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Resumen

Introduccion: La obtencién de cultivos celulares epiteliales corneales humanos podria ser de gran utilidad
tanto para la investigacion basica como para su aplicacion clinica en el tratamiento de diversas
enfermedades corneales.

Material y Métodos: Muestras de limbo esclerocorneal procedentes de donante humano cadaver se
pusieron en cultivo 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 cultivos primarios de células epiteliales corneales con un alto grado de
proliferacion, sin importar si el crecimiento se dio sobre células 3T3 o no. La tasa de contaminacién de los
cultivos fue menor en aquellos donde si se encontraban estas células alimentadoras.

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

Introduction: 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 containing several hormones and growth factors. Half of the cultures were established using a
layer of 3T3 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
in the epithelial cultures was lower 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 out in the laboratory using standard culture methods.
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1. Introduccion

El limbo esclerocorneal es una zona de
transicion entre la cornea 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 disposicién es mas
parecida alas de la esclera (1).
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Aunque el tamafo del limbo esclerocorneal 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 cornea periférica, cicatrizacion
corneal, regeneracién del epitelio corneal,
inmunovigilancia y respuestas de
hipersensibilidad y funcion de barrera, para
impedir que el tejido conectivo escleral y
conjuntival alcance la cdérnea (1).
Probablemente, la mas importante de dichas
funciones es la de actuar como reservorio de
células madre del epitelio corneal y, por tanto,
permitir la regeneracién y mantenimiento de
este epitelio; para ello, el limbo esclerocorneal
presenta unas zonas especializadas con una
rica vascularizacion e inervacion, mas
prominentes en el limbo superior e inferior,
denominadas “empalizadas limbares de Vogt”
(2) en las cuales se origina el epitelio corneal 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.

Ademas, 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 regeneracién del epitelio
corneal, provocando defectos epiteliales
persistentes, y un fracaso de la barrera
corneal, que se asocia a lainvasién de la cérnea
por parte del epitelio conjuntival, pudiéndose
acompafar 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 procedid 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 utilizacion
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 cérneas y limbos
esclerocorneales

En este trabajo se utilizaron muestras de limbo
esclerocorneal correspondientes a dos
trasplantes de cdérnea de donante cadaver.
Para el transporte, las muestras se
mantuvieron en frio (4° 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 solucién estéril de PBS con
penicilina, estreptomicina y anfotericina B
(500 U/ml, 500 wpg/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 esclerocorneales se
examinaron bajo visidn microscépica, 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 obtencion de cultivos primarios de
células epiteliales, los limbos esclerocorneales
se dividieron cada uno, en seis pequefios
explantes de alrededorde 2 X2 mm2y 100 um
de espesor mediante fragmentacidn 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 procedié a anadir el
medio de cultivo especifico para células
epiteliales.

Para evitar el crecimiento no deseado de
queratocitos y fibroblastos, cuya tasa de
proliferacidon es habitualmente muy superior a
la de las células epiteliales de la cérnea, los
explantes de limbo 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, segin se
detalla a continuacion:
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En primer lugar, se empleé medio de cultivo
selectivo para células epiteliales, el cual
favorece preferentemente el crecimiento de las
células epiteliales corneales sobre los
fibroblastos y los queratocitos. ElI medio
consistié 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 afiadid suero bovino fetal (SBF) a
concentracion final del 10% (Sigma-Aldrich
ref. F9665, Steinhem, Alemania), adenina (24
Mg/ml) (Sigma-Aldrich Ref. A9795), solucion
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 ug/ml de estreptomicina y
0.25 pg/ml de anfotericina B) y factores de
crecimiento para células epiteliales en cultivo:
insulina (5 pg/ml) (Sigma-Aldrich Ref. 12767),
trilodotironina (1.3 ng/ml) (Sigma-Aldrich Ref.
T5516), toxina colérica (8 ng/ml) (Sigma-
Aldrich Ref. C3012), hidrocortisona (0.4
pMg/ml) (Sigma-Aldrich Ref. HO888) y factor de
crecimiento epidérmico EGF (10 ng/ml)
(Becton-Dickinson Ref. 354052, Lincoln Park,
Nueva Jersey, EEUU).

En segundo lugar, la mitad de los explantes
esclerocorneales se sembraron en frascos de
cultivo de 25 cm2 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 37°C. En la otra mitad de los
casos, se prescindié de esta capa de células
alimentadoras, cultivandose los explantes
esclerocorneales directamente en frascos de
cultivode 25 cm?2.

Posteriormente, las células se incubaron a
379C con un 5% de didxido de carbono, en
condiciones estandar de cultivo celular. Los
medios de cultivo se renovaron cada tres dias.

2.3 Analisis estadistico

Para la comparacién de tasas de crecimiento
correspondientes a métodos de cultivo celular,
se utilizé la prueba U de Mann-Whitney. Para la
identificacion de diferencias 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 corneal 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 corneal 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 corneales
comienzan a desplazar a las células
alimentadoras y a adherirse a la superficie del
cultivo alrededor del 7° 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 corneal muestran una
morfologia tipica poliédrica (fig. 1B). A
diferencia de los resultados obtenidos vy
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 que la tasa de proliferacién 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, que aparecié en el 40% de los casos
en los que las células epiteliales se cocultivaron
con las células 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 esclerocorneal
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 que las células euplasicas presenten
un crecimiento limitado a varias generaciones.
Durante las dos Ultimas décadas, se ha
avanzado notablemente en el cultivo de células
epiteliales procedentes del limbo
esclerocorneal humano, aunque el cultivo
celular a partir de biopsias del mismo aun
presenta dificultades (9)(10)(11).

En el presente trabajo, se describe una técnica
para la obtencion 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 cornea,
concretamente, células epiteliales corneales.
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Las posibles aplicaciones de estas células
humanas mantenidas en cultivo procedentes
del limbo esclerocorneal son multiples. Por un
lado, el estudio de la ultraestructura (14) de
una de las principales células que constituyen
la cérnea, se puede llevar a cabo utilizando
estas células de gran capacidad proliferativa.
Por otro lado, los estudios funcionales,
farmacologicos o de expresion génica, son muy
dificiles de llevar a cabo en biopsias corneales o
limbares de pequefio tamafio, por lo que 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
cornea posibilita la fabricacién de tejidos vivos
en el laboratorio para su eventual uso en
oftalmologia (18)(19), no solo para su
utilizacion en la construccion de coérneas
bioldgicas organotipicas mediante ingenieria
tisular, sino, ademas, abre nuevos campos de
investigacién relacionados con el tratamiento
de la patologia de la superficie ocular,
incluyendo implantes de células expandidas ex

Figura 1: Imagenes de microscopia optica de contraste de fase, de cultivos de epitelio corneal humano: inicialmente, las
células epiteliales crecen a partir del explante de limbo esclerocorneal, 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 tanto 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 amnidtica (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 cérnea
(10)(18)(23).

La técnica que desarrollamos en el presente
trabajo, basada en el cultivo de explantes de
limbo esclerocorneal, demostré una elevada
eficiencia 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 y puede ser llevada a cabo incluso
sobre fragmentos de tejido de muy reducido
tamafo. De este modo, un pequefio fragmento
de biopsia del limbo esclerocorneal podria
generar un elevado numero de células
epiteliales corneales 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 proliferacion en células de
epitelio corneal cultivado, respecto a cultivos
sin esta capa alimentadora (7)(24). Nuestros
resultados, sin embargo, mostraron que las
células de epitelio corneal presentan niveles de
crecimiento similares con o sin la capa de
células alimentadoras, aunque esta técnica de
cultivo ayuddé a evitar la eventual
contaminaciéon del cultivo por células
estromales. Al mismo tiempo, la utilizacion de
células y otros elementos de origen animal a
nivel hospitalario en ensayos sobre humanos
estda 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
células 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.
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