microscopica del componente estromal de los constructos
corneales humanos basados en geles de fibrina humana y agarosa al 0,1%
mostré una estructura uniforme, con una distribucién regular de los
queratocitos estromales en su interior, al tiempo que estas células
exhibieron una morfologia alargada o estrellada similar a la que presentan

en la cornea humana normal.

5. En relacion al analisis mediante microarray de la expresion de
genes relacionados con la sintesis de uniones intercelulares tipo
macula adherente en el epitelio corneal humano generado en el

laboratorio mediante Ingenieria Tisular:

Las técnicas de microarray aplicadas a los cultivos primarios de células
epiteliales y queratocitos corneales asi como a los constructos corneales
elaborados mediante Ingenieria Tisular permitieron detectar y cuantificar la

expresion de diferentes genes codificantes de proteinas constituyentes de
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uniones intercelulares tipo desmosoma, evidencidndose una mayor

expresion de los citados genes en los constructos corneales.

6. En relacion al analisis mediante inmunofluorescencia de la
expresion secuencial de proteinas relacionadas con la sintesis de
uniones intercelulares tipo desmosoma (macula adhaerens) en el
epitelio corneal humano generado en el laboratorio mediante

Ingenieria Tisular:

Las técnicas de inmunofluorescencia para la deteccion de
desmoplaquina, desmogleina 3 y placoglobina aplicadas a los constructos
corneales en diferentes momentos de su desarrollo revelan que la sintesis
de dichas proteinas se lleva a cabo de un modo secuencial en correlacion
con el grado de estratificacién epitelial. La técnica de cultivo aire-liquido
empleada en esta Tesis Doctoral induce una distribucién de dichas proteinas

similar a la observada en el epitelio corneal humano nativo.

7. Las técnicas de cultivo celular y de Ingenieria Tisular empleadas
en este trabajo y detalladas en la presente Tesis Doctoral han hecho
posible la elaboracion de un sustituto de espesor parcial, compuesto
de epitelio y estroma, de la cornea humana. El estudio, mediante
microarray e inmunofluorescencia, del epitelio corneal humano asi
generado pone de manifiesto un fendmeno progresivo de
estratificacion que se asocia a una sintesis secuencial de proteinas
que conforman las uniones intercelulares tipo desmosoma. Estos
acontecimientos conducen al desarrollo de un epitelio corneal con
una morfologia y una distribucion de uniones intercelulares tipo
desmosoma similares a las observadas en el epitelio corneal

humano nativo.
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