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Corneal diseases are one of the most important causes of visual impairment in
the world. Thus, many patients affected by this pathology finally need a corneal
transplant. This treatment implies two major problems: the lack of donors and the
possibility of graft rejection. Therefore, the generation of a corneal substitute in the
laboratory has emerged as a necessity. In order to accomplish this challenge, tissue
engineering appears as a promising science whose aim is to generate artificial tissues
and organs that can replace damaged tissues and organs in the human body.
Moreover, construction of artificial organs and tissues by tissue engineering is strongly
dependent on the availability of viable cells. For that reason, the viability and the
physiological status of cells kept in culture must be evaluated before the cells can be
used for clinical purposes. Regarding tissue engineering of the cornea, different
approaches have been attempted. In this thesis, two different models of artificial
corneas are developed together with the characterization of corneal cell cultures and

the establishment of a clinical translational approach.

Both models are based on the combination of corneal cells and scaffolds: one
based on fibrin-agarose scaffolds and the other one based on acellular xenografts.
Corneal keratocytes were obtained from sclerocorneal limbus donated by human
cadavers after digesting corneal stroma using collagenase. Epithelial corneal cells were
obtained applying an explants culture technique. Because of the difficulty of culturing
human corneal endothelial cells, the characterization of endothelial cells in culture was
carried out using rabbit corneal endothelial cells, without using them to generate the
tissue engineering corneal contructs. The human artificial cornea based on fibrin-

agarose scaffold was developed seeding these cells into an artificial matrix generated



using a mixture of agarose VIl and fibrin obtained from human donors. The acellular
xenograft model was created applying a decellularization process to pig corneas, based
on NaCl. After obtaining an acellular corneal stroma from pig corneas, the human
keratocytes were seeded over it. Once both models were developed, histological and

optical analyses were carried out.

In both models, a well-developed stroma was observed based on the presence
of collagen and proteoglycans. The keratocytes proliferated and spread, migrating
across the corneal matrix. Some immunohistochemical assays were performed,
showing the differentiation and characteristic expression of corneal proteins. Optical
analyses revealed the high transparency level that both models presented, observing
that UV-light was mostly absorbed by the corneal substitutes. Regarding corneal
endothelial cells, a remarkable decrease in the K/Na ratio from the fourth to the fifth
subculture was found, suggesting that cells of the first four subcultures would be better
candidates for tissue engineering, together with the necessity of achieve cell confluence
to maintain the endothelial cell pattern. All these results suggest that corneal
substitutes made by tissue engineering show similar characteristics to human corneas.
Thus, artificial corneas could represent a promising treatment for many corneal

diseases which do not have a proper and adequate established treatment.
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1. LA CORNEA

1.1. CONCEPTO:

La cérnea (FIGURA 1) es un érgano transparente de gran resistencia que se
halla en el polo anterior del globo ocular, a través del cual se puede observar el iris, y
cuyas funciones mas importantes son conformar una barrera que protege al resto de

estructuras oculares de la agresidon externa y constituir el principal dioptrio del sistema

visual humano.

Figura 1: Esquema anatdmico del globo ocular a nivel anterior, indicdndose las
distintas partes que lo componen (1: cdrnea, 2: esclera, 3: iris, 4: cuerpo ciliar, 5:

cristalino, 6: zonula de Zinn). Elaboracion propia.
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1.2. ETIMOLOGIA:

En el s. | d.C., el Imperio Romano usaba términos griegos para designar las
partes del ojo, sin distinguir terminolégicamente entre cérnea y esclera. Asi, Cornelio
Celso, autor latino de dicha época, expresa: “El ojo tiene dos tunicas en lo mas externo
de ellas, la mas exterior la llaman los griegos keratoeidés (kepatoetdrig), ... la que estd
por debajo, coroides”. Con ello, Celso usa “tunica” como sindnimo de membrana,
debido a un calco del griego yttwv (khitdn). Asi, en griego kepatoeldr¢ xitwv
significaria “membrana cérnea", ya que kepatosidéri¢ es un compuesto que significa
“similar al cuerno”. A finales del s. | d.C., el autor griego Rufo de Efeso distingue
terminolégicamente la cornea de la esclera: “La primera de las dos membranas del ojo
tiene dos nombres: kepatosidrc la parte del medio y que llega hasta el iris, porque se
parece a los cuernos pulidos, y se llama blanca todo el resto” (De corporis humani
appellationibus).(Cid Ledesma et al., 2007).

Los documentos conservados hasta hoy indican que no se tradujo ni se calcd la
denominacién griega de cérnea al latin hasta la Edad Media. El tratado en latin
medieval donde se documenta por primera vez dicha diferenciacion estd muy
influenciado por la medicina arabe, pudiendo haber llegado la palabra griega al latin
medieval no desde el griego directamente, sino a través del drabe, donde la cérnea se
llama “al-tabaqa al-garniyya”, es decir, “tdnica del cuerno”. La primera referencia en la
Edad Media donde se documenta el uso de la palabra cérnea es en la Anatomia Porci,
fechada entre 1110 y 1120, donde se afirma que “tunica quae est iuxta eam
(coiunctivam) dicitur cornea”, es decir, "la membrana que estd en contacto con la

conjuntiva se denomina cdrnea" (Cid Ledesma et al., 2007).
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1.3. GENERALIDADES ANATOMICAS:

La cornea no es un tejido homogéneo en sus medidas. Su didametro horizontal
mide aproximadamente 11-12 mm, midiendo el didmetro vertical 10-11 mm (American
Academy of Ophthalmology., 2005). La region central de la cérnea es practicamente
esférica, la cual mide 4 mm de diametro aproximadamente, siendo su espesor menor
(0,49-0,56 mm) que en la periferia (0,7-0,9 mm), ya que la superficie posterior de la
cornea tiene una curvatura mas pronunciada que la superficie anterior (Gordon and
Donzis, 1985). La cornea se aplana en la periferia, no siendo el grado de aplanamiento
simétrico ya que nasal y superiormente es mayor que en la regidén termporal e inferior

(American Academy of Ophthalmology., 2006).

1.3.1. Inervacion corneal:

La coérnea es el tejido con mayor densidad de terminaciones nerviosas en el
cuerpo humano, siendo 100 veces mayor la sensibilidad de la cérnea en contraposiciéon
a la conjuntiva. Entre los neurotransmisores que encontramos en la cérnea destacan la
acetilcolina, catecolaminas, substancia P, el péptido relacionado con el gen de la
calcitonina, neuropéptido Y, péptidos intestinales, galanina y encefalina-metionina
(American Academy of Ophthalmology., 2006). La inervacién sensitiva, procedente de
la rama oftdlmica (Va) del Nervio Trigémino, llega a la cornea a partir de los nervios
ciliares largos que forma un plexo nervioso en el estroma corneal.

Una media de 71,3 + 14,3 haces nerviosos principales entran uniformemente

espaciados en el limbo esclerocorneal, entrando en la cérnea a una distancia media de

Tesis Doctoral Generacion de corneas humanas artificiales por Ingenieria Tisular para su utilizacion como medicamentos de Terapias Avanzadas




Capitulo1 ] INTRODUCCION

293 + 106 micras de la superficie ocular, perdiendo las vainas de mielina a 1-2 mm del
limbo esclerocorneal (FIGURA 2). Cada haz nervioso en el estroma da origen a
sucesivas ramificaciones conformando el plexo medio estromal. Este continda
ramificandose hacia la superficie, agrupandose dichas ramificaciones estromales en
unas 20 fibras nerviosas llamadas “correas epiteliales” (epithelial leashes) cuando
llegan al epitelio corneal. Estas se anastomosan ampliamente en la regidn central y
paracentral corneal para formar un plexo denso y continuo a nivel subepitelial, el
llamado plexo subbasal (Marfurt et al., 2010).

El plexo subbasal forma un conjunto en vortice (FIGURA 2), al converger las
fibras curvilineas subepiteliales en una suave espiral imaginaria en sentido horario,
inferonasal al apex corneal. Las terminaciones intraepiteliales se originan a partir de
ramas de los nervios subepiteliales, terminando en todas las capas de células
epiteliales. La densidad de puntos por donde los nervios penetran en la membrana de
Bowman es mayor en la periferia que en la region central. Las terminaciones nerviosas
de las capas de células escamosas y alares, son diversas en morfologia y longitud,
teniendo las capas suprabasales del epitelio corneal a nivel central aproximadamente

605,8 terminaciones/mm? (Marfurt et al., 2010, Al-Agaba et al., 2010).
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Figura 2: Esquema representativo de la inervacion corneal. Se observan los
nervios periféricos estromales (marron oscuro) penetrando a través del limbo
esclerocorneal (linea discontinua). En un plano superior aparece el plexo subbasal
(azul), convergiendo en un punto a modo de vdrtice (asterisco) en el cuadrante

inferonasal. Modificado de (Marfurt et al., 2010).
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1.3.2. Vascularizacion y nutricion corneal:

La cérnea recibe el oxigeno a partir de la pelicula lagrimal, la vascularizacién
palpebral y el humor acuoso. Para todas las células corneales, la glucosa es el sustrato
metabdlico basico. Asi, la glucosa que reciben las células endoteliales proviene del
humor acuoso, las cuales, a través de transportadores de membrana, proveen al
estroma de glucosa. Dicha glucosa llega al epitelio mediante difusién pasiva a través
del estroma. La pelicula lagrimal y los vasos limbicos aportan el 10% de la glucosa
metabolizada por la cérnea (American Academy of Ophthalmology., 2005).

La cérnea es un drgano avascular. Sin embargo, ante determinadas agresiones,
se produce una neovascularizacion corneal. La neovascularizacion superficial de la
cornea se compone de un tejido de granulacién que separa el epitelio de la membrana
de Bowman, conformando bucles vasculares que emigran por extension directa. La
vascularizacién intersticial se compone de vasos que estan orientados a modo de
“brocha” por la orientacién de las laminillas de colageno en el estroma. Existe también
una neovascularizacion profunda que penetra entre el estroma y la membrana de
Descemet. Todo esto lleva a una alteracién en la funcion éptica, un aumento en la
antigenicidad corneal y un aumento en la deposicién de lipidos a nivel corneal (Cogan,

1949).
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1.4. HISTOLOGIA:

La cérnea humana se conforma a partir de 5 capas histoldgicas (FIGURA 3). La
capa mas superficial es el epitelio, debajo del cual se halla el estroma corneal,
separadas ambas por la capa de Bowman. La capa mads interna es el endotelio,

encontrandose la membrana de Descemet entre ésta y el estroma.

Figura 3: Corte histoldgico de la cdrnea humana tefido con hematoxilina-eosina

(1: Epitelio; 2: Capa de Bowman; 3: Estroma; 4: Membrana de Descemet; 5: Endotelio).
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1.4.1. Epitelio corneal:

La capa mas superficial de la cérnea se caracteriza por ser un epitelio plano
estratificado no queratinizado, que constituye el 5% aproximadamente del espesor
corneal (50-56 um). Se compone de 5-7 estratos en la regién central, aumentando a 8-
10 en la periferia. Conforme nos alejamos de la regidén basal y nos aproximamos a la
pelicula lagrimal, el nimero de organelas disminuye intracelularmente, adoptando la
célula una forma cada vez mas aplanada. Asi, se distinguen varios tipos de células
epiteliales segun el estrato celular donde se encuentren (FIGURA 4) (Krachmer et al.,
2005).

El estrato celular mas superficial estda formado por las células apicales, las
cuales presentan, en su membrana apical, pliegues y microvellosidades que entran en
contacto directo con la superficie lagrimal, donde se descaman en el proceso de
renovacion celular epitelial. En la capa intermedia del epitelio se encuentran las células
alares, las cuales poseen prolongaciones en forma de alas, de ahi su nombre. El estrato
epitelial mds interno estd constituido por las células basales o columnares; estas
proceden de las células amplificadoras transitorias que migran desde el limbo
esclerocorneal, siendo éstas las Unicas células epiteliales que poseen actividad mitética
y dan origen al resto de células epiteliales, permitiendo asi la renovacion del epitelio
corneal (Lavker et al., 1991, Yanoff and Fine, 2002).

Las células epiteliales establecen entre si multiples uniones intercelulares
conformando una estrecha barrera frente al medio externo. Entre estas encontramos
desmosomas, mas abundantes en las capas superficiales; uniones gap o comunicantes,

mas abundantes en las capas basales; y uniones estrechas o zénula occludens, mas
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abundantes en las capas superficiales (Gonzalez-Andrades et al., 2009). Entre las
células epiteliales corneales podemos encontrar otro tipo de células, sobre todo a nivel
periférico, como son histiocitos, macréfagos, linfocitos, melanocitos y células de
Langerhans (American Academy of Ophthalmology., 2005).

El epitelio corneal produce la membrana basal sobre la cual se ancla, gracias a
los hemidesmosomas sintetizados por las células basales (FIGURA 5). La membrana
basal mide 75 nm de espesor, aproximadamente, dividiéndose en dos segun la
apariencia observada en la microscopia electrénica: /Idmina lucida anterior (25 nm) y
ldmina densa posterior (50 nm). Su composicién se basa en distintas proteinas entre

las que encontramos: colageno tipo IV y laminina (Krachmer et al., 2005).

1.4.2. Capa de Bowman:

Justo inferior a la membrana basal epitelial se halla una capa acelular de 8 a 14
um de espesor, compuesta por fibras de colageno entrelazadas entre si sin orden
alguno. Considerada una modificacidén del estroma corneal, cualquier dafio infligido

sobre la capa de Bowman generara un fendmeno de cicatrizacién (Lagali et al., 2009).
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Figura 4: Grdfico representativo de la estructura corneal (MET y MEB:
microscopia electronica de transmision y barrido, respectivamente). Modificado de

(Leibowitz and Waring, 1998) y (Muller et al., 1995).
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1.4.3. Estroma:

El estroma corneal constituye el 90% del grosor corneal humano. En su mayor
parte, esta formado por fibras de coldgeno de tipo | y V, entrelazdndose entre estas
coldgeno tipo VI. Estas se agrupan entre si formando laminillas que se disponen de una
forma orientada, oblicuamente en el tercio anterior estromal y paralelamente en los
dos tercios mds profundos, estando separadas unas de otras por una distancia fija, en
gran parte gracias a los proteoglicanos dermatan y queratan sulfato. Esta disposicion
especificamente orientada confieren a la cdrnea su transparencia y su resistencia
(Ruberti and Zieske, 2008, Quantock and Young, 2008).

Entre las laminillas de cdlageno se insertan los queratocitos, los cuales ocupan
alrededor de un 5% del volumen estromal. Su densidad no es homogénea ya que
decrece conforme nos acercamos a la region mas posterior del estroma (de 1058
células/mm? en la regién anterior, a 771 células/mm’en la regi6n posterior),
presentando ademas una disposicidon en espiral de anterior a posterior a través de las
[dminas de colageno (Muller et al., 1995). Sintetizan gran parte de los elementos
estructurales del estroma corneal y su morfologia plana y estrellada les confiere una
gran superficie, creando puentes de comunicacién a través de uniones gap y
fenestraciones que presentan en su membrana, creando interconexiones entre ellos

mismos a través de las lamelas de coldgeno (FIGURA 4) (Leibowitz and Waring, 1998).
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1.4.4. Membrana de Descemet:

La membrana basal del endotelio corneal y sintetizada por éste, la membrana de
Descemet, se establece como la estructura que separa el endotelio del estroma corneal.
Su espesor aumenta con la edad, pasando de 3-4 um en el nacimiento a 10-12 um en el
adulto. Estd compuesta fundamentalmente de colageno tipo IV y tipo VIII, laminina y
fibronectina, pudiendo diferenciarse dos regiones, una anterior estriada desarrollada en
la vida fetal y otra posterior no estriada desarrollada a lo largo de la vida (Beuerman and

Pedroza, 1996).

1.4.5. Endotelio corneal:

El endotelio corneal es un epitelio plano simple de 5 um de espesor
aproximadamente, que esta en contacto con el humor acuoso. Existen alrededor de
3000-3500 células/mm? cuya disposicién en mosaico es caracteristica, al poseer la
célula del endotelio corneal una morfologia hexagonal (FIGURA 4) (Beuerman and
Pedroza, 1996, Srinivas, 2010). Su metabolismo y funcionalidad es maxima en relacién
con el intercambio de iones y liquidos mediante mecanismos de transporte activo
entre el estroma corneal y la cdmara anterior donde se halla el humor acuoso. Asi se
asegura la transparencia corneal, evitando la edematizacidon del estroma (Srinivas,
2010, Mergler and Pleyer, 2007).

El nimero de células endoteliales disminuye progresivamente con la edad, ya
gue la actividad mitotica de las células endoteliales es minima. Dicha pérdida celular se

compensa en cierta medida gracias a un fendmeno de polimegatismo y pleomorfismo
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mediante el cual, la célula aumento de tamafio y cambia su forma (Lass et al., 2005,
Krachmer et al., 2005, Schroeter and Rieck, 2009). Algunos autores han demostrado
que el endotelio corneal tiene cierta capacidad regenerativa. Asi, se ha descrito la
capacidad mitética de éste en individuos jovenes, junto con la posibilidad de la
regeneracion del mismo a partir de células del limbo y de células endoteliales adultas

manipuladas genéticamente (Joyce and Harris, 2010, Engler et al., 2009).
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1.5. ELLIMBO ESCLEROCORNEAL:

El limbo esclerocorneal es una estructura que juega un papel fundamental en la
fisiologia del polo anterior del globo ocular. Se enmarca como la zona de transicion
entre la cdrnea y la esclera, distinguiéndose como una linea grisdcea de unos 2 mm de
anchura entre ambas. Entre las funciones del limbo esclerocorneal destacan la nutricion
de la cdrnea periférica, actuar como reservorio de células madre del epitelio corneal y,
por tanto, permitir la regeneracidon y mantenimiento de este epitelio; ademas participa
en la inmunovigilancia y en respuestas de hipersensibilidad, asi como en la funcion de
barrera que impide que el tejido conjuntival alcance la cérnea (Li et al., 2007).

Las células madre epiteliales limbares (LESC, del inglés, “limbal epithelial stem
cells”) se cree que residen en la capa basal del epitelio limbal, el cual se encuentra entre
el epitelio corneal y conjuntival, siendo de un espesor algo mayor que el epitelio
corneal. El estroma corneal pierde aqui su transparencia, y sus laminas pierden su
disposicidon ordenada, las fibras de colageno aumentan de tamafo y su disposicidn es
mas parecida a las de la esclera (Chen et al., 2004).

Las LESC no estdn distribuidas uniformemente por el limbo humano, ya que se
concentran a nivel superior e inferior del limbo esclerocorneal. El epitelio basal del
limbo conforma una serie de ondulaciones llamadas empalizadas de Vogt. Dichas
ondulaciones emiten proyecciones epiteliales, llamadas crestas epiteliales, en el
estroma subyacente donde las arterias epiesclerales proporcionan el suministro de
sangre a estas, critica en el suministro de nutrientes y oxigeno. Este microambiente,
representado por las empalizadas y las criptas, genera un nicho ambiental

especializado para el mantenimiento de un estado indiferenciado celular, para
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controlar su proliferacidon y para guiar el compromiso de su progenie a determinados
linajes celulares (Notara and Daniels, 2008).

Las LESC tienen una capacidad ilimitada para la auto-renovacion y exhiben una baja
actividad mitdtica. Una vez que comienza la diferenciacidn de estas, es irreversible y se
produce por amplificacién transiente. Las células de amplificacién transiente son
capaces de realizar un numero finito de divisiones celulares, migrando
centripetamente, pudiéndose encontrar asi en el epitelio basal del limbo y la cornea
periférica. Las células de amplificacion transiente se diferencian en células
postmitoticas del epitelio corneal suprabasal, las cuales daran lugar a las células

diferenciadas terminales del epitelio corneal superficial (Vemuganti et al., 2009).

Epitelio Limbo 1 Epitelio
conjuntival corneal

Células
diferenciadas
terminales

1

Células
postmitéticas

/

: Células de
amplificacion
transiente

Células madre

Figura 5: Grdfico representativo de la diferenciacion de las LESC. Modificado de

(Notara and Daniels, 2008).
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2. FUNCIONES DE LA CORNEA:

2.1. BARRERA FRENTE AL MEDIO EXTERNO:

La cérnea establece una barrera de proteccion frente al medio externo al separar
fisicamente éste de las estructuras mas internas del globo ocular. Gracias a la gran
cohesion de las distintas capas histoldgicas que componen la cérnea, y la intima
relacion que establece ésta con los anejos oculares, principalmente la conjuntiva, el
aparato lagrimal y los parpados, se establece un eficaz sistema protector y de soporte

para el globo ocular (Krachmer et al., 2005).
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2.2. EL DIOPTRIO CORNEAL. MECANISMOS DE TRANSPARENCIA:

2.2.1. El dioptrio corneal

La cérnea permite la refraccién y la transmisién de la luz a su través gracias a la
gran regularidad y uniformidad de su arquitectura, asocidndose ademadas Ia
avascularizacién de la misma. Todo esto confiere a la cérnea una de sus propiedades
mas importantes: su transparencia. Ademas la cérnea se caracteriza por su gran
capacidad refractiva, actuando como una lente convergente de 42 dioptrias. Con ello,
la cérnea justifica un 70% del poder de refraccion total del ojo (American Academy of

Ophthalmology., 2006).

2.2.2. Teoria de la transparencia

Las mayores fuentes de dispersién de la luz en la cérnea son la capa mas
superficial del epitelio corneal y el endotelio corneal ya que determinan la interfase
con la pelicula lagrima y el humor acuoso, respectivamente, que tienen un indice de
refraccion (IR = 1.00) mucho menor que las células (IR = 1.3). En el estroma corneal la
dispersidn de la luz sélo se da en el nicleo de los queratocitos, sin afectarse la luz al
pasar por el citoplasma de la célula (Jester, 2008).

Teniendo en cuenta que el estroma estd compuesto de colageno, agua,
proteoglicanos y glucosaminoglicanos, los cuales tienen indices de refraccidon que van
de 1.47 a 1.35, el estroma corneal deberia de ser opaco como es la dermis o la esclera.

Sin embargo, gracias a la organizacion de las fibras de colageno anteriormente
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comentada, junto con su pequefio tamafio (32 nm) y el espacio uniforme entre estas
(64 nm) conforman una estructura perfecta que guia la luz a su través sin dispersarla
(Maurice, 1957).

Aplicando la teoria de Later, Goldman y Benedek, (Goldman and Benedek, 1967,
Benedek, 1971) encontramos que al ser la distancia de las estructuras dispersantes (en
este caso, las fibras de colageno) menor o igual a la mitad de la longitud de onda de la
luz visible (400-700 nm), el medio ha de ser transparente. Sin embargo, cuando el
indice de refraccion fluctia en distancias mayores a la mitad de la longitud de onda, o
200 nm, la dispersion de la luz aumenta y es detectable.

Estas teorias se pueden aplicar a las células, especialmente al epitelio corneal y a
los queratocitos. Las células contienen una serie de organelas y otros elementos que
son estructuras potencialmente capaces de dispersar la luz dentro de las mismas
(Moller-Pedersen, 2004). Ademas, los queratocitos estan inmersos en una matriz de
coldgeno separando las fibrillas de colageno en torno a 200 a 600 nm (distancia igual al
grosor de dichas células), lo que conllevaria la maxima dispersion en la intefase creada
entre las lamelas de coldgeno. Aun cuando todo indica que la dispersién de la luz en la
cornea deberia ser significativa, encontramos que el epitelio y los queratocitos
(exceptuando el nucleo) han conseguido minimizar las fluctuaciones en el indice de
refraccion consiguiendo asi una disminucién de dicha dispersiéon y volverse asi

transparentes.
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2.2.3. Cristalinas corneales expresadas en queratocitos

La cornea ha desarrollado un mecanismo para aumentar la transparencia y
minimizar las fluctuaciones en el indice de refraccidn al expresar una serie de proteinas
hidrosolubles llamadas cristalinas. Estas controlan los cambios que acontecen en torno
al citoplasma de la célula tanto en los queratocitos como en las células epiteliales
corneales (Jester, 2008). El patron de expresion de las cristalinas entre ambas
poblaciones celulares es muy similar, encontrando minimas diferencias que se podrian
explicar por el distinto origen embrioldgico de las mismas.

Ademas, existe una especificidad de especie en el patron de expresién de las
cristalinas. Los queratocitos de los mamiferos expresan abundante ALDH3A1/1A1 al
igual que el epitelio corneal. Asi, los queratocitos aislados de cérneas de cerdo
muestran una gran expresion de ALDH3A1/1A1, representando el 55% del total de
cristalinas expresadas. Este gen sin embargo no se expresa en queratocitos de pollo.
Los queratocitos de conejo expresan grandes cantidades de TKT y ALDH1A1/n-
crystalina, conformando un 14% y un 12.7% respectivamente del total de cristalinas
expresadas. Las células epiteliales corneales de conejo expresan predominantemente
lactico deshidrogenasa/e-cristalina (14.7%) y a menores niveles TKT (7.5%), G3PDH/m-

cristalina (6.9%), y a-enolasa/t-cristalina (4.5%) (Jester et al., 2005).
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2.2.4. Opacificacidon corneal, dispersion celular de la luz y la expresion corneal de
cristalinas

Una agresion hacia la cérnea, particularmente al estroma, con frecuencia
promueve una activacion de los queratocitos. Posteriormente, estos migraran y se
diferenciaran hacia fibroblastos y miofibroblastos, los cuales participaran en la
respuesta a dicha agresiéon creando una zona de fibrosis a ese nivel. Esta reaccién
fibrética provocara opacificacion corneal y pérdida focal de la transparencia (Jester et
al., 1999).

Durante afios, el desarrollo de fibrosis y la posterior opacificacién corneal se ha
explicado mediante el depdsito anormal de colageno y proteoglicanos por parte de los
fibroblastos y miofibroblastos tras la lesion. Normalmente, los queratocitos sintetizan
colageno tipo | y tipo V conjuntamente con proteoglicanos como el keratan sulfato
(KSPG). Ninguna otra célula expresa KSPG, jugando un papel primordial para la
formacién de haces de colageno en el estroma con un tamafo y espacio entre las
mismas adecuado (Funderburgh, 2000). Por otra parte, los queratocitos que se
diferencian a fibroblastos y miofibroblastos pierden la capacidad de sintetizar KSPG y
en su lugar expresan condroitin sulfato (CSPG) conjuntamente con coldgeno de tipo | y
Il (Hassell et al., 1983, Cintron et al., 1988).

La dispersion celular de la luz se puede observar tanto en la opacificacién
corneal como en agresiones corneales mds leves que no conllevan opacificacién
corneal pero si una migracion de fibroblastos sin la presencia de miofibroblastos
(Moller-Pedersen et al., 1998). Curiosamente, la dispersion de la luz y la opacificacidon

corneal desaparecen conforme los fibroblastos se vuelven a diferenciar en
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gueratocitos tras repoblar el estroma corneal. Este mecanismo de reparacién acontece
cuando se produce una congelacién localizada de la cérnea donde los fibroblastos
migran y muestran un patrén de expresion caracterizado por la pérdida de expresion
de ALDH1A1 y una disminucion de TKT (Jester et al., 1999).

En humanos, se ha comprobado que las células estromales aisladas de cérneas
opacificadas o fibroticas tras un rechazo en un transplante corneal o una cicatrizacién
tras una agresion corneal, cambian el patron de expresion siendo positivas para Thy-1

o a-actina de musculo liso, no expresando ALDH3A1 (Pei et al., 2006).

2.2.5. Desarrollo de la transparencia y la expresion de cristalinas corneales

La cérnea de la mayoria de los mamiferos es translticida en el momento del
nacimiento y sélo comienza a desarrollar la transparencia caracteristica de ésta tras la
apertura palpebral (Smelser and Ozanics, 1956, Zinn and Mockel-Pohl, 1975), cuando
disminuye la dispersion de la luz por parte de las células estromales y empieza a
limitarse al nucleo de los queratocitos (Jester et al., 2007).

Ademas, la disminucidn de la dispersion de la luz muestra una fuerte
correlacién con la disminucion de la densidad celular, aunque el nivel de dispersion a
nivel de una sola célula se mantiene constante hasta la apertura palpebral. La caida en
el nivel de dispersién celular de la luz se asocia con dos importantes eventos a nivel
celular: la salida del ciclo celular por parte de los queratocitos y el incremento en la

expresion de ALDH1A1 tras la apertura palpebral. Estos datos coinciden con algunos
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estudios en animales donde se observa un aumento en la expresion de TKT y ALDH3A1

tras la apertura palpebral (Sax et al., 2000, Downes and Holmes, 1992).
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3. PATOLOGIA CORNEAL Y SU TRATAMIENTO:

3.1. EPIDEMIOLOGIA DE LA PATOLOGIA CORNEAL. LA CEGUERA CORNEAL.

La patologia corneal es una de las mayores causas de ceguera en el mundo, sdlo
superada por la catarata; aun asi, hasta el 90% de los casos de ceguera es
consecuencia directa de la patologia corneal en algunas zonas de Africa (Schwartz et
al., 1997). La complejidad epidemiolégica de la ceguera corneal se debe en parte a la
gran variedad de oftalmopatias infecciosas e inflamatorias que acaban causando
cicatrizacion corneal, la cual finalmente conduce a la ceguera funcional. Asi,
actualmente se calculan cerca de 4,9 millones de personas que sufren ceguera debido
al tracoma, en su mayoria por un proceso de cicatrizacidn y vascularizaciéon corneal.
Los traumatismos oculares y la ulceracién corneal también son causas importantes de
ceguera corneal a nivel mundial ya que pueden dar lugar a 1,5-2,0 millones de casos
nuevos de ceguera monocular cada afio (Whitcher et al., 2001).

En relacion con la ceguera infantil corneal, aproximadamente 1,5 millones en
todo el mundo la padecen, teniendo en cuenta que 5 millones de personas sufren
discapacidad visual (Hornby et al.,, 1999). Entre las causas mas importantes de la
misma encontramos la xeroftalmia (350000 casos anuales), la oftalmia del recién
nacido, las infecciones por el virus herpes simplex y la queratoconjuntivitis vernal. Hay
gue tener en cuenta también, que enfermedades como la oncocercosis y la lepra,
erradicadas en occidente, son todavia una causa fundamental de ceguera, afectando a

mas de 500000 personas. Ademas, las medicinas tradicionales en relacién con las
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oftalmopatias han constituido un factor de riesgo primordial en relacién con la actual
epidemia de ulceracidn corneal en los paises en desarrollo (Whitcher et al., 2001).

En la gran mayoria de casos de ceguera corneal, el tratamiento idéneo seria un
trasplante de cérnea. Sin embargo, las infraestructuras que requiere éste, junto con la
necesidad de un control exhaustivo de los pacientes para evitar posibles
complicaciones, hacen que los programas preventivos de salud publica constituyan la
opciéon mas eficaz en relacién al costo para reducir la carga mundial de ceguera
corneal. En los paises desarrollados, las patologias corneales severas suelen ser
abordadas mediante otros procedimientos terapéuticos, como el trasplante corneal,

que conllevan grandes costes humanos y materiales.
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3.2. APROXIMACIONES TERAPEUTICAS A LA PATOLOGIA CORNEAL SEVERA.

Existe un gran niumero de patologias que pueden afectar a la cérnea. La mayoria de
ellas son susceptibles de tratamiento médico gracias a la capacidad regenerativa de la
cornea. Sin embargo, en muchos casos la agresién a los tejidos corneales crea un dafio
permanente sobre estos, necesitando una sustitucion tisular que cumpla las funciones
Opticas y de barrera de la cérnea sana, para evitar asi la pérdida de visidén y la posible
pérdida del globo ocular. Ademas, en aquellas patologias donde la desestructuracién
tisular es maxima y existe la posibilidad de perforacién ocular, es necesario aplicar
tratamientos que satisfagan la funcion de barrera, obviando casi en su totalidad la

funcién optica.

3.2.1. Queratoplastias

La queratoplastia o trasplante corneal es la técnica mas utilizada por sus buenos
resultados y la gran experiencia que se tiene sobre la misma. Sin embargo, ésta implica
dos grandes inconvenientes: la escasez de donantes y la posibilidad de rechazo del
injerto (Klebe et al., 2009). Existen distintos tipos de queratoplastias en funcién del
espesor corneal del injerto trasplantado. Asi, las queratoplastias penetrantes consisten
en la implantacién de un segmento corneal de espesor completo, que proviene de un
donante caddver (aloinjerto). En las queratoplastias lamelares se reemplaza
Unicamente el tejido corneal dafiado por tejido corneal de donante cadaver, dejando

intacto el tejido sano (Baddon et al., 2010, Price and Price, 2008).
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Queratoplastia penetrante Queratoplastia lamelar

Edema corneal | Distrofias y degeneraciones epitelioestromales

faquico/pseudofaquico

Distrofias/degeneraciones Cicatriz superficial corneal

corneales

Reinjerto Pterygium multiple recurrente

Queratitis (ulcerativa) | Adelgazamiento corneal

infecciosa/no infecciosa

Trauma mecanico Tumores superficiales corneales

Opacidad congénita Lesiones congénitas

Causticaciones Perforaciones corneales que no son susceptibles de
ser resuturadas o que ocurren en paciente con
enfermedad superficial ocular (pe. queratitis sicca)

Optica o refractiva Infecciones especificas (pe. acanthamoeba)

Tabla 1: Principales indicaciones para la realizacion de queratoplastia

penetrante o lamelar.

Existen queratoplastias lamelares anteriores donde el tejido sustituido es el
epitelio y el estroma en mayor o menor medida, y las queratoplastias lamelares
posteriores o queratoplastias endoteliales donde se sustituye el endotelio corneal y la
membrana de Descemet (Dapena et al., 2009). En relacién con las queratoplastias
lamelares anteriores, encontramos distintos subtipos segun la profundidad alcanzada,
llegando a la queratoplastia lamelar anterior profunda (DALK, del inglés “Deep Anterior
Lamellar Keratoplasty”), donde se sustituye todo el tejido estromal respetando la
membrana de Descemet y el endotelio (Sugita and Kondo, 1997). Las indicaciones

principales de cada una de ellas se reflejan en la tabla 1.
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3.2.2. Membrana amniética y recubrimiento conjuntival

La membrana amnidtica (MA) se ha utilizado en distintas disciplinas médicas
con el fin de regenerar tejidos diversos (Niknejad et al., 2008). La membrana amnidtica
se compone de cinco capas: epitelio, membrana basal y tres capas mesenquimatosas
(capa esponjosa, capa de fibroblastos y capa compacta). Segun la orientacién de la
membrana amnidtica a la hora de implantarla sobre la cdérnea afecta, podemos
distinguir entre injerto o recubrimiento, aumentando asi las indicaciones de la misma
(TABLA 2) (Gomes et al., 2005).

En aquellos casos donde se usa como injerto, se orienta la cara epitelial hacia
arriba y se coloca en el interior del lecho ulceroso o defecto estromal, para favorecer el
crecimiento del epitelio corneal sobre la membrana basal de la MA (Nubile et al.,
2008). Cuando la MA se utiliza como recubrimiento, con el fin de reducir el proceso
inflamatorio, favorecer la regeneracion epitelial corneal y disminuir el proceso de
cicatrizacidon bajo la membrana, es necesario recubrir la superficie corneal con el
fragmento de MA, generalmente con la cara epitelial hacia el exterior, sobrepasando
los margenes del defecto epitelial, a modo de lente de contacto terapéutica temporal
gue se reabsorbera en 3-4 semanas, tras haber cumplido su funcidn antiinflamatoria y
de barrera mecdnica (Azuara-Blanco et al., 1999). La MA también se puede utilizar a
modo de multicapa, para tratar Ulceras profundas o perforaciones de pequefio tamafio
(Prabhasawat et al., 2001). La membrana amnidtica también se ha utilizado como
sustrato para el cultivo de las células germinales epiteliales del limbo esclerocorneal

(Mariappan et al., 2010).
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Otro procedimiento terapéutico que busca la creacién de una barrera mecanica
a nivel corneal es el recubrimiento conjuntival. La técnica se realiza disecando una
porcidn de conjuntiva préxima al lugar de la lesidn corneal, la cual serd cubierta con
dicha conjuntiva disecada tras suturar ésta (Arruga, 1963). Su uso ha decrecido gracias
al empleo de nuevos agentes antimicrobianos, al aumento de las indicaciones de
gueratoplastias penetrantes, el uso de lentes terapelticas y la mejora en los
tratamientos de enfermedades corneales inflamatorias (Khodadoust and Quinter,
2003). Sin embargo, la realizacidén de un recubrimiento conjuntival aln tiene una serie
de indicaciones en las que conservar la funcién optica no es una prioridad (TABLA 2)

(Lim et al., 2009a).

Recubrimiento conjuntival Membrana amnidtica

Ulceracion crénica estéril epitelial y estromal: | Defectos epiteliales corneales
gueratitis herpética por virus del herpes simple, | persistentes ulcerados
causticaciones y quemaduras, queratoconjuntivitis
sicca, ulceras postinfecciosas, gueratopatia
neurotroéfica

Heridas corneales cerradas pero inestables Insuficiencia limbica parcial

Queratopatia bullosa dolorosa en un paciente que no | Causticaciones/quemadura
es buen candidato para realizacion de queratoplastia | térmica

penetrante

Ojo ptisico para prétesis Queratopatia bullosa dolorosa

Perforacion corneal Sindrome de Stevens-
Johnson/Lyell

Otras Queratopatia en banda

Tabla 2: Principales indicaciones para la realizacion de un recubrimiento

conjuntival o plastia con membrana amniética.
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3.2.3. Queratoprétesis

Las queratoprotesis se basan en la implantacién de sustitutos corneales
artificiales no bioldgicos. 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
[politetrafuoruro expandido], Dacron, PHEMA...) que permite la migracion celular
desde el huésped hacia la proétesis para contribuir al anclaje de ésta (Gomaa et al.,
2010).

Se suelen indicar en casos de cicatrizacion corneal severa bilateral complicada
por patologia de la superficie ocular como, por ejemplo, conjuntivalizaciéon secundaria
a insuficiencia limbar u ojo seco severo, o en casos con mala respuesta a la
gueratoplastia penetrante, como rechazos repetidos del injerto (TABLA 3). Existen
distintos tipos como la osteo-odonto queratoproétesis, osteo-queratoprotesis con tibia
o queratoprétesis de Boston Tipo | (Liu et al., 2008). Suelen ser el ultimo recurso,

teniendo que cumplir diversos requisitos para su implantacién (FIGURA 6).
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Queratoprotesis

Cicatrizacion corneal severa bilateral complicada por patologia de la superficie ocular
(conjuntivalizacion secundaria a insuficiencia limbar, ojo seco severo, fallo de injerto...)

Causticaciones/quemadura térmica

Pemfigoide ocular cicatricial

Sindrome de Stevens-Johnson/Lyell

Tracoma cicatricial ocular

Tabla 3: Principales indicaciones para el uso de queratoprotesis.

Fallodeinjerto
repetido

(20 +)
Mal'pronostico Noglaucoma

para tercer avanzado
trasplante

BOSTON
KPRO

Agudezavisual No

COnN correccion <

a0.05(20/4000
6/120)

desprendimiento
de retina.

Buena funcion
palpebraly
lagrimal

Figura 6: Requesitos para la implantacion de la queratoprotesis BostonKpro.
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3.2.4. Ellimbo esclerocorneal como fuente de tratamientos regenerativos corneales

El limbo esclerocorneal es una fuente primordial de células madre en relacién con
distintos procedimientos terapéuticos para resolver en su mayoria enfermedades que
causan una deficiencia limbal de células madre (LSCD, del inglés “limbal stem cell
deficiency”) (Lim et al.,, 2009b). Dicha deficiencia limbal se ha definido como la
destruccién o la disfuncion de las células madre que contiene el epitelio limbico debido
a diversas causas (TABLA 4) (Vemuganti et al., 2009). Esto conlleva un fracaso de la
regeneracion del epitelio corneal, con la consiguiente re-epitelizacion por parte de las
células epiteliales conjuntivales, asociado a un proceso de inflamacidn cronica,
cicatrizacion estromal, neovascularizacion y defectos epiteliales persistentes (DEP)
(Notara et al., 2010). La LSCD puede clasificarse como parcial o total, teniendo en
cuenta que en la deficiencia parcial existe un déficit de LSC en una regién localizada del
limbo dando lugar a conjuntivalizacion sectorial, frente al LSCD completa donde existe
una disfuncién o destruccién de toda la poblacion de LSC causando la
conjuntivalizacion de toda la cérnea (Vemuganti et al., 2009, Notara and Daniels,

2008).
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Pérdida destructiva de las LSCs Disfuncion del nicho limbal

Quemaduras quimicas o térmicas Aniridia/ coloboma del iris

Enfermedad de Steven Johnson Déficit endocrinos multiples

Multiples cirugias o crioterapias | Limbitis cronica o inflamacién
sobre el limbo (iatrogenia) periférica/enfermedades ulcerativas

Queratopatia inducida por lentes de | Queratopatia  neurotréfica  (neuronal o

contacto isquémica)

Queratitis infecciosa severa Pterygium o pseudopterygium
Uso de citostaticos (5FU, MMC) Queratopatia bullosa crénica
Irradiacion Idiopatica

Tabla 4: Clasificacion de las patologias corneales causantes de la deficiencia

limbar segun su causa.

El tratamiento definitivo de la LSCD es el trasplante de limbo usando auto o
aloinjertos limbares. En casos unilaterales con LSCD completa, se aconseja utilizar un
autoinjerto limbal. De forma experimental, algunos grupos realizan el trasplante de
LSC cultivadas ex vivo procedentes del otro ojo (Miri et al., 2010, Notara and Daniels,
2008). En los casos de LSCD completa bilateral o unilateral en pacientes con un solo
0jo, la Unica opcion de tratamiento es la realizacion de un aloinjerto limbal de donante
cadaver o de un familiar vivo, el cual se puede cultivar ex vivo para implantar las LSC
cultivadas (Miri et al., 2010), o el trasplante de células madre de otras localizaciones

como la mucosa oral (Nishida et al., 2004b), considerandose estas técnicas de caracter
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experimental. En LSCD parciales, un fragmento de tejido del limbo del ojo sano puede
cultivarse y posteriormente trasplantarse a la zona de epitelio enfermo. Otra técnica
descrita es la translocacién de tejido limbal ipsilateral sano al area afecta por el LSCD.
En relacién con el cultivo ex vivo de LSCs para la obtencion de células limbares
epiteliales, hemos de tener en cuenta los distintos sustratos sobre los cuales realizar
dicho cultivo para poder, posteriormente, realizar el trasplante de estos sobre la
cornea afecta (TABLA 5) (Vemuganti et al., 2009). Todas estas técnicas en las que se
combinan células limbares sobre cualquier estrato se consideran medicamentos de
Terapias Avanzadas de Ingenieria Tisular y en los casos en que se estan aplicando en

pacientes constituyen terapias todavia experimentales.

Sustrato usado Grupo Afo | Aplicacion
(Schwab et al., 2000) 2000 | Clinica
(Tsai et al., 2000) 2000 | Clinica
(Sangwan et al., 2003) | 2003 | Clinica
(Wang et al., 2003) 2003 | Investigacion
(Sangwan et al., 2006) | 2006 | Clinica

Membrana amnidtica humana
(Schwab et al., 2000) 1999 | Clinica
(Tsai et al., 2000) 2000 | Clinica
(Pauklin et al., 2010) 2010 | Clinica
(Thanos et al., 2010) 2010 | Clinica

(Kolli et al., 2010) 2010 | Clinica
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Sustrato usado Grupo Afo | Aplicacion

(Pellegrini et al., 1997) | 1999 | Clinica
Fibrina (Talbot et al., 2006) 2006 | Investigacion

(Rama et al., 2010) 2010 | Clinica
Estroma corneal (Espana et al., 2003) 2003 | Investigacion

(Pellegrini et al., 1997) | 1997 | Clinica
Lentes de contacto P

(Di Girolamo et al., S

2007) 2007 | Investigacidn
Insertos porosos para cultivo celular (Koizumi et al., 2002) | 2002 | Investigacion

(Nakagawa et al, 1990 | Investigacion
Superficies recubiertas por distintos 1990)
corrlwpuestos (laminina, fibronectina, (schwab et al., 2000) 2000 | Clinica
colageno IV)

(Li et al., 2005) 2005 | Investigacion

(Nishida et al., 2004a) | 2004 | Investigacion
Geles de poli (N-|soprop|I?cr|Iam|da) (Sitalakshmi et al., o
con respuesta a los cambios de 2009) 2009 | Investigacion
temperatura

(Sudha et al., 2006) 2006 | Investigacion
Myogel (Francis et al., 2009) 2009 | Investigacion
Matrices artificiales de colageno (Dravida et al., 2008) 2008 | Investigacion

Tabla 5: Distintos sustratos usados por varios grupos para el cultivo de células

limbares epiteliales.
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4. GENERACION DE CORNEAS ARTIFICIALES: EL IMPACTO DE LA

Ve

INGENIERIA TISULAR

Los procedimientos terapéuticos hoy dia aplicados a la patologia corneal
severa, descritos anteriormente, buscan la restauracion funcional corneal tanto a nivel
Optico como de barrera. Sin embargo, en la mayoria de casos, la restauracién visual
completa y mantenida a lo largo del tiempo se convierte en un objetivo dificil de
alcanzar debido a todas las complicaciones que implican dichos tratamientos en
relacion con la integridad en los tejidos del receptor y la tolerabilidad inmunoldgica.
Ademas, siempre se ha de conservar la funcidon de barrera con el fin de mantener la
integridad del globo ocular, intentado restablecer posteriormente la funcion éptica si
fuera necesario.

Todos los inconvenientes que pueden conllevar dichos tratamientos, junto con
la escasez de donantes y en cierta medida, la dificil accesibilidad que muchos de ellos
implican, marcan la necesidad de paliar dichas deficiencias generando un sustituto
corneal humano mediante técnicas de Ingenieria Tisular, d4rea cientifica
multidisciplinaria cuyo objetivo es la construccién de tejidos bioldgicos artificiales y la
utilizacidn, con fines médicos, de los mismos para restaurar, sustituir o incrementar las
actividades funcionales de tejidos y drganos enfermos (Campos, 2004).

Se han establecido distintas caracteristicas que idealmente deben de cumplir

los sustitutos corneales creados por Ingenieria Tisular (Shah et al., 2008):
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* El constructo debe permanecer estable en el ojo receptor durante largos
periodos de tiempo, y no debe actuar como un estimulo inflamatorio o
inmunoldgico

e La 6ptica central debe ser transparente y formar una imagen de alta calidad
sobre la retina.

* El componente estromal debe permitir el crecimiento en su interior de los
gueratocitos estromales, la produccion y el depdsito de matriz extracelular
y estar permanentemente fijo.

* Los constructos deben ser anclados mediante la colonizaciéon de
gueratocitos y depdsito de proteinas en la interfase para desarrollar
suficiente fuerza de tension, que mantenga el constructo en su sitio. Asi
mismo, deben tener suficiente fuerza y resistencia para poder ser suturados
y evitar asi la extrusion.

* El componente periférico debe permitir el paso de nutrientes a su través.

e La superficie anterior debe estar cubierta por epitelio corneal que sea capaz
de repararse ante una agresion externa.

e 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

* El constructo debe estimular la inervacion del mismo, permitiendo el
avance y crecimiento de las terminaciones nerviosas hasta el epitelio

corneal.
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* El constructo no ha de promover la neovascularizacion, evitando asi el
crecimiento andmalo de vasos en su interior.
e El constructo corneal debe permitir que las células se adhieran, proliferen y

migren a través del mismo.

Para conseguir todo esto, se han creado distintas aproximaciones por diversos
grupos que trabajan en la Ingenieria Tisular de la cérnea. Por un lado, aquellos que
aplican el concepto clasico y mas utilizado de la Ingenieria Tisular, basado en la
elaboraciéon de constructos a partir de distintos biomateriales como componentes
elementales de la matriz extracelular sobre la cual crezcan y se diferencien las células.
Por otro lado, aquellos que han adaptado un concepto emergente en la Ingenieria
Tisular, ya aplicado en la creacién de otros tejidos, basado en la utilizacion de matrices
ya creadas por la naturaleza para dicha funcién, es decir, la utilizacién de estromas
corneales animales a los cuales se extraen sus células (descelularizacidn) para poder
insertar las células humanas de interés (recelularizacién). Por ultimo, el concepto a
aplicar en la Ingenieria Tisular de la cdornea y que aun nadie ha desarrollado, es la
aproximacion ontogénica basada en el desarrollo embrioldgico corneal, intentado
desarrollar un primordio corneal que una vez implantado, desarrollase una cdrnea

adulta.
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4.1. INGENIERIA TISULAR MEDIANTE LA ELABORACION DE CONSTRUCTOS

La mayoria de investigadores dedicados a la generacidn de un sustituto corneal
han aplicado el concepto de la Ingenieria Tisular clasica en su disefio y desarrollo. La
conjuncién de los distintos elementos bdsicos que pueden conformar una matriz
extracelular corneal, da cierta libertad al investigador para modificar en cierta medida
la composicidon de ésta de manera artificial, pudiendo asi intensificar determinadas
propiedades que considere mas necesarias en su modelo. Ademas, la introduccién e
integracién de las células con dicha matriz creada desde cero en el laboratorio se
establece como un proceso simplificado al convertirse el componente celular en un
elemento mas dentro de esa amalgama tisular creada in vitro.

En relacion con el concepto de Ingenieria Tisular clasica, el proceso utilizado ha
consistido en elaborar de forma separada los distintos componentes del tejido artificial
a construir procediendo con posterioridad al ensamblaje de dichos componentes. Asi,
se han desarrollado distintos protocolos donde se han generado parte de los
elementos estructurales de una cérnea completa, empezando la mayoria por la
elaboracion de un estroma acelular (Duan et al., 2006). Con posterioridad, se
desarrolla el protocolo para crear dicho estroma introduciéndo queratocitos corneales
en el mismo durante el proceso de fabricacion. Una vez caracterizado éste, en la
mayoria de casos, tanto in vitro como in vivo, se prosigue hacia la siguiente etapa para
generar un sustituto corneal, afladiendo el componente celular epitelial sobre el
estroma celular creado previamente (Suuronen et al., 2005, Selvam et al., 2006). Pocos

son los grupos que han continuado con el desarrollo de un constructo corneal
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completo con la adicién del componente endotelial (Alaminos et al., 2006, Doillon et
al., 2003).

Multiples son los componentes del estroma corneal utilizados por los distintos
grupos, sin embargo, en la mayoria prevalece el uso del coldgeno como base para la
fabricacion de dicha matriz extracelular (Cen et al., 2008, Dogru and Tsubota, 2005). Se
han desarrollado protocolos mediante el uso de coldgeno tipo | o tipo lll (Merrett et
al., 2008), llegando algunos grupos a mezclar ambos, incluso adicionando otros
elementos como quitosan, laminina, glucosaminoglicanos o metacriloxietil
fosforilcolina (Rafat et al., 2008). En la mayoria de protocolos se aplica la técnica de
cross-linking sobre dichas matrices para aumentar la consistencia y resistencia de las
mismas (McLaughlin et al., 2008). En otros casos la matriz de colageno se crea a modo
de peliculas superficiales con un patrén determinado por maquinaria de precisiéon
nanoestructural (Vrana et al., 2007). Ademas, se han usado otros componentes basicos
distintos al coldgeno para la creacidn del estroma corneal: proteinas de la seda, fibrina,
fibrina y agarosa, acido poliglicélico, etc (Alaminos et al., 2006, Lawrence et al., 2009).

Los sustitutos corneales fabricados a partir de coldgeno son poco estables y
resistentes, tendiendo a degradarse en poco tiempo, ademds de ser un material
costoso y que tiende a contraerse y a perder volumen cuando se cultivan células en su
interior (Hiraoka et al., 2003). Por ello, para paliar en parte estas dificultades,
actualmente se somete al colageno tipo | o lll a diversas técnicas de entrecruzamiento
(cross-linking) (Bentley et al., 2010, MclLaughlin et al., 2010). Ademas, la adicion de
algunos glucosaminoglicanos al colageno tipo |, aumenta la transparencia y disminuye

la retraccion del gel de colageno (Vrana et al., 2008). Otras sustancias como el alcohol
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polivinilico o la hidroxiapatita (Xu et al., 2008a) y los péptidos de adhesién epitelial
unidos a dendrimeros (Duan et al., 2007, Duan and Sheardown, 2006), permiten una
correcta adhesion y estratificacion de las células epiteliales corneales depositadas
sobre estos. Ademds, hemos de tener que, mediante Ingenieria Genética se puede
obtener el coldgeno humano de distintos tipos, evitando asi el riesgo de transmision
de infecciones y de reacciones inmunoldgicas que supone la utilizacién de coldgeno
animal (Merrett et al., 2008).

En relacion con compuestos como la fibrina o la mezcla de fibrina-agarosa,
encontramos distintas ventajas e inconvenientes. Por un lado los geles de fibrina
tienen una limitada consistencia y transparencia, aunque ofrecen ventajas tales como
su disponibilidad, la alta integracion celular en estos, la ausencia de contraccién del gel
fabricado y la posibilidad de su obtencién autdloga a partir de sangre del propio
paciente (Meana et al., 1998, Llames et al., 2004). La agarosa y otros compuestos,
conllevan una limitaciéon en torno a la adhesidn celular sobre estos, inhibiendo en
parte la proliferacién celular, sin embargo presentan una correcta transparencia y
consistencia (Cao et al., 2009). No obstante, la adicion de agarosa a la fibrina para
generar un sustituto estromal conforma un gel que mejora la transparencia y
consistencia de los geles de fibrina, ademas de presentar una correcta transparencia y
adhesién celular, no experimentando la retraccion observada en los geles de coldgeno
(Garzon et al., 2009, Alaminos et al., 2006).

Sobre estos constructos estromales creados en laboratorio se ha de introducir
el componente celular. La integracién de los queratocitos corneales humanos se

desarrolla en el mismo proceso de creacion del estroma. Una vez generado el estroma
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corneal en su totalidad, en relacidn con el componente fibrilar y celular, se procede
generalmente a la adicién del componente celular epitelial, procedente en su mayoria
del limbo esclerocorneal humano. Los trabajos que describen cierto éxito en la
generacién de una hemicérnea funcional y viable se han desarrollado a partir del uso
de materiales para la creacidon del componente fibrilar estromal basados en coldgeno,
fibrina y agarosa, polietilenglicol y acido poliacrilico, o técnicas de cocultivo con
superposicién de laminas celulares (Myung et al., 2007, Torbet et al., 2007, Gonzalez-
Andrades et al., 2009, Mi et al., 2010, Vrana et al., 2007, Reichl et al., 2004).

Pocos son los que han completado el desarrollo de un modelo corneal
completo con la adicién del componente endotelial, sobre los otros dos componentes
basicos, epitelial y estromal, ya integrados. Por un lado, el modelo desarrollado por
nuestro de grupo de investigacion basado en la mezcla de fibrina y agarosa para crear
una cornea artificial de conejo, integrando sobre dichos materiales el componente
celular epitelial, estromal y endotelial (Alaminos et al., 2006). Por otro lado, otros
grupos han generado un sustituto corneal humano completo a pesar de la dificultad
que implica el cultivo de células corneales endoteliales humanas. La generacion de
estos modelos humanos se ha basado en el uso de coldgenos con la suma o no de
glucosaminoglicanos, adicionando el componente celular humano corneal
correspondiente, usando células humanas endoteliales transfectadas para paliar las
dificultades que implica el uso de células endoteliales corneales nativas adultas (Vrana
et al., 2008).

Algunos investigadores han planteado el desarrollo de un sustituto corneal

humano parcial en relacion con las necesidades que marca la patologia corneal, ya que
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en muchos casos el componente dafiado fundamental se localiza a nivel mas
superficial alterando el epitelio corneal o a nivel mas profundo, afectando al endotelio
corneal. En primer lugar, ya comentado con anterioridad en esta tesis, encontramos el
desarrollo avanzado del cultivo de epitelio corneal a partir de células madre obtenidas
del limbo esclerocorneal, sobre distintos tipos de sustratos: fibrina, membrana
amnidtica, estroma corneal, lentes de contacto, insertos porosos para cultivo celular,
superficies recubiertas por distintos compuestos (laminina, fibronectina, etc), geles de
poli (N-isopropilacrilamida) con respuesta a los cambios de temperatura, myogel o
matrices artificiales de colageno (Vemuganti et al., 2009).

En segundo lugar aparece la generacion aislada del componente endotelial, la
cual ha sido una de las tareas mas costosas a la cual se han enfrentado los ingenieros
tisulares para desarrollar y generar una cérnea humana completa. Con anterioridad se
habian establecido cultivos de endotelio corneal animal, como el bovino o de conejo,
ya que su tasa de proliferacion en cultivo es éptima, asi como su viabilidad una vez
transferidas las células sobre el constructo corneal (Gospodarowicz et al., 1979). Sin
embargo, el cultivo de endotelio humano, sélo prolifera bajo condiciones muy
especificas y pocos han sido capaces de desarrollar un modelo viable para ello. Entre
ellos la aproximacion basada en el cultivo de células endoteliales corneales sobre
distintos sustratos, es la que se ha establecido como el método con mayor éxito. Por
un lado se ha usado un sustrato basado en la matriz extracelular fabricada por células
endoteliales corneales de ternero, anadiendo factor de crecimiento fibroblastico y
suero bovino fetal al medio de cultivo para el crecimiento de células endoteliales

humanas (Amano, 2003). Por otro lado, se han empleado laminas de coldgeno asi
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como geles de poli (N-isopropilacrilamida) con respuesta a los cambios de temperatura
para cultivar sobre estos el endotelio corneal humano (Mimura et al., 2004, Lai et al.,
2007).

En relacion con las fuentes celulares empleadas en la elaboracién de los
constructos corneales, observamos una gran diversificacion en torno a las especies
usadas. Asi, se han utilizados células corneales de distintas especies animales entre las
cuales se encuentran el cerdo, el gato, el conejo o el humano (Alaminos et al., 2006,
Proulx et al., 2009, Reichl and Muller-Goymann, 2003). Ademas, se han propuesto
otras fuentes celulares de estirpes ajenas a la cérnea, basandose generalmente en el
origen embriolégico de las mismas. Para sustituir al epitelio corneal humano se ha
sugerido el uso de mucosa oral, epidermis del pabellon auricular, células madre
mesenquimales provenientes de la médula désea y células madre de pulpa dental
inmadura humana (Gomes et al., 2010). En relacidn con la sustitucion de queratocitos
y del endotelio corneal humano, se ha propuesto el empleo de células madre

mesenquimales provenientes de la médula ésea o de la grasa (De Miguel et al., 2010).
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4.2. INGENIERIA TISULAR MEDIANTE LA DESCELULARIZACION DE ORGANOS NATIVOS
La descelularizacién es un proceso que permite eliminar eficazmente todas las
células existentes en un tejido nativo preservando adecuadamente la matriz
extracelular natural. De este modo, se pueden obtener matrices extracelulares de
origen animal utiles para la generacidon de tejidos artificiales humanos con posible
utilidad clinica. Frente a los tejidos artificiales basados en biomateriales poliméricos o
de sintesis, los tejidos descelularizados conservan la compleja estructura de los tejidos
naturales, incluyendo la sustancia fundamental amorfa, las fibras de colageno, elastina
y reticulina, proteinas globulares y todos los receptores necesarios para la adhesiéon y
la proliferacion celular (Gilbert et al., 2006, Badylak, 2004).
Idealmente, un protocolo de descelularizacién 6ptimo debe ser capaz de
cumplir cuatro criterios mayores de calidad:
1) Que sea altamente eficaz, conllevando la eliminacién de todas las células y
restos celulares (especialmente, proteinas y dacidos nucleicos) del xenoinjerto
descelularizado.
2) Que exista la posibilidad de recelularizar los tejidos descelularizados usando
células del propio receptor, ya sean humanas o de otro animal.
3) En el caso de la cérnea, que su comportamiento dptico sea éptimo.
4) Que se elimine por completo el epitopo alfa-gal de todo el tejido, como se

describird mas adelante.

Recientemente, diversos investigadores lograron descelularizar diferentes tipos

de tejidos animales sin alterar significativamente su estructura, obteniendo de este
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modo matrices extracelulares complejas y perfectamente estructuradas
tridimensionalmente a partir de tejidos animales de facil obtencién. Concretamente,
se han logrado descelularizar tejidos como el corazén, los vasos sanguineos, el rifién o
la vejiga urinaria utilizando métodos basados en protocolos fisicos, quimicos y
enzimaticos (Yang et al., 2010, Nakayama et al., 2010, Funamoto et al., 2010). En la
mayoria de los casos, los tejidos sometidos a procesos de descelularizacidon pudieron
ser posteriormente recelularizados con diferentes tipos de células humanas o animales
previamente mantenidas en cultivo.

A pesar de los avances logrados, una de las mayores limitaciones de los
xenotransplantes descelularizados para aplicacion clinica en humanos es la existencia
de anticuerpos naturales frente al epitopo terminal de la galactosa-alfa-1,3-galactosa,
llamado epitopo alfa-gal. Dicho epitopo se expresa en las membranas celulares de
todos los mamiferos excepto los primates. Su importancia deriva de que el epitopo
alfa-gal puede mediar el rechazo hiperagudo o retardado del xenoinjerto una vez
implantado en el ser humano (Badylak, 2004). Idealmente, el protocolo de
descelularizacidon utilizado para uso clinico deberia ser capaz de eliminar
eficientemente las células animales, incluyendo todos los restos de acidos nucleicos,
asi como las proteinas alfa-gal. Sin embargo, la estructura de la matriz extracelular
deberia mantenerse intacta durante el proceso.

En lo que respecta a la cérnea, son varios los animales que podrian utilizarse
como fuente de cdrneas susceptibles de descelularizacion para uso clinico potencial.
Por su disponibilidad, facilidad de mantenimiento en cautividad y similitud estructural

con el ser humano, el cerdo doméstico (Sus scrofa domestica) es un excelente

Tesis Doctoral Generacion de cérneas humanas artificiales por Ingenieria Tisular para su utilizacion como medicamentos de Terapias Avanzadas




Capitulo1 J] INTRODUCCION

candidato para la obtencién de xenoinjertos corneales descelularizados (Zeng et al.,
2001). De hecho, la mayoria de los protocolos de descelularizacion previamente
optimizados en tejidos diferentes a la cérnea (Gilbert et al., 2006) serian susceptibles
de aplicacién a la cérnea porcina. Hasta el momento, son muy escasos los métodos de
descelularizacién que se han aplicado a la cdrnea animal, no habiéndose logrado hasta
ahora la recelularizacién posterior con células humanas. Ademas, alin no se ha
conseguido optimizar ningun protocolo de descelularizacion corneal capaz de cumplir
los cuatro criterios mayores anteriormente mencionados, dado que la transparencia
de la cérnea es altamente dependiente de dos parametros mayores: la estructura de
la matriz estromal (Meek et al., 2003) y la forma, tamano, densidad y estructura de las
células corneales (Mourant et al., 2000). De hecho, Meek y cols. (Meek et al., 2003)
demostraron que la desestructuraciéon o el aumento en el grosor de las fibras del
estroma corneal podian conllevar un aumento en la dispersion de la luz y, por tanto,
una pérdida significativa de transparencia durante el proceso de descelularizacién
(Freund et al., 1986). Por ello, los protocolos aplicados a la cornea deberian ser
especialmente eficientes a la hora de mantener la matriz extracelular corneal en su
totalidad, lo cual obliga a profundizar en la busqueda de nuevos métodos y técnicas

aplicables a la cérnea (TABLA 6).
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Procedencia Descelularizacion Recelularizacion in | Implantacion in | Referencia
animal vitro vivo
Porcina Nitrégeno liquido No Queratoplastia (Oh et al.,
lamelar anterior | 2009)
en conejo
Porcina NaCl 1.5M + Tris-EDTA | No Queratoplastia (Oh et al.,
(0.05%-0.02%) lamelar anterior | 2009)
en conejo
Porcina Glicerol 98% + Tris-EDTA | No Queratoplastia (Oh et al,
(0.05%-0.02%) lamelar  anterior | 2009)
en conejo
Porcina Tris (0.25%)+SDS 0.1% No Queratoplastia (Oh et al.,
lamelar anterior | 2009)
en conejo
Porcina NaOH 0.1M + DNAse- | No Queratoplastia (Oh et al.,
RNAse (40 U/ml) lamelar anterior | 2009)
en conejo
Porcina Tris-HCI (ImM) + Triton | Conejo (limbo — sin | Bolsillo (Xu et al,
X100 (1%) + Tripsina- | especificar) intraestromal en | 2008b)
EDTA (0.25%) + DNAse- conejo
RNAse
Bovina Tripsina 0.25% Conejo (limbo —sin | No (Zhang et al.,
especificar) 2005)
Porcina Tripsina + DNAse-RNAse Conejo Bolsillo (Zzhang et al.,
(queratocitos) intraestromal en | 2006)
conejo
No accesible | No accesible No accesible No accesible (Nie et al.,
2006)
Porcina Tris-HCI (ImM) + Triton | Conejo Queratoplastia (zhang et al.,
X100 (1%) + Tripsina- | (queratocitos) lamelar anterior | 2007)
EDTA (0.25%) + DNAse- en conejo
RNAse
Porcina Triton X100 (1%) Conejo (epitelio y | No (Fan et al.,
endotelio) 2007)
Porcina Nitrégeno gaseoso No Bolsillo (Amano et al.,
intraestromal en | 2008)
conejo
Conejo Triton X100 + Tripsina Conejo (limbo —sin | No (Fang et al.,
especificar) 2008b)
Conejo NaCl + SDS + Tripsina Conejo (limbo —sin | No (Fang et al.,
especificar) 2008b)
Porcina Triton X100 No Bolsillo (Fang et al.,
intraestromal en | 2008a)
conejo
Porcina Tripsina (2.5%) + | No Queratoplastia (Lin et al.,
Nitrégeno liquido + lamelar anterior | 2008)
NaOH (0.1M) + DNAse- en conejo
RNAse
Bovina SDS 1% + Etanol 75% Queratocitos  (sin | No (Ponce
especificar especie) Marquez et
al., 2009)
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Bovina Etanol 75% + Tripsina- | Queratocitos (sin | No (Ponce
EDTA especificar especie) Marquez et
al., 2009)
Bovina Acido peracético (0.1%) | Queratocitos (sin | No (Ponce
+ Etanol (4-20%) especificar especie) Marquez et
al., 2009)
Porcina Fosfolipasa A, No Queratoplastia (Wu et al,
lamelar anterior | 2009)
en conejo
Porcina Presidn hidrostatica | No Bolsillo (Sasaki et al.,
ultraalta + DNAse + intraestromal en | 2009)
Dextrano (3.5%) conejo
(Hashimoto et
al., 2010)
Porcina Triton X100 (1%) No Bolsillo (Sasaki et al.,
intraestromal en | 2009)
conejo
Porcina SDS (1%) No Bolsillo (Sasaki et al.,
intraestromal en | 2009)
conejo
Porcina Triton X100 (1%) Epitelio, Bolsillo (Fu et al.,
queratocitos y | intraestromal en | 2010)
endotelio de | conejo
conejo
Porcina Suero humano 100% No No (Shao et al,
2010)
Porcina SDS 0.5% Epitelio y | Bolsillo (Pang et al,
queratocitos de | intraestromal en | 2010)
conejo conejo
Porcina SDS 0.1% No No (Gonzalez-
Andrades et
al., 2010)
Porcina NaCl 1.5M Queratocitos No (Gonzalez-
humanos Andrades et
al., 2010)

Tabla 6: Protocolos de descelularizacion aplicados a la cdrnea hasta la fecha.
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4.3. INGENIERIA TISULAR ONTOGENICA

Un concepto que aun hoy no se ha aplicado en la Ingenieria Tisular de la
cornea, es la utilizacion del modelo de desarrollo embrioldgico. Aplicado ya en otros
campos, como la Ingenieria Tisular odontoldgica, se ha conseguido desarrollar tejidos
adultos imitando el desarrollo embrioldgico, generando la estructura e interacciones
basicas entre tejidos embrionarios, que a priori, suelen ser menos complejas que las
existentes en los tejidos adultos, aunque suelen ser tiempo dependientes (Yen and
Sharpe, 2006). Los tejidos desarrollados in vitro a partir de este concepto se han
basado en el estudio previo de las interacciones epitelio-mesénquima en torno al
desarrollo embrioldgico del tejido en cuestion para poder reproducirlas en el
laboratorio. No se ha de imitar por completo la cascada molecular implicada en dicho
proceso sino los pasos estrictamente necesarios que marcan la diferenciacién celular
del tejido embrioldgico hacia el tejido adulto (Modino and Sharpe, 2005).

El desarrollo embrioldgico corneal aun estd en ciernes. En el embriéon humano,
el epitelio corneal se forma a la sexta semana de gestacién, a partir del ectodermo
superficial que recubre el futuro cristalino que se desprendera (American Academy of
Ophthalmology., 2005). En esta etapa, la cdrnea consta de un epitelio de dos capas
que se separa del endotelio por un espacio acelular, que conforma el estroma
primario (Quantock and Young, 2008). El estroma corneal y el endotelio se originan a
partir de las células mesenquimales derivadas de la cresta neural (Creuzet et al.,
2005), sin embargo, la morfogénesis de los tejidos derivados del mesénquima en la
cornea humana no esta clara todavia. Se han propuesto como teorias de la misma dos

aproximaciones: la formacién in situ a partir del tejido mesenquimal, asi como olas de
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migracion de las células de la cresta neural que da lugar en tres oleadas distintas al

iris, al endotelio corneal y a los queratocitos del estroma (Takacs et al., 2009).
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JUSTIFICACION Y 0BJETIVOS [ capitulo 2

En la presente Tesis Doctoral se exponen distintos trabajos de investigacidon
relacionados con la generacién de dos modelos diferentes de cdérneas artificiales
humanas (CAH): CAH basadas en constructos de Fibrina-Agarosa (CAH-FA) y CAH
basadas en técnicas de descelularizacién-recelularizacion (CAH-DR).

A continuacién enumeramos los objetivos generales y especificos de la Tesis

Doctoral:

Objetivo general
Elaborar modelos de cérnea artificial por Ingenieria Tisular para su potencial

utilizacién en clinica.

Objetivos especificos

1. Aislar poblaciones de células corneales viables susceptibles de ser utilizadas en
protocolos de Ingeneria Tisular para su posible uso terapeutico.

2. Determinar la viabilidad de las células endoteliales corneales responsables del
mantenimiento de la homeostasis de la estructura corneal.

3. Elaborar un constructo de CAH mediante la utilizacion de biomateriales de
fibrina y agarosa, y establecer sus patrones de calidad histoldgico v fisioldgico.

4. Elaborar un constructo de CAH aplicando técnicas de descelularizacién-
recelularizacién , y establecer sus patrones de calidad histoldgico vy fisioldgico.

5. Desarrollar un protocolo de ensayo clinico para la aplicacién de la cornea

artificial como medicamento de Terapias Avanzadas.
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Aislamiento de células epiteliales corneales
a partir del limbo esclerocorneal humano
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Resumen

Intreduccién: La cbtencién de cultives celulares epiteliales corneales humanoes pedria ser de gran utilidad
tanto para la investigacién bdasica como para su aplicacién clinica en el tratamiento de diversas
enfermedades corneales.

Material v Métodos: Muestras de limbo esclerocorneal procedentes de donante humano cadaver se
pusieron en cultive con medios especificos para células epiteliales con distintos factores de crecimiento. En
la mitad de los cultivos se utilizaron células alimentadoras 3T3.

Resultados: Se obtuvieron cultives primarios de células epiteliales corneales con un alto grado de
proliferacién, sin importar si el crecimiento se dio sobre células 3T3 o no. La tasa de contaminacion de los
cultivos fue menor en aguellos donde si se encontraban estas células alimentadoras.

Discusién: La obtencién de células epiteliales corneales es posible en el laboratorio a partir de pequefias
biopsias del limbo esclerocorneal tras su expansion en cultivo, utilizando una técnica de cultivo estandar,
facilmente reproducible.

Palabras clave: limbo esclerocorneal, ingenieria tisular, epitelio corneal, cultivos celulares.

Abstract

Intreduction: The achievement of human corneal epithelial cultures could be useful not only for research
purposes, but also for clinical applications in the treatment of several corneal diseases.

Material and Methods: Sclerocorneal limbi were obtained from human donors and cultured in specific
medium centaining several hormones and growth factors. Half of the cultures were established using a
layerof 3T 3 feeder cells.

Results: we obtained primary cultures of corneal epithelial cells with a high proliferation rate in culture. No
relationship with the use of a 3T3 feeder cell layer was found, but the likelihood of fibroblast contamination
inthe epithelial cultures waslower when these cells were used.

Discussion: Establishing primary cultures of corneal epithelial cells from small explants of limbal tissue is a
technique that can be carried outin thelaboratory using standard culture methods.

Key words: corneal limbus, tissue engineering, corneal epithelium, cell culture.

1. Introduccion

El limbo esclerocorneal es una zona de
transicion entre la cdérnea y la esclerdtica.
Histoldgicamente, el epitelio del limbo es la
zona que separa el epitelio columnar
conjuntival del epitelio escamoso estratificado

de la cornea. El estroma corneal pierde aqui su
transparencia, y sus laminas pierden su
disposicion ordenada, las fibras de colageno
aumentan de tamafio y su disposicidon es mas
parecida a las dela esclera (1).
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Aislamiento de células corneales

Aunque el tamano del limbo esderocomeal es
muy reducido, su papel es fundamental en la
fisiologia del polo anterior del globo ocular,
cumpliendo para ello distintas funciones
de las cuales destacamos las siguientes:
nutricion de la cémea periférica, cicatrizacion
corneal, regeneracion del epitelio comeal,
inmunovigilancia y respuestas de
hipersensibilidad y funcion de barrera, para
impedir que el tejido conectivo escleral vy
conjuntival alcance la cdérnea (1).
Probablemente, la mas importante de dichas
funciones es la de actuar como reservorio de
células madre del epitelio comeal y, por tanto,
permitir la regeneracion y mantenimiento de
este epitelio; para ello, el limbo esclerocorneal
presenta unas zonas espedializadas con una
rica vascularizacién e inervacién, mas
prominentes en el limbo superior e inferior,
denominadas “empalizadas limbares de Vogt”
(2) en las cuales se origina el epitelio comeal a
partir de las células basales de estas
estructuras. Se trata de células madre de
diferenciacion epitelial (3) que estan
fuertemente unidas a la membrana basal (4).
Estas células madre poseen una alta actividad
mitotica, caracterizada por una division celular
asimétrica.

Ademads, debido a su importante papel en
el mantenimiento del epitelio corneal,
cualquier patologia que afecte al limbo
esclerocorneal puede desembocar en un dafio
grave para el epitelio de la cérnea. En concreto,
el déficit de células madre limbares produce
una inadecuada regeneracion del epitelio
corneal, provocando defectos epiteliales
persistentes, y un fracaso de la barrera
corneal, que se asociaa lainvasionde la cornea
por parte del epitelio conjuntival, pudiéndose
acompafiar posteriormente de una inflamacion
cronica con alteracion de la transparencia
corneal (5)(6).

En este contexto, el presente trabajo tiene
por objeto describir un método para el
aislamiento de células epiteliales a partir de
limbos esclerocorneales obtenidos de
donantes humanos. Para ello se procedio a la
extraccion de los mismos, aislandolos vy
cultivandolos para obtener cultivos celulares
primarios de epitelio corneal, eventualmente
utiles para la ingenieria tisular y otras
aplicaciones biomédicas. En el trabajo
evaluamos los efectos que genera la utilizadon
o no de células alimentadoras en el desarrollo y
mantenimiento de los cultivos.

2. Materiales y métodos
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2.1 Obtencion de corneas y limbos
esclerocorneales

En este trabajo se utilizaron muestras de limbo
esclerocorneal correspondientes a dos
trasplantes de cémea de donante cadaver.
Para el transporte, las muestras se
mantuvieron en frio (42 C) en medio
citoprotector estéril Optisol.

Las muestras de limbo se procesaron durante
las 6 horas posteriores a su llegada al
laboratorio para asegurar una elevada
supervivencia celular y tisular. Se lavaron dos
veces en una solucion estéril de PBS con
penicilina, estreptomicina y anfotericina B
(500 U/ml, 500 pg/ml y 1.25 pg/ml,
respectivamente) para eliminar todos los
restos de sangre, fibrina o materiales extrafios
que pudieran encontrarse adheridos a las
muestras.

A continuacion, los limbos esclerocomeales se
examinaron bajo vision microscopica, para
eliminar cualquier resto de conjuntiva, iris u
otros tejidos que pudiesen contaminar o
impedir el crecimiento de las células epiteliales
corneales.

2.2 Aislamiento y cultivo primario
de células epiteliales corneales

Para la obtencién de cultivos primarios de
celulas epiteliales, los limbos esclerocormeales
se dividieron cada uno, en seis pequefios
explantes de alrededorde2 X2mm2y 100 pm
de espesor mediante fragmentaciéon mecanica
de los mismos en condiciones de esterilidad.
Para favorecer la adhesion de los explantes
limbares a las superficies de cultivo, dichos
explantes se depositaron con el epitelio en
contacto directo con |la superficie de frascos de
cultivo estériles de 25 cm2, desprovistos de
medio de cultivo. Quince minutos mas tarde,
cuando los explantes se adhirieron a las
superficies de cultivo, se procedid a afadir el
medio de cultivo especifico para células
epiteliales.

Para evitar el crecimiento no deseado de
queratocitos vy fibroblastos, cuya tasa de
proliferacion es habitualmente muy superior a
la de las células epiteliales de la comea, los
explantes de Ilimbo esclerocorneal se
sembraron vy 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, seglin se
detalla a continuacion:
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En primer lugar, se empled medio de cultivo
selectivo para células epiteliales, el cual
favorece preferentemente el crecimiento delas
células epiteliales corneales sobre los
fibroblastos y los queratocitos. El medio
consistio en dos partes de medio de cultivo de
Dulbecco modificado por Eagle (DMEM) con L-
glutamina (Sigma-Aldrich ref. D5796,
Steinhem, Alemania) y una parte de medio
Ham F-12 (Sigma-Aldrich Ref. N6658).
Ademas se le afiadio suero bovino fetal (SBF) a
concentracion final del 10% (Sigma-Aldrich
ref. F9665, Steinhem, Alemania), adenina (24
pg/ml) (Sigma-Aldrich Ref. A9795), solucién
antibidtica y antifingica especial para cultivos
celulares (Gibco BRL Life Technologies,
Karlsruhe, Alemania) hasta una concentracion
final del 1% (equivalente a 100 U/ml de
penicilina G, 100 pg/ml de estreptomicina vy
0.25 pg/ml de anfotericina B) y factores de
crecimiento para células epiteliales en cultivo:
insulina (5 pg/ml) (Sigma-Aldrich Ref. 12767),
triiodotironina (1.3 ng/ml) (Sigma-Aldrich Ref.
T5516), toxina colérica (8 ng/ml) (Sigma-
Aldrich Ref. C3012), hidrocortisona (0.4
pg/ml) (Sigma-Aldrich Ref. HOBBS) y factor de
crecimiento epidérmico EGF (10 ng/ml)
(Becton-Dickinson Ref. 354052, Lincoln Park,
MNueva Jersey, EEUU).

En segundo lugar, la mitad de los explantes
esclerocorneales se sembraron en frascos de
cultivo de 25 cm?2 de superficie que contenian
una capa de células alimentadoras 3T3 (ECACC
85022108) inactivadas a una densidad de 8-10
x 103 células/cm2. La inactivacion de las
células 3T3 se llevo a cabo mediante
irradiacion (6.000 rads) o mediante
tratamiento con mitomicina C de Streptomyces
caespitosus (10 mg/ml) (Sigma-Aldrich Ref.
M4287, Saint Quentin-Fallavier, Francia)
durante 2 horas a 372C. En la otra mitad de los
casos, se prescindid de esta capa de células
alimentadoras, cultivandose los explantes
esclerocorneales directamente en frascos de
cultivode 25 cm2.

Posteriormente, las células se incubaron a
37°C con un 5% de didxido de carbono, en
condiciones estadndar de cultivo celular. Los
medios de cultivo se renovaron cada tres dias.

2.3 Analisis estadistico

Para la comparacion de tasas de crecimiento
correspondientes a métodos de cultivo celular,
se utilizé la prueba U de Mann-Whitney. Para la
identificacion de diferendas entre diferentes
porcentajes, se uso el test exacto de Fisher.

En todos los casos, se selecciond un valor de
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significacion a del 5% como nivel de
significacion estadistica para los tests de doble
cola.

3. Resultados

Las células de epitelio comeal se obtuvieron a
partir de explantes tisulares de limbo
esclerocorneal humano, los cuales se
cultivaron usando medios y técnicas de cultivo
celular estandar. Los explantes limbares se
cultivaron directamente sobre frascos de
cultivo en presencia o ausencia de células de
soporte 3T3 inactivadas.

En ausencia de la capa alimentadora de células
3T3, las células de epitelio comeal tienden a
migrar desde el explante (fig. 1A) alrededor del
50 dia de cultivo, para alcanzar la confluencia y
formar una monocapa de células después de
17,5 dias de cultivo (17,5 + 2,5 dias) (fig. 1C).
En presencia de la capa alimentadora de
células 3T3, las células epiteliales cormeales
comienzan a desplazar a las células
alimentadoras y a adherirse a la superficie del
cultivo alrededor del 79 dia de cultivo (fig. 1B),
alcanzando la confluencia en 29,5 dias (29,5 +
1,5 dias) (fig. 1D). Una vez cultivadas, las
células de epitelio comeal muestran una
morfologia tipica poliédrica (fig. 1B). A
diferencia de los resultados obtenidos y
publicados por otros autores (7), que refieren
un crecimiento mas rapido de las células
epiteliales cuando éstas son cultivadas con
células 3T3, las diferencias en nuestro estudio
no fueron estadisticamente significativas
(p>0.05 para la prueba U de Mann-Whitney),
por lo gue la tasa de proliferacion de las células
epiteliales fue similar en ambos grupos (con o
sin células alimentadoras de soporte). No
obstante, el uso de la capa alimentadora
previno la contaminacion estromal del cultivo
de epitelio, gue aparecio en el 40% de los casos
en los que las células epiteliales se cocultivaron
con las celulas 3T3, mientras que esta
contaminacion se detectd en el 80% de los
cultivos sin la capa alimentadora. Las
diferencias fueron estadisticamente
significativas para el test exacto de Fisher
(p<0.001).

4. Discusion

La obtencién de cultivos celulares primarios a
partir de muestras de limbo esclerocormeal
humano presenta una gran utilidad, tanto en
investigacion basica, como en clinica (8).
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Desde afios atras, se han intentado mantener
en cultivo distintos tipos de estirpes celulares
no neoplasicas, con la dificultad que supone el
hecho de gue las células euplasicas presenten
un crecimiento limitado a varias generaciones.
Durante las dos U(ltimas deécadas, se ha
avanzado notablemente en el cultivo de células
epiteliales procedentes del limbo
esclerocorneal humano, aungue el cultivo
celular a partir de biopsias del mismo adn
presenta dificultades (9)(10)(11).

En el presente trabajo, se describe una técnica
para la obtencién de cultivos celulares
primarios a partir de explantes de limbo
esclerocorneal humano. El método llevado a
cabo por nuestro grupo es una modificacion de
la metodologia propuesta inicialmente por
Ebato et al (12) para el cultivo de células
epiteliales corneales, y modificado
posteriormente por varios autores (13).
Mediante esta técnica, hemos conseguido
individualizar con éxito una de las principales
estirpes celulares existentes en la coémea,
concretamente, células epiteliales comeales.
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Las posibles aplicaciones de estas células
humanas mantenidas en cultivo procedentes
del limbo esclerocomeal son multiples. Por un
lado, el estudio de la ultraestructura (14) de
una de las principales células que constituyen
la comea, se puede llevar a cabo utilizando
estas células de gran capacidad proliferativa.
Por otro lado, los estudios funcionales,
farmacoldgicos o de expresion génica, son muy
dificiles de llevar a cabo en biopsias corneales o
limbares de pequefio tamafio, por lo gque la
posibilidad de contar con una cantidad
practicamente ilimitada de células puede abrir
nuevas perspectivas en estos campos
(15)(16)(17). Finalmente, disponer de uno de
los principales componentes celulares de la
cérnea posibilita la fabricacion de tejidos vivos
en el laboratorio para su eventual uso en
oftalmologia (18)(19), no sodlo para su
utilizacion en la construccion de corneas
biologicas organoctipicas mediante ingenieria
tisular, sino, ademas, abre nuevos campos de
investigacion relacionados con el tratamiento
de la patologia de la superficie ocular,
incluyendo implantes de células expandidas ex

Figura 1: Imagenes de microscopia dptica de contraste de fase, de cultivos de epitelio corneal humano: inicialmente, las
células epiteliales crecen a partir del explante de limbo esclerccorneal, formando una isla (fig. A, sin células alimentadoras
3T3) que desplaza a las células de soporte 3T3 cuando estas se utilizaron en el cultivo (fig. B). Tras varios dias de cultivo, las
células alcanzaron su confluencia @nto en ausencia (fig. C) como en presencia de células 3T3 (fig. D). Escala: 200pm.
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vivo con o sin la utilizacion de soportes de
membrana amniotica (20)(21)(22), etc. En
este sentido, los grandes avances
experimentados en la ingenieria tisular han
permitido construir tejidos como la piel, el
urotelio, la mucosa oral y la cornea
(10)(18)(23).

La técnica que desarrollamos en el presente
trabajo, basada en el cultivo de explantes de
limbo esclerocorneal, demostrd una elevada
gficiencia a la hora de generar cultivos
celulares confluentes. Frente a otras técnicas
mas complejas basadas en la individualizacion
de las células madre del limbo esclerocorneal,
la técnica de explantes es técnicamente
sencilla v puede ser llevada a cabo incluso
sobre fragmentos de tejido de muy reducido
tamafno. De este modo, un pequeno fragmento
de biopsia del limbo esclerocorneal podria
generar un elevado numero de células
epiteliales comeales en un periodo de tiempo
relativamente corto, gracias a la propagacion y
diferenciacion de las células madre del limbo
esclerocorneal (19).

Al mismo tiempo, el uso de una capa
alimentadora de células previamente
inactivadas (células 3T3 de embridn de raton),
se ha relacionado en estudios previos con una
mayor tasa de proliferaddon en células de
epitelio comeal cultivado, respecto a cultivos
sin esta capa alimentadora (7)(24). Nuestros
resultados, sin embargo, mostraron que las
células de epitelio comeal presentan niveles de
crecimiento similares con o sin la capa de
células alimentadoras, aungue esta técnica de
cultivo ayuddé a evitar la eventual
contaminacion del cultivo por ceélulas
estromales. Al mismo tiempo, la utilizacion de
células y otros elementos de origen animal a
nivel hospitalario en ensayos sobre humanos
estd muy restringida en la mayoria de los
paises por su posible transmision de
enfermedades xenobidticas (25). Por todo ello,
creemos que la técnica de explantes de limbo
esclerocorneal humano en la que no se utilizan
celulas de soporte como ya han abogado otros
grupos (26), es la mas adecuada para la
expansion en cultivo de células epiteliales
corneales con fines biomédicos.

Financiado por: FIS08/614
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Evaluation of the Viability of
Cultured Corneal Endothelial
Cells by Quantitative Electron
Probe X-Ray Microanalysis

M. ALAMINOS,'** M.C. SANCHEZ-QUEVEDO,' |.I. MUNOZ-AVILA,? .M. GARCIA,'
P.V. CRESPO,' M. GONZALEZ-ANDRADES,' ano A. CAMPOS'

'Department of Histology, University of Granada, Spain

Fundacion Hospital Clinico, Granada, Spain

3Division of Ophthalmology, San Cecilio University Hospital, Granada, Spain

Construction of artificial organs and tissues by tissue engineeringis strongly dependent on the availability of viable cells. For that reason,
the viability and the physiological status of cells keptin culbure must be evaluated before the cells can be used for clinical purposes. In this
work, we determined the viability of isolated rabbit corneal endothelial cells by trypan blue staining and quantitative electron probe
#-ray microanalysis. Our results showed that the ionic content of pot@ssium in cultured corneal endothelial cells tended to rise inigally,
but significanty decreased in cells in the fifth {and final) subcukure, especially in comparison to cells in the fourth subculture

(P< 0.001). However, the concentration of sulfur was higher in the fifth subculture than in the fourth subculture (P < 0.001), with a
nonsignificant increase in sodium in the fifth subculeure (P =0.031). These data imply a remarkable decrease in the K/Ma ratio from the
fourth to the fifth subculture. Our microanalytical results, along with the morphological differences berween cells in the last two
subcultures, are compatible with an early phase of the preapoptotic process in the fifth subcultire, and suggest thar cells of the first four

subcultures would be better candidates for tissue engineering
J. Cell. Physiol. 21 1: 692698, 2007. © 2007 Wiley-Liss, Inc.

As a transparent structure, the cornea is a specialized organ
that plays an important role in the wransmission of light to the
retina. The histological structure of the corneaallows itto serve
as a barrier to the outside environment and asa major element
in the optical pathway of the eye (Griffith et al, 1999). This
organ comprises three major cell layers: the outermost
seratified epichelium, the stroma containing keratocytes, and
the innermost corneal endothelium. The corneal endothelium
is a single layer of specialized epithelium with an important
physiological function in the regulation of sodium and potassium
concentraton in the anterior pole of the eye. This mechanism
of regulation is able o control the level of hydration of the
cornea (Bonanno, 2003).

The construction of artificial organs by tissue engineeringis one
of the fields of medical research that has experienced major
progress in recent years (Atala, 2000). Different groups have
tried to develop an efficient substitute for the cornea with
tissue engineering techniques, although the ex vivo culture of
human corneal endothelial cells is still a challenge for most of
the researchers (Tegtmeyer et al., 2001; Joyce, 2003). In this
context, our researchgroup has recently developedan efficient
physiological model of the rabbit cornea by tissue engineering
(Alaminos et al,, 2006). In this regard, it is imporant to evaluate
the viability of cultured cells before they can be used wo produce
artificial organs and tissues by tissue engineering, since only
viable cellsare suitable for clinical use. This is important not only
in human tissue engineering, but also in the construction of
animal models (Tegtmeyer et al., 2001).

Bvaluating the viability of the cultured cells, however, is not
easy, and different approaches have been proposed. A number
of methods focus on the detection of permeability alterations in
the cell membrane by trypan blue or propidium iodide staining,
or by quantfying lactic dehydrogenase (LDH) in the culture
medium (Bouillaguet et al., 2000, Chen and Wagner, 2001 ).
However, most of these techniques are notaccurate enough to
detect early cell damage, but only identify cell alterations once
they have become irreversible. In most cases a positive result

with these technigues reveals that the integrity of the cell
membrane has been lost. For these reasons, such methods
cannot detect cells that are prone to death but do not yet
manifest cell membrane alteradons.

On the other hand, one of the most sensitive techniques for
determining the viability of cultired cells is quantification of the
ionic content, especially potassium and sodium (Zierold, 1997;
Fernandez-Segura et al., 1999, Roomans, 1999; Roomans,
2002). Indeed, the intracellular concentration of these ions
correlates well with the viml status of cells and is an excellent
marker of cell physiologyand cell viability. Electron probe X-ray
microanalysis associated with electron microscopy is the most
powerful approach to measure total elemental compositon,
making it possible to simultaneously determine the
concentrations of different elements and the ultrascructure of
cells(Bujaetal, 1985;Hall, |988; Somlyo etal., [98%; Krepetal.,
1996; Warley, | 997; Vanthanouvong etal., 2003). By using this
combined biochemical and morphological technique, our group
has previously quantified theionic contentof different cell lines
including U937 (Femandez-Segura et al., 1999; Arrebola et al.,
2005), MCF7 {Fernandez-Segura et al., [997) and K562 cells
(Warley et al., 1994), and others have measured the mineral
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VIABILITY OF CORNEAL ENDOTHELIAL CELLS

concentradons of different layers of the healthy comea in sit
(Schrage et al., 1993). However, the microanalytical profile of
isolated comeal endothelial cells kept in culture has not been
described to date. Some authors have used histological and
morphological methods, and suggested that cultured corneal
cells in the fourth subculture may be the most appropriate for
tissue engineering (Zhu and Joyce, 2004). However, the
microanalytical composition of cells from different subcultures
has not been esmblished wo date.

In this work we investigated the local content of several key
elements (sodium, magnesium, phosphorus, chlorine,
potassium, sulfur, and calcium) in isolated corneal endothelial
cells kept in culture. Cell viability in each subculture was
assessed with guantitative electron probe X-ray microanalysis,
a method that holds considerable potential for the evaluation of
cultured cells to determine the most suitable subculwre for
harvesting corneal cells to be used in tissue engineering.

Materials and Methods
Rabbit corneas

Ten rabbit corneas were obmined from five adult New Zealand
white rabbits weighting approximately 2 kg. All procedures were
carried out in animals killed by lethal intracardiac injection of
potassium chlorde under general anesthesia. Immediately
thereafter, whole corneas were extracted under a surgical
microscope and preserved at 4°C in RPMI culture medium
supplemented with penicillin, streptomycin, and antimycotics
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO ref. #A5955). All corneas were
processed within 6 h after extraction.

This research was approved by the institudonal experimentation
committee, and all animals were treated according to national and
internadonal guidelines on animal welfare.

Isolation and culture of corneal endothelial cells

To obtain endothelial cells, the inner side of each cornea was
treated with trypsin 0.5 g/L-EDTA 0.2 g/L soludon (Gibco BRL Life
Technologies, Karlsruhe, Germany) and corneas were incubated
for 10 min at 37°C. Then the endothelia cells artached to
Descemet’s layer of the corneas were mechanically dissected
under surgical microscope. All cells were cultured in 25-cm®
tissue culture flasks with Dulbecca's modified Eagle's medium
(DMEM) (Sigma-Aldrich) supplemented with 10% fetal calf serum
(Sigma-Aldrich), 4 mM L-glutamine, |% andbiotic solution (Gibco
BRL) and different growth factors: insulin {5 mg/ml),
triiodothyronine (1.3 ng/ml), cholera toxin (8 ng/ml), and
hydrocordsone (0.4 mgiml) (Alaminos et al., 2006). The medium
was changed once every 3 days. Subculwre of the comeal
endothelial cells was carried outwith wrypsin 0.5 g/L-EDTA 0.2 g/L
soludon on subconfluent cell cultures. The cells were kept in
culture up to the fifth subculwire.

The percentages of dead and live cells were found by staining the
trypsinized cells with trypan blue and counting the number of blue
cells under light microscope. All counts were done in triplicate, and
the mean and sandard deviation were calculated for each
subcultre.

To establish the microanalytical pattern of the cells, we decided to
use five passages since it was previously suggested that corneal cells
kept in culture could begin to display morphological changes
compatble with early senescence starting from passages four or
five (Zhu and Joyce, 2004).

Identification of endothelial cells by RT-PCR

To confirm that the cultured cells were of endothelial origin, we
examined the culture daily under a phase contrast microscope, and
determined the expression level of the genes KRTI2 (keratin 12)
and COLB (collagen VIIl) by RT-PCR according to previously

publizshed protocols (Alaminos et al., 2008). Briefly, ol RIMNA from
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cultured cells was extracted and purified with the QlAgen,
Missisauga, Ontario, Canada RMeasy Mini Kit (ref. #74106). The
quality of the RNA was assessed by optical inspection in
agarase gels under dematuring conditions. Two micrograms of
DMA were reverse transcribed using SuperScript Il reverse
transcriptase (Life Technologies, Gaithersburg, MDY} and
amplified using specific primers for KRTI2 5'-
GAACTGGGACTGCAGATGCTT-3' (forward) and 5'-
TTCAGGCTCTCGATCTGCATC-3' (reverse) and for COLS
5'-CATGCAGAAAGGACCTGTGG-3' (forward) and 5'-
TCCTGGCTTTCCCATGCCT-3 (reverse). PCR was carried out
for 35 cydes (95°C for 30 sec, 52" Cfor 30sec,and 72°C for 30sec)
inavolume of 25 pl with a fimal concentration of |.5 mmol/L MgCl,,
0.3 mmol/L deoxynucleotide triphosphate, 0.25 mmol/L of each
primer and two units of Tag polymerase (Life Technologies) in

| = reaction buffer. Specific primers for the GAPDH gene
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) were used under
the same conditions as in control assays to ensure cDMNA quality
and loading accuracy. PCR-amplified products were resolved by
2% agarose gel electrophoresis and visualized by ethidium bromide
staining.

Electron probe X-ray microanalysis

For X-ray microanalysis, subconfluent endothelial cells were
subcultured using wrypsin-EDTA on plated gold grids covered with
athin layer of Pioloform ( polyvinyl butyral) ( Ted Pella, Inc., Redding,
CA) and sterilized overnight under UV light Cells were seededata
density of 5,000 cells per grid and cultured in DMEM supplemented
with |0% serum, antbiotics and growth factors. After 24 h of
culture on the gold grids covered with Pioloform, support grids
containing the endothelial cells were washed in ice-cold distilled
waterfor 5 sec to remove the extracellular medium, Afrerwashing,
excess water was drained from the surface and the grids were
immediately plunge-frozen in liquid nitrogen (Abraham etal., | 985;
Warley, |994). After cryofixation, the grids were placed in a
precooled aluminum specimen holder at liquid nitrogen
temperature and freeze-dried at increasing temperatures for 24 h
in an E5300 Polaron freezer-drier apparatus equipped with a
vacuum rotatory pump system. Freeze-dried gold grids were
carbor-coated in a high-vacuum coating system and microanalyzed
within 6 h.

Electron probe X-ray microanalysis of the specimens was
performed with a Philips L 30 scanning electron microscope
(SEM) equipped with an EDAX DX-4 microanalytical systemand a
solid-state backscattered electron detector. The samples were
examined with SEM with a combinaton of secondary electron (SE)
and backscattered electron (BSE) imaging modes.

For X-ray microanalysis, the analytical conditions were: tilt angle
0%, take-off angle 61.34" and working distance 10 mm. The
acceleration voltage was 10 kY, All spectra were collected in the
spot mode at 10,000 {equivalent to 50 nm spot diameter) for
200 sec live time, and the number of counts per second recorded by
the detector was around 500. All determinations were performed
on the central area of the cell nucleus. To determine total ion
content, we used the peak-to-local-background (P/B) ratic
method (Smtham and Pawley, |978; Boekestein et al., |984;
Fernandez-Segura et al., 1997) with reference to standards
composed of 20% dextran containing known amounts of inorganic
sales (Warley, 1990).

In all, we quantified the ionic content of 60 cultured corneal
endothelial cells in each subculture corresponding to three
different grids and three different culture flaisks from the same
subculwre.

Morphological study of isolated corneal endothelial cells

Carbon-coated specimens were amlyzed with the same Philips
X130 scanning electron microscopy that was used for
microanalysis. This methodology allows synchronic morphological
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observation of the cells at the same time as microanalysis. Then the
same cells were coated with gold and inspected with the SEM.

Statistical analysis
To evaluate the statistical significance of the differences between

mean values for two consecutive subcultures, we used the
nonparametric Mann—VVhitney test. Comparisons of several
subcultures ata dme were carried out with the Kruslal-vWallis test
for multples samples. To compare percentages of dead cells
between different subcultures, we used Fisher's exact test For
individual tests, a two-sided P-value less than 0.05 was considered
statistically significant. For multiple comparisons, a Bonferroni-
adjusted significance level of 0.001 was considered significant
because up to 50 statistical tests were used at the same time.

Results
Culture of rabbit corneal endothelial cells

Isolated endothelial cells proliferated rapidly in culture starting
from day 5 (mean 5.1 -+ 2.3 days), and reached subconfluency
around day 9 (8.9 3.3 days). In culture, endothelial cells
displayed a variable polygonal shape (Fig. 1) rather than their
typical hexagonal shape in the original cornea. In trypsinized
cells, trypan blue smining demonstrated that most of the cells in
the first subcultures were alive (91 + 1.5% for the first
subculwire, 94 4+ 2% for the second, 94 4 0.5% for the third, and
95 + 1% for the fourth subculture), and that the percentage of
live cells was slightly lower in the fifth subculmre (92 £ |.5%).
Differences between the different subculwires were not
statistically significant (P = 0.05, Fisher's exact test for all

L GAPDH H,0 COLEB KRT12

Fig. . Corneal endothelial cells used in this work. Top panel: Phase
contrast micrograph of confluent isolated corneal endothelial cells
corresponding to the fourth subculture. Scale bar: 200 pm. Lower
panel: Collagen 8 (COL8) and keratin 12 (KRTI2) RMA expression in
the same cells by reverse transcription PCR. Expression of the GAPDH
{glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) gene was used asa
control for RMA loading. L: | kb ladder used as a molecular weight
control for the amplified products.
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comparisons between different subcultures). No
morphological differences were found under light microscope
between cells belonging to different passages.

Cultured cells overexpressed specific genes

As expected, RT-PCR analysis demonstrated that in cultured
corneal endothelial cells, there was relative overexpression of
the COLE gene, which encoded for collagen VIIL This gene is
selectively expressed by vascular endothelia and corneal
endothelial cells, but not by stromal or epithelial cells (Muragaki
et al., 1991). However, the KRT|2 gene (keratin |2), whose
expression is specific for epithelial cells of the comea (Liu etal.,
1999, Wang etal., 2002}, was not expressed in cultured comeal
endothelial cells (Fig. 1). The housekeeping control gene
GAPDH was highly expressed in all cultured corneal cells.

lonic content of cultured endothelial cells

Analyses of 60 endothelial cells from each subculture showed
that cultured comeal endothelial cells were characterized in
general by a high K/Ma ratios, ranging from 6.94 for the fifth
subculture to 10.69 for the third subculture (Table I).
lllustrative examples of specora corresponding w cells from
different subcultures are shown in Figure 2.

When the microanalytical results were compared among the
five subcultures with the Kruskal-Wallis test for multiple
samples, significant differences were found for Na, K, Mg, P, Cl,
and 5 (P<"0.001 for each element) but not for Ca (P> 0.01)
(Table 2). These data suggest that the concentrations of these
elements did not remain constant across subcultures, but
varied depending on the passage. One-to-one statistical
comparisons between consecutive passages demonstrated a
tendency for several elements to increase or decrease in
intracellular concentration in later subcultures compared to
the earlier passages. For example, the concentration of
potassium tended to increase in the first three subcultures,
reaching maximum values in the third subculture and decreasing
thereafter. As shown in Table 2, the increase between the
second and the third subcultires as well as the decrease
between the last two subcultures were statistically significant
(P =< 0.001, Mann—Whitney test). In contrast, the concentration
of sodium tended to increase from the first to the last
subculture, although the differences were only marginally
significant when we compared the first versus the second
subculture (P = 0.014), the second versus the third subculture
(P=10.021), and the fourth versus the last subculture
(P=10.031). The data for chlorine showed that the cell
concentration of this element tended to decrease from the first
to the second passage, significanty increasing in the third
subculture and decreasing thereafter. On the other hand, the
intracellular levels of sulfur tended to increase with successive
passages, but decreased in the fourth subculture, with
significant differences between the first two subcultures and
between the last two cell passages. Phosphorous and
magnesium displayed less dramatic changes across the different
subcultures, with significant increases only between the first
and the second subcultures. In general, the percenage of cells
with a high potassium and chlorine content was higher in the
fourth subculture than in the fifth subculture, whereas the
percentage of cells with a high sodium and sulfur content was
lower (Fig. 3).

Morphological analysis of isolated corneal
endothelial cells

In general, corneal endothelial cells kept in culture tended to
display a polygonal shape rather than the typical hexagonal
outline of cells in native comeas. As shown in Figure 4, corneal
endothelial cells in the first subcultures rended to present
morphological similarities to native corneal endothelial cells in
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TABLE |. Average intracellular concentrations of jons analyzed in isolated corneal endothelial cells from subeultures one to five

Subculaire Calcium Chlorine Magnesium Phosphorus Potassium Sodium Sulfur

1 1224 + 1.07 B5.00+ 3.52 14.89 £ 047 22031 +539 28B.15 +9.24 BT £1.52 4295+ 159
2 135+ 119 6829+ 3.59 18.80 £0.70 30544+ 558 31892 £ 1102 55+ 1.74 5506 £2.32
3 1234 £0.89 13539+ 453 21.88 +0.68 ZBRTOE 4.09 42204 £ 1 163 39.48 + |.68 5661 £421
4 1209 £ 1.29 104.15+ 430 20.64 067 29084+ 396 40386 = 10.87 4137 +2.52 4111 178
5 13.31 +0.90 B7.41 £ 500 19.62 + 087 30280+ 548 3Be41 + 1087 48.46 +2 Bs 5878 +217

All concentrapons (in mmolkg dry waght) are expressed as mean = sandard error (SEL

vivo, with a polygonal, slighdy elongated and generally uniform
shape. In contrast, cells in the fifth passage tended w show a
more rounded and semispherical silhouette. The cell surface
became more heterogeneous in the fifth subculture thanin the
fourth passage.

Discussion

Quantitative energy dispersive X-ray microanalysis (EDXA)
with electron microscopy is a well established procedure to
evaluate the viability and the physiological status of cultured
cells, espedially when these cells are intended for clinical
purposes or the construction of tissue equivalents by tissue
engineering (Fernandez-Segura et al., 1999). In contrast with
other methods based on the exclusion of dyes such as trypan
blue or propidium iodide (Bouillaguet et al,, 2000; Chen and
Wagner, 2001), EDXA is a highly sensitive technique for
determining cell viability. Previous studies by our group have
demonstrated a strong correlation between the morphological
changes that take place in cells during deathand the intracellular
levels of different ionic components in human U937 cells
(Fernandez-Segura etal, | 999; Arrebolaetal., 2005), K562 cells
(Warley et al., 1994), and MCF7 cells (Fernandez-Segura et al,,
1997).

It is well known that close control of the intracellular levels of
different ions is critical for most cell physiological functions. For
certain organs including the comea, tissue levels of hydration
mustbe strictly controlled and regulated (Kostyuk etal.,, 2002).
In the cornea, maintaining transparency of the visual pathway is
strongly dependent of the levels of hydration of the corneal
stroma. Under normal conditons the corneal stroma shows a
strong tendency to swell due to the presence of abundant
nondiffusible, negatively charged molecules such as
glycosaminoglycans (Hodson, [997; Fischbarg and Maurice,

PK

KK

MgK

NaK CIK

Cak

2004). However, the water balance is kept under control by an
active process of ion transport (especially chlorine, sodium, and
potassium) across the corneal endothelium (Maurice, 1984;
Bonanno, 2003). lon mansport across the endothelium is
thought to involve the active transport of anions from the
corneal stroma towards the aqueous humor, followed by the
mainly passive diffusion of cations (Bonanno, 2003; Davies etal.,
2004). Thus the endothelium is able to counterbalance the
condnuous leak of fluid inta the corneal stroma and avoid the
stromal imbibition and edema that would impair vision
(Kostyuk et al, 2002; Bonanno, 2003; Davies et al., 2004).
With a view to possible clinical applicadons, information about
the intracellular concentration of anions and cadons in comeal
endothelial cells is important w determine the vital and
functional status of cultured endothelial cells. We therefore
suggest that the ionic content of sodium, potassium, chlorine,
phosphorous, and other elements should be quantified in
corneal endothelial cells intended for clinical use, tissue
engineering or in vitro testing of toxics and drugs. This would
guarantee the use of only viable and fully functional cells.
However, reports of normal elemental concentrations in native
corneas or cultured corneal cells are rare, and elements in the
corneal endothelium have thus far only been idendfied in
homogenates (Schrage etal,, 1993) and ultrathinsections of the
normal cornea (Langefeld et al., 1997). Consequently, lictle is
lknown about the normal ionic content of cultured corneal
endothelial cells.

It was previously shown that cell cultures tend to age and lose
viability after several passages (Balconi and Dejana, 1986). Some
researchers recently reported that comeal endothelial cell
cultures displayed evident morphological changes starting from
the fourth passage, with a trend for cells to enlarge with
increasing passage number (Zhu and joyce, 2004). According to
these authors, morphological changes were associated with cell

SK KK

CIK
Cak

0.80 1.60 240 3.20 4.00

4 ¥

150 240 320 400

Fig. 2. Twoexamples of microanalytical spectra corresponding to aliving cell in the third subculture (A)and to a dying cell in the fifth subculture
(B). The peaks correspond to the energy dispersed by electrons located in the k orbitals of sodium (MaK), magnesium (MgK), phosphorus (PK),
sulfur (SK), chlorine (CIK), potassium (KK), and calcium (CakK). [Color figure can be viewed in the online issue, which is available at

www.interscience.wiley.com.]
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TABLE 2. Significance (P values) of the differences in jon concentrations of calcium, chlorine, magnesium, phosphorus, potassium, sodium, and sulfur in

different subcultures

Comparison Calcium Chlorine Magnesium Phosphorous Potssium Sodium Sulfur
| vs. 2 N.S. P=0.003 P<0001 P<0.001 M.5 P=0014 P=<0.001
2vs. 3 N.S. P< 0001 P=0.004 P=0029 P<0.001 P=0021 M5
Ivs 4 N.S P<0001 MN.S. NS. NS NS. P=0.002
4y 5§ N.S. P=0.022 M.S. NS. P<0.001 P=0031 P<0.001
Al five subcultires N.S P<0001 P<0.001 P<0.001 P< 0001 P<0.001 P< 0001

The Mann—Whitney test was wied to compare lanle cont et tions between the first verss second subcultere, second versus third, thirdversus fourth ar foerth versus fifth subsiinre, and the
Krskal-Wallis test was wied to deter global diferences smong the five subodtures. Fvalpes les than 00001 were considered significant. N5 P valses =0006.

growth alterations and a high percentage of cell death (Zhuand
Joyce, 2004). These findings were associated with increasing
heterogeneity in cell shape and increasing numbers of
multinucleated cells. Our results are in agreement with these
reports, as cells in the fifth subculture conmined a slightly higher
number of dead cells than early subcultures (5% dead cellsin the
fourth subculture vs. 8% in the fifth), as determined by trypan
blue smining. Although the differences were not dramatic when
aclassical staining method was used to determine cell mortality,
our morphological and microanalytical data suggest that cells in
the fifth subculture might have been in an early phase of cell
death. Infact, we observed evident morphological alterations in
cells in the fifth passage with scanning electron microscopy,
whereas cells from earlier subcultures appeared to be
morphologically normal.

Energy dispersive X-ray analysis allows both qualimdve and
quantitative determinations of the ionic elements that play a
role in cell viability. This method has been extensively used to
identfy processes of cell death by necrosis or apoprosis in
normal and pathological cells (Hongpaisan and Roomans, 1999;

T T

011 $A00 AT TV 0 O S AT 0T M 0 S AT

LR 1]

Roomans, 1999, 2002). In this connection, different authors
have identified jonic patterns that are highly specific for normal
cells, apoptotic cells or necrotic cells. In general, experiments
with cells undergoing induced necrosis showed rapid
alterations in the intracellular concentration of calcium and, ata
latter stage, an increase in the amount of chlorine and a
reducdon in the intracellular ATP available for different cell
functions (Akar et al,, 2003; McLaughlin et al., 2004; Salido etal.,
2004). However, cells undergoing death by apoptosis showed a
different pattern of ionic alterations: an increased
concentration of sodium, and the depletion of potassium and
chlorine (Fernandez-Segura et al., 1999, Skepper et al,, 1999;
Salido et al., 2004). Interestingly, although the ionic changes did
not necessarily correlate with structural or morphological
changes that appeared in the cells, the authors detected a good
correlation between ionic changes and structural alterations in
a model of induced apoptosis. However, ionic changes which
can act as early markers of cell death are detectable in cells
before morphological changes appear. Earier studies have
shown that the intracellular concentrations of sodium and

o TE 30 X4 a8 2w

e L
e Ir
3 B
2 d
an
i
B
]
o
o
z 5
-‘ - -
q g . T [/ = 1
0D DA 00 o4 00 S0 0D TR0 Sad O Mo oo @ oo Do DD D40 07 OF OU BE @ @D oo

Fig. 3.

Percentage of cells displaying different intracellular concentrations of sodium, potassium, chlorine, and sulfur in the fourth and fifth

subcultures. The dotted lines represent ion concentrations in cells in the fifth subculture; continuous lines correspond to cells in the fourth
subculture. Foreach element the X-axis represents intracellular ion concentration, and the Y-axis represents the percentage of cells with each

concentration.
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Fig. 4. Representative examples of cells in the second passage (A)
and the fifth passage (B). Cells were grown on support grids,
freeze-dried and carbon-coated before scanning electron microscopy
(secondary electron mode). Cells from the first four subcultures were
more regular and elongated than cells in the fifth subculture, which
were more rounded. Scale bar: 50 pm.

potassium are excellent markers of cell viability, and that the
K/MNa ratio is one of the most powerful parameters of cell
damage from a microanalytical standpoint (Roomans, 2001 ),
In this connection, our resuls demonstrated that intracellular
levels of potassium tended to rise from the first to the second
and third subculture, and w decrease thereafter, whereas
sodium showed a clear tendency to increase from the first to
the last subculture. These data suggest that cells in the last
subculture might be less viable than those in the initial passages.
In addition, cell levels of both potassium and chlorine decreased
in corneal endothelial cells in the fifth subculture, whereas
sodium and sulfur tended to increase in these cells. It is
important to note that all microanalytical changes were
synchronically observed in situ in the same cells that were
observed for morphological analysis, and the correlation
berween morphological changes and ion concentrations was
substantial. The substantal decrease of the K/Na ratio that we
found in our cells is compatible with the changes described in
preapoptotic cells as well as in the necrotic cell death
(Fernandez-Segura et al., 1999). In this regard, (Zierold, 1997)
demonstrated that the microanalytical changes that happen in
cells undergoing necrotic cell death, are generally accompanied
by a huge increase in the intracellular concentration of chlorine.
In contrast, our results showed that cells at the last subculture
tended to show a decrease in the intracellular concentration of
chlorine. Different research groups showed that the major
early predictor for apoptosis is the early decrease in both
potassium and chlorine, reflecting cell shrinkage, and that this
decrease in chlorine may be more important than that of
potassium and could even act asa signal (Arrebola et al., 2006).
Taken together, our microanalytical findings suggest thata
number of the corneal endothelial cells in the fifth subculture
might have been undergoing an early process of cell death by
apoptosis.

On the other hand, the levels of magnesium did not vary
between the last two passages in our cultures. Our findings
suggest that the amount of ATP might have remained constant
in the cells throughout all five subcultures, consistent with
earlier research by Buja et al. (1985) and Di Francesco et al.
{1998). These authors reported that a decrease in cell
magnesium content was usually associated with a decrease in
ATP levels under experimentl conditions. This result is
compatible with changes found in apoptotic and preapoptotic
cells. The levels of sulfur, however, increased between the
fourth and the fifcth subcultures. This suggests that the
concentration of sulfated glycosaminoglycans might begin w
change during the fifth subculture (Sanchez-Quevedo et al,,

JOURMAL OF CELLULAR PHYSIOLOGY DOI |0.1002]CP

1989; Roomans, 2002}, although it is also possible that the
increase in sulfur at the later stages could reflect shrinkage of
the comeal endothelial cells.

As suggested by earlier findings (Zhu and Joyce, 2004), our
microanalytical and scanning electron microscopy results imply
that although cell survival determined by trypan blue exclusion
was high, comeal endothelial cells in the fifth subculture might
have undergone a process of preapoptosis. These cells might
not be good candidates for the construction of tissues and
organs by tissue engineering. We propose that all cells to be
used for clinical purposes be previously microanalyzed to
determine their vital status and ensure a good rate of survival
in vivo.
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Abstract

Comeal endotheBum is responsible for generating an ion flux between the corneal stroma and the antenior chamber of the eye that is necessary
for the cornca to remain transparent. However. the ion transport regulatory mechamisms that develop during the formation of the endothelial
barrier are not known. In this study, we determined the influence of cell confluence on cell volume and intracellular jome content on the comeal
endothelial cells of rabbits. Our results demonstrate that non-confluent endothelial cells display a hypertrophic volume increase, with higher
intracellular contents of potassium and chlornine than those of confluent cells. In contrast, when cells reach confluence and the endothelial barrier
forms, cell volume decreases and the miracellular conwents of potassium and chlorine decrease. Our genetic analysis showed a higher expression
of CFTR. and CA2 genes in non-confluent cells, and of the gene KCNC3 in confluent cells. These results suggest that the normal ionic current
that keeps the corneal stroma dehydrated and transparent is regulated by cell—cell contacts and endothelial cell confluence, and could explam
why the loss of comeal endothelial cells i often associated with corneal edema and even blindness.

8 2008 Elsevier Ltd All mghts reserved.

Kevwaornds: corneal endothelial cells: jonic transport: tissue engineering: microanalysis

1. Introduction

Comeal endothelium is a single-cell-thick layer of tissue
that forms a boundary between the corneal stroma and the
anterior chamber of the eye, and is responsible for maintaining
comeal transparency (Joyce, 2003; Maurice, 1972; Mergler
and Pleyer, 20007). The comeal endothelium fulfills the
important physiological function of regulating sodium and
potassium concentrations in the anterior pole of the eye
This regulation mechanism is able to control the level of
hydration of the stroma and, thus, allows the cormnea to remain
transparent and transmit the incoming light to the retina

* Corresponding muthor. Department of Histology, University of Granada,
Avenida de Madrid 11, E-18012 Granads, Spain. Tel.: +34 958 243515;
fax: +34 958 244034,

Eamail address - malaminos @histoliiogr.es (M. Alaminos ).

(D 144835/5 - see front matter 43 2008 Elsevier Lid. All rights reserved.
doi: 1001016/ exer 2008, 02.003

(Bonanno, 2003: Joyce, 2003). According to the “‘pump-leak
hypothesis™ (Bryant and McDonnell, 1998), the corneal
stroma has a tendency to swell due to the presence of non-
diffusible, negatively charged molecules such as glycosamino-
glycans (Fischbarg and Maurice, 2004; Hedbys and Mishima,
1962: Hodson, 1997). However, the stromal hydration level is
maintained by an active process of lon transport across the
corneal endothelium from stroma to aqueous humor (Davies
et al., 2004: Hodson and Miller, 1976; Hutt and Green, 1981).

Our understanding of the function of the corneal
endothelium has expanded greatly over the past yvears. How-
ever, the mtrinsic events of ion transport that occur across the
endothelial cells. and the role that several ions could play in
this transport process, have not been tully explored (Green.
1991: Mergler and Pleyer, 2007). Investigation of the
electrophysiology and ion channel expression of the corpeal
endotheliom by highly sensitive measuring methods 1s
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a new field that may open new perspectives. It not only will
help to better understand physiological functions of the cor-
nea, but also may have direct clinical implications (Mergler
and Pleyer, 2007).

In this context. one of the most sensitive methods that have
been used to quantify the intracellular concentration of several
ions is electron-probe X-ray microanalysis. By using these
techniques, several authors have previously analyzed the 1onic
transport that takes place in renal tubular cells and other types
of epithelia (Rick et al., 1983,1986: Thurau et al., 1979a.b),
whereas our research group have been able to determine the
normal ionic concentrations in rabbit corneal endothelial cells
(Alaminos et al., 2007).

Difterent types of ion channels have been described so far
in comeal endothelium. Most of these channels belong to the
family of voltage-gated iom channels or to the family of
transient receptor potential channels. Voltage-gated ion
channels are transmembrane protein pores that are permeable
to ions and particularly sensitive to the change of transmem-
brane potential difference, and include in the cornea several
sodium, potassium, chloride and calcium channels. Then,
transient receptor potential channels include some store-
operated calcium channels as well as a diverse group of cation
channels that act as cellular sensors of diverse functions
(Mergler and Pleyer, 2007).

Several studies have traditionally demonstrated that the
corneal endothelium counteracts the tendency of the corneal
stroma to swell by removing excess stromal fluid via the
activity of Na'/K"-ATPase (Crawford et al., 1995; Lim and
Fischbarg, 1981; Maurice, 1972; Tervo and Palkama, 1975}
and bicarbonate-dependent Mg "-ATPase (Barfort and
Maurice, 1974; Hodson and Miller, 1976) ionic pumps, which
are located mainly on the basolateral plasma membranes
(Joyce, 2003: Tervo and Palkama, 1975). However. several
reports suggest that the mantenance of stromal hvdration by
the corneal endothelium mainly relies on active transendothe-
lial bicarbonate and chloride transport, with bicarbonate as the
principal ionic mechanism of comeal demrgescence
(Bonanno, 2003; Davies et al, 2004; Fischbarg and Lim,
1974; Hodson, 1974; Hodson and Miller, 1976). The major
chloride channels which are expressed in the rabbit corneal
endothelium are the chloride channels CIC-2, CIC-3, CIC-5,
CIC-6 and CIC-7. the cystic fibrosis transmembrane conduc-
tance regulator (CFTR) (Sun and Bonanno, 2002: Zaidi
et al.. 2004) and the calcium activated chloride channel-1
(CLCAT1) (Itoh et al.. 2000). Finally, there is evidence which
suggests that transient receptor potential (TRP) channels, as
well as Ca®" ionic channels could be expressed mm several
types of cells (Becker et al., 2005 Mergler and Pleyer,
2007). In addition, further smdies elucidate the importance
of exploring the function of definite ion channels, in particular,
investigations of potassium and calcium channels in human
corneal endothelial cells (Green et al., 1994; Mergler et al.,
2003; Mergler and Pleyer, 2007; Rae and Watsky, 1996; Rae
et al., 1989, 1990; Watsky et al., 1992). Exact regulation of
all those ionic channels is crucial for a proper tunction of
the comeal endothelium.

On the other hand it is well known that, in contrast to rabbit
comneal endothelium (Hirsch et al., 1975 Mimura and Joyce,
2006: Staatz and Van Horn, 1980: Von Sallmann et al.,
1961), the proliferative capacity of the human comeal
endothelium is very limited. Evidence strongly suggests that
cell division, if it occurs, plays only a minor role as a repair
mechanism in mature comeal endotheliom in vivo (Joyee,
2003). Therefore, when corneal endothelial cells are lost due
to trauma or age, the remaining cells tend to migrate and
hypertrophy, thereby restoring the endothelial confluent
barrier but reducing the number of cells that comprise the
corneal endothelium (Crawford et al., 1995; Fukami et al.,
1988; Jongebloed et al., 1987: Matsubara and Tanishima,
1983: Stiemke et al., 1991). This form of repair has been
designated as monolayer spreading (Joyce et al, 1990) or
endothelial compensation, which is necessary for maintaining
a confluent endothelial cell barrier in the cornea which in turn,
is responsible for the transparency of the cornea. A number of
factors can contribute to endothelial cell loss (Mergler and
Pleyer, 2007), including aging, trauma, ocular surgery, Fuchs’
endothelial dystrophy, and Type | diabetes. This accelerated
cell loss may eventually result in compromised corneal
function and decompensation which will require surgical
intervention. Currenily, the standard treatment for endothelial
decompensation is full-thickness comeal transplantation
(keratoplasty). although the experimental transplantation of
corneal endothelial cells is currently being researched. Conse-
quently. a better characterization and improved knowledge of
endothelial ion channels may have an impact on clinical
management (Joyce, 2003).

In this context, the influence of cell confluence as a func-
tional regulator mechanism of endothelial ionic pumps and
channels has vet to be fully elucidated. By one or another
mechanism, the formation of stable cell —cell contacts on
confluent comeal endothelial cells has demonstrated its
capability to regulate endothelial replication and maintain
the corneal endothelium in a non-replicative state (Joyce,
2003 ). Interestingly, different authors have demonstrated that
corneal endothelial cells develop mature cell —cell junctions
only when the cells have spread and made direct contacts
with each other, whereas the mean number of Nat/K"-ATPase
pumps per cell in confluent endothelial cultures seems to vary
in direct proporiion to the density of cells in the culture
(Crawford et al., 1995). All of these data reveal that the forma-
tion of a confluent endothelial cell barrier is able to activate
different genetic pathways which, in turn, are responsible for
the endothelium exerting its physiological functions in the
comea. However, the relationship between cell confluence
and the activation of the endothelial ionic pumps and channels
has not been established to date.

In this work, we have carried out a microanalytical and
genetic study to determine the role of cell confluence on the
endothelial function. First, we have guantified the intracellular
content of several elements in rabbit corneal endothelial cells
at different levels of cell confluence. Subsequently, we have
determined the gene expression and tunction of different ionic
pumps that are actvated when the cells form a confluent
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endothelial barner in culture. Although all this work has been
carried out wsing rabbit corneal endothelial cells, which
have important differences with the human, principally its
high capacity for regeneration compared with the limited
ability of the human comeal endothelium (Von Sallmann
et al.. 1961: Hirsch et al., 1975 Staatz and Van Horm, 198(0:
Mimura and Joyee. 2006), our results could contribute to
a better understanding of the physiology of the human corneal
endothelium.

2, Materials and methods

2.1 Isolation and culture of rabbit corneal
endothelial cells

Ten rabbit comneas were obtained from five adult New
Zealand white rabbits weighing approximately 2kg and
euthanized by lethal intracardiac injection of | M CaCl; under
general anesthesia with Fluorane. In order to isolate the
endothelial cells, the inner side of each comea was treated
with trypsin 05 g/L—EDTA 0.2 g/l solution (Gibco BRL
Lite Technologies, Karlsruhe, Germany) for 10 min at 37 °C
and the Descemet’s layer of the corneas was mechanically
dissected with a surgical microscope. Isolated cells were
cultured in 25-cm” tissue culture flasks with Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) (Sigma—Aldrich Inc.,
St. Louis, MO, USA) supplemented with 10% fetal calf serum
(Sigma—Aldrich), 4 mM r-glutamine, 1% antibiotic solution
(Gibco BRL) and different growth factors: insulin (5 mg/ml),
trodothyronine (1.3 ng/ml), cholera toxin (8 ng/ml) and
hydrocortisone (0.4 mg/ml) according to previously published
protocols (Alaminos et al.. 2006, 2007). The medium was
changed once every 3 days.

This research was approved by the institutional experimen-
tation committee, and all animal s were treated according to the
suidelines on animal welfare established in the Starement for
the Use of Amimals in Oplihalmic and Visual Research by
The Association for Research in Vision and Ophthalmology
(ARVO) (htp:/fwwwarvo.org/eweb/dynamicpage aspx?site=
arvo2&webcode=AnimalsResearch).

2.2, lonic quantification by eleciron
probe X-ray microanalysis

Quantification of the intracellular concentrations of Na, K,
CL S, P, Caand Mg in the corneal endothelial cells was carried
out by electron probe X-ray microanalysis associated with
scanning electron microscopy following previously published
methods (Alaminos et al. 2006, 2007). Briefly, corneal
endothelial cells were subcultured uvsing trypsin—EDTA on
gold grids covered with a thin layer of Pioloform (polyvinyl
butvryl) (Ted Pella Inc., CA, USA) and sterilized overnight
under UV light. After 24 h of culture, support grids containing
the endothelial cells were washed in ice-cold distilled water
for 55 to remove the extracellular medium and the grids
were immediately plunge-frozen in liquid nitrogen (Abraham
et al., 1985; Warley, 1994). After cryofixation, the grids

were freeze-dried at increasing temperatures for 24 h in an
E5300 Polaron freezer-drier apparatus equipped with a vacuum
rotary pump system. Freeze-dried gold gnds were carbon-
coated in a high-vacuum coating system and microanalyzed
within 6 h using a Philips XL30 scanning electron microscope
(SEM) equipped with an EDAX DX-4 microanalytical system
and a solid-state backscattered electron detector. The samples
were examined with SEM with a combination of secondary
electron and backscattered electron imaging modes. All
determinations were performed on the central area of the
cell nocleus. To determine total ion content. we used the
peak-to-local-background (P/B) ratio method (Boekestein
et al., 1984; Fermandez-Segura et al., 1997: Staham and
Pawley, 1978) with reference to standards composed of 20%
dextran containing known amounts of inorganic salts (Warley,
1990, For that reason. all ionic concentrations were expressed
in mmol/kg dry cell weight.

For the analysis of confluent cells, we seeded 2500 corneal
endothelial cells per mm- on gold grids, whilst 1500 cells were
seeded to obtain subconfluent cells (intermediate degree of
confluence) and 500 cells per mm" in the case of the non-
confluent cells. In all cases, the degree of confluence was
visually confirmed before processing the samples.

To quantify the amount of intracellular water that exist in
the cells used in this work, we first obtained a cell pellet of
confluent and non-confluent rabbit comeal endothelial cell
cultures, and determined their weight using a precision
balance. Then, we lyophilized the cell pellets by freeze-drying
and determined the weight of the dried cell pellets. The
absolute and relative differences of wet vs. dry weight were
determined for confluent and non-confluent cells using the
following formula reported by Warley (1997) fy+ f, = L
where f; is the mass fraction after drying the sample and f,
is the mass fraction of water in the cells. To determine the
concentration of each ion per mg of total cell protein, we
determined the percentage of proteins that exist in freeze-dried
confluent and non-confluent corneal endothelial cell pellets
using a protein quantification kit (Sigma—Aldrich).

2.3, Cell volume measurement using
scanning electron microscopy

To assess the cell volume of confluent and non-confluent
corneal endothelial cells, we used a FEI Quanta 200 environ-
mental scanning electron microscope. Firstly, confluent and
non-confluent cells were cultured and prepared on Piolo-
form-covered gold grids as reported above for microanalysis.
Then, three-dimensional measures (average cell length, width
and height) were taken in 50 confluent cells and 50 non-
confluent cells using a secondary electron imaging mode.
Cell volume was estimated for each cell using a modification
ot the equation reported by Korchev et al. (2000):

Ve =z{x, v) x dx x dy

where z(x.y) is the average height of each specific cell: and dx
and «y are scan increments (pixel size) in x and v directions.
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24. Nat/K*-ATPase activity assay

To determine the role of the Na™/K"-ATPase in the ditfer-
ential intracellular ionic concentrations found for confluent
and non-confluent cells, we quantified the ionic cell content
in cells in which the function of the Na™/K'-ATPase had
been inhibited by ouabain. Subsequently. confluent and non-
confluent endothelial cells were cultured on gold grids covered
with pieloform as described above and treated with 1 mM oua-
bain for I5 min. After this period of time had elapsed. the
function of the Na™/K*-ATPase pump was evaluated by incu-
bation of the cells for 15 min in 3 mM RbCl. As an analog of
K. Rb uptake is a good indicator of the activity of this pump.

The gnds containing the endothelial cells were then
cryoprocessed and microanalyzed as indicated above. For Rb
content, semiquantitative data for Rb La peaks were obtained
with the P/B rafio method.

2.5. Determination af gene expression by RT—PCR

Total RNA from cultured cells was extracted and purified
using the QIAgen RNeasy Mini Kit (QIAgen ref. #74106).
The quality of the RNA was assessed by optical inspection
in agarose gels under denaturing conditions. Two micrograms
of RNA were reverse transcribed using SuperScript 11 reverse
transcriptase (Life Technologies, Gaithersburg, MD. USA)
and amplified using specific primers for the genes ATPIAL
ATPIBl, CA2, CFTR, CLC2, CLC3, KCNC3, KCNJ2,
KCNQI. NBC! and SLCIAZ. In the case of genes whose
mRNA sequence has not been previously determined in
rabbits. specific RT—PCR oligonucleotides were designed in

the regions of mRNA sequence consensus among several
mammal species with an available sequence. In these cases,
mRNA sequences of rats, mice and human beings and, when
available, monkeys and cows, where compared using Multalin
software (Corpet. 1988), and the regions of maximum consen-
sus were identified. Specific oligonucleotide sequences and
annealing temperatures for the genes used in this study are
shown mn Table 1.

PCR was carried out for 35 cycles (95 °C for 30 s, anneal-
ing temperature for 30 s and 72°C for 30 s) in a volume of
25 ul with a final concentration of 1.5 mmol/L MgCl,,
0.3 mmol/L deoxymuclectide wiphosphate, 025 mmol/L of
each primer and 2 units of Tag polymerase (Life Technolo-
gies) in 1x reaction buffer. Specific primers for the B-actin
eene were used under the same conditions to ensure cDNA
quality and loading accuracy. PCR-amplified products were
resolved by 29 agarose gel electrophoresis, visualized by
ethidiom bromide staining and semi-quantified by using the
program Quantity One (Bio-Rad).

2.6. Protein expression by Western blot and
immunocyiochemistry

For SDS—PAGE gels, atotal of 15 pg of each total cell pro-
tein extract was loaded on polyacrylamide gels (Bio-Rad),
separated by electrophoresis, and transferred to nitrocellulose
membranes according to standard procedures. Incubation with
anti-KCNC3 (ABnova ref. ABVAPYCAS. dilution 1:30), anti-
CFTR (Abcam ref. ab2916, dilution 1:100), anti-Na*/K*-
ATPase (Abcam ref. ab2873, dilution 1:100), anti-CAZ2 (Ab-
cam ref. ab89353, dilution 1:150) and anti-}-wbulin antdbodies

Table 1
Specific oligonucleotides used in this work for the amplification of mRNA fragments by RT—PCR
MName Sequence Annealing Reference
temperare (“C)
ATP1A l-forward F-TOCTAC AGAAGAGGAACCTC-3 55 This work
ATPlA L-reverse S -TCCGOGTTCTGAGTCAGAGTTC-3 55 This work
ATPIB1 -forward F-GOCTGGCTGGCATCTTOAT-3 61l This work
ATPIB] -reverse S CTGCAGGAGTTTGUCATAGTA-3 1 This work
CA2 -forward SGACCTOAGCACTGGC ATAAG-3 6l This waork
CAZ-reverse S-GTGATOGGTTCCTTGAGCACA-3 6l This work
CFTR-forward F-GAGGUATTTOGGGAATTATTTGAG-3' 62 Al-Nakkash and Reinach, 2001
CFTR-reverse S -CTTGCTCOTTGACCTCCACTC-3 62 Al-Makkash and Reinsch, 2001
CLC2-forward S-GOGCCTOOTGOAGOAGCT-3 65 Davies et al., 2004
CLC2-reverse FGAATOCCGTOOGGOGAACC-3 65 Davies et al., 2004
CLC3-forward S -OTAGTAACACTAACAGGATTGGC-3 56 Davies etal., 2004
CLC3-reverse §-ACTAATGTGATGGTTTTAATCATT-3 56 Davies et al.. 2004
KCNC3-forward S -OTGCTCAACTACTACCGCA-3 55 This work
KCNC3-reverse 3 GATGAGGATGAAGAAGAGCG-3 35 This work
KCNI2-forward F-AACAGTOCAGGAGCCGCTTT-3 35 This waork
KCNJ2-reverse §-AGTCTCTGGUACTACAAAGGG-3 33 This work
KCNQ1-forward S-TTOCTCATCGTCCTGGTOTG-3 63 This work
KON  -reverss SATCTOOCGGTTGAAGTGCTTC-3 63 This work
MEC-forward F-GTGOCAAGTGAGTTCAAGOC A-F 37 This work
MNBC-reverse F-GACATC ATCIAGGAAGCTGAG-3 57 This work
SLCI2A2-forward SOTGOACCTOGTTTOCGAGAA-F 35 This wark
SLCI2A2-reverse S OAGUAACTCCACCACAGTTTC-3 35 This work
Beta-actin-forward S-OO0TGOGOCGCCCTAGGCACCA-Y 65 Hunter et al., 2006
Beta-actin-reverse F-TTGGOCTTAGGGT TCAGGGGG-37 63 Hunter et al., 2006
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(Sigma—Aldrich, ref. A5441, dilution 1:250) was carried out for
2 h, followed by hybridization to secondary antibody for | b

For KCNC3, we concentrated this protein by immunopre-
cipitation before carrying out the Western blot assay. For
this purpose, we used anti-KCNC3 primary antibodies
attached to protein G Sepharose (GE Healthcare, Chalfont
St. Giles, Bucks, UK) and incubated them with 200 pg of
each total cell protein extract tor 2 h.

Immunocytochemical analysis of both confluent and non-
confluent corneal endothelial cells was carried out by growing
the cells directly on culture chamber slides (ref. 154852, Nalge
Nunc, Naperville, IL, USA). Immunocytochemistry was car-
ried out with standard streptavidin-biotin peroxidase method-
ology using microwave antigen refrieval and anti-CFTR
antibody (Abcam ref. ab2916, dilution 1:100).

2.7. Statistical analysis

To evaluate the statistical significance ot the differences be-
tween volume and mean intracellular ionic concentrations for
confluent and non-confluent cells, we used the non-parametric
Mann—Whitney test. In order to compare RT—PCR gene
expression between confluent and non-confluent cells, we
used Fisher's exact test. For individual tests, a two-sided p
value lower than (.05 was considered statistically significant.
For multiple comparisons. a Bonferroni-adjusted significance
level of 0.001 was considered significant as up to 45 statistical
tests were used at the same time.

3. Results

3.1. Morphological and chemical analysis of
isolated corneal endothelial cells

Isolated comeal endothelial cells proliferated rapidly in
culture, reaching subconfluence around Day 9 of culture
(8.9 = 3.3 days) in specific media. In order to obtain confluent
endothelial cell cultures with a density similar to that of native
rabbit cornea, we seeded a high density of cells on gold grids
(2500 cells/mm?), whereas a lower cell density was used to
obtain non-confluent cultures (500 cells.r‘mmz}. As shown In
Fig. 1. confluent cells displayed a regular shape and a relatively
small size (average volume 6586.5 = 4681.0 |.1.I'I'I3]. whereas
non-confluent endothelial cells became less regularly shaped
when compared to cells at higher densities and displayed
a significant volume increase (average volume T8772.1 +
62858.8 um”). Differences were statistically  significant
(p < 0.001 for the Mann—Whitney U/-test).

When the amount of proteins was analyzed in corneal
endothelial cells, we found that 51.43% of the dry weight of
the cells used in our study was proteins, with no differences
between confluent and non-confluent cells. In addition, the wa-
ter content was similar for confluent cells (69.1%) and for non-
confuent cells (69.5% ), with a cell water space of 4.34 ul H,(/
mg protein for confluent cells and 4.43 pl H-O/mg protein for
non-confluent cells (average 4.3%9 pl H2O/mg protein).

3.2, lonic content of confluent and non-confluent
corneal endothelial cells

As shown in Table 2. our analysis of 150 confluent cells and
150 non-confluent cells revealed that the intracellular concen-
tration of different ions was significantly associated to the
level of cell confluence. Subsequently, the intracellular con-
centrations of several ions as determined by electron probe
X-ray microanalysis (Fig. 2) were significantly higher in
non-confluent cells that in confluent endothelial cells, includ-
ing K., with aratio of (.67 for confluent vs. non-confluent cells
(p < 0.001 for the Mann—Whitney U-test), Cl (p < 0.001),
Mg (p< 0.001) and P (p < 0.001), whereas a marginally-
significant trend towards a higher concentration of Na in
confluent cells was detected ( p = 0.04). No ditferences were
tound for the intracellular contents of Ca and 5 ( p > 0.05).
It is noteworthy that when we analyzed 65 endothelial cells
with an intermediate level of confluence (subconfluent cells),
we tound that the intracellular concentrations of both K and
Na ranged between the concentrations found in confluent
and in subconfluent cells. When all concentrations were
expressed as nmol per mg of protein, we found that the
average intracellular concentrations of Na, Mg, P 8§, Cl, K
and Ca were 87.12, 35.04, 57697, 90.90, 154.31, 558.73
and 27.10 nmol per mg of protein, respectively.

Furthermore, the Kendall tau correl ation test confirmed that
the association between the level of confluence and the intra-
cellular ionic content was either significant (p < 0.001 for
Mg, P, Cl and K) or marginally significant ( p = (.02 for Na).

3.3. The role of the ouabain-sensitive Na TIK-ATPase in
confluent and non-confluem cells

In order to determine the evenmial role of the ouabain-
sensitive Na"/K -ATPase membrane pump in the differential
ionic content found between confluent and non-confluent cells,
we quantified the intracellular concentrations of several ions in
20 confluent cells and 20 non-confluent cells treated with
ouabain, a bona fide inhibitor of the Na™/KT-ATPase pump.
in the presence of Rb. Total Rb uptake along with the Rb
fraction which was ouabain-insensitive were measured In
both confluent and non-confluent cells by X-ray microanaly-
sis. As expected (Table 2), the mtracellular contents of Na
and Cl increased markedly whilst the cellular K content
decreased significantly atter the treatment with | mM ouabain
in both confluent and non-confluent cells. As shown in Table
2, incubation of our cells with ouabain and Rb for 15 min
was associated to 47.50% and 46.89% Rb uptake inhibition
for confluent and non-confluent endothelial cells, respectively.
Similarly, we found a K uptake decrease of 69.41% for
confluent endothelial cells and 66.88% for non-confluent cells,
which is near the 79% inhibition reported by Riley et al
(1998} using longer incubation times.

Furthermore, our results demonstrated that the ouabain-
mediated inhibition of the Na'/K'-ATPase pump did not
change the signihcant differences of intracellular iomic con-
centrations that we found between confluent and non-confluent
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Fig. 1. Microscopic images of confiuent and non-confluent rabbit corneal endothelial cells kept in culure. Non-confluent cells displaved elongated shapes and large
cell sizes (panel A, light microscopy image and panel C, scanning electron microscopy image b, whereas confluent endothelial cells were more repularly shaped,
with a polyedric outline and a significant cell size reduction (panel B, light microscopy image and panel D, scanning electron microscopy image). Scale baes:

50 pm,

cells, with a confluent vs. non-confluent cells K ratio of (.62,
which was very similar to the K ratio of (.63 found in
Rb-treated control cells.

These results suggest that the ouabain-sensitive Na /K-
ATPase pump is not responsible for the different intracellular
ionic concentrations that we found between confluent and non-
confluent cells.

34, RNA expression of genes encoding for
different ionic pumps by RT—PCR

Although several ionic pumps have been described in the
corneal endothelium, the identity and location of all the
components of this ransport system are not known. For that
reason, we have carried out semiquantitative RT—PCR expres-
sion assays in order to determine the mRNA expression of
different genes related to membrane ionic transport in
confiuent and non-confluent corneal endothelial cell cultures.

As shown in Fig. 3, our results show that confluent cells
expressed higher amounts of mRNA corresponding to the
gene KONCF (p < 0.001 for Fisher's exact test), which en-
codes for the potassium channel, voltage-gated, Shaw-related

subfamily member 3 (Haas et al., 1993). In contrast, non-
confluent corneal endothelial cells showed a higher expression
of the genes CFTR, encoding for the cystic fibrosis transmem-
brane conductance regulator (Sun et al.. 2003) and CAZ,
encoding for carbonic anhydrase (Bonanno, 2003; Hageman
et al.. 1991) ( p < 0001 for Fisher's exact test for both genes).
A non-significant trend towards a higher expression of the
genes ATPIAl (Na*/K*-ATPase pump) and NBCI (a Na'/
HCO; cotransporter) (Romero et al.. 1998) was detected in
confluent cells, and of the gene CLCZ2 (voltage-gated chloride
channel) (Cid et al., 1995} in non-confluent cells. No differ-
ences were found for the genes ATPIRI, CLC3, KCNJZ,
KCNQI ., and SLCTAZ.

3.5. Protein expression of genes differentially expressed
in confluent and non-confluemt corneal endothelial cells

As shown in Fig. 3, our Western blot analysis of whole cell
lysates corresponding to confluent and non-confluent cells re-
vealed that KCNC3 protein expression was higher in conHuent
cells than in non-confluent cells, whereas the expression of the
chloride channel CFTR was higher in non-confluent cells than
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© Ratio of ionic concentration in confluent va. non-confluent cells,

4 Differences are statistically si

e ficant for the comparison of confluent vs, non-cenfiuent cells (p = G001}

in confluent cells. However, no differences were found for the
expression of both CA2 and Na'/K*-ATPase pump between
confluent and non-confluent endothelial cells at the protein
level.

Similarly, immunocytochemical detection of CFTR showed
that non-confluent corneal endothelial cells expressed higher
amounts of this protein in comparison with confluent
endothelial cells (Fig. 3).

4. Discussion

Both the number of endothelial cells and the structural
integrity of the corneal endothelial cell barrier are known to
play an important role in the normal cornea. On one hand,
the stromal imbibition pressure that is primarily generated
by the hydrophilic stromal glycosaminoglycans drives the
fluid leak into the cornea, leading to a loss of transparency
and impaired vision (Bonanno, 2003; Hedbys and Mishima,
1962). On the other hand, the ionic current driven by the
corneal endothelium barrier 15 able to maintain the level of
corneal dehydration and thus, the transparency of the visual
pathway. The average adult has about 2000—3000 endothelial
cells/mm” of cornea, but this number may vary in response to
several clinical conditions. In fact, there are a number of
clinical cases and factors which can contribute to endothelial
cell loss including, among others, aging, Fuchs' endothelial
dystrophy, trauma/surgery, chronic anterior uveitis, and Type
| diabetes (Bonanno, 2003). In all these conditions, the loss
of integrity of the endothelial barrier due to endothelial cells
loss is followed by a hypertrophy of the remaining cells, trying
to cover all the posterior surface of the cornea and reestablish
the normal corneal endothelial barrier. Although this endothe-
lial compensation is important for corneal function. very little
is known about the cellular and molecular mechanisms that
occur during this process. On the other hand, some reports
demonstrated that the human endothelium is by some means
tolerant of disruptions to its integrity, including localized

Confluent Hen-coenfuent

Fig. 2. Histogram representing average cell volume of confluent and non-con-
fluent corneal endothelial cells | as pum’ per cell). Dark lines represent standard
deviations for each case.
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CFTR

CA2
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BETA-ACTIN

Fig. 3. Expression of several penes encoding for ionic pumps in non-confluent and confluent corneal endothelial cells. (A) mRNA (left panel) and protein (right
panel) expression for KCNC3, CFTR, CAZ and Na'/K"-ATPase genes in cells of different confluence level. Expression of the housekeeping gene beta-actin was
used as a control of RNA loading in RT—PCR assays and of protein loading for Western blot (B} Immunoc yviochemical analvsis showing that the expression of
CFTR protein is higher in non-confluent than in confluent cells. NC, non-confiuent cells: 1C, intermediate confluence eells: C. confluent corneal endothelial cells.

wounding (Fukami et al., 1988) and localized losses due to
aging (Jongebloed et al., 1987). For that reason, small areas
of Descemet’s membrane can be exposed without apparent
degradation of transendothelial fluid transport in some animal
models (Bourne et al., 1994; Huang et al., 1989: Van Horn
et al., 1977). Similarly, Laing et al. (1981) found in Fuchs’
endothelial dystrophy that all stages of cornes gufrata can
occur in a cornea clinically free of edema, while the endothe-
lial pump rate is unaffected (Bumns et al., 1981}

In this work, we have been able to determine the intracel-
lular concentrations of several relevant ions in corneal
endothelial cells by using electron probe X-ray microanalysis.
In general, the average ionic concentrations that we found here
are comparable to previous reports that determined the ionic
composition of rabbit corneal endothelial cells (Alaminos
et al., 2007), bovine cormneal endothelium (Diecke et al.,
1998) or rabbit ciliary epithelinm (Bowler et al., 1996). All
this supports the accuracy of the technique used in our work
and suggests that the physiological status of the cells used
here was not altered. However. since all analyses were carried
out on freeze-dried cells. a potential dehydration error in the
absolute estimates of intracellular ionic concentrations and
cell volume cannot be excluded, and great caution must be
used when these absolute values are analyzed.

By using electron probe X-ray microanalysis of rabbit
corneal endothelial cells at different confluence levels, we
thereby showed that confluent cells forming a contimious bar-
rier were characterized by a lower concentration of K, with
a relatively high concentration of Na, whereas non-confluent
cells showed a significantly higher intracellular concentration
of K. Interestingly. the intracellular contents of water were
similar for confluent and non-confluent cells. This finding hints
that the differential ionic contents that we found in both cell
types (expressed as mmol/kg dry cell weight) are related to
different ionic concentrations in vivo, and cannot be explained
by a possible phenomenon of cell swelling or hyperhydration of
confluent or non-confluent cells. These results. which had not
been previously reported. imply that although human endothe-
lium can compensate in vivo some disruptions of its integrity,
the maintenance of a close endothelial monolaver by a high
endothelial cell confluence could be crucial for the endothelium
to exert its function properly. Furthermore, and although the use
of Pioloform as cell substrate could have affected the behavior
of the cultured cells, our results show that the cell volume of
confluent cells is significantly lower than that of non-confluent
cells. with a significant correlation between the cell volume and
the intracellular ionic content. However, one of the limitations
of our study is that the rabbit corneal endothelium has important
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differences with the human endothelium, the main one being
the former’s high capacity for regeneration compared with the
limited ahility of the human cormeal endothelium (Hirsch
et al., 1975; Mimwa and Joyce, 2006; Staatz and Van Homn,
1980: Von Sallmann et al., 1961).

Zhang and Roomans (1998) demonstrated that both K and
Na concentrations vary in response to changes of the cell
volume. Using HT29 cells, these authors showed that osmotic
cell shrinkage i1s followed by sumulation of a regulatory
volume increase (RVI) mechanism, where water is taken up
concomitantly with Na and Cl. In contrast. when the cell
volume increases by cell swelling or hypertrophy, a mechanism
of regulatory volume decrease (RVD) is activated by the cell,
in which water is extruded with a concomitant decrease in the
intracellular concentrations of Cl and K followed by an in-
crease in Ca (Becker et al., 2005), Theretore, RVD and RVI
could be the basic regulatory mechanisms by which swollen
and shrunken cells return to a normal volume or reach a tem-
porary balance in lon distribution. Except for the case of Ca,
which did not vary, all these data are in line with our results
obtained wsing comneal endothelial cells, and could explain
some of our findings. Thus. non-confluent comeal endothelial
cells would show a trend towards hypertrophy and volume
increase by monolayer spreading (Joyce et al., 1990) and
endothelial compensation (Bonanno, 2003). So it is likely
that the cells activate the RVD mechanism by using different
cell membrane ionic pumps which would try to compensate
for increase in volume. This mechanism would eventually
lead to a water and ion extrusion to the extracellular space.
Subsequently, when the cells have reached confluence and
the endothelial monolaver has been re-established, endothelial
compensation ceases and confluent cells would display
relative cell volume shrinkage. In this case. and due to the
RVD mechanism. a decrease in the intracellular concentrations
of Cl and K would be found in the cells, as is the case with the
endothelial cells used in this study. Therefore, all these pro-
cesses could explain why confluent cells show lower concen-
trations of €] and K than non-confluent cells. Conversely, it
15 also possible that some of our results be explained by the
fact that cells kept in culture under different levels of cell
confluence could be submitied to different levels of oxygen
pressure. Thus, non-confluent endothelial cells, which had
a significantly higher cell volume than confluent cells, could
have been operating under a relative cell hypoxia compared
with the confluent cultures with a higher cell density and
smaller cell volume. Pericellular hypoxia is a well-known
phenomenon of in vifra cell behavior and growth is a complex
function of seeding density and dissolved oxygen gradient
(Tavlor et al., 1978, 1982).

Although volume change and the compensating mecha-
nisms triggered by volume change could explain the different
intracellular concentrations that we found between confluent
and non-confluent corneal endothelial cells, the question
related to the specific ionic pumps and membrane transporters
mvolved in these changes remains manswered. Elegant
experiments carried out by Crawtord et al. (1995) demon-
strated that the number of Na™/K'-ATPase pump sites per

cell progressively increases when confluent endothelial cells
are seeded at low cell densities, and that these cells show a sub-
sequent volume hypertrophy. Nevertheless, in our smdy,
treatment of the endothelial cells with the Na*/K*-ATPase
inhibitor ouabain caused a significant inhibition of K uptake
(66.88—6941%) but it did not significantly alter the
differential concentrations of Na and K that we found between
confluent and non-confluent cells. For that reason, and since
our western blot analysis did not show any protein expression
differences for this ionic pump between confluent and non-
confluent cells, we concluded thai the Na™/K*-ATPase
pump is not responsible for the differential intracellular
contents that we found in this work. Although the Nat/K*-
ATPase pump has long been considered to be the main mem-
brane transporter involved in the ionic equilibrium at both the
cellular and the extracellular level in corneal endothelial cells
(Crawford et al., 1995; Lim and Fischbarg, 1981; Maurice.
1972: Tervo and Palkama, 1975), our results suggest that the
number of Na*/K*-ATPase pumps that are present in corneal
endothelial cells does not vary depending on the confluence
level of the cells nor the integrity of the corneal endothelial
barmier. This statement 1s not in disagreement with the results
published by Crawford et al. (1995), since these authors
analyzed only confluent cultures of comeal endothelial cells.
In contrast, our results are in agreement with reports by
Bourne et al. (1994), who found that the spatial density of
the Na™/K"-ATPase pump sites in wounded cat comeal endo-
thelium did not correlate with endothelial permeability or fluid
pump rate. Additionally, although in our study we found
a non-significant higher expression of the mRNA correspond-
ing to the gene ATPA! in confluent cell cultures ( p > (.05),
the protein expression of the Na'/K'-ATPase was similar
for confluent and non-contluent cells. These findings suggest
that cell regulation of the expression and function of the
Na*/K*-ATPase membrane pump could be complex and
multifarious, especially due to the fact that all experiments
have been carried out fn vifre In this work, and it1s well known
that i virro conditions could alter the physiological behavior
of the cells. In this regard, Whikehart et al. (1987) demon-
strated that the Na*/K*-ATPase could show lowered activity
and changed aftinity when the comneal endothelium is cultured.

Theoretically, chlorine cell channels should not be aftected
by ouabain treatment. However, our results show that ocuabain
incubation 15 associated to a chlorine increase that ranges
between 12.5% for non-confluent cells and 37.9% for conflu-
ent cells (average 24.7%). Swoikingly, some other researchers
have previously found a concomitant increase in chlorine
content after ouabain treatment in different types of cells,
including MCEF-7 breast cancer cells (Fernindez-Segura
et al., 1997), renal A6 cells (Borgmann et al, 1994) and
vascular smooth cells (Krep et al., 1996). According to Borg-
mann et al. (1994), this increase in chlorine content may have
resulted from cell swelling caused by the influx of NaCl and
water in cells with ouabain-mediated K/Na ATPase inhibition
(Borgmann et al., 1994).

In contrast, we demonstrated that the mRNA expression of
the gene encoding for the ionic pump KCNC3  was
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significantly higher in confluent cells forming a unitorm bar-
rier than in non-confluent endothelium (p < 0.01), and that
this finding correlated well with the protein expression deter-
mined by Western blot. KCNC3 is an oxyzgen-sensitive (Patel
and Honoré, 2001: Wang et al., 1996) voltage-dependent,
Shaw-type potassium channel that can assume open or closed
conformations in response to the voltage difference across the
membrane (Chen and Davis, 2006). Thus, potassium  ions
may pass through this transporter in accordance with their
electrochemical gradient. The expression of several genes
of the family of KCN transporters has been previously
reported in corneal endothelial cells, including KCNJ2 (Rae
and Shepard. 2000a: Yang et al., 2000) and KCNC3 (Rae
and Shepard, 2000b), whereas KCNC4 (Lu 2006: Wang
et al.. 2004) and KCNJ2 (Rae and Shepard. 2000a) have
been identified in corneal epithelial cells. In our case. the
overexpression of KCNCF in confluent cells could be respon-
sible for the lower intracellular concentration of K which we
tound in these cells. According to these results we hypothe-
size that, in a tight comeal endothelial barrier, confluence
could lead endothelial cells to activate the expression and
function of KCNC3 as a way to control and regulate the
intracellular contents of K. By doing this, the cells would
activate the physiological transendothelial ionic current which
exists in the normal endothelium which, in turn. would play
a key role in maintaining the transparency of the comea. In
contrast, Patel and Honoré (2001) found that KCNC3
channels can be blocked by hypoxia. For that reason, cellular
hypoxia could also explain the low mRNA expression of the
KCNC3 gene in non-confluent endothelium rather than
confluence per se.

On the other hand, it has been demonstrated that mRNA
tor the cystic fibrosis transmembrane regulator (CFTR) is
present in the comneal endothelium (Sun et al.. 2001),
especially in the apical membrane of the cells (Sun and
Bonanno, 2002), although its expression in vifre seems to
be ume-dependent (Brochiero et al. 2004). CFTR has
significant permeability to HCO3 as well as to Cl, and it
has been suggested that this membrane pump plays an
important role in the transendothelial transport of both
HCO5 and Cl (Sun and Bonanno, 2002). For this reason,
the function of CFTR is partly dependent on the activity
of carbonic anhydrase, an enzyme involved in the synthesis
of HCO5 from CO, and H.O which is encoded by the gene
CA2 (Sun et al., 2003). In this regard, our resulis are in line
with these presented in previous reports, since we found
both CFTR and CA2 expression in rabbit comeal endothelial
cells. Nonetheless, in this case we demonstrated that the
expression of these two genes correlated well with the level
of confluence of the cultured cells. Whereas non-confluent
cells showed higher expression of both CFTR and CAZ2
mRNA, and of CFTR protein. the {n virre development of
a confluent endothelial barrier was associated with a lower
expression of these two genes. Since the final goal of
CFTR and CAZ2 is regulation of the intracellular content of
CL it is possible that the overexpression of these genes in
non-confluent cells could be i direct relation to the high

intracellular concentration of Cl which exists in non-
confluent hypertrophic cells. Therefore, this would be
a compensatory mechanism activated by volumetric change
in non-confluent endothelial cells which, once again, would
cease when the cells reach confluence and a continuous cell
monolayer is formed. These findings are in agreement with
reports by Xia et al. (1997), who found that several chloride
channels have different expression patterns depending on the
confluence level of the cell culture. Thus, disruption of
monolayer integrity of human airway epithelia cultures
would enable the activation of a cystic fibrosis “bypass™
channel (ORDIC channel) that would remain refractory to
activation in confluent human airway epithelia. Conversely,
it is also possible that the different RNA and protein
expression that we found for CFTR be explained by the
different levels of hypoxia that could exist between conflu-
ent and non-confluent cells. According to Zaidi et al
(2004), hypoxia is known to upregulate CFTR expression
in rabbit and human comneal cells. For that reason, and
according to Fick's law of gas ditfusion (Metzen et al.,
1995), larger cell volumes of non-confluent cells could be
assoclated to lower levels of intracellular oxygen and.
thus, to higher levels of hypoxia and CFTR upregulation.
In contrast, smaller confluent cells would show lower levels
of hypoxia and CFTR downregulation. By one way or an-
other. our results suggest that confluent and non-confluent
endothelial cells show different levels of CFTR expression
in culture.

Although all our results were obtained using cultured cells,
and great caution is required when making inferences about
in vitro comeal endothelium vs. intact tissue, the resuolts
presented in this paper have several consequences. Herein we
demonstrated that corneal endothelial cells kept in culture are
able to regulate both the cell volume and the expression and
function of several genes depending on the cell confluence
and the formation of cell—cell contacts. Thus. when the cells
are developing, and the endothelial cell barrier is still in devel-
opment. these hypertrophic cells express and activate a series of
genes, but the physiological transendothelial ionic current
could not be present yet. Subsequently, when the endothelial
barrier has formed and the cell volume has reduced, dense
cell—cell contacts would lead endothelial cells to activate the
expression and function of a different set of genes, and the cells
would initiate the normal ionic current that keeps the comeal
stroma dehydrated and transparent. Although our results have
been obtained using rabbit corneal endothelial cells with higher
proliferation rates than human cells, these results may have
implications for human corneal decompensation atter corneal
endothelial wounding and could explain why the extensive
loss of endothelial cells leads to corneal edema and impaired
vision. All this implies that during the clinical manage of the
human cornea, the ophthalmologist should always ensure that
the cells that are present in the endothelium are confluent and
the normal endothelial barrier isintact. In addition, our findings
could have several consequences for the development of full-
thickness substitutes for the cormea by tissue engineering
(Alaminos et al., 2006; Nishida, 2003).
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Abstract

We have carried out a sequential study of intercellular junction formation and differentiation
on human corneal substitutes consisting of an artificial corneal stroma and a corneal epithelium,
developed by tissue engineering. To generate these artificial human corneas, we developed a corneal
stroma substitute, using fibrin and agarose scaffolds with human keratocytes immersed within, then
cultured the human corneal epithelium on top. Electron microscopy and immunofluorescence
analyses revealed that artificial corneas with one or two epithelial cell layers did not show anv
formation of intercellular junctions. In contrast, several types of cell-cell junction, especially
desmosomes, were found in multilayered mature corneal substitutes. Concomitantly, the expression
of genes encoding for plakoglobin 3 (PKG3), desmoglein 32 (D5G3) and desmoplakin (DSP), zonula
occludens 1 (Z0-1) and 2 (Z0-2) and connexin 37 (Cx327) was higher in multilayered artificial
corneas than in immature artificial corneas, as shown by both microarray and immunofluorescence.
Although expression of Z0-1, 20-2 and Cx37 proteins was homogeneous, PKG3, DSG3 and DSP
expression was restricted to the most apical cell layers in artificial corneas submerged in culture
medium at all times, whereas expression was higher in intermediate cell layers, similar to normal
human control corneas, when corneal substitutes are submitted to air-liquid culture techniques.
These results suggest that cultured corneal substitutes submitted to air-liquid culture technique
tend to form a well-developed epithelium that is very similar to the epithelium of human native
corneas, suggesting that these artificial corneas could eventually be used for clinical or in vitro

purpaoses. Copyright © 2009 John Wiley & Sons, Ltd.
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1. Introduction

The human cornea is a multdlayered transparent organ
with three main layers (Reichl and Muller-Goymann,
2003). The inner layer of the cornea consisis of a
single stratum of corneal endothelial cells (Joyce, 2003).
Next, the corneal stroma is a thick structure made
of a matrix of collagen and protein—polysaccharide
complexes with keratocytes immersed within. Finally,
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the stratified corneal epithelium is the external barrier
of the cornea, with 5-10 epithelial cell layers which
are called, from the deepest to the most superficial
stratum, the basal cell laver, the wing-cell layer and
the apical cell layer (Lavker et al., 1991). Stem cells for
the corneal epithelium reside at the corneoscleral limbus
(Dua and Azuara-Blanco, 2000) and it is thought that the
maintenance of a healthy corneal epithelium depends
on a unique populaton of stem cells located in the
limbal basal epithelium (Espana et al., 2003; Schermer
et al., 1986). These limbal stem cells have a superior
proliferative capacity under both inwvive and in vitro
conditions and are able to generate primary cultures



of corneal epithelial cells (Espana et al., 2003; Lindberg
et al., 1993).

Corneal epithelium is the major limiting barrier for
corneal absorption, whose cells are tdghtly artached
by several kinds of intercellular junctions, mainly
desmosomes, tight junctions and gap junctions (Hutcheon
etal., 2007). Among them, desmosomes emerge as
essential elements that maintain the stability and three-
dimensional structure of the corneal epithelium by tightly
joining cells adjacent to each other (Pei and Rhodin,
1971: Resch eral., 2006). Moreover, different authors
have demonstrated that the presence of desmosomes is
necessary for proper stratification and differentiation of
the epithelium (Pei and Rhodin, 1971; Tisdale etal.,
1988).

Along with their role in cell attachment, desmosomes
are the most important cellular sites for intermediate
filament anchoring in epithelial cells. Thus, desmosomal
junctions are able to create a transcellular network
throughout a whole epithelium that contributes to supply
mechanical strength and integrity to tissues such as
the epidermis and the corneal epithelium. In addition,
desmosomes are enormously dynamic structures that are
modulated in response to environmental stimuli and
participate in tissue remodelling during development,
differentiation, wound healing and invasion (Green and
Jones, 1996). Despite the important role of desmosomes
in the human cornea, lictle is known about the process
of development of these cell-cell junctions in the human
corneal epithelium.

Moreover, corneal epithelial cells are firmly attached
by tight junctions and gap junctions. Tight junctions are
composed by integral transmembrane proteins (occludin
and claudins) and membrane-associated proteins such as
Z0-1, Z0-2 and ZO-3 (Ban et al., 2003; Tsukita et al.,
2001). The role of this kind of junction is to encircle the
cells just below the apical surface and thus constitute the
main barrier to fluid, electrolytes, macromolecules and
cells through the paracellular pathway, in a regulated
manner (Yi et al., 2000). Gap junctions are specialized
intercellular channels connecting adjacent cells that
permit and control the intercellular tansit of small
molecules. These structures have been implicated in
diverse biological processes related to development,
cellular metabolism and cellular growth control (Kumar
and Gilula, 1996; Simon and Goodenough, 1998).

Human corneas can be damaged by numerous
congenital or acquired diseases, and it is very common
for a full-thickness allogeneic corneal transplantation
to be necessary (Maurice and Singh, 1996). Therefore,
the development of an efficient substitute for the
human cornea by tissue engineering is one of the main
challenges facing modern histological science. However,
attempts to generate an efficient full-thickness artificial
human corneal construct have proved unsuccessful for
several reasons. On the one hand, the generadon of
a consistent and transparent stromal substitute that
allows keratocytes to proliferate internally remains
one of the unfulfilled objectives of corneal research.

Copyright © 2000 John Wiley & Sons, Lid.
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Whereas synthetic polymers usually show a lack of
biocompatibility and integration into the tissues (Orwin
et al., 2004), biological compounds are difficult to manage
and polymerize. Recently, our group described a stromal
substitute made of a mixture of human fibrin and agarose
that allowed us to successfully develop full-thickness
comneal and oral mucosa constructs by tissue engineering
(Alaminos et al., 2006, 2007; Sanchez-Quevedo et al.,
2007). On the other hand, isolation and culture of human
corneal endothelial cells remains a challenge for most
researchers, especially when adult corneas are used for
these purposes (Joyce, 2003; Tegtmeyer et al., 2001). For
this reason, most of the corneal constructs reported to date
use laboratory animal corneal cells with high endothelial
proliferation capability (Alaminos et al., 2006; Chen et al.,
2005; Marchant et al., 2002) or are partial human corneal
substitutes lacking either the endothelial cell layer or both
the endothelial and the stromal layers (Ma et al., 2004;
Nishida et al., 2004; Yang et al., 2006). All of these cornea
models could be used to study drug transport into ocular
tissues, and as an alternative to in vivo toxicity tests,
without the need to use live laboratory animals (Chang
et al., 2000; Hornof et al., 2005). Moreover, construction
of human artificial corneas in the laboratory by tissue
engineering would provide the researchers with an ideal
in vitre model to study the whole process of epithelial
differentiation and desmosomal development.

In this work, we have carried out a sequendal study
of development and differentiadon of several types of
intercellular joints in human corneal epithelium generated
by tissue engineering.

2. Materials and methods

2.1. Construction of a partial substitute
for the human cornea

Corneal-scleral limbal rims of ca. 14 mm diameter were
obtained at the University Hospital of San Cecilio,
Granada, Spain, after the removal of £7 mm central
comeal buttons for corneal transplantation. This work
was approved by the local research and ethical committees
and the research adhered to the tenets of the Declaration
of Helsinki.

Primary cultures of corneal epithelial cells were
obtained by using limbal explants, as previously described
(Alaminos et al., 2006). Briefly, the corneal scleral rings
were cut into 2 mm?Z, 100 um thickness explants and
placed epithelial side down in culture flasks containing a
small amount of culture medium, to allow the explants to
attach to the culture surface. Next, the explants were
submerged in epithelial culture medium and allowed
to grow to confluence. The epithelial culture medium
was a 3:1 mixture of Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) and Ham's F12 supplemented with
10% feral calf serum (FCS: Sigma-Aldrich, St.Louis,
MO, USA), 1% antibiotics, 24 ug/ml adenine, 0.4 mg/ml
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hydrocortisone, 5 mg/ml insulin, 10 ng/ml epidermal
growth factor, 1.3 ng/ml triiodothyronine and 8 ng/ml
cholera toxin. Stromal keratocytes were isolated from
fragments of corneal stroma that remained attached to
the sclerocorneal limbus, using collagenase 1 (Invitrogen-
Gibeo, Carlsbad, CA, USA) at 37°C for 6 h. The culture
medium used in this case was DMEM supplemented
with 10% fetal calf serum, 4 mM t-glutamine and 1%
antibiotic—antimycotic solution (Invitrogen-Gibco). All
cells were incubated at 37 °C in 5% carbon dioxide under
standard culture conditions.

To develop a partial artificial substitute for the human
cornea, we used a stroma substitute made of cultured
keratocytes entrapped in a gel of human fibrin and
0.1% agarose, according to previously published methods
(Alaminos et al., 2006). After 24 h, the cultured corneal
epithelial cells were subcultured and seeded onto the
surface of the fibrin—agarose scaffold. Stratification and
differentiation of the epithelial cell layer were promoted
by using air-liguid culture techniques on cell cultre
inserts with 0.4 um porous membranes (Transwell,
Corning-Costar, Corning, NY, USA). This pore size allows
the nutrients to cross the inserts but prevents migration of
the cells to the other compartment. By using this system, it
is possible to control the level of culture medium in which
the artificial corneas are culrured and allow the epithelium
to directly contact with air, whereas the artificial stroma
is submerged in medium.

To analyse the time-course changes associated with
cell-cell adhesion structures, bioengineered artficial
cormeas were sequendally analysed at different time
points (days 7, 14, 21 and 28 of culture) and
different differentation and maturation stages, using
parallel artificial cornea cultures, including: (a) immature
samples with one and (b) two epithelial cell layers;
{c) multilayered samples generated in submerged culture
conditions; and (d) mature, fully differentiated samples
submitted to air-liguid conditions. As normal controls,
we used human native corneas from donors.

2.2. Microscopic evaluation of the human
cornea substitutes

For light microscopy, native and bioengineered corneas
were fixed in 4% formaldehyde, dehydrated in an ethanal
series and embedded in paraffin. Cross-sections were cut,
4 um thick, stained with haemaroxylin and eosin and
examined with a light microscope.

For transmission electron microscopy (TEM), samples
were fixed in cacodylate-buffered 2.5% glutaraldehyde
and postfixed in 1% osmium tetroxide for 90 min. After
fixation, the samples were dehydrated in increasing
concentrations of acetone (30%, 50%, 70%, 95% and
100%) and then embedded inm Spurr's resin and cut
into ultrathin sections, using an ultramicrotrome. For
analysis, sections were stained with aqueous uranyl
acetare and lead citrate and examined with a transmission
electron microscope (EM902; Carl Zeiss Meditec, Inc.,
Oberkochen, Germany).

Copyright © 2009 John Wiley & Sons, Lid.

2.3. Fluorescence immunohistochemistry

The expression of plakoglobin 3 (PKG3), desmoglein 3
(DSG3), desmoplakin (DSP), zonula occludens 1 (ZO-
1), zonula occludens 2 (Z0-2) and connexin 37 (Cx37)
proteins was determined by fluorescence immunchisto-
chemistry, using paraffin-embedded tissue sections cor-
responding to controls and commea constructs at dif-
ferent stages of epithelial stratification and differentia-
tion. Mouse monoclonal antibodies against plakoglobin 3
(Abcam ref. AB12083, clone 15F11, Cambridge, UK; dilu-
tion 1:25) and desmoglein 3 (Abcam ref. AB12080, clone
5G11, dilution 1 :25), rabbit polyclonal antibody against
desmoplakin (Abcam ref AB14418, diluton 1:75), ZO-
1 (Sigma-Aldrich ref. HPAOD1637, lot RO0652, dilution
1:35), Z0-2 (Sigma-Aldrich ref. HPADD1813, lot R04235,
dilution 1:75) and connexin 37 (Abcam ref. AB58918,
GJA4, dilution 1:75) were used. Firstly, paraffin was
removed from the tissue sections, using xylene, and the
samples were rehydrated in water through a graded series
of alcohols (100%, 96%, 70%, 50% and water). Then we
used 0.01 M citrate buffer, pH 6.0, at 95°C for 10 min
for antigen retrieval. After blocking any unspecific bind-
ing sites using bovine serum albumin, we incubated the
samples with the primary antbodies for 1 h at room
temperature. Incubation with secondary antibodies was
carried out for 30 min using FITC-conjugated and-mouse
antibody (dilution 1:500) or CY3-conjugated anti-rabbit
antibody (dilution 1:500). Finally, the slides were coun-
terstained with DAPI and photographed using a Leica
DMI6000 confocal microscope.

2.4. Genome-wide gene expression analysis by
high-density oligonucleotide microarrays

Comprehensive genome-wide gene expression analysis
was carried out to gquantify the expression of different
genes with a role in the synthesis of several intercellular
junctions. Total RNA corresponding to primary cultures
of comeal epithelial and stromal cells and human
cornea constructs was extracted using the Qiagen RNeasy
System (Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada), following
the manufacturer’s recommendations. RNA concentration
and gquality were determined using an Agilent 2100
Bioanalyser (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).
Total cDNA was synthesized with a T7-polyT primer and
reverse transcriptase (Superscript II, Life Technologies
Inc., Carlsbad, CA, USA). In vitro transcription was carried
out with biodnylated UTP and CTP (Enzo Diagnostics,
Farmingdale, NY, USA). Labelled nucleic acid target
was hybridized (45°C for 16 h) to Affymetrix Human
Genome U133 plus 2.0 oligonucleotide arrays. Finally,
after auromated washing and staining, absolute values
of expression were calculated and normalized from the
scanned array, using Affymetrix software. For the analysis
of genes with a role in the synthesis of intercellular
junctions, we selected all probe-sets corresponding to
PKG3, DSG3, DSP, Z0-1, Z0-2 and Cx37. The expression
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of all these genes was normalized using the bona fide
housekeeping gene GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase) as a control.

In this work, we analysed four corneal substitutes
corresponding to mature artificial corneas submitted to
air—liquid culture, four primary cultures of epithelial cells
and four primary cultures of stromal keratocytes. All
primary cell cultures corresponded to the first passage of
cells kept in eulture. The gene expression levels shown
by stromal keratocytes were considered as baseline or
background expression levels (negative controls), since
these cells do not show desmosomes, tight junctions or gap
junctions in vive. Statistical comparison of the expression
levels of the analysed genes between comeal epithelial
cells and corneal substitutes was carried out using the
Mann-Whitney U-test.

3. Results

3.1. Histological evaluation of bioengineered
partial corneal substitutes

Light microscopy evaluation of the partal substitutes
of the human comea generated in the laboratory
by tissue engineering demonstrated a progressive,
sequential development and differentiation of the corneal
epithelium. On the other hand, TEM analysis of
the immarmure corneal substmites with one or two
epithelial cell layers did not show any intercellular
junctions. Then, when samples started to stratify, some
desmosomes began to appear, although many of them
were rudimentary (Figure 1A). Finally, mature corneal
substitutes showed a well-developed, stratified epithelium

M. Gonzéalez-Andrades ef al.

which presented numerous well-developed intercellular
junctons (Figure 1B). Desmosomes were predominant
among other cellular joints such as tight junctions or gap
junctions.

3.2. Fluorescence immunohistochemistry

Fluorescence immunohistochemistry evaluaton of normal
human native cormeas demonstrated the presence of
abundant intercellular junctions in the normal corneal
epithelium. The immunolocalizatdon of all junctional
proteins (PKG3, DSG3, DSP, Z0O-1, Z0-2 and Cx37) in
the narive normal stratified epithelium showed a regular
distribution of the signal among all epithelial cell layers
(Figures 2, 3). However, a preferendally more intense
protein expression in the middle layers of the epithelium
was found for the three desmosome proteins (PEKG3, DSG3
and DSP) (Figure 2).

Regarding our artificial corneas, our analysis demon-
strated the presence of numerous cell-cell junctions
(desmosomes, tight junctions and gap junctions) in
the bioengineered comeal epithelium. Initial immature
cornea substtutes with one or two epithelial cell layers
on top did not significantly express any of the analysed
proteins, suggesting that no intercellular junction for-
mation took place during the initial stages of epithelial
stratification. However, when artificial corneal epithelium
reached three or four layers of stratification immersed
in culture medium, strong expression of plakoglobin 3,
desmoglein 3 and desmoplakin was detected, especially
in the superficial cell layers of the epithelium (Figure 2,
whereas a regular expression of proteins of tight and gap
junctions (ZO-1, Z0-2 an Cx37) was found throughout
the epithelium (Figure 3).

Figure 1. Light and transmission electron microscopy (TEM) analysis of partial human cornea substitutes developed by tssue
engineering. (A) Light microscopy image of an immature corneal substitute generated under submerged culture conditions (top)
and detail of a not fully formed desmosomal junction corresponding to the same sample obtained by TEM (bottom). (B) Light
microscopy image of a fully differentiated sample submitted to air-liquid culture conditions (top) and TEM image of the same
artificial cornea showing the presence of several well-developed desmosomes (bottom). Desmosomes are labelled with arrows.

Bars =1 pm

Copyright © 2009 John Wiley & Sons, Lid.
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Figure 2. Immunofluorescence analysis of native normal human corneas and bicengineered corneal substitutes using plakoglobin
3 (PKG3), desmoglein 3 (DSG3) and desmoplakin (DSP) antibodies. Green signals correspond to the desmosome proteins, whereas
all nuclei are stained in red. C, native normal human control corneas: 1, immature biocengineered human corneas with one
layer of epithelial cells on top; 2, immature corneas with two or three epithelial cell layers; 3, bicengineered human corneas
with a multilayered epithelium kept under submerged culture conditions; 4, multilayered samples submitted to air-liguid culture
conditons. Bars = 30 pm

Cx37

Figure 3. Immunofluorescence analysis of native normal human corneas and bioengineered corneal substitutes, using zonula
occludens 1 (Z0-1), zonula occludens 2 (Z0-2) and connexin 37 (Cx37) antibodies. Green signals correspond to the proteins of the
intercellular junctions, whereas all nuclei are stained in red. C, native normal human control corneas; 1, immarure bioengineered
human corneas with one layer of epithelial cells on top; 2, immature corneas with two or three epithelial cell layers; 3, bioengineered
human corneas with a multilayered epithelium kept under submerged culture conditions; 4, multilayered samples submitted to
air-liquid culture conditions. Bars = 30 pm

Finally, when the air-liquid culture techmique was
used, the staining pattern found in our artificial cornea
model was very similar to the expression displayed by
native controls. In short, the epithelium of the human
cornea substitutes showed regular and homogeneous
expression of Z0-1, Z0-2 and Cx37, as is the case of

Copyrighe © 2009 John Wiley & Sons, Lid.

the human native cornea (Figure 3). However, expression
of the three proteins with a role in desmosome formation
was heterogeneous: whereas the basal cell layer did not
express any of the desmosomal proteins, the middle eell
layers of the epithelium showed a strong signal for PKG,
DSG3 and DSP (Figure 2). As in the case of the human
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native control corneas, our bioengineered epithelium
submitted to air-liquid conditions did not show any
significant desmosomal protein expression in the most
apical cell layers.

3.3. Gene expression analysis

Comprehensive gene expression analysis of primary
corneal cell cultures and bicenginesred corneal substi-
tutes demonstrated that the mRNA expression of the
genes encoding for plakoglobin 3, desmoglein 3 and
desmoplakin was higher in our artificial corneas than
in primary cultures of corneal epithelial cells (average
expression of 2391.7, 3671.6 and 5136.2 fluorescent
units, respectively, for artificial cormneas and 1951.1,
2027.0 and 2725.0 fluorescent units, respectively, for
epithelial primary cultures) (Figure 4A). The differences
were statistically significant for the three analysed genes
(p = 0.029 for the Mann—-Whitey U-test). As expected,
primary cultures of human stromal keratocytes showed
very low levels of expression of plakoglobin 3, desmoglein
3 and desmoplakin (20.6, 6.8 and 483.5 fluorescent units,
respectively) (Figure 4).

Regarding dght and gap junctions proteins, our
microarray analysis showed that the expression of all
genes encoding for the three proteins analysed in
this work (Z0O-1, Z0-2 and Cx37) was higher in the
artificial corneas (82.5, 408.0 and 245.3 fluorescent
units, respectively) than in the primary cultures of
epithelial cells (2.8, 229.2 and 116.0 fluorescent units,
respectively) and stromal keratocytes (2.1, 186.4 and 94.2
fluorescent units, respectively) (Figure 4B). Differences
berween epithelial cells and bicengineered corneas were
statistically significant for the three analysed genes
(p = 0.029 for the Mann—Whitney U-test),

4. Discussion

Corneal epithelium is the first barrier that protects the
integrity and funcrionality of the corneal stroma. This
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barrier should not only avoid the loss of water and
electrolytes to the external medium but also protect the
intraccular contents from environmental aggression. For
the corneal epithelium to act as a protective barrier, it
is essential that (a) the epithelium be properly stradfied,
and (b) epithelial cells be tightly joined by intercellular
junctions.

In this context, human corneal epithelium developed
in the laboratory by tissue engineering should mimic
the properties of normal native epithelium and, thus,
it should act as a tght barrier maintaining tissue
integrity. Therefore, analysing the presence and types
of intercellular junctions developing in the stratified
epithelium obtained by tissue engineering and comparing
those to normal epithelium would be very important
before clinical use.

In this study we have developed a partial substitute
for the human comea, based on the same sequential
culture techniques that we previously optimized for
the rabbit cornea (Alaminos et al., 2006). In order
o do so, human comeal epithelial cells and stromal
keratocytes were isolated and cultured from small
biopsies of comeal limbus. Once the human cells were
isolated, corneal epithelial cells were seeded on top of
a biological substitute of the corneal stroma, made of
a mixture of fibrin and 0.1% agarose with keratocytes
entrapped within. In contrast with collagen hydrogels,
fibrin—agarose scaffolds did not tend to contract and
sustained a functional epithelium whose cells showed a
good degree of attachment and differendation.

In normal conditions, the process of stratification of
the corneal epithelium occurs not only during the normal
embryonic development of the cornea burt also as part
of the process of corneal wound healing. In most cases,
a monolayer epithelium is present in the early stages
of both comeal development and corneal healing (Pei
and Rhodin, 1971; Suzuki et al, 2000; Zhang et al.,
2003). Subsequently, during the physiological process of
corneal development and corneal repair, basal epithelial
cells proliferate and migrate to form new cell layers
until a multilayered epithelium with five or six cell
layers is obtained. Interestingly, the same phenomenon
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Figure 4. Average mRNA expression of the genes analysed in this study, using mRNA microarrays in primary cultures of human
corneal keratocytes and human corneal epithelial cells and for bioengineered human corneal substitutes with multilayered
epithelium. (Left) mRNA expression of genes encoding for plakoglobin 3 (PKG3), desmoglein 3 (DSG3) and desmoplakin (DSP).
(Right) Expression for zonula occludens 1 (Z0-1), zonula occludens 2 {(Z0-2) and connexin 37 (Cx37) genes. The expression of
all these genes was normalized using the bona fide house-keeping gene GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) as
a contrel. Since stromal keratocytes were used as negative conirols, baseline levels corresponding to keratocyte expression are
shown in dotted lines
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Intercellular junctions in artificial corneas

was observed in our artificial comeal constructs at the
initial and later stages of maturation and differentiation.
This suggests that our corneal constructs resemble the
histological structure of native normal human corneal
epithelium and that the process of epithelial stratification
occurs through a physiological process of development
{Beuerman and Pedroza, 1996; Cowin et al., 1984; Chung
et al., 1992).

Additionally, our artificial corneal substitutes devel-
oped by tissue engineering revealed that the expression
of several proteins with a role in the synthesis of inter-
cellular junctions was directly dependent on the level of
epithelial stratification. Our results showed that there was
no expression of any desmosome, tight junction and gap
proteins in monolayer, undifferentiated epithelium, as is
the case in the embryonic stages of native cornea develop-
ment, in which artificial monolayered epithelium does not
express any desmosomal structures (Zhang et al., 2003).
One possible explanation for the fact that most intercel-
lular junctions are absent from both monolayer native
and bioengineered immarture epithelia could be that basal
cells need to actively proliferate and migrate to suprabasal
commeal layers.

In contrast, when our bioengineered corneal epithelium
reached stratification and maturation, we were able to
demonstrate by TEM the presence of abundant well-
developed intercellular joints, especially desmosomes.
Concomitantly, the expression of proteins of the different
types of cell-cell junctions, as determined by microarray
and immunofluorescence, was significantly higher in
the stratified epithelium in comparison to immature
monolayer epithelium. Regarding desmosomal synthesis,
we found that the expression profiles of the three
desmosome proteins analysed here (plakoglobin 3,
desmoglein 3 and desmoplakin) were very similar for each
marturation state, which suggests that the synthesis of this
kind of intercellular junction occurs in a coordinated
manner, resembling the embryonic development of
the human comea. In contrast, Messent et al. (2000)
demonstrated that desmoglein 3 is not overexpressed
during the process of corneal wound healing, All these
results imply that desmosome development follows
the stratificadon process, showing different paterns of
expression depending on the stratification stage, and
that our corneal constructs exhibit a stratification process
similar to that of normal embryonic cornea development.
On the other hand, the homogeneous and regular
expression of all the components of tight and gap junctions
considered in this work (Z0-1, Z0-2, Cx37) suggests that
the expression pattern of these intercellular junctions is
diffuse, and that the presence of tight and gap junctions
throughout the epithelium of the corneal substitutes is
ubiguitous. These results are in agreement with previous
reports by Ban et al. (2003), showing that the synthesis of
tight junctions on human corneal epithelial cells cultivated
on amniotic membrane using air-lifting techniques was
homogeneous, and by Ko et al. (2008), who demonstrated
that co-culture with corneal keratocytes is important for

Copyrighe © 2000 John Wiley & Sons, Lid.

the corneal epithelium to efficiently develop several types
of tight junctions in vitro.

Conversely, our findings demonstrated that incubation
of the artificial comeas in direct contact with air
(air-liquid culture technigue) was necessary in order
for the epithelium to fully mature and differentiate.
Therefore, samples with a stratified epithelium that had
been kept submerged at all dmes showed a characteristic
suprabasal desmosome expression pattern that notably
differed from native control comeas and from artificial
corneas submitted to the air-liquid culture technique
(Chang et al., 2000). In contrast, expression of tight and
gap junctions proteins was similar to that of contrel
corneas at all times. Desmosomal pattern of expression
showing a greater intensity of staining in the outer layers
has been previously described during normal embryonic
corneal development. According to Cowin et al. (1984),
this pattern is typical of non-keratinizing epithelium. Tt
is possible that, when the stage of three or four cell
layers is reached, the most apical cell layers have already
synthesized abundant cell-cell junction proteins, such as
desmosome glycoproteins, in order to keep distal cells
attached. In contrast, native human cormeas and our most
mature corneal constructs submitted to the air—liquid
technique showed that desmosomes were preferentally
found at the cell membrane of middle-layer cells;
however, superficial cells at the most apical cell layers
expressed significantly lower amounts of desmosome
proteins. Our hypothesis to explain this fact is based
on the necessity of sloughing the outermost superficial
cell layer to the extracellular space in order to maintain
epithelial cell proliferation and renovation. After both
native and artificial corneas reached five or six cell layers,
the most apical cell layer could break some cell—cell joints,
so that the cell can be sloughed. In contrast, suprabasal
cells could develop abundant cell —cell adhesion structures
at the same dme as they migrate to more apical cell
layers, due to cell proliferation at the basal cell layer. For
all the aforementioned reasons, we advocate the use of
air—liquid culture techniques as a way to promote full
differentiation of the artificial corneal epithelium before
clinical use.

All these results suggest that cultured corneal epithelial
cells submitted to the air-liquid culture technique tended
to adhere and form a well-developed epithelium on top
of the stromal substitutes that is similar to the epithelium
of normal native corneas. For that reason, it is likely that
the human corneal substitutes developed in this study
could possibly be used as efficient partial substitutes of
the human cornea. In vivo studies are needed to confirm
this statement.
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Basic INVESTIGATION

UV Absorbance of a Bioengineered Corneal Stroma
Substitute in the 240-400 nm Range

Ana-Maria lonescu, MSc,* Juan de la Cruz Cardona, MSc,™ Miguel Gonzalez-Andrades, MD,7 [
Miguel Alaminos, MD, PhD,7 Antonio Campos, MD, PhD,7 Enrique Hita, PhD,* and
Maria del Mar Peérez, PhD*

Purpose: To determine the UV absorbance of a bicengineered
human corneal sroma construct based on fibrin and fibnn-agarose
scaffolds n the 240400 nm range.

Methods: Three types of antificial substitutes of the human comeal
siroma were developed by tissue engineenng using fibnn and fibrin
with 0.1% and 0.2% agarose scaffolds with human keratocytes
immersed within, After 28 days of culure, the UV absorbance of each
sample was determined using a spectrophotometer. The thickness of
corneal stroma samples was determined by light microscope.

Results: Forall the 3 types of comeal stroma substitutes studied, the
range of the UV absorbance values was similar to that of the native
human corneal stroma, although the fibnn with 0.1% agarose stroma
substitute had the best UV filtering properties. The higher UV
absorbance of the artifical substitute of the human comeal stroma
was in the UV-B and - A manges, suggestmg that these artificial tissues
could have potential clinical usefulness and proper UV light-
absorption capabilitics.

Conclusion: Ow data suggest that the bioengineered human
corneal substitute of fibnn with 0.1% agarose is an effective absorber
of harmful UV radiation and could therefore be potentially wseful.

Key Words: UV radiation, absorbance, tissue engineenng, comeal
SITOma

(Comea 2010:29:895-898)

ecause of the ozone depletion, the amount of the UV-B
radiation in the atmosphere has increased over the last
decades. The eye, as an external organ, is directly exposed to
the penetration of this UV-B radiation.' The outer envelope of
the eve is formed by 2 connective tissues: the comnea and the
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sclera. The human comnea is a transparent tissue responsible
for the most of the refractive power of the eve, allowing the
incoming light to reach the retina. It plays a major role in the
absorbance of UV light and protection of the inner eye against
the oxidative injury. The healthy cornea 1s a multilayered tissue
with 3 major cell layers: the external epithelium, the stroma,
and the inner endothelium. In terms of UV absorption, the
comeal epithelium acts as a UV-B filter, mainly because of its
ascorbate content. ™

Podskochy” previously showed that the comeal epithe-
lium serves to protect the deeper corneal structures against UV
radiation damage, probahly by absorbing a substantial amount
ofthe UV radiation energy applied to the eye. This suggestion
is particularly important because photorefractive keratectomy,
where the epithelium, Bowman laver, and some of the anterior
stroma are removed by excimer laser, has become a routine
ophthalmic procedure. After photorefractive keratectomy, the
remainder of the corneal stroma is left unprotecied against UV
radiation, at least temporarily, until the epithelium is healed.”
Also they show that the epithelium and Bowman membrane
have significantly higher absorption coefficients than the
stroma in UV spectra shorter than 300 nm, but, according to
their calculations, the stroma has greater absorbance in this
UV range, due mainly to its thickness, which is more than
10 times higher than that of the other layers. Kolozsvari et al®
found that the stroma is responsible for approximately
70%—T75% of the UV absorbance of the comnea.

The exposure of the cornea to UV irradiation induces
pathologic changes in its structure.® Acute exposure of the
comea to UV radiation results in the formation of photo-
phthalmia, whereas chmonic repeated exposure of the eve
results in keratopathies that affect the epithelium and the
anterior part of the comeal stroma. In addition to these
pathologic changes, all comeal layers can be damaged by
several other pathologies that could lead to blindness.
Currently, the only effective treatment for most of the severe
diseases of the cornea is the allogenic transplant of the affected
organ. Nevertheless, comeal transplantation has several
drawbacks, including the possibility of rejection of the
transplanted cornea.®

In this context, several researchers have focused their
efforts in the development of an artificial substitute of the
comea by tissue engineering® ' Tissue engineering is an
interdisciplinary field that applies the principles of engineering
and life sciences toward the development of biological
substitutes that restore, maintain, or improve tissue function
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or even a whole organ." These techniques make it possible to
develop several types of bioengineered tissues that could be
used for clinical purposes and disease modeling.” Because
native tissues are 3-dimensional structures, construction of
efficient tissue substitutes depends strongly on the use of
scaffolds that in structure must resemble the extracellular
mafrix of the native tissues, but creation of 3-dimensional
scaffolds that mimic the structure of the human comea is
a major bioengineering challenge. In this regard, in vitro
reproduction of the corneal stroma is extremely difficult
because wvery few biomatenals are able to fulfill the
biomechanical and optical requirements of the native corneal
stroma. So far, severml biomaterials have been used as
biological substitutes of the comeal stroma, including
collagen,'"™'" chitosan,'® polyglycolic acid,' and fibrin.®
Recently, we designed a novel translucent biomaterial based
in a mixture of human fibrin and agarose that allowed us to
develop in vitro substitutes of the rabbit cornea and the human
oral mucosa,** although the absorbance of the UV radiation
of this novel biomatenal has not been determined to date. It is
essential that the new biomaterials used for the construction of
corneal substitutes by tissue engineering ensure proper
functionality in UV range.

The purpose of the present study was to determine the
UV-A (330400 nm), -B (280330 nm), and -C (240-280 nm)
absorbance of the corneal stroma substitutes and thus to reveal
the imporiance of these novel biomaterials in the protection
against excessive UV radiation.

MATERIALS AND METHODS

Primary cultures of human keratocytes were generated
as previously described.” Stromal keratocytes were isolated
from small fragments of full-thickness cormnea that remained
attached to the sclerocomneal limbus, using collagenase |
(Invitrogen-Gibco) at 37°C for 6 hours. Once the cells had
been harvested by centrifugation, stromal keratocytes were
cultured in Dulbeccos modified Eagle’s medium supple-
mented with 10% fetal bovine serum (Sigma-Aldrich), 4 mM
L-glutamine, and 1% antibiotic-antimycotic solution (Invi-
trogen-Gibco). All cells were incubated at 37°C in 5% carbon
dioxide under standard culture conditions.

We developed 3 types of bioengineered corneal stroma
substitutes (Fig. 1): (@) human fibrin stromas, (&) human fibrin
and 0.1% agarose stromas, and (¢) human fibrin and 0.2%
agarose stromas, all of them with human keratocytes immersed
within. In the case of the cellular stromas, cultured kemtocytes

A

FIGURE 1. Macroscopical appear-
ance of the samples analyzed in this
work. A, Fibrin corneal stroma
substitute. B, Fibrin-0.1% agarose
comeal stroma substitute. C, Fibrin—
0.2% agarose corneal stroma
substitute. All samples are shown
over a black and white high-contrast
pattem.
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were subcultured using trypsin-ethylenediaminetetraacetic
acid {Sigma-Aldrich), and an average of 250,000 cells were
added to 25 mL of scaffold mixture immediately before
inducing the polymerization of the artificial stroma. Fibrin
was obtained from frozen plasma of human blood donations
(kindly provided by Fernandez-Montoya, Human Tissue Bank
of Granada), and type VII agarose was purchased from Sigma-
Aldrich. In all cases, tranexamic acid (Amchafibnin; Fides
Ecopharma, WValencia, Spain) was used to prevent gel
fibrinolysis, whereas fibrin polymenzation was mmduced by
adding 1 mL of 0.025 mM CaCl, to the mixture.

After polymenzation, 15 mL of culture medium were
added to the surface of the scaffolds, and the bicengineered
comeal stromas were incubated at 37°C in 3% carbon dioxide.
Samples used in this work corresponded to artificial stromas at
the fourth week of development in culture. Once removed
from incubation, their thickness was determined by using
a Nikon Eclipse 901 light microscope.

The dependence of the incident and transmitted light
intensity of the samples on the wavelength was measured using an
OSM-400 UV/VIS spectrophotometer avoiding the light scatter-
ing. The absorbance (4) was computed by the following equation:

I=5l10 = 4= lg%
where lg (I,/) corresponds to the logarithm of the incident
light intensity divided by the transmitted light intensity. The
absorbance is not a characteristic material constant; therefore,
we calculated the absorption coefficient (p,.) of the each
analyvzed sample using the relation

=110 = Lexp(—w.d =
i o exp( —p d) =i, dige

where d is the thickness of the sample.

RESULTS

Figure 2 shows the absorption coefficient of the
bicengineered constructs as a function of wavelength in the
range of 240—400 nm. It seems that the absorption coefficient
of the construct of fibrin with 0.1% agarose concentration is
higher than that of the construct of fibrin, which, in tum, is
higher than the absorption coetficient of the fibrnin construct
with a greater agarose concentration (0.2%). The important
UV-A, B, and -C wavelength ranges are also indicated (Fig. 2).
It can be seen that the absorption coefficient of all 3 types of

a4
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UV Absorbance of a Bioengineered Corneal Stroma
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FIGURE 2 The absorption coeffident of the corneal
stroma construct as a function of wavelength in the range of
240-400 nm.

constructs has an almost constant behavior in the UV-C
wavelength range, increases with increasing wavelength until
300 nm, and slightly decreases for larger wavelengths.

From Figure 2, we calculated the normalized absorption
coefficients of the fibnn and fibrin with 0.2% agarose
constructs compared with the coefficient of the fibrin with
the ().1% agarose construct (Fig. 3} because we considered the
latter a reference comea construct in previous works."™ The
absorption coefficient of the fibrin with 0.1% agarose concen-
tration stroma substitute is approximately 1.5-9 times higher
than the rest of the substitutes below 300 nm wavelength.
For the 300-330 nm range, the normalized coefficient values
are around 0.6 and 0.65, whereas for the UV-A range, a slight
separation of these values begins.

According to our calculations, the trend of the spectral
distribution of the absorbance is similar to one of the
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FIGURE 3. The absorption coefficient of fibrin and fibrin-0.2%

agarose constructs divided by the absomption coefficient of the

fibrin—0.1% agarose as a function of wavelength.
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absorption coefficient, but the order of the absorbance values
in the UV-B and UV-A wavelength range for the artificial
substitute of fibrin with (0.2% agarose concentration changed
with respect to the order of the absorption coefficient values
(Fig. 4). This i1s presumably because of minor thickness
differences between the tissue samples. Nevertheless, fibrin
with the 0.1% agarose concentration construct displays higher
absorbance values. It can be seen clearly in the transmission
values (Fig. 5) as a function of wavelength.

DISCUSSION

The degree of damage provoked by acute exposure to
UV radiation depends on several factors, such as the spectrum
of UV radiation applied and exposure dumtion>**" There are
only a limited number of studies concerning the absorption
of UV radiation in different layvers of the corpea. Some
studies™*® have found that wavelengths below 290 nm are
almost completely absorbed by the epithelium and do not
penetrate the deeper, underlying structures of the eye. In
contrast, the middle UV wave band (300-320 nm) is known to
be absorbed by the comneal stroma and lens. However, another
study™ has shown no difference in UV absorption between the
epithelium and the stroma. More recently, Kolozvari et al®
reported that UV-B (280-320 nm) absorption is 1.8 times
higher in the anterior 100 p.m of the luman comea than in the
posterior layers and that the epithellum and Bowman
membrane have significantly higher absorption coefficients
than the stroma in UV specira shorter than 310 nm, but
according to their calculations, the stroma has greater
absorbance mn this UV range, due mainly to its thickness,
which has more than 10 times the thickness of the other layers.

Here, we report the structurally dependent UV absor-
bance of wvarious bioengimeered human comeal stroma
substitutes between 240 and 400 nm of wavelength. For all
the 3 types of corneal stroma substitutes studied, the range of
the absorbance values (Fig. 4) was similar to that of the human
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FIGURE 4. The absorbance of fibrin, fibrin—0.1% agarose, and
fibrin-0.2% agarose corneal substitutes as a function of
wavelength in the range of 240400 nm.
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FIGURE 5. The transmission of the fibrin, fibrin-0.1% agarose,
and fibrin-0.2% agarose constructs as a function of
wavelength.

corneal stroma,” suggesting that these artificial tissues could
have potential clinical usefulness and proper UV light-
absorption capabilities, Strikingly, the fibrin with the 0.1%
agarose construct had higher UV absorbance than did the other
artificial stromas analyzed here, supporting the use of fibrin—
0.1% agarose scaffolds for the construction of artificial
corneas by tissue engineering **!

The higher absorbance of the artificial substitute of the
human corneal stroma was found for the UV-B and -A ranges,
especially for UV-B. These results suggest that our bioengineered
corneal stromas could be particulardy efficient in preventing
damage by UV-B radiation, which is considered to be the most
dangerous for the human eye.”' According to previous studies by
Kolozsvari et al,” most of the UV-C light that reaches the cornea
is filtered by the most extemal epithelium and Bowman lavers
of the comea, which have the highest absorption coefficient. For
that reason, the generation of full-thickness artificial corneal
substinites by tissue engineering could probably have UV-A, UV-
B, and UV filtermg efficiency. On the basis of all these data, it
could be arsued that the fibrin with 0.1% agamse comeal
substitutes has the best UV filtenng properties.

Previous studies demonstrated that our fibrin—agarose
cornea model fulfills most of the requirements for the
construction of an artificial cornea by tissue engineering,
especially those related to the development and differentiation
of the epithelial cells grown on the surface of the scaffold ™'
However, for these bioengineered corneas to be potentially
useful from a clinical standpoint, the levels of biocompatibil-
ity, oxygen and protein permeability, strength, transparency,
and the rest of features that define the human native comea
should be additionally determined in these artificial tissues.
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Generation of Bioengineered Corneas with
Decellularized Xenografts and Human Keratocytes

Miguel Gonzalez-Andrades,"* Juan de la Cruz Cardona,”> Ana Mavia lonescu,®
Antonio Campos,' Maria del Mar Perez,” and Miguel Alaminos'

Pumrosg. Decellularization of animal corneas 18 a promising
method for the development of artificial human corneas by
tissue engineering. In this study, two different decellularization
protocols were evaluated to determine which one is able to
best preserve the histologic structure, composition, and opti-
cal behavior of decellularized porcine corneas. Then, these
corneas were recellularized with human keratocytes to obtain
a partial human corneal substitute.

Mernons. Two different decellularization protocols were ap-
plied, using NaCl and 5DS, to determine which one is able to
best preserve the histologic structure, composition, and opti-
cal behavior of the decellularized corneas. Then, those decel-
lularized corneas that showed the most appropriate results
were recellularized with human keratocytes and evaluated at
the histologic, biochemical, and optical levels for use in regen-
erative medicine.

Resunrs. The results showed that 1.5 M NaCl treatment of
porcine corneas is able to generate an acellular comneal stroma
with adequate histologic and optical properties and that hu-
man keratocytes are able to penetrate and spread within this
scaffold with proper levels of cell differentiation. In contrast,
0.1% SDS treatment of porcine corneas resulted in high levels
of fibril disorganization and poor optical behavior of these
COTnEas.

Concuusions. In conclusion, the authors suggest that the decel-
lularization of animal corneas with 1.5 M NaCl represents a
useful method for the development of human bicengineered
cormneas with therapeutic potential. (Ineest Opbthalmol Vis
Ser. 2011:52:215-222) DO 10.1167/iovs.09-4773

he cornea is the most important element in visual function

regarding the refractive power of the different elements of
the eye.! This property is due to the organized, transparent
structure of the corneal stroma, which is essential for proper
visual function.®* Moreover, the cornea constitutes a tight
barrier that protects the internal elements of the eye from the
aggression of the external environment.*
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There are numerous diseases that can affect this highly
organized structure, leading to comeal opacification, visual
impairment, and even blindness. Moreover, we must take into
account that the only treatment at the moment for most of
these diseases is corneal transplantation.® Nevertheless, there
are two major disadvantages related to this procedure: graft
rejection and the lack of donors. For that reason, from a clinical
point of view it would be very useful to generate a corneal
substitute for the human cornea.®®

Nowadays, corneal tissue engineering has emerged as a
promising option to solve all these problems. At the time of
this writing, several functional artificial comeas based on dif
ferent types of matrices such as polymers, collagen, or fibrin-
agarose scaffolds have been developed.”® ' Although these
bioengineered corneal constructs displayed proper levels of
biocompatibility, mechanical stability, optical transparency,
and refractive power, a promising alternative to these artificial
corneas would be the use of corneal xenografts. However, one
of the main limits to Xenotransplantation in humans is the
existence of natural antibodies to the terminal galactose o« 1.3
galactose (a-gal) epitope expressed in the cell membranes of
all mammals except those of humans and old world primates;
these antibodies can mediate hyperacute or delayed rejection
of the xenografi.'!

In this context, several research groups have chosen the
porcine cornea as a suitable xenogeneic corneal matrix substi-
tute to be decellularized, applying different decellularization
procedures previously optimized in other tissues different
from the cornea.’® Ideally, a good cornea decellularization
protocol should be able to fulfill four major gold-standard
criteria: (1) proper decellularization efficiency, with elimina-
tion of all cells and cell debris from the decellularized xeno-
graft; (2) proper elimination of all eegal epitopes; (3) proper
possibility of recellularization of the decellularized tissues us-
ing host cells; (4) proper optical behavior of the descellularized
corneas. However, all methods described to date for cornea
decellularization vary significantly in their efficacy, including
the possibility of further recellularization of the acellular ma-
trix.'*"7 In fact, recellularization of decellularized corneas
with allogenic human keratocytes had not been achieved at the
time of this writing,

In the case of the comea, all the above-mentioned criteria
are essential, since transparency of the cornea is highly depen-
dent on two major parameters: the structure of the stromal
matrix'® and the shape, size, density, and structure of the
corneal cells.' In fact, Meek et al."® considered the cornea to
be a structure made only of collagen fibrils and extrafibrillar
matrix, and they were able to demonstrate that fibril disorder-
ing, increased refractive index mismatch, and increased cor-
neal thickness can account for an increase in light-scattering in
human comea using the direct summation of fields (DSF)
method. ™ In contrast, Mourant et al."® suggest that the cells
themselves would be responsible for the light scattered in
small angles, the nuclei would be relevant in the greater angles,
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and small organelles such as mitochondria and lysosomes,
would be responsible for the light scattered in large angles.
Both the extracellular matrix and the corneal cells play a key
role in the spectral transmittance function of the human cor-
nea, which seems to be dominated by light-scattering pro-
cesses rather than by absorption, with the latter being relevant
only in the extreme short wavelength.!

In the present study, we optimized and evaluated two
different decellularization methods, using NaCl and SDS to
determine which one is able to best preserve the histologic
structure, composition, and optical behavior of the decellular-
ized corneas. Then, those decellularized corneas that showed
the most appropriate results were recellularized with human
keratocytes and evaluated at the histologic, biochemical, and
optical levels for use in regenerative medicine.

MaTERIAL AND METHODS

Decellularization of Porcine Corneas

Ninety fresh porcine comeas were obtained from adult pigs immedi-
ately after their death at a local slaughterhouse. The eyes selected for
the study had integral comeal sutface with a horizontal comeal diam-
cter of 12 to 14 mm. The native porcine comea (NPC) with 2-mm
scleral ring was removed with a 16-mm comeal trephine. Ten NPCs
were used as controls. The corneal epithelium and endothelium were
removed, using 4 mg/ml Dispasc 1 for 45 minutes at 37°C. All the
solutions in which porcine comeas were immersed had a mass ratio of
20:1 solution:cornea). Corncas were washed thoroughly with 10%
antibiotic-antimycotic solution {Invitrogen-Gibco, Carlsbad, CA) in
phosphate-buffered saline (PBS) for 10 minutes and then washed in
PBS. Two independent decellularization processes were performed:
one using 1.5 M Na(l (applied to 50 comeas) and the other using 0.1%
SDS in PBS (applied to 30 comeas). Both protocols were carried out
with continuous shaking (200 rpm) for 12 hours at room temperature.
Then, acellular porcine comeas (APCs) were washed three times with
PRS for 30 minutes at room temperature with continuous shaking (200
rpm}. Once decellularized and to climinate the liquid excess. the APCs
wete kept in a specific chamber for 30 minutes. This chamber con-
sisted of a S5-cm diamcter stage where the APCs were introduced
between several layers of paper towels (GMM: Whatman, Qiagen,
Valencia, CA).

Obtaining Human Keratocytes

Comeal-scleral limbal rims of 14-mm diameter were obtained at the
University Hospital of San Cecilio {Granada, Spain), after the remowal of
+7-mm central corneal buttons for comeal transplantation. Stromal
keratocytes were isolated from fragments of comeal stroma that re-
mained attached to the sclerocorneal limbus, by vsing collagenase 1
(Invitrogen- Gibco) at 37°C for 6 hours. The culture medium used was
DMEM supplemented (DMEMs) with 10% feral calf serum, 4 mM
Lglutamine, and 1% anubiotic-antimycotic  solution (Invitrogen-
Gibeo). All cells were incubated at 37°C in 5% carbon dioxide under
standard culture conditions.

All experimental protocols, including the use of both human and
animal tissucs, were apptoved by the Institutional Review Board and
Institutional Animal Care and Use Committee of Granada University
Hospital San Cecilio. This work adheted to the Declaration of Helsinki
and the ARVO Statcment for the Use of Animals in Ophthalmic and
Vision Research. For the use of human corneal rims after trephination
of the donor buttons for research purposes, a written approval was
obtaincd from the legal representatives of the donors according to the
protocols established by the Spanish National Organization for Human
Transplantation (ONT).

Recellularization of APCs

After washing the APCs with PBS, we immersed 20 of them treated
with NaCl in DMEMs (20:1 mass ratio) for 3 hours. Then, the culture
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medium was removed, and 200,000 human keratocytes were sceded
on the comeal surface at room tempetature. After 2 hours, the corneas
were completely submerged in DMEMs to a mass ratio of 20:1. All
tecellularized corncas (RCs) were incubated at 37°C in 5% carbon
dioxide under standard culture conditions for 14 days. This recellular-
ization process was applicd only to APCs deccllulatized with the
protocol that most efficiently preserved the oniginal structure of the
native comea (ie., comeas decellulatized with NaCl).

Histology and Fluorescence
Immunohistochemistry Evaluation

For light microscopy, native and biocnginecred corneas were fixed in
4% formaldchyde, dehydrated in an cthanol scries, and cmbedded in
paraffin. Cross sections were cut, 4 pm thick. stained with hematox-
ylin and eosin or Alcian blue, and examined with a light microscope.

The expression of a-gal cpitope and aldehyde dehydrogenase |
(ALDHI1} was determined by fluorescence immunohistochemistry, us-
ing paraffincembedded tissue sections corresponding to NPCs, APCs,
and RCs.

First, paraffin was removed from the tissuc scctions, using xylene,
and the samples were rehydrated in water through a graded scrics of
alcohols C100%, 96%, 70%, 504, and water). Then we used a 0.01 M
citrate buffer (pH 6,00 at 95°C for 10 minutes for antigen retricval,
After blocking any unspecific binding sites using bovine serum albu-
min, we incubated the samples with the primary antibodies for 1 hour
at room temperature. Mouse monoclonal antibodies against the w-gal
cpitope (ALX-801-090L002, clone M86; Alexis Biochemicals, Lausch,
Switzerland) were applied 1:20. Goat polyclonal antibody against
ALDHI (PC713, purified goat polvclonal antibody; Calbiochem, Darm-
stadt, Germany) was uscd 1:300. Incubation with sccondary antibodics
was carricd out for 30 minutes using FITCconjugated anti-mousc
antibody (FO137, dilution 1:500; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) or CY3-
conjugated anti-goat antibody (C-2821, dilution 1:500; Sigma-Aldrich).
Finally, the slides were counterstained with DAPI and photographed
by light microscope (Eclipse i90: Nikon, Tokyo. Japan).

To determine the efficiency of both the decellulanzation and the
recellulanzation methods, histologic images cortesponding to each
tissue type were obtained. Then, the number of remaining nuclear
debris (60 decellulanized corneas: 30 treated with NaCl and 30 wreated
with SD%) and the number of keratocytes (20 recellularized corneas)
were determined per each feld, by using imaging software (NIS-
Elements; Nikon) in the automatic detection mode, taking into account
that 12 microscopic ficlds per sample were used for the statistical
analysis, All values obtained in this work corresponded to comeal
stroma ficlds of 2700 um?.

Fiber Orientation Analysis and
Surface Characterization

Surface characterization and analysis of stromal fiber oricntation of the
samples dyed with hematoxylin and cosin was performed with Surf.
Chat] Image] plugin for surface assessment (Image] software, devel-
oped by Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, MD;
available at hitp://rsh.info.nih gov/ij/index htmi. ™ This plugin allows
for the calculation of structure oricntation based on the mean resultant
vector™ and plots the frequency of azimuthal angles for cstimating the
preferred orientation. To analyze the fiber orientation of the whole
APC. we first obtained individual hematoxylin and eosin staining pic-
tures of the anterior and the posterior half of the APC. Then, the
analysis was carricd out individually for each picture, and average
values were calculated.

Evaluation of the Optical Proprieties of
the Corneas

Spectral distribution of the reflectance of the decellularized and recel-
lularized corneas was determined by using a spectroradiometer, (Spec-
traScan PR-704; Photo Rescarch, Inc., Chatsworth, CA) with 4% mea-
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surement accuracy. The percentage of repeatability of the mea-
surcments was much lower (the 5D of repeat measurements over a
15-minute period was <00.1%). The specimens were situated inoa
cabinet (CAC 60; Verivide Ltd., Leicester, UK) and a source simulating
the spectral relative irradiance of CIE (The International Comimission
on lumination) standard illuminant D65 was used. [Huminating and
viewinhg configurations were CIE dA)® geometry. For the measurements
the specimens were situated over a black-and-white background.

The measurements were made in the center of the samples. Non-
significant differences were found between the spectral reflectance
values of each place (P > (.05). Before cach measurement, the sample
thickness was determined with an optical microscope (CO11; Olym-
pus, Lake Success, NY).

The scattering cocfficient (5) was calculated algebraically from the
spectral reflectance data of each tissue using Kubelka-Munk (K-M)
cquntinns.l“'zr' This phenomenologic scattering cocfficient is a pure
function of the physical scattering cocfficient of the medium to be
studied.*

Using the secondary optical constants (@ and &) and the scattering
cocfficient (8) we calculated the transmittance as (X)) = b/f[a - sinh-
(BSX) + b - cosh(bSXD].

Statistical Analysis

Statistical comparison of the average number of remaining nuclear
debris between NaCl- and SDSreated APCs and fiber orientation pa-
ramcters of NPCs, APCs, and RCs was carried out by using the non-
parametric Mann-Whitney U test. Absolute average values for the
scattering and absorbance curves were compared by using the same
statistical test, whereas the trend, as determined by the shape of the
cutve, was compared using the VAF (value adjustment factor) test.

All tests were petformed two-tailed and a Bonferrontadjusted P <2
0.0025 was consideted as statistically significant, since up to 20 statis-
tical tests were performed (0.05/20 = 0L0025)

REesuvrts

Evaluation of APCs Decellularized with SDS- and
NaCl-Based Protocols

As shown in Figure 1, the macroscopical transparency level of
comeas decellularized with NaCl was similar to that of the control
NPC. However, SDSreated comeas apparently showed lower
transparency than the other types of comeas.

Histologic analysis, using DAPI and hematoxylin and eosin
staining of APCs subjected to NaCl or SDS decellularization
protocols, revealed that both methods were able to eliminate
all cells previously present in the cormeas, although some
nuclear debris remained in both cases (Fig. 2); however, the
efficiency of both decellularization methods was different and
APCs treated with SDS showed a lower level of remaining
nuclear debris than APCs treated with NaCl (average, 1.6 = 1.8
for SDS and 4.5 + 2.0 for NaCl). Differences were statistically
significant (P << 0.001). In addition, the stroma in the APCs
treated with SDS was partially disorganized in comparison to

1

FiGurE 1. Macroscopical appcarance
of NPC (1) and comeas decellularized
with 1.5M NaCl (2) and 0.1% SDS (3.
All corneas were sct on a black-and-
white sthipped background to show
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that in the NaCltreated APCs and NPCs. Both decellularization
protocols maintained the presence and the integrity of Bow-
man's layer and Descemet's membrane, as determined by he-
matoxylin and eosin (Fig. 2).

On the other hand, fiber orientation analysis using the
SurfChar] Image] plug-in (Fig. 2) demonstrated that APCs sub-
jected to the NaCl decellularization protocols showed a fiber
distribution that was very similar to the control NPCs, whereas
SDS-treated APCs displayed a high level of fiber disorganiza-
ton. In fact, the direction of the fibers of SDS-treated APCs, as
determined by DAF (direction of azimuthal facets) was signif-
icantly different from that of the control NPCs (P = 0.001),
with polar plot images showing high fiber disorientation in the
anterior part of the cornea. In contrast, DAF and polar plot
images of NaCltreated APCs were comparable to those of the
control NPCs (P = 0.05). In the same sense, polar facet orien-
tation (both the mean PFO and variation MFOV) and surface
area (SA) showed that the organization and orientation of the
fibers were more similar to those of the controls for NaCl
treated APCs than for SDS-treated APCs, with differences being
statistically significant only for SDS-treated APCs (P = 0.001 for
PFO and DAF and P < 0.00/1 for SA for the comparison of NPCs
and SDS-treated APCs).

Moreover, as shown in Figure 2, Alcian blue staining
showed that proteoglycans were distributed throughout the
NPCs, with an increase in concentration in the most anterior
part of the stroma. APCs treated with NaCl presented Alcian
blue dve intensity levels that were comparable to those of
NPCs, except for the most anterior corneal stroma, in which
stain intensity was lower than that of the NPCs. In the third
place, APC treated with SD5 changed this pattern, showing
lower dye intensity in all the stroma in comparison to NPCs
and APCs treated with NaCl. Hence, the most anterior stroma
decellularized with SDS did not display any proteoglycan ex-
pression level at all.

The immunofluorescence analysis of w-gal protein expres
sion showed regular distribution of c-gal epitope across all the
thicknesses of the stroma of the NPCs (Fig. 2). Regarding the
APCs, comeas treated with both kinds of decellularization
protocols did not display any significant expression of cegal
epitope.

Finally, evaluation of the optical properties of the APCs
showed that the spectral distribution of the transmittance
and the K-M scattering coefficient of APCs treated with NaCl
and SDS were very similar to those of the control NPCs, as
determined by VAF analysis (VAF = 95.49% in Table 1, Fig. 3). In
fact, the K-M scattering coefficient decreased with increas-
ing wavelength, and this decrease was more pronounced for
the short and medium wavelengths. In terms of transmit-
tance, the spectral distribution of both tvpes of APCs ap-
proximated well that of the control NPCs, although statisti-
cally significant differences were found for all samples
analyzed (P <Z 0.001, Table 1).
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H&E

Fiber orientation

Control

1,5M NacCl

0.1% SDS

Ficune 2.

Recellularization Efficiency

Hematoxylin and eosin staining of APCs recellularized with
human keratocytes demonstrated that human cells were able
to migrate and spread into the acellular corneal stroma decel-
lularized with NaCl (Fig. 4). These results were confirmed by
DAPI fluorescence staining. Furthermore, our histologic analy-
sis revealed that the number of cells in the recellularized APCs
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DAPI + a-Gal

Alcian Blue

Analysis of NPC (top row) and comeas deccllularized with 1.5 M NaCl (middle row) and 0.1% SDS (boftom row). First colwmm:
hematoxylin and cosin staining of the anterior and posterior regions of the cotneas; second colummn: fiber orientation analysis with polar plot
mmages; fhird column: azimuthal images; fourth colmn: Alcian bluc staining of the different samples; fiftb column: fluorescence immunohisto-
chemistry against e-gal cpitope

was comparable to that of the control NPCs (average, 11.9 =
5.3 cells per field for recellularized APCs vs. 9.5 = 2.1 cells per
field for NPCs; P = 0.05), although the distribution of the cells
could be more irregular in recellularized APCs in comparison
with the control NPCs (Fig. 4).

Moreover, keratocytes expressed high levels of ALDHI
protein (a marker of mature keratocytes) after 3 weeks in

Tamik 1. Statistical Compatison of the Spectral Distnbutions of the Transmittance and the Kubelka-
Munk (K-M) Scattering Cocfficient of Control NPC, NaCl-Treated APC (NaCl APC), SDS-Treated APC

(SDS APC) and RC

NPC SDS APC NaCl APC RC
Scattering
NPC = VAF = 95.49% VAF = 98.93% VAF = 99.80%
P = 0,001
SDS APC P = 0001 — VAF = 97 98%
MNaCl APC P = 0001 P =001 —
Transmittance
NPC = VAF = 85.39% VAL = 94.45% VAF = 09.48%
P = 0.001
SDS APC P=0001 — VAF = 96.78%
MNaCl APC P = 0001 2= 0.001 —

Pvalues cortespond to the Mann-Whithey U statistical comparison, whereas VAF correspond to the
similarity of the curves as determined by the value adjustmemt factor est.
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FIGURE 3.
and SDS.

culture, as demonstrated by fluorescence immunohisto-
chemistry (Fig. 5).

On the other hand, our optical analysis revealed that the
spectral behavior of the scattering coefficient and transmit-
tance of RCs was very similar to those of the control NPCs
(VAF == 99.32%; Table 1). In addition, we found that the
transmittance increased when corneas were recellularized,
suggesting that human keratocytes may play a key role in
nuintaining comeal transparency. As shown in Figure 6, both
the K-M scattering coefficient and the transmittance values of
RCs tended to mimic those of the control corneas after 2 weeks
in culture. In the same sense, both the NPCs and RCs had a
spectral dependency that was proportional to the inverse of
the cube of the wavelength. Statistically, we obtained signifi-
cant differences for all comparisons performed (P < 0.001,
Table 1).

Discussion

Generation of artificial cormeas based on decellularization
methods should fulfill requirements similar to those of native
human corneas, including biocompatibility, immunologic ac-

ceptance, mechanical integrity, and optical transparency.™"”

HAE

FIGURE 4. Hstologic analysis of NPCs:
comeas decellularized with 1.5 M
NaCl and 0.1% SDS, and recellular-
ized corneas stained with hematox-
ylin and cosin (fop row) and DAPI
Chottom row).
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Spectral distribution of the Kubelka-Munk scattering cocfficicnt and transmittance of the control NPCs and the APCs treated with NaCl

These decellularized corneas should also provide the specific
microenvironment for the stromal and epithelial cells to mi-
grate and repopulate the tissue grafi. both in vitro and in vivo.

Most of these requirements depend on the perfectly orga-
nized structure of the corneal stroma, which is very difficult to
mimic in the laboratory. Moreover, human and porcine cor-
neas have a great amount of similarities regarding their physical
and chemical properties, as previously described.'* In fact,
porcine cormeas are commonly used as an animal model due to
their availability from meat-packing houses and their relative
similarity to human corneas.™ Various physical properties of
porcine corneas have been investigated and compared with
corneas of pigs, mice, rabbits, sheep, cats. dogs, and cows.
These studies found that water, hydroxyproline and chon-
droitin-sulfate contents were approximately constant across
the species, except for mice, and that keratin-sulfate content
increased with cormeal thickness, whereas dermatan-sulfate
content decreased.” Therefore, decellularization scaffolds
emerge as promising tools in tissue engineering due to their
similarity to native tissues and their availability *®

However, one of the major problems for xenotransplanta-
tion in humans is the presence of natural human antibodies
against a-gal epitope, which induces mild cellular rejection. "’

Recellularization
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FicimE 5. Fluorcscence immunohistochemistty against ALDHI pro-
tein showing a positive signal (pink) in the recellularized human
keratocytes (Blue nucleus with DAPD).

The decellularization process carried out in this study elimi-
nated most of the wgal epitope signal, as shown by immuno-
fluorescence. Hence, our decellularized corneas may be immu-
nologically accepted by a human host once implanted in vivo.

Several decellularization protocols have been described to
date. However, none of them appeared to be the ideal method
for application in human corneal regeneration. Some research
groups have described several corneal decellularization meth-
ods using physical and chemical protocols to remove cells from
the corneal xenograft.'* """ Even when successful results
have been described by these groups, there are some disad-
vantages involved in the majority of the protocols used." In
most cases, the highly organized structure of the collagen
stroma fibers becomes impaired after the decellularization pro-
cess, with partial elimination of some key extracellular matrix
components such as proteoglycans.

[n this context, NaCl and SDS have been proposed as highly
efficient decellularization methods. Several research groups
have previously applied NaCl along with other chemical ele-
ments to remove cells from tissues like mesangial glomerulus
and dermis.*"** Recently, Oh et al..'* described the use of
NaCl 1o decellularize anterior shiced animal stromas of 250 pum
thickness. In the present study, we described two different
methods based on the use of NaCl and SDS to generate a
full-thickness acellular corneal stroma. Our results suggest that
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NaCl treatment of porcine corneas generates better results,
with a fiber distribution that was very similar to that of the
control NPCs, as demonstrated by histologic and surface ori-
entation analysis. Although the protocol based on SDS treat-
ment resulted in proper decellularization levels, the disorgani-
zation of the collagen fibers and the excessive degree of
proteoglvcan removal hampers the use of this type of protocol.
In contrast, the use of NaCl on full-thickness cormeas was able
to efficiently decellularize these organs without affecting the
fibril orientation or the proteoglycan composition of the de-
cellularized cornea.

Moreover, optical analysis confirmed that the use of NaCl
did not significantly disrupt the fibril orientation compared
with 5SDS treatment, since optical scattering of NaCl-treated
corneas was lower than that of SD8-treated corneas. In concor-
dance with that, the highest transmittance levels were found
for corneas treated with protocols based on NaCl, although
these levels were lower than those of the NPC due to the
higher scattering that was found in decellularized corneas. This
high scattering may be associated with a partial disorganization
of the extracellular matrix fibrils, the loss of cells within the
stroma, and the change of the refractive index, because the
areas that were previously populated by stromal keratocytes
are now occupied by a fluid in the decellularized corneas.
These factors strongly influence the increase in scattering.'®

There are several hypotheses that have been advanced re-
lating cornea structure and transparency. Features of the ultra-
structure of the cornea, such as fibril length, most probable
orientation of the fibrils, and angle between optic and geomet-
ric axis of the fibrils, can be described applying a nonrandom
assembly of anisotropic fibril model to the light-scattering pat-
terns of human cormnea.* McCally and Farrell*® investigated the
wavelength dependency of scattering within the cornea and
concluded that the range of the ordering of the collagen fibrils
(e.g., short-distance versus long-distance order) would affect
scattering. Therefore, estimation of the scattered light is essen-
tial to evaluate the orientation of the corneal fibrils, as with the
corneal transparency. In our study, just like the results ob-
tained by McCally and Farrell, ** we found that the recellular-
ized corneas treated with NaCl also adjusted to the spectral
dependency of the scattering, proportional to the inverse of
the cube of wavelength. This cubic wavelength dependency of
the scattering in our corneas is in contrast with the Rayleigh
four-power dependency, which assumes no regularity of the

0.2 4

Transmittance

0,24 ——NPC
=T
0,14
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Spectral distribution of the Kubelka-Munk scattering coefficient and transmittance of the control NPCs and RCs. The theoretical

adjustment demonstrating that both NPCs and RCs had a spectral dependency that was proportional to the inverse of the cube of the wavelength

is shown.
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scattering particles and that these particles have negligible
dimensions compared with the wavelength.™

To determine the optical properties of the corneas, we used
a simple, noninvasive method that has been widely used to
evaluate the optical properties of different tissues.*>*® By ap-
plying this method, we demonstrated that the NaCltreated
APCs showed a fiber distribution that was very similar to that
of the control comeas, whereas SD5treated APCs displayed a
high level of fiber disorganization. This finding is supported by
the results for the optical properties of the NaCltreated APCs,
where scattering and transmittance values were comparable to
those of the control cornea.

Recellularization of acellular corneal stromas is one of the
most important steps to develop a human corneal substitute in
the laboratory. Although the need for repopulation of decellu-
larized scaffolds is controversially discussed,j? in this work we
wanted to evaluate the capability of our cormneal model to be
repopulated by well-differentiated human keratocytes for tis
sue engineering purposes and to determine the optical prop-
erties of the recellularized corneas. In this context, we have
described the first partial human cornea substitute that is based
on decellularized porcine corneas further recellularized with
human keratocytes. The method described here is able not
only to maintain the structure of the native cornea, but also to
offer a proper microenvironment for keratocytes to penetrate
and proliferate within the stroma. Although the distribution of
the cells in the native cornea could be more uniform, kerato-
cvtes were able to properly spread into the decellularized
scaffold, reaching a number of cells that was very similar to
that of the control corneas. In addition, the characteristic
expression of ALDH1 by human keratocytes was not affected,
suggesting that APCs were repopulated by mature stromal
cells. ALDH1 is a distinctive marker of keratocytes that has
been used in another study to distinguish differentiated kerato-
cytes from myofibroblasts, which do not express ALDH17®
Moreover, this enzyme seems to act as an essential element for
keeping the transparency of the cornea.® In the embryo,
development of corneal transparency is associated with de-
creased light-scattering from postnatal keratocytes together
with a marked increase of ALDHI1 expression levels, ™ which is
similar to our findings.

Our results suggest that 1.5 M NaCl treatment of porcine
corneas generates an acellular corneal stroma with adequate
histologic and optical properties, offering a proper microenvi-
ronment for human keratocytes to penetrate and keep their
differentiation within the stroma. These substitutes recellular-
ized with human keratocytes could have therapeutic potential.
APCs with various thicknesses could be generated to repair
specific defects of the corneal stroma and could eventually be
used as a treatment for different kinds of corneal diseases.
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MEMORIA DE SOLICITUD DEL PROYECTO DE INVESTIGACION CLINICA
INDEPENDIENTE

Expediente n®

TITULO: ESTUDIO MULTICENTRICO, ABIERTO PARA LA EVALUACION DE LA SEGURIDAD Y
FACTIBILIDAD DE UN MEDICAMENTO DE INGENIERIA TISULAR AUTOLOGO (CORNEA ARTIFICAL
HUMANA NANOESTRUCTURADA LAMELAR ANTERIOR CON QUERATOCITOS AUTOLOGOS
CULTIVADOS EN SU INTERIOR Y EPITELIO CORNEAL AUTOLOGO CULTIVADO EN SU SUPERFICIE) EN
PACIENTES CON ULCERAS CORNEALES PROFUNDAS DE TIPO TROFICO Y EVOLUCION TORPIDA

Solicitante: Fundacion Progreso y Salud

TIPO DE PROYECTO: INDIVIDUAL MULTICENTRICO | X

RESUMEN (Objetivos y metodologia del proyecto): (Mdximo 250 palabras)

OBJETIVO GENERAL: Evaluar la seguridad, factibilidad e indicios de eficacia clinica de un modelo de
cornea artificial humana nanoestructurada lamelar anterior, en un grupo de pacientes afectos de patologia
corneal grave, para los cuales no existe actualmente una alternativa terapéutica eficaz.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.- Generar corneas artificiales humanas nanoestructuradas lamelares de origen autdlogo a partir de biopsias
del limbo esclero-corneal de un grupo de pacientes y biomatenales de fibrina y agarosa.

2.- Implantar las cdrneas artificiales humanas nanoestructuradas de origen autélogo en un grupo de
pacientes afectos de patologia corneal grave mediante queratoplastia lamelar anterior parcial.

3- Ewaluar la bioseguridad de las comeas arificiales humanas nanoestructuradas de origen autdlogo
implantadas en los pacientes para descartar efectos secundarios de relevancia.

DISENO Y POBLACION DEL ESTUDIO: Estudio experimental, prospectivo, abierto y multicéntrico. Debido a
las caracteristicas del medicamento a evaluar no es posible establecer un estudio ciego.

Este estudio consiste en una fase piloto e inicial en la que se incluirdn de 5 a 10 pacientes. Posteriormente se
prevé realizar, en base a los datos obtenidos en esta fase, un ensayo clinico fase I/l en la que habra un
grupo experimental de pacientes y un grupo confrol.

La poblacién de estudio esta constituida por pacientes afectos de ulceras corneales profundas de tipo tréfico
y de evolucién térpida que acuden a los Servicios de Oftalmologia implicados en este proyecto de
investigacién.

TITLE: MULTICENTRIC STUDY, OPEN FOR EVALUATION OF BIOSAFETY AND FEASIBILITY OF AN
AUTOLOGOUS TISSUE ENGINEERING MEDICAMENT (ARTIFICIAL HUMAN ANTERIOR LAMELLAR
CORNEA GENERATED BY NANOSTRUCTURATION WITH AUTOLOGOUS KERATOCYTES WITHIN AND
AUTOLOGOUS CORNEAL EPITHELIUM ON TOP) IN PATIENTS WITH DEEP CORNEAL ULCERS OF
TROPHIC NATURE AND TORPID EVOLUTION

SUMMARY (Objectives and methodology):

MAIN OBJECTIVE: The major purpose of this project is to evaluate safety, feasibility and preliminary signs of
clinical efficacy of a novel model of artificial human anterior lamellar cornea generated by nanostructuration in
a group of patients with severe cormeal diseases for which a good therapeutical approach is not available to
date.

SPECIFIC OBJECTIVES:

1.- To generate human artificial nanostructured comeas of autologous origin from tissue biopsies of the
corneal limbus of a group of patients and fibrin-agarose biomaterials.

2.- To implant the autologous human artificial nanostructured corneas in a group of patients with severe
corneal disease by partial anterior lamellar keratoplasty.

3.- To evaluate the level of biosafety of the implanted autologous human artificial nanostructured corneas to
detect any significant adverse effects.

DESIGN AND POPULATION STUDIED: The present study is experimental, prospective, open and
multicentric. Due to the nature of the medicament product that will be evaluated, it is not possible to establish
a blind design. This project consists in an initial pilot phase that will include 5 — 10 patients. On the basis of
the information obtained in this phase, a phase I/l clinical trial with an experimental group and a control group
will be designed.




The population included in the study consists of patients with deed corneal ulcers of trophic nature and torpid
evolution that are received by the different Divisions of Ophthalmology that participate in this research project.

Memoria de solicitud del proyecto de investigacion: Titulo y resumen
MEMORIA DE SOLICITUD DEL PROYECTO DE INVESTIGACION EN SALUD

Expediente n®

Solicitante: Fundaciéon Progreso y Salud

Antecedentes y estado actual del tema (citar las referencias incluidas en el apartado siguiente).

La cédrnea es una estructura transparente y carente de vasos, a través de la cual la luz penetra en el ojo.
Debido a su funcién de barrera, la integridad y el correcto funcionamiento de la cdrnea son imprescindibles
para una correcta funcién visual (Meek y Boote, 2004). Histolégicamente, la cérnea se compone de cinco
capas que, de anterior a posterior, se denominan: epitelio anterior, lamina limitante anterior o membrana de
Bowman, sustancia propia o estroma corneal, lamina limitante posterior o membrana de Descemet y
epitelio posterior o endotelio corneal. La primera de las capas, el epitelio anterior, esta constituido por 5-10
estratos de células epiteliales muy bien cohesionadas entre si mediante diversos complejos de unién,
incluyendo desmosomas, uniones comunicantes (gap) y uniones estrechas. La renovacion de estas celulas
es constante, pues las celulas epiteliales estan continuamente descamandose hacia el exterior de la comea,
siendo sustituidas por células procedentes de las capas mas basales del epitelio corneal. A su vez, las células
de las capas basales se renuevan y regeneran constantemente a partir de células madre comeales
localizadas a nivel de la transicién entre la cérnea y la esclerdtica (limbeo esclero-corneal). Por otro lado, el
estroma corneal constituye el 90% del espesor total de la cormea, estando constituido por una abundante
matriz extracelular muy rica en fibras de colageno tipo | y glicosaminoglicanos, en el espesor de la cual se
sitian las células del estroma, denominadas queratocifos o células estromales cormeales. La disposicién
tridimensional de las fibras de colageno, junto con la deshidratacion relativa que existe en el estroma, son
fundamentales para el mantenimiento de la transparencia comeal. Finalmente, el endotelioc comeal esta
formado por una Unica capa de celulas planas, hexagonales, cuya funcion de transporte idnico es
fundamental para el control del nivel de hidratacion del estroma comeal y, por tanto, de la transparencia de la
comea.

La patologia congénita o adquirida de la comea constituye uno de los problemas mas frecuentes en
oftalmologia, siendo numerosas las causas que provocan una alteracién grave de la fisiologia y la estructura
comneal. En estos casos, suele ser necesario recurrir a tratamientos agresivos y no exentos de
complicaciones, como son los implantes de membrana amnidtica, los diferentes tipos de queratoprétesis e
incluso el trasplante alogénico de cornea (queratoplastia penetrante), considerado el trasplante que mas se
realiza todos los afios en el mundo (Dua y Azuara-Blanco, 1999), con mas de un millén de casos
trasplantados desde los afios 60. Sin embargo, el trasplante corneal es una técnica altamente dependiente de
la disponibilidad de cérneas procedentes de donantes cadaveres, lo cual hace que un gran nimero de
personas permanezcan en lista de espera para trasplante durante periodos de tiempo muy elevados, con la
morbilidad que ello conlleva. Por otro lado, es bien sabido que el trasplante de drganos procedentes de
donante esta sujeto a la posibilidad de rechazo inmunolégico cuando estos organos son implantados,
obligando al paciente a someterse a terapia inmunosupresora durante toda su vida. Finalmente, el trasplante
de cualquier tipo de érgano o tejido, incluida la cérnea, es una técnica sujeta a la posibilidad de transmisién
de todo tipo de enfermedades infecciosas desde el donante hasta el receptor, incluyendo VIH, hepatitis,
herpes, enfermedades bacterianas y fungicas, etc. Todo ello genera un enorme gasto social y sanitario y un
gran impacto en los Servicios de Salud de todo el mundo, incluyendo Espafia. Por ello, en estos momentos es
necesario buscar alternativas terapéuticas al trasplante corneal alogénico.

En este contexto, la ingenieria tisular constituye un conjunto de técnicas y métodos de base biotecnologica
que permiten disefiar y generar en laboratorio sustitutos tisulares, tejidos ariificiales o constructos de origen
heterdlogo o autdlogo a partir de células madre y biomaferiales. La fabricacion en laboratorio de un sustituto
comeal humano (constructo comeal o cornea artificial) es una de las areas que esta experimentando mayar
auge dentro de la ingenieria tisular, siendo numerosos los laboratorios que actualmente estan intentando sin
demasiado éxito consegquir un sustituto cormmeal de calidad que pueda ser utilizado en la clinica humana
(Griffith et al., 1999; Orwin et al., 2000; Reichl et al., 2003). Debido a su caracter avascular, la cérmea
constituye un excelente modelo para el desarrollo de un sustituto mediante ingenieria tisular. Sin embargo, la
generacion de una cornea artificial humana se enfrenta a numerosas dificultades, siendo especialmente
compleja la generacion de una matriz extracelular similar a la existente en la cédmea humana normal y que




presente adecuadas propiedades biomecanicas (resistencia mecanica, elasticidad) y opticas (transparencia,
transmitancia de luz blanca y absorcion de luz ultravioleta).

Recientemente, investigadores del grupo de investigacion solicitante lograron disefar nuevos biomateriales
biocompatibles de origen natural, los cuales posibilitaron la generaciéon en laboratorio del primer modelo
descrito que reproducia las tres principales capas de la cdmea del conejo, asi como un modelo lamelar de
comea humana gue incluia el estroma y el epitelio corneal humano (Alaminos et al.,, 2006; Gonzalez-
Andrades et al_, 2009; lonescu et al , 2010; Cardona et al_, 2010). Para la elaboracian del mencionado modelo
de cornea, en primer lugar se optimizaron las condiciones y la metodologia necesarias para el aislamiento y el
cultivo de células corneales a partir de biopsias del limbo esclero-corneal, utilizando métodos enzimaticos y
medios de cultivo enriquecidos con diversos factores de crecimiento. Una vez cultivadas las células epiteliales
y estromales de la cormea humana, se generd una cdérmea humana lamelar anterior utilizando un nuevo
biomaterial basado en una mezcla de fibrina humana y agarosa al 0,1% el cual permitid el crecimiento y la
proliferacion de las células cultivadas tanto en su espesor (queratocitos estromales) como en su superficie
(células epiteliales comeales). Ademas, miembros del equipo de investigacion solicitante lograron
establecer y optimizar una serie de nuevos métodos biomecanicos que permitieron generar en laboratorio
un sustituto corneal lamelar por un mecanismo de nanoestructuracion, esto es, de base nanotecnoldgica, que
hemos denominado Cérnea Artificial Humana Nanocestructurada. Utilizando estos métodos, es posible
maodificar de modo estable la estructura nanomolecular de las fibras del biomatenal previamente disefiado por
nuesiro grupo de investigacion (fibrina y agarosa), generando gran ndmero de reacciones de
entrecruzamiento interfibrilar y eliminando la mayor parte de las moléculas de agua y generando una matriz
extracelular mucho mas esfable, resistente y eldstica que la anterior, respetando la viabilidad de las células
sembradas en su espesor. Este modelo de cédmea artificial humana nancestructurada ha dado lugar a una
patente (P200930625), la cual se encuentra en estos momentos en fase de desarrollo tecnologico.

El analisis de estas comeas humanas artificiales nanoestructuradas demostrd su analogia con la cdmea
humana nativa, asi como adecuados niveles de transparencia al espectro de luz visible y absorcion de luz
ultravioleta dafiina, tal como ocurre en la cérnea nativa (lonescu et al., 2010; Cardona et al., 2010). A nivel
histolégico, se desarrollé un epitelio estratificado en el que las células fueron capaces de expresar
cormectamente citoqueratinas especificas de la comea, asi como marcadores de uniones intercelulares
(proteinas constituyentes de los desmosomas, las uniones estrechas y las uniones comunicantes), la
membrana basal, etc, mientras que las células estromales se desarrollaron de forma adecuada, expresando
vimentina a niveles comparables a los de la cérnea normal (Gonzalez-Andrades et al., 2009). Por otro lado, el
analisis in vivo llevado a cabo sobre un modelo animal (conejos de laboratorio Oryctolagus cuniculus)
demaostrd la plena integracion de las cérneas artificiales en el ojo del conejo receptor, asi como la ausencia de
rechazo o efectos secundarios de relevancia. De hecho, el implante lamelar del modelo de comea artificial
nanoestructurada en un grupo de animales de laboratorio mostrd la adecuada manipulabilidad quirargica de
las cérneas, las cuales pudieron suturarse sin problema a la cérnea receptora utilizando sutura de nylon
monofilamento. Tras 6 meses de evolucion, los tejidos corneales implantados se integraron adecuadamente
en la coérnea receptora, siendo muy dificiles de distinguir de ésta tanto mediante el examen clinico como
mediante la OCT y la histologia. Todo ello sugiere que las comeas artificiales generadas mediante ingenieria
tisular podrian constituir adecuados sustitutos de la comea humana para uso clinico, estableciendo asi un
primer paso hacia la utilizaciéon de este tipo de tejidos en la clinica humana. Ademas, es importante resaltar
que todos los métodos y técnicas disefiados por los investigadores para la generacién del modelo de cérnea
humana, asi como todas las pruebas realizadas hasta la fecha para la evaluacion preclinica de las corneas
artificiales humanas nanoestructuradas, fueron recientemente objeto de un Asesoramiento Cientifico por parte
de la Agencia Espariola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS). En dicho asesoramiento, la
AEMPS confirmé la posibilidad de disefiar un ensayo clinico para evaluar el nuevo producto tisular en
humanos, siendo adecuados los métodos y técnicas disefiados por el grupo investigador, incluyendo el tipo
de células a utilizar y los biomateriales de fibrina y agarosa. Desde la AEMPS se sefiald que los estudios
preclinicos disefiados hasta la fecha permitirian disefiar un ensayo clinico en la sala GMFP disponible para
ella.

La aplicacion clinica de las comeas artificiales humanas nanoestructuradas supondria un gran impacto para
el SNS. En estos momentos, el nimero de pacientes afectos de enfermedades corneales graves es enorme
(alrededor de 65.000 lesiones oculares son causantes de baja laboral cada afio en EEUU), siendo muy
escasos los recursos terapéuticos disponibles en la actualidad (Peate, 2007). Los traumatismos oculares y la
ulceracion comeal son causas importantes de ceguera comeal a nivel mundial, ya que pueden dar lugar a
1,5-2,0 millones de casos nuevos de ceguera monocular cada afio (Whitcher et al., 2001). Aunque el
trasplante corneal podria solucionar una parte de los casos, los problemas derivados de la queratoplastia
(listas de espera, rechazo, etc.), asi como la imposibilidad de realizar este trasplante en un grupo importante
de casos (casos con dafio limbal, rechazos repetidos de la queratoplastia, etc.), requieren profundizar en la
bisgueda de alternativas terapéuticas al trasplante comeal superficial. En este sentido, la disponibilidad de




comeas artificiales humanas generadas a partir de células de los propios pacientes y biomateriales naturales
abriria las puertas al tratamiento de las enfermedades corneales graves utilizando estos medicamentos de
terapias avanzadas. Debido a su origen autdlogo, ademas, los problemas derivados de la aplicacion de las
cérneas artificiales humanas nanoestructuradas en el paciente no deberian ser relevantes. La generacién de
cérmneas artificiales humanas nanoestructuradas en el Sistema Andaluz de Salud pondria a éste en un
primer nivel en lo referente al tratamiento de las enfermedades graves de la superficie ocular, siendo el primer
Servicio de Salud capaz de ofrecer este tipo de terapia a los usuarios del Sistema Publico de Salud. Ademas,
disponer de esta tecnologia en el Servicio Andaluz de Salud permitiria ofrecer productos medicinales de
terapias avanzadas a otros Servicios de Salud publicos y privados de Espaiia, con el valor afiadido para el
producto que ello supone.

En este contexto, es importante sefialar que las comeas arificiales humanas nanoestructuradas
contempladas en esta propuesta no presentan interes comercial. Por un lado, el caracter autélogo de las
cérmneas humanas dificulta enormemente el desarrollo industrial a partir de materiales ajenos al individuo. De
hecho, tanto las ceélulas como la fibrina necesarias para generar las comeas artificiales humanas
nancestructuradas serian obtenidas a partir del propio paciente. Esto hace que se pueda comercializar, en su
caso, el método conducente a la generacion del tejido artificial, pero probablemente no los materiales
necesarios para ello. Por otro lado, el elevado coste que supone la fabricacion de un medicamento como
Terapia Avanzada dificulta la explotacién comercial del mismo, siendo necesario contar con una sala GMP, la
cual ya existe en el Centro Regional de Transfusion Sanguinea y Banco de Tejidos de Granada-Almeria,
estando pendiente de acreditacion por la AEMPS, asi como personal altamente cualificado y estrictos
controles de calidad que no compensan la explotacién comercial del producto tisular. Por todo ello, y puesto
que estos tejidos beneficiarian a un nimero considerable de pacientes, su generacion vy distribucién deben
ser promovidos y coordinados por el Sistema Publico de Salud, al menos en estas fases iniciales.

Memoria de solicitud del proyecto de investigacidn: Antecedentes y estado actual del tema
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Hipotesis de trabajo

Una vez disefiadas las cérneas arificiales humanas nanoestructuradas en el Grupo de Ingenieria Tisular de
la Universidad de Granada, y tras evaluar sus adecuadas propiedades ex vivo y su utilidad in wvivo mediante
gueratoplastia lamelar anterior en animales de laboratorio, es necesario proceder a su evaluacion clinica en
pacientes humanos afectos de patologia comeal grave. Los resultados obtenidos durante el estudio
preclinico, tanto en laboratorio como en animales de experimentacion, sugieren gue las comeas artificiales
humanas nanoesfructuradas podrian contribuir al tratamiento de diversas enfermedades corneales que
cursan con pérdida de sustancia o alteracion estructural grave, no existiendo efectos secundarios de
relevancia.

5i se cumplen nuestras previsiones, los pacientes tratados mediante el implante lamelar de las caomeas
artificiales humanas nancestructuradas presentarian una mejoria clinica respecto a los pacientes control, no
existiendo rechazo, granulacion o alteraciones graves derivados del uso de estos tejidos artificiales de origen
autdlogo.

Objetivos

OBJETIVO GENERAL:

El objetivo general de este proyecto es evaluar seguridad, factibilidad e indicios de eficacia clinica del modelo
previamente desarrollado de cémea artificial humana nanoestructurada en un grupo de pacientes afectos de
patologia corneal grave para los cuales no existe actualmente una alternativa terapéutica eficaz.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.- Generar carmneas artificiales humanas nanoestructuradas lamelares de origen autélogo a partir de biopsias
del limbo esclero-cormeal de un grupo de pacientes y biomateriales de fibrina y agarosa.

2- Implantar las corneas artificiales humanas nanoestructuradas de origen autdlogo en un grupo de
pacientes afectos de patologia corneal grave mediante queratoplastia lamelar anterior parcial.

3.- Evaluar la bioseguridad de las comeas artificiales humanas nanoestructuradas de origen autdlogo
implantadas en los pacientes para descartar efectos secundarios de relevancia.

4 - Evaluar los indicios de eficacia clinica de las comeas ariificiales humanas nanoestructuradas de origen
autdlogo implantadas en los pacientes en comparacion con un grupo contral tratado de forma convencional
gue no hayan recibido las comeas artificiales por no haber presentado una mala evolucian del implante de la
membrana amnidtica.

Ajustarse al espacio disponible

Memoria de solicitud del proyecto de investigacion: Hipdtesis y objetivos




MEMORIA DE SOLICITUD DEL PROYECTO DE INVESTIGACION EN SALUD

Expediente n2

Solicitante: Fundacidn Progreso y Salud

Metodologia (Mdximo 3 paginas)
DISENO DEL ESTUDIO: Estudio experimental, prospectivo y multicéntrico, abierto en el que se evaluaran la
factibilidad y la biosegunidad de un nuevo medicamento de ingenieria tisular de terapias avanzadas (cormea
artificial humana nanoestructurada lamelar antenor). Debido a las caracteristicas del medicamento a evaluar
(cormea artificial humana nanoestructurada implantada en la superficie corneal), en este caso no es posible
establecer un estudio ciego o a doble ciego.
Este estudio consiste en una fase piloto e inicial en la que se incluiran de 5 a 10 pacientes. Posteriormente se
prevé realizar, en base a los datos obtenidos en esta fase piloto, un ensayo clinico fase I/ll en la que habra
un grupo experimental de pacientes y un grupo control de pacientes.
POBLACION DE ESTUDIO. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION: la poblacién de estudio esta
constituida por pacientes afectos de ulceras comeales profundas de tipo tréfico de probable evolucién tarpida
que acuden a Urgencias o a la consulta de los Servicios de Oftalmologia implicados en este proyecto de
investigacion. Los pacientes seleccionados que den su consentimiento seran incluidos en el estudio. Se
incluiran un total de 10 pacientes aproximadamente. Como seguimiento de este estudio, los pacientes haran
unas 9 visitas programadas al centro.

Inicialmente, para el ensayo de bioseguridad del producto, se consideraran todos los pacientes con ulceras

estromales profundas de tipo tréfico de probable evolucidn térpida que cumplan los siguientes criterios de

inclusién:

1. Presencia de una udlcera corneal secundaria a sindromes de ojo seco, por exposicidn, neuroparaliticas,
neurotroficas, autoinmunes, por radioterapia, mitomicina C, causticaciones (que no asocien insuficiencia
limbica completa) o Ulceras troficas de tipo idiopatico. También incluimos ulceras con necrosis estromales
secundarias a herpes o abscesos bacterianos, pero que no tengan infeccién activa y cuyo
comportamiento sea similar a una ulcera tréfica. Tambien se incluiran en el estudio aquellos pacientes
gue presenten leucomas comeales en zona optica, que no respondan a otros tratamientos y cuya Gnica
opcidn sea una queratoplastia de prondstico incierto o una tarsorrafia

2. Tamafio de la llcera superior a 4 mm de diametro. Debe existir afectacion estromal, pero con una
profundidad que no alcance la membrana de Descemet. Localizacion central o periférica. Tiempo de
evolucion superior a 6 semanas.

3. Ausencia de afectacion endotelial. Ausencia de infeccidn ocular activa. Ausencia de insuficiencia limbica
completa.

4. Ulceras que no tiendan a la resolucion espontanea o que hayan presentado mala respuesta a algunos de
los tratamientos habituales para Ulceras troficas: lagnimas artificiales, vendaje compresivo, camaras
himedas, lente de contacto terapeutica, suero autologo, adhesivos fisulares, trasplante de membrana
amniotica, recubrimiento conjuntival o tarsorrafias.

5. Pacientes de ambos sexos mayores de 18 afios

6. Duracion de la enfermedad igual o superior a 6 semanas.

7. Pacientes que otorguen su consentimiento informado para la participacion en el estudio.

Los criterios de exclusién seran los siguientes:

1. Ausencia de afectacion estromal (por ejemplo, defectos epiteliales persistentes).

2. Ulceras de tamafio menor de 4 mm y/o tiempo de evolucién inferior a 6 semanas.

3. Afectacion estromal profunda que afecte a todo el espesor del estroma: dlceras perforadas vy
descemetoceles.

4. Ulceras que respondan correctamente a tratamientos habituales.

5. Pacientes con déficit endotelial, infeccidn ocular activa, insuficiencia limbica completa (no seria motivo de

exclusién una insuficiencia limbica parcial.
6. Serologia positiva para HBV, HCV o HIV
7. Coexistencia de cualquier otra patologia que a crterio del investigador impida el seguimiento del paciente
en el ensayo.
Mujeres gestantes o en periodo de lactancia
Mujeres en edad fértil que no utilicen un método anticonceptivo de eficacia probada
0. Pacientes que hayan sido tratados con medicacién concomitante prohibida durante el mes anterior a la
inclusion en el estudio.
11. Pacientes que hayan participado en los dltimos 3 meses previos a la inclusion del estudio en un ensayo
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clinico.
Criterios de retirada del estudio: Los que en cualquier momento aparecieran y estuvieran incluidos en los
criterios de exclusion, aparicion de enfermedades de caracter general que lo desaconsejaran,
empeoramiento significativo de la situacion del paciente o retirada voluntana del estudio.
PROCEDIMIENTO: Una vez que los pacientes hayan sido seleccionados por la gravedad de su lesion y por
su probable mal diagnostico (enucleacion o inclusion en lista de espera para trasplante comeal) y hayan
firmado el consentimiento informado correspondiente, seran incluidos en este estudio. Todos ellos para el
tratamiento de su patologia, previamente recibiran un implante de membrana amniotica, un implante de una
lente terapéutica o pegamento tisular.
En el mismo acto guirdrgico de este implanie se procedera a la toma de una pequefia biopsia del limbo
esclero-corneal, la cual se realizara en cada hospital implicado. La biopsia se remitira inmediatamente a la
unidad del grupo de Ingenieria Tisular de la Universidad de Granada para fabricar, en la sala GMP, la cérnea
artificial nanoestructurada lamelar anterior.
1.) Protocolo para la toma de biopsia de limbo esclerocorneal. Puede tomarse del ojo afectado o del ojo
contralateral segin el oftalmélogo considere mas adecuado en cada caso, previa negociacién con el
paciente. Bajo anestesia tdpica se realiza una pequefia peritomia conjuntival, preferentemente a 12 h, se
desinserta la capsula de Tenon de su insercidn limbar y se toma una biopsia de 2 x 2 mm, penetrando 1 mm
en cormea ¥y 1 mm en limbo, el grosor debe ser aproximadamente Y2 del grosor de un tapete de
trabeculectomia (unos 0.2 mm), finalmente se sutura la peritomia conjuntival con vicryl rapide de 7/0,
cubriendo la zona de la biopsia. Debe obtenerse el suficiente limbo para obtener una fuente de epitelio
comeal y suficiente estroma para obtener una fuente de queratocitos. Todas las muestras se almacenaran en
medio de transporte y preservacion Optisol hasta su llegada a la unidad de procesado (sala GMP).
2.) Una vez recibida la biopsia en la sala GMP del Banco de Tejidos de Granada, se procesara ésta para la
obtencién de cultivos primarios de queratocitos estromales y células epiteliales. Para ello, en primer lugar se
fragmentara la biopsia para obtener 4-5 pequefias piezas de tejido, tras lo cual se procedera tal como se
describe a continuacion:
- Para obtener cultivos primarios epiteliales, algunos fragmentos de la biopsia (los mas cercanos al limbo
esclero-comeal) se depositaran en forma de explantes en frascos de cultivo Falcon, utilizando medio de
cultivo de células epiteliales previamente optimizado en el grupo de investigacion. Este medio esta formado
por tres partes de DMEM y una parte de medio HAM-F12 con suero bovino fetal (SBF) a concentracian final
de 10% vy antibidticos-antifungicos (100 U/ml de penicilina G, 100 pg/ml de estreptomicina y 0,25 pg/ml de
anfotericina B), a lo cual se afiaden los siguientes factores: Adenina (24  pg/ml), Insulina (5 pg/ml),
Triyodotironina (1,3 ng/ml), Toxina colérica (B ng/ml), Hidrocortisona (0.4 pg/ml) v EGF o factor de
crecimiento epidérmica (10 ng/ml).
- Para la generacion de cultivos primarios de queratocitos estromales, algunos fragmentos de la biopsia (los
mas cercanos a la comea) se digernran en colagenasa | (2 mg/ml) a 37°C durante 6-8 horas. Tras ello, se
centrifugara la mezcla para obtener las células aisladas del espesor del tejido. Estas células se cultivaran en
frascos tipo Falcon con medio de cultivo DMEM suplementado con SBF (10%) y antibioticos-antifiingicos
(100 U/ml de penicilina G, 100 pg/ml de estreptomicina y 0,25 pg/ml de anfatericina B).
3.) Cuando se alcance la confluencia celular en ambos tipos de cultivos primarios, se procedera a la
fabricacion de un sustituto del estroma comeal (estroma artificial) utilizando biomateriales de fibrina y agarosa
en el espesor de los cuales se cultivaran las células estromales siguiendo protocolos descritos previamente
por los investigadores del equipo solicitante (patente P200930625). Para la generacion de un gel de fibrina-
agarosa, se utilizaran 21 ml de plasma humano procedente del propio paciente, al cual se afiadiran 250.000
celulas respuspendidas en 800 pl de DMEM. Posteniormente, se afiadiran 200 pl de acido tranexamico como
agente antifibrinolitico, cloruro calcico 2% como agente precipitante de la reaccion de gelificacion y agarosa
tipo VIl a una concentracion final del 0,1% previamente disuelta en PBS a 60°C.
Estos geles se someteran a un proceso de nanoestructuracion controlada siguiendo el siguiente protocolo:
- Deshidratacion parcial progresiva sobre papel de filtro estenl.
- Colocacion sobre dos filtros porosos de policarbonato Millipore de 0.4 pm de diametro de poro.
- Aplicacién de 100 g de peso sobre los filtros que contienen las cérneas artificiales en el biorreactor
especifico.
- Incubacién en el biorreactor durante 10 min para inducir la reaccién de entrecruzamiento nanomolecular
entre las fibras de fibrina y la agarosa.
- Retirada de los filtros porosos.
- Obtencion de las corneas artificiales nanoestructuradas y rehidratacién parcial en medio de cultivo estéril.
Tras ello, se subcultivaran las células epiteliales sobre la superficie de los sustitutos estromales,
manteniéndose éstos en cultivo en soportes porosos Transwell durante 3 semanas para favorecer la
estratificacidon y la maduracién del epitelio.
4.) Posteriormente, las cémeas humanas nanoestructuradas se lavaran en PBS y se enviaran al hospital que




incluye el paciente utilizando los protocolos de envasado y transporte que se estableceran en la sala GMP vy

se detallaran en la solicitud de ensayo clinico para su aprobacién por la AEMPS.

5.) Protocolo para implante del constructo autélogo. Pasadas 5 semanas, una vez recibido el constructo, se

procedera a la implantacion del constructo autdlogo. La implantacion debe ser similar al trasplante de

membrana amnidtica a forma de parche o escudo, cubriendo un area cormeal mayor que el tamafio de la

ulcera, orientando el constructo de forma que contacten estroma del paciente con estroma del constructo y la

zona epitelial del constructo debe quedar anterior. El constructo tiene una consistencia bastante buena que

permite su sutura a la cornea utilizando nylon de 10/0, inicialmente su aspecto es blanguecino, pero al darle

tension sobre la comea su transparencia es bastante buena. Se cubrira toda la dlcera con el constructo y se

suturara con puntos suelios de nylon 10-0, a una profundidad de 2/3 del estroma corneal y enterrando los

cabos, procurando siempre no realizar ninguna sutura en zona éptica. Si se tratara de una ulcera periférica y

parte de la sutura fuera necesario realizarla a limbo esclerocomeal, se suturara debajo de una peritomia

conjuntival de la zona que sea necesaria, utilizando vicryl de 8/0 o seda de 9/0. Finalmente, se adaptara una

lente de contacto terapéutica.

Tratamiento postimplante: Colirio de tobramicina-dexametasona: 2 veces al dia durante 1 semana.

VARIABLES DEL ESTUDIO: Fn todos los pacientes (casos y controles), se determinaran las siguientes

variables mediante examen del polo anterior con lampara de hendidura por los especialistas de su hospital de

referencia:

12 visita (24 h):

=  Agudeza visual.

= Persistencia o desprendimiento del constructo. Estado de la sutura. Estado de |a lente terapéutica.

=  Comprobar camara anterior formada, Seidel (-).

= Transparencia.

= Infecciones.

= Control con OCT. Fotografia de polo anterior.

Tratamiento: colirio de tobramicina-dexametasona: 2 veces al dia durante 1 semana.

2% visita (7 dias):

Agudeza visual.

= Persistencia, desprendimiento o reabsorcion del constructo. Estado de la sutura. Estado de la lente
terapéutica.

=  Comprobar camara anterior formada, Seidel (-). Persistencia de la dlcera o reconstruccion de estroma.

= Vascularizacion inducida: gradacion por cuadrantes y profundidad.

= Transparencia.

= Infecciones.

= Control con OCT. Fotografia de polo anterior.

Tratamiento: colirio de tobramicina: 2 veces al dia durante 1 semana.

3% visita (14 dias):

=  Agudeza visual.

= Persistencia, desprendimiento o reabsorcion del constructo. Estado de la sutura. Estado de la lente
terapéutica.

=  Comprobar camara anterior formada, Seidel (-). Persistencia de la dlcera o reconstruccion de estroma.

= Vascularizacion inducida: gradacion por cuadrantes y profundidad.

= Transparencia.

= Infecciones.

= Control con OCT. Fotografia de polo anterior.

4% visita (30 dias)

=  Agudeza visual.

= Persistencia, desprendimiento o reabsorcién del constructo. Estado de la sutura. Estado de la lente
terapéutica.

= Comprobar camara anterior formada, Seidel (-). Persistencia de la dlcera o reconstruccién de estroma.

=  Vascularizacion inducida: gradacién por cuadrantes y profundidad.

= Transparencia.

= |nfecciones.

= Control con OCT. Fotografia de polo anterior.

Tratamiento: retirar lente de contacto, lagrima artificial 2 veces al dia.

5% visita (60 dias):

=  Agudeza visual.

=  Persistencia, desprendimiento o reabsorcién del constructo. Estado de la sutura.

= Comprobar camara anterior formada, Seidel (-). Persistencia de la dlcera o reconstruccion de estroma.

= Vascularizacidén inducida: gradacién por cuadrantes y profundidad.




=  Transparencia.

= Infecciones.

= Control con OCT. Fotografia de polo anterior.

Tratamiento: retirar sutura, lagrima artificial 2 veces al dia.

FPreviamente a estas visitas de seguimiento tras el implante de la cdrnea artificial, el paciente debera acudir al
centro en 4 visitas mas como minimo: seleccién del paciente, firma del consentimiento informado, extraccion
de queratinocitos para fabricar la comea artificial e implante de la camea artificial.

Aspectos ético-legales (cumplimiento BPCs, seguro...)

El proyecto de investigacién respetara los principios fundamentales establecidos en la Declaracidon de
Helsinki de la (ultima versidn aprobada en Sedl en octubre 2008), y cumplira los requisitos establecidos en la
legislacidn espafiola vigente en el ambito de la Ley 29/2006, de 26 de julio, de garantias y uso racional de los
medicamentos y productos sanitarios, la Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica reguladora de la
autonomia del pacientes y derechos u obligaciones en materia de informacién y documentacion clinica, la
Ley organica 15/1999 de 13 de diciembre, de proteccion de caracter personal, la Ley 14/2007, de 3 de julio,
de investigacion biomédica, el Real Decreto 223/2004, de 6 de febrero, por el que se regulan los ensayos
clinicos con medicamentos. la Orden SCO/362/2008, de 4 de febrero, por la que se modifica la Orden
SCOM256/2007, de 5 de febrero, por la que se establecen los principios y las directrices detalladas de buena
practica clinica y los requisitos para autorizar la fabricacién o importacion de medicamentos en investigacion
de uso humano y los demas requisitos establecidos en la legislacién espafiola.

Se respetaran rigurosamente las Normas de Correcta Fabricacion (NCF)en la produccién del medicamento
de terapia celular y las Normas de Buena Practica Clinica, CPMP/ICH/135/95, (BPC) en el desarrollo del
Ensayao.

Los pacientes incluidos en el estudio estaran cubiertos por el seguro de responsabilidad que el promotor
suscribira a tal efecto.

Memaoria de solicitud del proyecto de investigacion: Metodologia




MEMORIA DE SOLICITUD DEL PROYECTO DE INVESTIGACION EN SALUD

Expediente n?

Solicitante: Fundacién Progreso y Salud

Plan de trabajo.(Mdximo 1 pagina)

Etapas de desarrollo y distribucion de tareas de todo el equipo investigador El Proyecto se
desarrollara de manera uniforme durante todo el periodo de ejecucion del mismo, de acuerdo con el
cronograma global. La Unidad del Grupo de Ingenieria Tisular de la Universidad de Granada es la
responsable de la produccidn del medicamento de ingenieria tisular. El IP es el responsable de la
coordinacion general del estudio. Los investigadares clinicos pertenecientes a los servicios de oftalmologia
de los tres hospitales se responsabilizan de la inclusién de los pacientes y del seguimiento de los mismos.
Asignaciones previstas para el personal técnico que se solicita. Ya hay personal especializado que
colabora con el Grupo de Ingenieria Tisular de la Universidad de Granada en la supervision de los
procedimientos de produccion del constructor y en la organizacion del transporte del producto desde la
unidad de Grupo de Ingenieria Tisular hasta los centros de Sevilla, Granada y Cadiz segun los protocolos de
distribucién validados establecidos en los Procedimientos Operativos Estandarizados de la Unidad Grupo de
Ingenieria Tisular

Lugar de realizacién del proyecto y centros implicados. El estudio se llevara a cabo en los servicios de
oftalmologia de los Hospitales Virgen de las Nieves de Granada, Virgen Rocio de Sevilla y Puerta del Mar de
Cadiz_ La produccion de los constructos se realizara de forma centralizadas para los tres centros en la
Unidad de Grupo de Ingenieria Tisular de la Universidad de Granada

Cronograma global del proyecto con su correspondiente inicio y finalizacién El estudio se iniciara
una vez obtenida la autorizacion de la AEMPS de dicho estudio y la acreditacion de la sala GMP para la
produccion del constructo por la Unidad de de Grupo de Ingenieria Tisular de la Universidad de Granada
(previsiblemente a mediados de 2011). El reclutamiento de los pacientes se llevara a cabo durante un afio
(2011). El seguimiento de 12 meses del dltimo paciente incluido se completara previsiblemente en 2012. En
los tres primeros meses de 2013 la totalidad del equipo investigador se responsabilizara de la discusion de
los resultados y la publicacién de los mismos.

Cronograma de distribucion de actividades por centro e investigador Los centros incluiran los

pacientes a lo largo del afio 2011. Los investigadares clinicos de cada centro realizaran las correspondientes

tareas de inclusion y seguimiento. El Grupo de Ingenieria Tisular de la Universidad de Granada se ocupara
de la produccién, caracterizacién, control y distribucién de los productos de ingenieria tisular a lo largo del
afio de inclusién y del afio posterior de seguimiento.

Descripcion de las actividades del proyecto en relacién con los recursos solicitados Los recursos

solicitados se aplicaran especificamente a las siguientes actividades:

1. Contratacion de CRQ imprescindible para llevar a cabo el ensayo

2. Contratacion del seguro obligatorio de responsabilidad civil

3. Tasas de la AEMPS y Comités Eticos

4. Contratacién de personal de apoyo en cada uno de los centros implicados. Ver cuantos, donde y

titulacion.

Material fungible y reactivas para produccion del medicamento.

Mantenimiento de la sala GMP.

7. Transporte de las cormneas de pacientes desde los Hospitales Virgen Rocio, San Cecilio y Puerta del Mar,
y transporte de los productos de ingenieria tisular desde la unidad Grupo de Ingenieria Tisular de la
Universidad de Granada a los Hospitales Virgen Rocio, San Cecilio y Puerta del Mar.

8. Reuniones de coordinacion antes y durante el ensayo, reuniones de discusion y analisis de resultados a
la finalizacion del mismo, y viajes a congresos para comunicacion de resultados, para las que se solicitan
recursos en el capitulo de viajes y dietas.

oo

Memoria de solicitud del proyecto de investigacion: Plan de Trabajo




MEMORIA DE SOLICITUD DEL PROYECTO DE INVESTIGACION EN SALUD

Expediente n?

Solicitante: Fundacion Progreso y Salud

Experiencia del equipo investigador en relacién con el drea de estudio (5 ultimos afios (Mdximo 1 pdgina)

El equipo_investigador del proyecto esta formado por investigadores basicos y clinicos pertenecientes al
Grupo de Ingenieria Tisular del Departamento de Histologia (CTS5-115) y especialistas en Oftalmologia de
diferentes Hospitales Universitarios de Granada, Sevilla y Cadiz. Se trata, por tanto, de un grupo
multidisciplinar que converge en unos objetivos comunes relacionados con la evaluacidén clinica de las
corneas artificiales nanoestructuradas previamente desarrolladas por el equipo investigador. Los miembros
del Grupo de Ingenieria Tisular (CTS-115), poseen experiencia en el cultivo celular y en la generacion de
tejidos artificiales mediante ingenieria fisular. El mencionado Grupo es el encargado del Master en Ingenieria
Tisular de la Universidad de Granada, asi como del Master Propio en Fabricacion de Medicamentos de
Terapias Avanzadas de la Iniciativa Andaluza en Terapias Avanzadas (IATA) y la Universidad de Granada en
colaboracion con la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (Ministerio de Sanidad y
Politica Social). Ademas, el Grupo es el encargado de organizar el proximo afio 2011 en Granada el proximo
Congreso Europeo de la Sociedad Internacional de Ingenieria Tisular y Medicina Regenerativa (TERMIS).
Todos los investigadores mencionados han dirigido o participado en numerosos proyectos de investigacion,
incluyendo proyectos del Ministerio de Salud y Politica Social, proyectos del Ministerio de Educacién,
Consejerias de Salud y de Innovacion, Ciencia y Empresa de la Junta de Andalucia (incluyendo proyectos de
excelencia) y proyectos europeos. En el curriculum de los investigadores colaboradores existen
publicaciones en revistas de primer orden, incluyendo, entre otras, Journal of Cell Physiology, Journal of
Biomaterials Applications, Journal of Tissue Engineering and Regenerative Medicine, Experimental Eye
Research, Invest Ophthalmol Vis Sci (I0VS), Ophthalmic Research, Comea, Histology and Histopathology,
Joumal of Periodontal Research, Annals of Vascular Surgery, Intemational Journal of Arificial Organs,
Nature, Epigenefics, MNature Genetics, Human Genetics, Oncogene, PLoS ONE, Nucleic Acids Res,
Proceedings of the National Academy of Sciences (PNAS).

Memoria de solicitud del proyecto de investigacion: Experiencia del equipo investigador sobre el tema




MEMORIA DE SOLICITUD DEL PROYECTO DE INVESTIGACION EN SALUD

Expediente n2

Solicitante: Fundacién Progreso y Salud

Financiacion adicional solicitada y concedida

No se ha solicitado financiacion adicional para este propdsito.

Medios disponibles para la realizacion del proyecto

- Descripcion de los recursos necesarios que estén disponibles en el/los centros
- Descripcion de los recursos que todavia no estan disponibles para la realizacion del estudio
justificando especificamente la necesidad de estos.

El Sistema Sanitario Publico Andaluz, dispone de una sala GMP especifica para el desamollo de cormeas humanas
artificiales nanoestructuradas como medicamentos de ferapias avanzadas en el Centro Regional de Transfusion
Sanguinea y Banco de Tejidos de Granada-Almeria. En esta sala GMP (promida por la Iniciativa Andaluza en Terapias
Avanzadas, a través de la Fundacion Progreso y Salud), que esta en estos momentos en fase de validacion vy
acreditacion, existe todo el material y la infraestructura necesaria para la generacion de estos tejidos artificiales en
condiciones idoneas, segun la legislacion vigente y la normativa de la European Medicines Agency (EMA) vy la Agencia
espafiola de medicamentos y productos sanitarios (AEMPS). Igualmente, se dispone de todo el equipamiento necesario
para llevar a cabo los estrictos controles de calidad que estos productos requieren (control es de calidad microbiolégicos,
de calidad de aire, etc.).

De igual modo, el Grupo de Ingenieria Tisular de la Universida de Granada dispone de laboratorios de andlisis celular y
tisular a nivel histoldgico, histoguimico, genético y molecular para llevar a cabo el control de calidad de los tejidos
generados durante el proyecto, incluyendo microanalisis por energia dispersiva de rayos X para deferminar la viabilidad
celular con un alto grado de fiabilidad.

Para llevar a cabo el presente proyecto y puesto que el personal implicado en el proyecto ya esta al cargo de diversos
proyectos de investigacion, ademas de tener una importante carga docente o asistencial, ha sido tofalmente necesario
contar con un becario de investigacion predoctoral que colaborare en las tareas relacionadas con el cultivo celular, la
generacion de comeas artificiales nanoestructuradas, el mantenimiento de los cultivos y el control de calidad de las
comeas generadas por ingenieria tisular.

Ademas, la realizacion del ensayo clinico que aqui se propone requiere disponer de fondos para material fungible,
destinados a la generacion de las corneas arificiales nanoestructuradas de calidad farmacéutica en la sala GMP,
coordinacion del ensayo, costes derivados de los seguros a contratar, mantenimiento de la sala GMP, transporte de las
muestras, efc.

Ajustarse al espacio disponible

Memoria de solicitud del proyecto de investigacion: Unidad practica de los resultados / Medios disponibles







“La verdadera grandeza de la ciencia
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En la presente discusidn, una vez expuestos los articulos y trabajos que se
presentan en el marco central de esta tesis, se comparan los dos modelos de cérneas
humanas artificiales desarrolladas en la misma, considerando las posibles aplicaciones
de ambos modelos en el contexto de la bibliografia existente. Con posterioridad, se
evalla la idoneidad de realizar un ensayo clinico en humanos de acuerdo con el

protocolo propuesto y con la normativa vigente al respecto.

1. ESTUDIO COMPARADO DE LOS DOS MODELOS DE CORNEA HUMANA

GENERADADOS POR INGENIERIA TISULAR

Los trabajos expuestos en esta tesis abren varias vias en torno a la Ingenieria
Tisular de la cdrnea. Por un lado se protocoliza la obtencion de células corneales y su
mantenimiento en cultivo, caracterizando a las mismas a distintos niveles para poder
conformar los parametros Optimos de viabilidad que podrdan ser usados
posteriormente en clinica. Por otro lado se establecen dos patrones de generacion de
sustitutos corneales basados en dos aproximaciones diferentes: la aplicacion de los
conceptos clasicos de la Ingenieria Tisular en relacion con el modelo basado en la
mezcla de fibrina y agarosa y la aplicacién de un concepto emergente en la Ingenieria
Tisular como es la descelularizacién, obteniendo cdrneas acelulares porcinas mediante
la aplicacién de cloruro sédico.

Ambos modelos han mostrado parametros Opticos idoneos para su posterior

implantacion en humanos, asi como dptimos parametros reoldgicos en torno a su
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resistencia y elasticidad, pudiendo asi manejar los constructos corneales con facilidad y
seguridad en el quiréfano por parte del oftalmdlogo. Sin embargo, existen varias
diferencias entre ambos que podrian hacer decantarnos por uno o por otro en funcién
de las necesidades del paciente y del equipo quirdrgico que lo asista.

En relacion con el tamafio del constructo corneal que podamos desarrollar en
laboratorio, hemos de tener en cuenta que en ambos productos existe la posibilidad
de modelarlos segun las necesidades que marque la patologia corneal a tratar. Los
constructos de fibrina- agarosa se pueden construir a medida desde un primer
momento tanto en didmetro como en espesor, sin embargo, las corneas
descelularizadas tendran como didmetro y grosor maximo el que determine la cdrnea
animal de la que procedan. Aun asi, esto no supone una limitacién ya que la cdrnea de
cerdo es mayor tanto en didmetro como en grosor en contraposiciéon a la cérnea
humana. Por ello, ambos modelos pueden ser tallados en quiréfano, previamente a la
realizacion de la queratoplastia donde seran implantados. No obstante, anteriormente
al tallado, hemos de tener en consideracion el grado de hidratacion de los constructos,
tanto en las corneas descelularizadas como en los sustitutos de fibrina-agarosa, puesto
gue aunque se deshidraten parcialmente en el proceso de fabricacién, pueden
rehidratarse al entrar en contacto con el medio de transporte usado en el proceso de
conservacion y traslado.

En relaciédn con el comportamiento y manejo de las células, encontramos
diferencias sustanciales en ambos modelos. La introduccion de los queratocitos en los
constructos de fibrina-agarosa es relativamente sencilla ya que se realiza en el mismo

proceso de fabricacion del gel estromal con la mezcla de fibrina, agarosa y otros
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compuestos detallados ya con anterioridad. Sin embargo, la insercién de dichas células
en el interior del estroma corneal descelularizado es un proceso ligeramente mas
complejo, al tener que liberar las células sobre la superficie del estroma una vez
retiradas las células animales, y esperar asi que estas penetren, migren y proliferen
dentro del constructo.

El comportamiento del componente celular ya introducido en el estroma corneal
artificial estd marcado por la composicidon del constructo. Asi, la adhesion y
proliferacion celular se ve favorecida mayormente por los componentes nativos de la
matriz estromal animal, en su mayoria colageno tipo |, en comparacion con la fibrina-
agarosa. Ademas, la maduracién de los sustitutos corneales basados en fibrina-agarosa
requiere una reorganizacion estromal significativamente mayor que los constructos
basados en la técnica de descelularizacidon-recelularizacién, dada la necesidad de
sustituir dichos materiales por colageno y glucosaminoglicanos, componentes ambos
sintetizados por queratocitos maduros e indispensables para la correcta funcionalidad
corneal a todos los niveles.

No obstante, la regeneracidon de las membranas basales corneales es un proceso
gue se ha de llevar a cabo en la maduracién del constructo cuando se haya introducido
el componente celular restante (epitelio y endotelio corneal). Otras estructuras
corneales, como la capa de Bowman y la membrana de Descemet, deben de
sintetizarse también en dicha etapa de maduracién en relacién con los constructos
basados en fibrina-agarosa. En contraposiciéon, los sustitutos corneales
descelularizados conservan en gran medida ambas estructuras, facilitando

supuestamente asi la introduccion del epitelio y del endotelio en el constructo corneal.
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Igualmente, hemos de considerar el origen de los materiales empleados en el
proceso de fabricacidn. Los constructos corneales de fibrina-agarosa se basan en
productos autdlogos como la fibrina y biocompatibles como la agarosa, evitando asi el
rechazo inmunolégico y promoviendo con ello la adaptacién del constructo en el
paciente receptor. Los constructos corneales descelularizados podrian a priori
conllevar un rechazo del mismo una vez implantado; sin embargo, el proceso de
descelularizacién elimina practicamente en su totalidad el antigeno a-Gal, con lo que
se contrarresta el rechazo promovido por los anticuerpos naturales que el ser humano
produce frente a dicho antigeno, como se explicd con anterioridad.

Con todo ello, los distintos modelos de constructos corneales presentados en esta
tesis paliarian gran parte de las deficiencias que implican los tratamientos actuales en
torno a la patologia corneal severa. En primer lugar, podria desechar el uso de
gueratoplastias anteriores, ya que los dos grandes inconvenientes que implica ésta, la
escasez de donantes y la posibilidad de rechazo del injerto (Klebe et al., 2009), no
pueden acontecer con el uso de nuestros sustitutos corneales por el uso de células
autdlogas del propio paciente y el empleo de materiales biocompatibles y tolerados
por el sistema inmune humano.

En segundo lugar, protocolos terapéuticos basados en el uso de membrana
amnidtica y plastias de conjuntiva, podrian ser suplantados también por los
constructos corneales aqui estudiados. En muchos casos, estos procedimientos
terapéuticos se aplican en situaciones extremas donde hay que conservar la funcion de
barrera frente al medio externo, protegiendo asi la integridad del globo ocular. Por

ello, la generacién de un constructo corneal con células autdlogas corneales seria
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inviable, ya que el cultivo y expansion celular requiere alrededor de 20-30 dias. Sin
embargo, se podria estudiar el empleo de los constructos corneales sin células, a modo
de sustitutos estromales acelulares, los cuales si podrian generarse en el tiempo
necesario para ser implantados en este contexto.

Existen ademds, una serie de limitaciones a la hora de realizar plastias con
conjuntiva o membrana amnidtica que contraindican parcial o totalmente su
indicacion: insuficiencia completa del limbo esclerocorneal, alteraciones troficas
importantes, necrosis estromal severa, isquemia severa, inflamacién crénica o intensa
a nivel superficial y mala funcion palpebral o lagrimal. Aunque algunas de estas
anomalias también limitarian la viabilidad de los sustitutos corneales creados en
laboratorio, como la disfuncidon palpebrolagrimal, otras limitaciones de tipo trofico
podrian beneficiarse del implante de los sustitutos corneales, ya que las células que
adicionamos en el contructo corneal implantado servirian como fuente celular para la
repoblacién y la renovacion celular de la cérnea del paciente, como se ha demostrado
en diversos ensayos clinicos donde se han implantado células provenientes del limbo
esclerocorneal (Vemuganti et al., 2009, Rama et al., 2010).

En ultimo lugar, uno de los tratamientos mds actuales empleados en la patologia
corneal severa, relacionado con LSCD, es el trasplante de limbo usando auto o
aloinjertos limbares. El éxito del trasplante de LSC esta determinado por una serie de
factores, pudiendo verse afectado por patologias concomitantes de parpados, ojo seco
y enfermedades sistémicas no controladas, por lo que se ha de tratar estos procesos
previamente al trasplante de células madre limbares (Vemuganti et al., 2009). Este

procedimiento terapéutico representa un complemento a los constructos corneales
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generados por Ingenieria Tisular, ya que el trasplante de limbo aporta una fuente de
células que proliferaran y mantendran la celularidad a nivel epitelial, sin embargo,
nuestros constructos van mas alla, al tratar de regenerar parte del estroma dafiado.

En conclusién, los dos sustitutos corneales generados en laboratorio deben de
considerarse adecuados por sus propiedades tanto fisicoquimicas como biolégicas,
estableciéndose gracias a estas las posibles aplicaciones de ambos modelos. Asimismo,
estos constructos corneales humanos pueden enmarcarse dentro del abanico de las
Terapias Avanzadas, que a dia de hoy, surgen como una posibilidad terapéutica cada
vez mas cercana, en cuanto a su traslacion clinica. El protocolo de ensayo clinico que se
propone se enmarca en este contexto y se atiene a la normativa vigente en Espafia y

en Europa
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2. TRASLACION A LA CLINICA. MODELO DE TRASLACION DEL CAH-FA

COMO MEDICAMENTO DE TERAPIAS AVANZADAS

Los dos modelos de cérneas artificiales humanas desarrollados tienen distintas
implicaciones tanto en la investigaciéon bdsica como en la industria farmacéutica y
cosmética, asi como en la terapeutica en el contexto esta uUltima de las Terapias
Avanzadas.

En relacion con la investigacion basica, tanto el modelo basado en técnicas de
descelularizaciéon como el modelo basado en materiales de fibrina-agarosa,
representarian un sustrato perfecto para llevar a cabo estudios de biologia celular y
molecular en relacidon con el comportamiento de las células corneales en distintos
sustratos valorando pardmetros como la capacidad de migracidon y regeneracion, asi
como interacciones celulares entre células propias de la cérnea humana, pudiendo
estudiar también interacciones de estas con otras células de estirpes distintas como
células del sistema inmune.

En relacién con la industria farmacéutica y cosmética, ambos modelos se
establecen como dos fuentes con grandes perspectivas en este campo para la
realizacion de ensayos de toxicidad y tolerabilidad de farmacos y productos
cosméticos, asi como para la generacién de Terapias Avanzadas en base a los modelos
desarrollados en esta tesis.

Los ensayos de toxicidad y tolerabilidad de farmacos y productos cosméticos a

realizar sobre los constructos corneales serian de distintos tipos, teniendo en cuenta
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los distintos modelos corneales aqui dispuestos. EI modelo de cérneas animales
descelularizadas y recelularizadas con células humanas seria idéneo para la realizacion
de estudios de toxicidad basados en el analisis de viabilidad celular de queratocitos
corneales humanos y en la evaluacidon de la afectacion del estroma corneal valorando
la integridad de las fibras de colageno y su orientacion, junto con la concentracién y
distribucién de proteoglicanos. Ademas, este modelo seria de gran ayuda para valorar
el grado de penetrabilidad del farmaco o cosmético a nivel tisular a través del estroma
corneal y a nivel intracelular en los queratocitos humanos.

El modelo de cérnea artificial basado en fibrina-agarosa estableceria un nuevo
sustrato para la evaluacién de los efectos téxicos a nivel epitelial, pudiendo observar
las alteraciones de las células epiteliales a nivel individual y de la afectacion de sus
uniones intercelulares y con la membrana basal, evaluando con ello también
alteraciones en la estratificacion epitelial. Asimismo, este modelo serviria para el
estudio de toxicidad basado en los posible cambios inducidos en los queratocitos
albergados en el estroma de fibrina-agarosa, al igual que en el modelo basado en
descelularizacién corneal, pudiendo evaluar modificaciones en la proliferacién,
migracion, expresion génica y otras propiedades relacionadas con el metabolismo y la
viabilidad celular.

En relacidn con la aplicacidn terapelitica, ésta se deriva de la posible traslacién
a la practica clinica de los modelos corneales descritos en la presente Tesis Doctoral.
Ambos modelos pueden utilizarse para paliar las deficiencias de tratamientos agresivos
actuales como los trasplantes corneales alogénicos o con el fin de ofrecer y suministrar

un tratamiento basado en Terapias Avanzadas a pacientes cuya enfermedad no tiene
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tratamiento o éste es deficiente. El modelo basado en técnicas de descelularizacion se
encuentra aun en fases de desarrollo in vitro e in vivo con animales de
experimentacion. Por ello, la traslacidn clinica del mismo queda aun lejos de ser una
realidad. Sin embargo, el modelo basado en fibrina-agarosa ha sido ampliamente
probado y validado, tanto in vitro como in vivo en animales de experimentacidn, por lo
gue su traslacion clinica se establece como un objetivo a alcanzar préximamente con la
realizacion de un ensayo clinico en el marco de la Iniciativa Andaluza en Terapias
Avanzadas impulsado por las Consejerias de Salud y de Economia, Innovacién y Ciencia
de la Junta de Andalucia.

La realizacion de un disefio traslacional del modelo investigado para su posible
incorporacion a la practica asistencial requiere la creacidon de un protocolo claro que
margue las pautas a seguir por los distintos agentes participantes en el desarrollo de
este producto mediante la realizacidon de ensayos clinicos en sus distintas fases. En una
fase inicial, se podrd evaluar la seguridad del producto en pacientes con minimas
posibilidades terapéuticas, mediante una estrecha vigilancia de las posibles reacciones
y aconteciemientos adversos, y en caso de demostrarse la seguridad y factibilidad de
uso de este producto de Ingenieria Tisular, se podran desarrollar ensayos clinicos de
fases mds avanzadas que permitan verificar la eficacia del mismo también en
pacientes con mayores posibilidades terapéuticas.

Para la traslacion clinica de los sustitutos corneales basados en fibrina-agarosa
es necesario cumplir los requisitos pertinentes para la proteccion del paciente. Por
ello, en la fabricacion del producto se han de aplicar criterios GMP (del inglés “Good

Manufacturing Practices”, o en espafiol “Normas de Correcta Fabricacion”) y la
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estandarizacion de los protocolos en la fase de construccién en base a las guias de la
EMA (Agencia Europea del Medicamento, del inglés “European Medicines Agency”),
fundamentalmente la GUIDELINE on human cell-based medicinal products, de 21 de
mayo de 2008; EMEA/CHMP/410869/2006. Ello implica realizar analisis de riesgo,
evaluar la calidad y manufactura del producto, y tener en cuenta un conjunto de
consideraciones y requisitos bdsicos clinicos que garantizan la idoneidad de la

terapedutica a realizar.
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2.1. ANALISIS DE RIESGOS:

La terapia que se describe en el protocolo propuesto se basa en la utilizacién
médica de cdrneas artificiales generadas en laboratorio mediante Ingenieria Tisular a
partir de células adultas y biomateriales, las cuales constituyen un medicamento de
Terapia Avanzada de la categoria de Ingenieria de Tejidos segun establece el
REGLAMENTO (CE) No 1394/2007 DEL PARLAMENTO EUROPEO Y DEL CONSEJO de 13
de noviembre de 2007 sobre medicamentos de terapia avanzada y por el que se
modifican la Directiva 2001/83/CE y el Reglamento (CE) no 726/2004; Diario Oficial de
la Unidn Europea de 10 de diciembre de 2007. El origen de las células y los
biomateriales utilizados para generar este medicamento, asi como la zona en la que ha
de implantarse (la superficie ocular) nos hacen prever que el tratamiento consistente
en el implante de cérneas generadas mediante Ingenieria Tisular podria presentar muy
escasos riesgos o efectos indeseables, siendo seguro para el paciente, tal como se

detalla a continuacién:

2.1.1. Idoneidad de los materiales utilizados

Como se indico, el medicamento generado mediante Ingenieria Tisular esta

constituido por células y biomateriales.

Células:
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Todos los ensayos llevados a cabo hasta el momento demuestran que las
células humanas adultas utilizadas para generar las cdrneas mediante Ingenieria
Tisular presentan elevados niveles de viabilidad celular (determinada mediante las
técnicas mads sensibles de microanalisis por energia dispersiva de rayos X), estando
exentas de alteraciones genéticas o epigenéticas. De hecho, el grado de manipulacién
al cual seran sometidas las células no excede el ambito de la expansidn en cultivo y el
subcultivo sobre biomateriales plenamente biocompatibles, no realizandose ningun

tipo de manipulacion genética o epigenética.

El origen de las células que se utilizan para generar las corneas por Ingenieria

Tisular para uso médico puede ser doble:

. En aquellos casos en los que exista disponibilidad de obtencidn de biopsias del
limbo-esclerocorneal sano (pacientes con afectacion exclusivamente unilateral y que
conservan un 0jo sano), se estableceran cultivos celulares a partir de una muestra de
biopsia procedente del limbo esclero-corneal del ojo sano. En este caso, el origen
autologo de las células disminuird drasticamente la posibilidad de complicaciones
derivadas del implante del producto corneal (Sangwan et al., 2006). En este punto,
hemos de destacar que el tratamiento de la patologia corneal utilizando cultivos
autologos de células epiteliales corneales procedentes del limbo esclero-corneal
constituye una técnica previamente establecida para la cual existe experiencia clinica
previa (Rama et al., 2010).

. Cuando la afectacidn sea bilateral o en aquellos casos en los que no sea posible

obtener una biopsia de limbo esclero-corneal sano, se podran utilizaran células de
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caracter alogénico, aunque este procedimiento constituria en si un nuevo ensayo
clinico. Para ello, se procederia, tal como se hizo en el trabajo preclinico descrito en
esta tesis, a establecer cultivos celulares a partir de los anillos de limbos esclero-
corneales procedentes de la donacién de cérneas (donante caddver) y que hasta el
momento se desechan tras la cirugia de trasplante de cérnea. Hemos de destacar que
la cérnea es un érgano inmunoldgicamente privilegiado al ser avascular, por lo que el
indice de rechazo de las queratoplastias realizadas rutinariamente en la clinica
humana, en las cuales se utilizan cdrneas de donantes cadaver, es muy bajo (Nishida,
2003). Por todo ello, no es de esperar que las células alogénicas generen una respuesta
inmunitaria significativa o que no pueda ser controlada mediante la instilacion topica

diaria de un agente inmunosupresor.

Biomateriales:

Para la generacion de los tejidos artificiales, se utiliza una mezcla de dos tipos
de biomateriales biocompatibles: la fibrina y la agarosa. Por un lado, la fibrina es un
material procedente del plasma humano procedente de donantes sanos o incluso del
propio paciente (posibilidad de origen autdlogo) que, en todo caso, es sometido a los
mas estrictos controles de calidad en el Centro de Transfusidn Sanguinea y Banco
Regional de Tejidos (Alaminos et al., 2006). Por otro, la agarosa es un hidrato de
carbono de origen vegetal e inerte desde un punto de vista inmunolégico, que ha sido
utilizado para otros fines sin generar problemas de seguridad y que no tiene capacidad
para iniciar una respuesta inmune (Garzon et al., 2009, Cao et al.,, 2009). Nuestro

estudio de compatibilidad in vivo en animales de laboratorio ha demostrado que estos

Tesis Doctoral Generacion de corneas humanas artificiales por Ingenieria Tisular para su utilizacion como medicamentos de Terapias Avanzadas




Capitulo4 || DISCUSION

biomateriales se integran de forma adecuada en el receptor sin provocar ningln tipo

de rechazo o problemas de cicatrizacion.

2.1.2. Idoneidad del producto elaborado

Los analisis realizados a las cérneas CBMP generadas en el laboratorio revelan
gue estos medicamentos cumplen los requisitos histolégicos, reoldgicos, opticos y
bioldgicos necesarios para su utilizacion terapéutica. Concretamente, el control de
calidad efectuado hasta el momento muestra que la estructura histolégica de estas
corneas es la adecuada y que sus niveles de transparencia, resistencia y elasticidad son
Optimos para su aplicacion en la superficie corneal, tal como demuestran los ensayos
in vivo efectuados en un modelo animal. El hecho de que estos productos medicinales
se apliquen sobre una zona plenamente accesible y de muy facil acceso (la superficie
ocular) disminuye significativamente el riesgo para el paciente sometido a este tipo de

terapia (Suuronen et al., 2005, Shah et al., 2008, Selvam et al., 2006).

Tesis Doctoral Generacion de corneas humanas artificiales por Ingenieria Tisular para su utilizacion como medicamentos de Terapias Avanzadas




2.2. CALIDAD Y MANUFACTURA

La fabricaciéon de los productos corneales CBMP para uso medicinal descritos en
esta Tesis Doctoral se realizara cumpliendo todos los principios de las normas de
correcta fabricacion (good manufacturing practices o GMP) recogidas en la Directiva
2003/94/EC y su Anexo 2, asi como en la guia para productos medicinales basados en
células humanas del Comité para Productos Medicinales para Uso Humano (CHMP) de

la Agencia Europea del Medicamento (EMA).

2.2.1. Materiales y productos a utilizar
Células:

En primer lugar, para generar este producto se utilizaran células humanas
procedentes de la cdrnea y mantenidas en cultivo primario. Ya sean de origen autdlogo
o heterdlogo, las células se cultivaran durante un reducido nimero de pases celulares
(nunca mads de 4 pases) antes de asociarse a los biomateriales para generar los CBMP
corneales. Estas células se obtendrdn cumpliendo los requisitos establecidos en la
Directiva 2006/17/EC de la Unidn Europea traspuesta al Real Decreto 1301/2006
referentes a la donacidn, la obtencién y el control de calidad de las células y tejidos
humanos para trasplante. En el caso de las células de origen alogénico, hemos de
destacar que éstas procederan de tejidos sobrantes tras la cirugia del trasplante
heterdlogo de cérnea, por lo que estos tejidos habran superado todos los controles de

calidad recogidos por la legislacién vigente relacionada con la donacidn vy el trasplante
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de 6rganos, el RD 1301/2006, incluyendo los analisis microbioldgicos mas estrictos que

tratan de evitar la posible transmisidon de enfermedades del donante al receptor.

Otros materiales y reactivos:

De acuerdo con la guia para productos medicinales basados en células humanas
del CHMP, todos los materiales y sustancias a utilizar para la generacién de las cérneas
seran evaluados para asegurar su pureza y la ausencia de efectos indeseables:

1. Productos de origen humano. Para generar el producto corneal, se utilizard una
muestra de suero obtenido del propio paciente al cual se aplicaran estos productos,
siguiendo todos los protocolos establecidos en los Centros Regionales de Transfusion
Sanguinea y Bancos de Tejidos referentes a la donacién y almacenamiento de
productos sanguineos para uso autdlogo.

2. Productos de origen animal. Para evitar el riesgo de transmision de
enfermedades de origen animal al hombre, especialmente aquellas causadas por
priones, se utilizardn Unicamente sueros bovinos procedentes de zonas geograficas
exentas del equivalente bovino de la enfermedad de Creutzfeldt-Jackob,
procediéndose a la irradiacidon del suero previamente a su utilizacién en cultivo. Todo
ello se realizard siguiendo la guia para el uso de suero bovino para la generacion de
productos medicinales bioldgicos humanos (CPMP/BWP/1793/02). Los cultivos
celulares primarios, tal como se detalla en el trabajo preclinico previamente realizado,

se llevaran a cabo en ausencia de células alimentadoras de origen animal.
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3. Consideraciones especiales. El uso de agarosa como biomaterial para la
generaciéon de CBMP corneales demostrd estar exento de riesgos en nuestros analisis

previos realizados en animales de experimentacion.

2.2.2. Proceso para la generacidn de corneas por Ingenieria Tisular.

La produccién de las cdrneas se realizara cumpliendo en todo momento los
requerimientos establecidos para ello (normas de correcta fabricacion o GMP),
realizandose todo el proceso en una sala GMP especialmente disefiada para este tipo
de producto y que ya ha sido construida en el Banco de Tejidos del Centro Regional de
Transfusion Sanguinea de Granada-Almeria. Dicha sala GMP posee un 4area
especificamente destinada a cultivo y produccién celular y tisular plenamente
equipada con cdmaras de cultivo celular y cabinas de flujo laminar, y otro area para el
envasado de los productos CBMP generados, cumpliendo todos los requisitos

establecidos para ello en la legislacién vigente.

La descripcion completa de los materiales y el procedimiento que se utilizan
para fabricar los CBMP corneales se ha detallado ya en el capitulo 3 de esta tesis. Se
resume aqui de forma escueta las etapas principales, especificando algunos aspectos

de la elaboracion aplicando GMP.

Procedimientos para preparacion de las células a utilizar
Todas las células a utilizar en el proceso seran procesadas de acuerdo con todas

las normas de correcta fabricacion, evitandose toda manipulacion innecesaria o que
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pudiese alterar la estructura celular o la carga genética de las células. Una vez
obtenidas las biopsias de tejido del limbo esclero-corneal humano, éstas se procesaran
del siguiente modo:

- Disociacidn tisular. Para aislar las células estromales y epiteliales del limbo, las
biopsias se incubaran en una solucién de tripsina-EDTA siguiendo protocolos
previamente optimizados por numerosos investigadores para el aislamiento de células
de la piel, la mucosa oral, la cornea y diversos otros tipos de tejidos (Garzon et al.,
2009, Mariappan et al., 2010, Llames et al., 2004).

- Aislamiento de las poblaciones celulares de interés. Puesto que cada tipo
celular se obtendra de un tejido diferente, y que la presencia de células de distinta
estirpe en el seno de los cultivos no es un problema relevante, en este protocolo no se
contempla el aislamiento de las poblaciones celulares previamente a su utilizacién.

- Cultivo celular. Para el cultivo de las células estromales de la cérnea
(queratocitos) se utilizaran medios basicos de cultivo suplementados con suero bovino
fetal de origen australiano con certificado de estar libre de agentes patdgenos,
incluyendo priones y enfermedad de Creutzfeldt- Jackob. Para el cultivo de las células
epiteliales, estos medios se enriqueceran con distintas hormonas y factores de
crecimiento cuyo origen ha de garantizar la ausencia de efectos adversos o transmision
de enfermedades.

- Modificacién celular. Las células no seran modificadas en su fenotipo o
genotipo durante el proceso.

- Cultivo en matrices extracelulares. Como se describid, las células estromales se

cultivaran en el espesor de biomateriales de fibrina humana y agarosa, los cuales han
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demostrado excelentes niveles de adaptabilidad y biocompatibilidad a las células

humanas.

Controles intraproceso

Todo el proceso de fabricacion del producto corneal sera controlado al inicio,
durante sus pasos intermedios y en el producto final. Para ello, se tomardn muestras
para analisis microbioldgico, de estabilidad genética, epigenético e histoldgico en cada
uno de los puntos del proceso y en el medio de cultivo cada vez que se renueve el

medio en los cultivos celulares.

Definicion de los lotes

Para asegurar la trazabilidad y la consistencia de todo el proceso, se definiran
exactamente los lotes, las fechas de produccion y caducidad, el origen y la localizaciéon
de cada uno de los productos a utilizar, incluyendo los frascos, los medios de cultivo,
los factores de crecimiento, el suero bovino fetal y todos los materiales y reactivos a
utilizar. En todo momento, se utilizaran productos farmacéuticos aprobados para uso
clinico. Siempre que sea posible, se utilizaran productos de origen vegetal o generados
mediante ingenieria de ADN recombinante. Los productos de origen animal se
restringirdn al maximo, utilizandose Unicamente aquellos cuya procedencia garantice

la ausencia de riesgos derivados de enfermedades xenogénicas.

Sistemas contenedores
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Todos los materiales de envasado cumplirdn lo establecido en la directiva
europea sobre instrumentos médicos (Medical Devices Directive 93/42/EEC),

garantizdndose la esterilidad y la ausencia de téxicos en los mismos.

El desarrollo del ensayo clinico de acuerdo con el protocolo propuesto quedaria
enmarcado en la Iniciativa Andaluza en Terapias Avanzadas, la cual aporta apoyo legal,
econdmico y personal para la realizacion de este tipo de ensayos. Gracias a sus
responsables, se ha construido un laboratorio GMP para la fabricaciéon de sustitutos
corneales humanos basados en el modelo desarrollado en esta tesis, con el fin de

poder cumplir parte de los requisitos anteriormente mencionados.
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2.3. REQUISITOS CLINICOS PARA EL IMPLANTE DE LOS CONSTRUCTOS CORNEALES

El protocolo de un ensayo clinico con hemicérneas anteriores autdlogas
basadas en constructos de fibrina agarosa, ha de empezar la inclusidn de pacientes con
lesiones corneales, no pudiendo efectuarse con voluntarios sanos por razones éticas.
De este modo, se tomard una biopsia de limbo esclerocorneal de donde se obtendran
las células corneales, y una vez realizado el constructo corneal, se implantara
realizando una queratoplastia lamelar, como ya se ha descrito anteriormente. En
relacion con el protocolo para la realizacion de dicha fase, hemos de tener en cuenta
algunos requisitos y consideraciones en relaciéon a la seleccién y preparacion del
paciente, y a la eleccion de la técnica quirdrgica a emplear para el implante del

constructo corneal en el paciente.

2.3.1. Consideraciones preoperatorias

La seleccidn cuidadosa de los pacientes y la preparacién del paciente puede en
parte determinar si el resultado de una DALK se considera un éxito tanto por el
cirujano como por el paciente. Los principales parametros para la seleccién de los

pacientes son (Reinhard and Larkin, 2006):

Densidad de células endoteliales
El buen estado del endotelio receptor es un requisito previo para un
procedimiento lamelar. Aunque relativamente poco frecuentes, las cérneas con un

trastorno corneal anterior también pueden tener un endotelio comprometido, debido
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a una enfermedad combinada, la propia enfermedad o la medicacién prolongada (por

ejemplo, las distrofias combinadas o queratitis por herpes simple virus / endotelitis).

Mal prondstico para la realizacion de queratoplastia penetrante

En pacientes en los que un procedimiento penetrante convencional esta
contraindicado, la rehabilitacion visual completa no suele ser el principal objetivo. En
estos casos, debe considerarse la realizacion de una diseccion de profundidad
relativamente superficial (70-80%), lo que reduce enormemente el riesgo de
perforacion durante la cirugia, por ejemplo, el queratocono extremo en el sindrome de

Down o queratitis herpéticas recurrentes de larga evolucion.

La edad del paciente

Los pacientes joévenes con un trastorno corneal como el queratocono aislado
pueden beneficiarse mas de un procedimiento lamelar. La pérdida de células
endoteliales tras la queratoplastia lamelar muestra un patrén similar al de la pérdida
de células fisiolégicas en una cérnea virgen, mejorando asi significativamente la
expectativa a largo plazo para la supervivencia del injerto. Dado que la integridad del
globo se conserva en un procedimiento lamelar y el riesgo de ruptura o dehiscencia de
la herida puede ser relativamente baja, una queratoplastia lamelar puede dar menos
restricciones para la realizacion de ciertos deportes y otras actividades diarias que son
relativamente importantes para un paciente joven. Con un procedimiento lamelar, el

riesgo de rechazo del injerto también puede reducirse considerablemente, lo que
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puede dar menos restricciones a las personas que viajan o viven en paises con un

sistema de salud menos accesible.

Constitucion atdpica

Los resultados a largo plazo de cualquier tipo de procedimiento relacionado con
gueratoplastia pueden ser relativamente pobres en pacientes con enfermedad atépica
o trastornos cutaneos faciales concurrentes. La aparicion de complicaciones graves y
de larga evolucién, tales como defectos epiteliales persistentes, infiltrados alrededor
de la sutura y adelgazamientos corneales parciales es relativamente frecuente en estos

casos y dificiles de manejar.

Preparacion psicoldgica del paciente

Se recomienda que se modifiquen debidamente las expectativas del paciente,
ya que las actuales técnicas quirdrgicas de queratoplastia, en general, no ofrecen
resultados visuales similares a la operacién de cataratas operacién con la que estan
familiarizados muchos de ellos. Un procedimiento lamelar siempre conlleva el riesgo
de perforacién y la ulterior conversiéon a un procedimiento penetrante, debiendo de
explicar al paciente que se intentara una queratoplastia lamelar, pero que la cirugia
puede tornarse en un procedimiento penetrante convencional, a pesar de que el
riesgo de perforacidn con algunas técnicas puede ser alrededor de un 5%. El paciente
también debe ser informado de que puede ser necesario poco después de la
gueratoplastia la realizaciéon de una cirugia secundaria para posicionar el injerto

correctamente.
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2.3.2. Consideraciones quirurgicas del implante del constructo corneal

La técnica a realizar para la implantacién de éste se basara en los procedimientos
descritos por diversos autores para la realizacion de queratoplastias lamelares
anteriores, en funcién del material disponible, del conocimiento de la técnica por el
cirujano y de la valoracién del riesgo en funcidon de la eleccién de la técnica y la
patologia del paciente.

Teniendo en cuenta la indicacion, la presencia de una contraindicacién para la
gueratoplastia penetrante, y la anatomia de cada paciente, el cirujano ha de
considerar primero si la perforacion intraoperatoria es inaceptable y qué profundidad
desea alcanzar en la diseccion. Como ya hemos descrito anteriormente en el cuerpo de
esta tesis, la diseccidon alcanzara en esta primera fase del ensayo una profundidade de
2/3 aproximadamente, siempre que sea posible, con el fin de asegurar el
mantenimiento de la integridad estructural de la cérnea receptora. Una vez que se
confirme la bioseguridad y tolerabilidad de nuestro constructo corneal, procedermos
en el futuro a realizar DALK mediante disecciones con una profundidad de mas del 90%
0 una separacion de la membrana de Descemet en el estroma posterior receptor, lo
cual conllevard los mejores resultados postoperatorios. Entre los distintos tipos de
DALK que podrian realizarse encontramos (Reinhard and Larkin, 2006):

e Diseccién de la membrana de Descemet (MD) mediante aire o viscoelastico: La
separacion de la membrana de Descemet del estroma posterior mediante la
diseccién con aire (técnica de la gran burbuja de Anwar) o viscodiseccion tiene
la ventaja de crear una superficie anatomica ideal donde entren en contacto

donante y receptor, con el menor riesgo posible por ello de desarrollar una

Tesis Doctoral Generacion de corneas humanas artificiales por Ingenieria Tisular para su utilizacion como medicamentos de Terapias Avanzadas




region de turbidez entre ambos. El método de diseccidon es indirecto (no
controlado manualmente, pero depende de la presidn a la que somete el aire o
el viscoelastico al plano por encima de la membrana de Descemet) y, en
consecuencia, si se produce una perforacién, ésta tiende a ser paracentral y de
gran tamafo, requiriendo a menudo una reconversién a queratoplastia
penetrante. De ahi, que el cirujano tal vez elija tener accesible una cérnea
donante con un endotelio de calidad.

e Diseccién corneal manual a una profundidad controlada visualmente: Para
controlar la profundidad de la diseccidén durante la cirugia, la cdmara anterior
se rellena con aire para crear un plano de referencia éptica con el que el
cirujano puede realizar una diseccion de profundidad hasta el 90-95%,
eliminando la mayor parte del estroma corneal afecto. También se pueden
aplicar otras técnicas manuales sin la necesidad de rellenar con aire la camara
anterior como la técnica “divide y vencerds”, descrita por Tsubota. La
visualizacién de la profundidad que alcanza el instrumental de disecciéon reduce
enormemente el riesgo de perforacion (menos del 5%). Si se produce dicha
perforacion, ésta es generalmente pequefia y se localiza a 12 horas o en la
periferia. Si es necesario, la perforaciéon puede sellarse diseccionando
superficialmente por encima de ésta, colocando encima un flap de estroma
corneal. Por lo tanto, el nimero de casos que requieran la conversidon a un
procedimiento penetrante es bajo, por lo que la disponibilidad de un donante

de cérnea con endotelio de buena calidad no es obligatoria.
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e Diseccién laser: El uso del laser excimer o de femtosegundo para crear un
lecho para el injerto lamelar, junto con el uso de la topografia y la paquimetria,
permiten que pacientes con una superficie irregular o un estroma adelgazado
puedan ser intervenidos de DALK con las maximas garantias. Sin embargo, no
todo el software actual permite realizar disecciones de mas de 400 um de

profundidad.
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De los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral, pueden emitirse las

siguientes conclusiones:

1. En relacion con la necesidad de optimizar el aislamiento de las distintas estirpes
celulares que se hallan en la cérnea, con el fin de establecer cultivos celulares
viables susceptibles de ser utilizadas en protocolos de Ingeneria Tisular para su

posible uso terapedutico:

La técnica de cultivo que desarrollamos en la presente Tesis Doctoral
demostrd una elevada eficiencia a la hora de generar cultivos celulares viables
de queratocitos y células epiteliales corneales utiles para la construccién de
corneas artificiales mediante Ingenieria Tisular, sin que se generen alteraciones

artefactuales significativas.

2. En relaciéon con la determinacion de la viabilidad de las células endoteliales
corneales responsables del mantenimiento de la homeostasis de la estructura

corneal:

Nuestros resultados microscopicos y microanaliticos demuestran la
viabilidad de las células de los cuatro primeros subcultivos para su utilizacion

en Ingenieria Tisular de acuerdo con el contenido idnico intracelular
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establecido por microscopia electrdonica analitica de energia dispersiva de
Rayos X. Nuestros resultados ponen asimismo de relieve los patrones de
expresion génica y los niveles de contenido iénico que determinan la integridad

de la barrera endotelial de la cérnea.

3. Enrelacion con la elaboracion de un constructo de CAH mediante la utilizacion de
biomateriales de fibrina y agarosa, y el establecimiento de sus patrones de

calidad histolégico vy fisioldgico:

Nuestros resultados permiten la elaboracion de cdrneas artificiales
humanas de caracter lamelar, utilizando biomateriales de fibrina-agarosa y
células madre procedentes de cérnea humana. El estudio evolutivo del proceso
de diferenciacion y maduracién epitelial mediante inmunofluorescencia vy
microarray, pone de relieve el desarrollo progresivo de distintos mecanismos
de unidn intercelular que conducen a la formacién de una barrera epitelial
andloga a la existente en la cérnea humana nativa. El estudio dptico del
estroma corneal artificial humano elaborado por Ingenieria Tisular demuestra
la transparencia del constructo y su capacidad para absorber radiacion UV-Ay B

de modo andlogo al estroma corneal nativo.
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4. En relacion con la elaboracidn de un constructo de CAH aplicando técnicas de
descelularizacion-recelularizacién, y el establecimiento de sus patrones de

calidad histolégico y fisiologico:

Nuestros resultados demuestran que las cérneas descelularizadas de
cerdo constituyen un soporte histoldgico y dptico adecuado para la elaboracién
de un constructo artificial recelularizado con queratocitos humanos, de posible

aplicacién en futuros protocolos de Terapias Avanzadas.

5. Los resultados derivados de la presente Tesis Doctoral permiten en el momento
presente elaborar un protocolo de Ensayo Clinico de acuerdo con las directrices
establecidas por las normativas espaiiolas y europeas, para su posible traslacion

a la clinica en el marco de los programas de Terapias Avanzadas.
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The following conclusions may be issued from the results obtained in this Thesis:

1. Regarding the need of optimizing the isolation of different cell types found in the
cornea, in order to establish viable cell cultures that can be used in Tissue

Engineering protocols for possible therapeutic use:

The culture technique developed in this thesis demonstrated high efficiency to generate
viable keratocytes and corneal epithelial cell cultures that can be used for the
construction of artificial corneas using tissue engineering techniques, without

generating significant artifactual changes.

2. In connection with determining the viability of corneal endothelial cells which are

responsible for maintaining the homeostasis of the corneal structure:

Our microscopic and microanalytical results demonstrate the viability of the cells of the
first four subcultures for being used in tissue engineering according to the intracellular
ionic content established by analytical electron microscopy, energy dispersive X-ray.
Our results also emphasize the gene expression patterns and ion content levels that

determine the integrity of the endothelial barrier of the cornea.
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3. In connection with the preparation of CAH construct using fibrin and agarose
biomaterials, and the establishment of histological and physiological quality

patterns:

These results support the development of human lamellar artificial corneas, using
fibrin-agarose biomaterials and stem cells from human cornea. The evolutionary study
of the process of epithelial differentiation and maturation by immunofluorescence and
microarray emphasizes the progressive development of different mechanisms of
intercellular junction leading to the formation of an epithelial barrier similar to that in
native human cornea. The optical study of tissue engineered human artificial corneal
stroma demonstrates that the transparency of the construct and its ability to absorb

UV-A and B in a manner similar to the native corneal stroma.

4. In connection with the development of a CAH construct using decellularization-
recellularization techniques and establishing histological and physiological quality

standards:

The results show that the decellularized pig corneas are a histological and optical
media suitable for the development of an artificial construct with humans keratocytes

in it, which could be used in future protocols for Advanced Therapies.
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5. The results from this thesis facilitates the development of a clinical trial protocol in
accordance with the guidelines established by the Spanish and European regulations

for possible translation to the clinic as part of the programs for Advanced Therapies.
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2. ANEXOS

2.1. LISTADO DE ABREVIATURAS

- 5FU: 5-fluoraracilo

- ALDH: aldehido deshidrogenasa

- CAH-DR: corneas artificiales humanas basadas en técnicas de descelularizacién-
recelularizacion

- CAH-FA: corneas artificiales humanas basadas en constructos de Fibrina-
Agarosa

- CBMP: Productos medicinales basados en células (del inglés, “cell-based
medicinal products”)

- CHMP: Comité para Productos Medicinales para Uso Humano

- CSPG: condroitin sulfato

- DALK: queratoplastia lamelar anterior profunda (del inglés, “deep anterior
lamellar keratoplasty”)

- DEP: defectos epiteliales persistentes

- DNA o ADN: acido desoxirribonucleico

- EMA: Agencia Europea del Medicamento (del inglés,“European Medicines
Agency”)

- G3PDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

- GMP: Normas de Correcta Fabricacidn (del inglés, “Good Manufacturing

Practices”)
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IR: indice de refraccion

- KSPG: keratan sulfato

- LESC: células madre epiteliales limbares (del inglés, “limbal epithelial stem
cells”)

- LSC: células madre limbares (del inglés, “limbal stem cells”)

- LSCD: deficiencia de células madre limbares (del inglés, “limbal stem cell
deficiency”)

- MA: membrana amnidtica

- MD: membrana de Descemet

- MEB: microscopia electrénica de barrido

- MET: microscopia electrénica de transmision

- MMC:mitomicina C

- NaCl: Cloruro sédico

- NaOH: hidroxido de sodio

- PHEMA: poli-2-hidroxietilmetacrilato

- PMMA: polimetilmetacrilato

- PTFE: politetrafuoruro expandido

- RNA o RNA: acido ribonucleico

- SDS: dodecilsulfato sédico

- TKT: transketolasa

- Tris-EDTA: tripsina- acido etilendiaminotetraacético

- UVA: ultravioleta A

- UVB: ultravioleta B
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2.2. LISTADO DE FIGURAS Y TABLAS

FIGURAS:

Figura 1: Esquema anatomico del globo ocular a nivel anterior, indicdndose las
distintas partes que lo componen (1: cornea, 2: esclera, 3: iris, 4: cuerpo ciliar, 5:
cristalino, 6: zonula de Zinn). Elaboracion propia.

Figura 2: Esquema representativo de la inervacion corneal. Se observan los nervios
periféricos estromales (marrén oscuro) penetrando a través del limbo esclerocorneal
(linea discontinua). En un plano superior aparece el plexo subbasal (azul), convergiendo
en un punto a modo de vértice (asterisco) en el cuadrante inferonasal. Modificado de
(Marfurt et al., 2010).

Figura 3: Corte histoldgico de la cornea humana tefiido con hematoxilina-eosina (1:
Epitelio; 2: Capa de Bowman; 3: Estroma; 4: Membrana de Descemet; 5: Endotelio).
Figura 4: Grdfico representativo de la estructura corneal (MET y MEB: microscopia
electronica de transmision y barrido, respectivamente). Modificado de (Leibowitz and
Waring, 1998) y (Muller et al., 1995).

Figura 5: Grdfico representativo de la diferenciacion de las LESC. Modificado de
(Notara and Daniels, 2008).

Figura 6: Requesitos para la implantacion de la queratoprotesis BostonKpro.
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FIGURAS REPRESENTATIVAS DE LOS DISTINTOS CAPITULOS:

Agradecimientos: Santiago Ramodn y Cajal.

Resumen/Abstract: Ex-libris de la biblioteca del Institute of Ophthalmology and
Moorfields Eye Hospital, Londres.

Indice: Rosalind Franklin, Francis Crick, James Watson y Maurice Wilkin.

Introducciéon: Ramon Castroviejo.

Justificacion y objetivos: José Ignacio e Ignacio Barraquer.

Relacion de articulos y trabajos cientificos: Severo Ochoa.

Discusion: Exilio espariol.

Conclusiones: Globo ocular y anexos.

Bibliografia y anexos: Libros.

TABLAS:

Tabla 1: Principales indicaciones para la realizacion de queratoplastia penetrante o
lamelar.

Tabla 2: Principales indicaciones para la realizacion de un recubrimiento conjuntival o
plastia con membrana amnidtica.

Tabla 3: Principales indicaciones para el uso de queratoprotesis.

Tabla 4: Clasificacion de las patologias corneales causantes de la deficiencia limbar
segun su causa.

Tabla 5: Distintos sustratos usados por varios grupos para el cultivo de células limbares
epiteliales.

Tabla 6: Protocolos de descelularizacion aplicados a la cornea hasta la fecha.
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