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1.- LA CÓRNEA.  

 

1.1. Introducción. 

       La córnea es una estructura avascular, su cara anterior está en contacto con la 

lágrima, mientras que la cara posterior está en contacto con el humor acuoso; es a 

partir de estos dos medios de donde la córnea obtiene sus requerimientos 

fisiológicos, lo que le permite carecer de vascularización. 

       La córnea está especializada en llevar a cabo multiples funciones, por su 

importancia destacamos la función óptica y la función de barrera frente a agentes 

externos: 

 

       1.1.1. Función óptica. 

       La córnea es transparente, permitiendo la refracción y transmisión de la luz a 

su través. La enorme regularidad y uniformidad de su estructura, especialmente la 

ordenación en láminas de las fibras de colágeno del estroma corneal, formando una 

red tridimensional, el estrecho diámetro de estas fibras (entre 30 y 38 nm), así como 

la ausencia de vasos sanguíneos, facilita la transparencia de la córnea (Freegard, 

1997; Freund et al., 1995; Maurice, 1957). Pero además la córnea tiene una gran 

capacidad refractiva, actuando como una lente convergente. Morfológicamente, la 

cara anterior de la córnea tiene forma de hemiesfera de 7,7 mm de radio, lo cual, 

debido a la diferencia entre los índices de refracción del aire (1) y de la córnea 

(1,376) supone 48,2 dioptrías. La superficie posterior presenta un radio de 6,8 mm 

lo cual supone un poder dióptrico negativo de 5,9 dioptrías. Esto es debido a que la 

córnea posterior separa dos elementos con índices de refracción similares, el 

humor acuoso (1,336) y la propia córnea (1,376). El poder de refracción total de la 

córnea es, por tanto, de 42 dioptrías [48,8 + (-5,8)], lo cual supone un 70% del 

poder de refracción total del ojo (Katz, 1989). 
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       1.1.2. Función de barrera frente a agentes externos. 

       La córnea contribuye a la protección de los contenidos intraoculares, en este 

sentido la córnea es muy resistente a la abrasión y tiene una gran capacidad de 

regeneración. Para llevar a cabo esta función, la córnea está íntimamente 

relacionada con los anejos oculares, que representan sistemas protectores y de 

soporte, sobre todo la conjuntiva, el aparato lagrimal y los párpados (Duran de la 

Colina, 1998). 
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1.2. Anatomía e histología de la cornea. 

     Morfológicamente, la córnea se puede comparar a un casquete de esfera, 

presentando un diámetro vertical medio de 11,5 mm y un diámetro horizontal medio 

de 12 mm. El espesor corneal oscila entre 0,49 y 0,56 mm en la zona central, y 

entre 0,7 y 0,9 mm en la zona periférica. La córnea tiende a incrementar su 

diámetro y a aplanarse con la edad, alcanzando su medida definitiva después del 

primer año de vida (Gordon y Donzis, 1985).   

  Histológicamente, la córnea consta de 5 capas, denominadas, desde el 

exterior hacia el interior: a) epitelio, b) membrana de Bowman, c) estroma, d) 

membrana de Descemet y e) endotelio, según se describe a continuación (figura 1):   

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Histología de la córnea humana. Imagen de microscopía óptica que 
muestra las capas corneales: epitelio, membrana de Bowman, estroma, membrana 
de Descemet y endotelio. Tinción con hematoxilina-eosina.  Escala: 250 µm. 
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1.2.1. Epitelio corneal (figura 2). 

 La capa más externa de la córnea está constituida por un epitelio 

estratificado, escamoso y no queratinizado, cuyo espesor oscila entre 50 y 56 µm. 

En su zona central tiene entre 5 y 7 capas de células, mientras que en periferia 

tiene entre 8 y 10 capas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                              

                           

                

      Figura 2. Ep
del epitelio corne
con hematoxilina
 

 

     CÉLULAS SUPERFICIALES
     
    CÉLULAS ALARES 
                                                        
     CÉLULAS BASALES 
 
    MEMBRANA DE BOWMAN    
                                             

                                   

itelio corneal. Pueden diferenciarse las distintas capas celulares 
al: células superficiales, células alares y células basales. Tinción 

-eosina. Escala: 100 µm. 
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Las dos capas más superficiales del epitelio están formadas por las 

denominadas células de superficie, escamosas o apicales, que están en contacto 

directo con la lágrima. Durante el proceso de descamación fisiológica de la córnea, 

estas células superficiales acaban desprendiéndose a la lágrima, siendo 

rápidamente sustituidas por células de estratos inferiores. La superficie externa de 

las células epiteliales apicales está cubierta de pliegues y microvellosidades de 

entre 0.5 y 1.2 µm cuya función es aumentar la superficie de contacto entre las 

células y el exterior (Pfister, 1973).  

Las capas intermedias del epitelio corneal están constituidas por dos o tres 

filas de células que poseen prolongaciones en forma de alas, por lo que se 

denominan células alares. Estas células tienden a aplanarse conforme se acercan a 

la superficie, siendo sus núcleos paralelos a ésta.  

La capa basal está formada por células columnares o basales, 

perpendiculares a la superficie, que presentan un núcleo prominente en su parte 

anterior. Las células basales proceden de las células amplificadoras transitorias que 

migran desde el limbo esclerocorneal, siendo éstas las únicas células epiteliales 

que poseen actividad mitótica y dan origen a las células intermedias (Lavker et al., 

1991).  

Entre las células epiteliales existen numerosas interdigitaciones y uniones 

intercelulares de tres tipos: a) desmosomas: uniones intercelulares puntiformes que 

proporcionan una gran estabilidad mecánica al epitelio, formados por proteínas del 

tipo de las cadherinas que atraviesan la membrana celular, las cuales hacia el 

exterior celular se unen a cadherinas de otra célula y, por la parte interior (citosol), a 

filamentos de queratina; los desmosomas son más abundantes en las capas 

superficiales, aunque se encuentran por todas las capas del epitelio, b) uniones 

comunicantes (gap juntions): forman canales de iones y moléculas hidrofílicas, para 

el paso de moléculas de una célula a otra, son más abundantes en las capas 
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basales aunque se encuentran por todas las capas del epitelio y c) uniones 

estrechas denominadas zónula occludens (tight juntions), las cuales constituyen 

una fusión real de las bicapas lipídicas de las membranas celulares adyacentes 

(Mac Laughlin et al., 1985) y se encuentran sobre todo en las capas superficiales. 

Las uniones estrechas constituyen un mecanismo muy importante para el 

mantenimiento de la homeostasis interna de la córnea, ya que impiden el paso de 

todo tipo de moléculas al espacio intercelular, formando así una barrera entre la 

córnea y el exterior.  

Las células epiteliales expresan queratinas específicas de la córnea, en 

especial queratina 3 (codificada por el gen KRT3) y queratina 12 (codificada por el 

gen KRT12) (Moll et al., 1982), las cuales pueden utilizarse como marcadores de 

diferenciación epitelial corneal.  

Entre las células basales podemos encontrar linfocitos y células de 

Langerhans (estas últimas sobre todo en periferia, lo que explica la buena 

tolerancia inmunológica del injerto) (Forrester et al., 2002), así como abundantes 

terminaciones nerviosas.  

Las células de la capa basal del epitelio se adhieren a la membrana basal 

mediante hemidesmosomas, que constituyen complejos de unión muy fuertes entre 

las células y la membrana basal. A nivel de los hemidesmosomas existe un 

entramado de fibrillas de colágeno tipo VII (fibrillas de anclaje) que unen estas 

células a la membrana basal, a la membrana de Bowman y al estroma anterior, 

donde se fijan mediante placas de colágeno tipo IV, tipo VII y laminina (placas de 

anclaje) (Gipson et al., 1988).  

Bajo el epitelio encontramos una membrana basal (figura 3) de 

aproximadamente 75 nm de espesor. Junto con los hemidesmosomas y las fibrillas 

de anclaje, la membrana basal juega un papel importante en la unión del epitelio 

corneal a la membrana de Bowman. Al microscopio electrónico, la membrana basal 
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está formada por una zona clara anterior de 25 nm (lámina lúcida) y una zona 

oscura posterior de 50 nm (lámina densa). 
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igura 3. Representación esquemática de los mecanismos de adhesión del 
pitelio corneal a la membrana basal y a la membrana de Bowman. 

 

1.2.2. Membrana de Bowman.  

Internamente al epitelio corneal, encontramos una estructura denominada 

embrana de Bowman. Se trata de una capa acelular de 8 a 12 µm de espesor, 

ompuesta por fibras de colágeno tipo I y tipo III, que está fuertemente anclada al 

stroma corneal. La membrana de Bowman actúa como una importante barrera 

ísica al paso de sustancias desde y hacia el estroma. Debido a la ausencia de 

élulas, esta estructura corneal carece de capacidad regeneradora, por lo que 

ualquier daño a este nivel suele generar una reacción cicatricial. 

 

1.2.3. Estroma corneal.  

Con un espesor de 0,5-0,54 mm en la zona central, y 0,7 mm en la periferia, 

l estroma constituye el 90% del espesor corneal total 

Histológicamente, el estroma corneal está formado por una matriz 

xtracelular (constituida principalmente por colágeno tipo I y proteoglicanos) en la 

ual se localizan las células estromales denominadas queratocitos (figura 4). 
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Queratocitos

Fibras de colágeno
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Figura 4. Estroma corneal. Imagen microscópica de la córnea, en la que se 
aprecian queratocitos y fibras de colágeno. Tinción con hematoxilina-eosina. 
Escala: 100 µm. 

 

1.2.3.1. Matriz extracelular del estroma corneal. 

a) Componente fibrilar. La matriz extracelular está formada por una red 

tridimensional de fibras de colágeno cuya orientación es fundamental a la hora de 

permitir la correcta refracción de la luz hacia la retina, así como la resistencia 

mecánica de toda la estructura corneal. En su mayor parte, se trata de fibras de 

colágeno tipo I (más del 98%del total), y colágeno tipo V (menos del 2%). Estas 

fibras se disponen tridimensionalmente para formar entre 200 y 250 láminas 

paralelas. Dentro de cada lámina, todas las fibras tienen la misma dirección, 

aunque la orientación entre una y otra lámina es oblicua (figura 5). Esta disposición 

permite que el estroma sea transparente, dispersando menos del 10% de la luz que 

incide sobre él (Freegard, 1997; Freund et al., 1995; Maurice, 1957). 

  b) Proteoglicanos. El estroma corneal es muy rico en este tipo de 

componentes, especialmente condroitín-sulfato y queratán sulfato. Los 

proteoglicanos corneales tienen una gran capacidad para atraer agua y cationes, lo 

cual hace que el estroma corneal tienda a edematizarse absorbiendo agua desde la 

cámara anterior. La bomba metabólica del endotelio y en menor medida la del 
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epitelio, evitan la edematización del estroma. La distribución de proteinas en la 

córnea no es uniforme, por lo que la cantidad de agua es menor en la región 

anterior que en la posterior (Castoro et al., 1998).  

       

A

 

                                     

B

   

Figura 5. Disposición de las capas de colágeno en el estroma corneal. 
 A: Representación de la disposición de las capas de colágeno. Para mantener la 
transparencia de la córnea, las distintas capas de fibras se disponen formando una 
red tridimensional, en la que cada lámina es capaz de corregir los defectos de 
refracción generados por las láminas anteriores. B: Imagen de microscopía 
electrónica de transmisión en la que se muestra la disposición de las láminas y de 
las fibras de colágeno. Escala: 20 µm 
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     1.2.3.2. Componente celular del estroma corneal: 

 a) Queratocitos (figura 6). Estas células son fibroblastos especializados que se 

encuentran entre las láminas del estroma y juegan un papel importante en la 

síntesis de proteoglicanos y colágeno. Los queratocitos son células grandes y 

planas, con prolongaciones que le confieren una forma estrellada. Ante una lesión 

los queratocitos migran a la zona dañada y tratan de repararla (Robb et al., 1962). 

b) Polimorfonucleares, macrófagos y linfocitos. Estas células son poco abundantes 

en el estroma, y proceden de vasos sanguíneos periféricos a la córnea, en caso de 

inflamación, su número aumenta de forma importante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 11



                                                                                                                Introducción                                
 
  

    

A

 

                           

B

 

 

Figura 6. Queratocitos estromales. A: Imagen de microscopía electrónica de 
barrido en la que se muestran varias células estromales humanas mantenidas en 
cultivo. Escala: 50 µm. B: Imagen de microscopía electrónica de transmisión en la 
que se muestra una célula corneal estromal humana, situada entre varias fibras de 
colágeno del estroma corneal. Escala: 20 µm. 
 

 

 12



                                                                                                                Introducción                                
 
  

1.2.4. Membrana de Descemet. 

 Esta estructura, que separa el estroma del endotelio corneal, es en realidad 

una membrana basal producida fundamentalmente por el endotelio. Con un espesor 

de entre 10 y 15 µm, la membrana de Descemet se mantiene unida de forma muy 

tenue al endotelio corneal, alcanzando el ángulo eslerocorneal en la llamada línea 

de Schwalbe. Al microscopio electrónico, la membrana de Descemet aparece como 

un enrejado de fibrillas de colágeno tipo IV, laminina y fibronectina (Newsome, 

1981), y consta de una zona estriada anterior (que se desarrolla durante la vida 

intrauterina), y una zona no estriada posterior (que se establece a lo largo de la 

vida). En su conjunto, la membrana de Descemet es una estructura muy elástica, 

capaz de regenerarse con rapidez y muy resistente a la acción de enzimas 

proteolíticos. Por este motivo, en úlceras corneales graves, la membrana de 

Descemet resiste formando un descematocele.  
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1.2.5. Endotelio corneal (Figura 7). 

 El endotelio corneal constituye la capa más interna de la córnea, en 

contacto directo con la cámara anterior del ojo y, por lo tanto, con el humor acuoso. 

Es en realidad una capa de mesotelio, aunque tradicionalmente se le ha llamado 

endotelio por estar en contacto con un líquido (el humor acuoso) por similitud al 

endotelio vascular en contacto con otro líquido (la sangre). 

 Histológicamente, el endotelio corneal está constituido por una monocapa 

de células planas hexagonales que se imbrican unas con otras para formar un 

mosaico. Las uniones de las células endoteliales a la membrana de Descemet son 

muy tenues lo cual les permite desplegarse para cubrir toda la superficie posterior 

de la córnea (Waring et al., 1974). Entre las células, existen numerosas uniones 

herméticas tipo mácula ocludens (menos fuertes que las zónula ocludens del 

epitelio, por lo que la barrera endotelial no es tan eficaz como la epitelial) (Mac 

Laughlin et al., 1985) así como uniones comunicantes. 

 

 

 

Figura 7. Endotelio corneal. 
Imagen de microscopía electrónica 
de barrido de la córnea humana en 
la que se aprecian las células 
endoteliales recubriendo toda la 
superficie interna de la córnea. 
Escala: 50 µm. 

 

 

 

El núcleo de estas células es grande, mientras que en el citoplasma hay una 

importante actividad de síntesis mitocondrial de ATP, así como de ATPasas. Todo 

ello está relacionado con el elevado metabolismo basal que presentan las células 
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endoteliales, el cual permite a éstas llevar a cabo una importante función de control 

de los niveles de hidratación del estroma corneal.  

Tradicionalmente, se pensaba que estas células endoteliales corneales no 

tenían capacidad de regeneración en el ser humano, no existiendo mitosis tras el 

nacimiento. De este modo, habría una disminución progresiva del número de 

células endoteliales con la edad, por lo que las células remanentes aumentarían su 

tamaño para cubrir todo el espacio corneal. Distintos investigadores han 

demostrado que el endotelio corneal humano, como el resto de los tejidos del 

organismo, posee cierto número de células madre indiferenciadas y, por lo tanto, es 

capaz de proliferar y regenerarse en el adulto, aunque en un grado muy bajo 

(Joyce, 2003). La densidad celular en el adulto joven es de unas 3.000-3.500 

células por mm2 de superficie corneal. La existencia de un número de células 

inferior a 500-700 células por mm2 puede asociarse a una pérdida de función 

endotelial.  
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1.3. Fisiología de la córnea. 

 

1.3.1. Nutrición corneal. 

La córnea es una estructura avascular, por lo que sus requerimientos 

fisiológicos los obtiene de la lagrima (vía lagrimal) y del humor acuoso (vía 

humoral). Todas las regiones de la córnea obtienen O2 desde la lágrima, y eliminan 

el CO2 mediante difusión simple a la atmósfera a través del epitelio. Otros 

nutrientes como la glucosa o los aminoácidos, se obtienen del humor acuoso a 

través del endotelio corneal. Distintos factores de crecimiento que la córnea 

requiere utilizan las dos vías (lagrimal y humoral), mientras que el lactato corneal se 

elimina por el endotelio hacia la cámara anterior. Por otro lado, es probable que las 

áreas más periféricas de la córnea reciban aportes nutricionales procedentes de los 

vasos límbicos cercanos. 

 

1.3.2. Mantenimiento del epitelio corneal. 

El epitelio corneal se renueva cada 7 días (Hanna et al., 1961) a partir de las 

células madre que se encuentran en el limbo esclerocorneal (Tseng, 1989). La 

hipótesis más aceptada es la del movimiento celular X,Y,Z (figura 8) (Thoft y Friend, 

1983), según la cual, las células madre limbares tienen un desplazamiento 

horizontal centrípeto (Y) y se diferencian a células amplificadoras transitorias. 

Posteriormente estas células alcanzan la capa basal del epitelio, donde proliferan y 

se desplazan verticalmente (X), diferenciándose hacia células postmitóticas 

suprabasales o alares. Éstas últimas se diferencian hacia células superficiales que 

acaban descamandose a la lagrima (Z) (Lehrer et al., 1998).  
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Figura 8. Hipótesis del movimiento celular  (X+Y=Z). Las células madre del 
epitelio corneal localizadas a nivel del limbo esclerocorneal migran hacia el ecuador 
corneal (y) para desplazarse verticalmente (x) y descamarse a la lágrima (z). 

 

1.3.3. Respuesta ante las heridas corneales: 

- Lesión epitelial: como respuesta a una erosión del epitelio corneal, se 

produce una liberación reactiva de citoquinas que provoca una reacción en 3 fases: 

a) fase latente (4-6 horas de duración): se eliminan los restos celulares, se 

interrumpen las mitosis y se reducen los hemidesmosomas de unión a la membrana 

basal en la zona afectada (Dua et al., 1994), b) fase de migración celular (24-36 

horas de duración): las células epiteliales aumentan de tamaño y mediante 

movimientos ameboides tienden a cubrir el defecto tisular (Cintron et al., 1982). De 

este modo, se consigue reestablecer el efecto barrera gracias al aumento de la 

superficie celular y a la formación de fibrillas y filamentos, incluyendo la fibronectina, 

c) fase de proliferación celular: tras el cierre de la herida, se reactivan las mitosis, 

se activan las células madre limbares, se desarrollan las uniones a la membrana 

basal y se reestablecen las terminaciones nerviosas (Crosson et al., 1986). Para la 

correcta recuperación del epitelio, es necesaria la presencia de células madre 

limbares así como de una membrana basal íntegra.  

- Lesión de la membrana de Bowman: la membrana de Bowman carece de 

capacidad regeneradora, por ello, durante la curación de la herida corneal se suele 

formar una delgada capa secundaria con una estructura similar a la membrana de 

 17



                                                                                                                Introducción                                
 
  

Bowman, pero nunca recupera el grosor inicial. El resultado de este proceso 

cicatricial anómalo suele ser la aparición de zonas corneales no transparentes 

denominadas leucomas. 

- Lesión estromal: cuando una herida corneal profunda afecta al estroma de 

la córnea, se produce localmente una liberación de citoquinas, la cual provoca en 

pocas horas un desplazamiento de polimorfonucleares de la sangre hacia la zona 

lesionada. A continuación se produce un acúmulo de fibroblastos y miofibroblastos 

en la zona, y los queratocitos migran hacia los márgenes de la herida para formar 

un sincitio. Finalmente estas células experimentan un proceso de hipertrofia y 

proliferación que trata de incrementar la producción de colágeno y 

mucopolisacaridos para compensar la pérdida de sustancia (Davidson y Galbavy, 

1986). Sin embargo, esta pérdida de especialización de los queratocitos les lleva a 

liberar sustancias comunes a cualquier herida, generándose un aumento del 

tamaño y una disposición irregular de las fibras de colágeno, disminuyendo así la 

resistencia y la transparencia de la córnea. Posteriormente, la herida sufre una 

remodelación gradual para favorecer el reestablecimiento de la resistencia a la 

tensión, la cual aumenta gradualmente hasta el cuarto año tras la agresión corneal 

(Gosset y Dohlman, 1968). 

- Lesión endotelial: en ocasiones, un traumatismo quirúrgico, una 

enfermedad o simplemente la edad, pueden provocar una pérdida de células 

endoteliales. En estos casos, el endotelio responde con una fase de expansión y 

migración de las células adyacentes para cubrir el defecto tisular (Matsuda et al., 

1985), produciéndose dos fenómenos: polimegatismo (algunas células aumentan 

de tamaño, provocando un aumento del coeficiente de variación del tamaño celular) 

y pleomorfismo (variación en la forma celular, con aumento del número de células 

que pierden su forma hexagonal). Al recuperar la monocapa confluente, se 

restablecen las funciones de barrera y bomba metabólica del endotelio corneal. 
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1.3.4. Inervación de la córnea. 

La inervación de la cornea proviene de la rama oftálmica del ganglio 

trigémino, que alcanza la córnea a través de los nervios nasociliares largos. Estos 

nervios penetran en el estroma corneal a nivel del limbo esclerocorneal, mediante 

10 ó 12 troncos nerviosos que forman el plexo nervioso subepitelial. Este plexo está 

formado por ramificaciones horizontales muy numerosas, existiendo una 

terminación nerviosa por cada 1,5 células epiteliales basales (Rozsa y Beuerman, 

1982), así como ramificaciones verticales hacia la superficie epitelial. Todo ello 

hace que exista una red densa de receptores sensitivos especializados que alcanza 

las capas superficiales del epitelio corneal (Assouline, 1993), por lo que se 

considera que la córnea es el tejido con más inervación de todo el organismo. Estas 

fibras nerviosas son de tipo sensitivo-nociceptivo, de velocidad de conducción lenta 

(Beuerman et al., 1980), aunque también se encuentran fibras simpáticas 

procedentes del ganglio cervical superior. Estas últimas fibras suelen alcanzar el 

limbo esclerocorneal asociadas a vasos sanguíneos, llegando algunos axones a 

nivel epitelial y subepitelial corneal (Assouline, 1993). 
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1.4. Anatomía comparada de la córnea humana y del conejo de laboratorio. 

 Macroscópicamente, la córnea del conejo de laboratorio (oryctolagus cuniculus) 

es más delgada que la humana. Su espesor aproximado es de 0,30 mm en el 

centro y de 0,40 mm en periferia, mientras que la córnea humana presenta un 

espesor central entre 0,49 y 0,56 mm, que aumenta hasta 0,7-0,9 mm en la 

periferia.  

 Histológicamente, la córnea del conejo presenta dos diferencias importantes 

respecto a la córnea humana: en primer lugar, carece de membrana de Bowman 

(figura 9), lo cual contribuye a su menor espesor; en segundo lugar, el endotelio 

corneal de conejo muestra una gran tendencia a la mitosis (Muñoz et al., 1990) 

(Thomas, 1964), por lo que estas células, a diferencia de las humanas, tienden a 

proliferar activamente tanto in vivo como in vitro.  

Respecto al limbo esclerocorneal, mientras en el ser humano existe una zona 

gris que separa la córnea (que es transparente) de la esclera (que es blanca), en el 

conejo no existe esta zona pasando bruscamente de córnea a esclera, por lo que el 

limbo esclerocorneal es más delgado.  
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        Figura 9. Anatomía comparada de la córnea humana y del conejo de 
laboratorio.  
A: Microfotografía del epitelio corneal humano teñido con hematoxilina-eosina. Se 
obsrva una membrana de Bowman conspicua que separa el epitelio del estroma 
corneal. Escala: 100 µm. 
 B: Epitelio corneal del conejo de laboratorio. En los mamíferos, exceptuando a los 
primates, el epitelio no está separado del estroma corneal por una membrana de 
Bowman. Escala: 100 µm. 
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1.5. Patología corneal severa y su tratamiento quirúrgico. 

 

   Aunque la mayor parte de las patologías que afectan a la córnea son 

susceptibles de tratamiento médico, numerosas afecciones graves de la córnea 

requieren la sustitución de la córnea dañada. Para ello existen tres técnicas 

principales: 

 

 1.5.1. Queratoplastia penetrante (figura 10).  

 Consiste en la implantación de un segmento corneal de espesor completo, 

que proviene de un donante cadáver (aloinjerto). Actualmente es la técnica más 

utilizada, y suele arrojar buenos resultados; sin embargo, la existencia de 

problemas como la escasez de donantes, el rechazo del injerto (figura 11), y la 

transmisión de enfermedades al receptor, obligan a la búsqueda de otras 

alternativas terapéuticas. 
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    Figura 10. Aspecto clínico de una córnea transplantada. A: aspecto a los tres 
meses de la intervención quirúrgica, puede observarse la sutura contínua. B: 
aspecto al año de la intervención quirúrgica, el material de sutura ya ha sido 
retirado. 
 

 

                                      

Figura 11. Rechazo del injerto corneal alogénico. Edema corneal 
irreversible provocado por una reacción inmune contra los aloantígenos del 
Complejo Mayor de Histocompatibilidad de las células del injerto. 
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Dependiendo de las indicaciones susceptibles de queratoplastia penetrante, 

ésta se puede clasificar del siguiente modo: 

 

a) Queratoplastia óptica. Representa el 90% de las queratoplastias, su 

objetivo es mejorar la agudeza visual. Sus principales indicaciones son: 

queratopatía bullosa afáquica o pseudofáquica, opacidades corneales tras 

queratitis infecciosa, traumatismos, fallos del injerto, distrofias corneales 

estromales y endoteliales, degeneraciones corneales y opacidades 

corneales congénitas (Hyman et al., 1992). En países desarrollados, las 

principales indicaciones son: el queratocono, la queratopatía bullosa 

pseudofáquica y la distrofia de Fuchs; por el contrario, en países 

subdesarrollados, las principales indicaciones son los leucomas 

secundarios a queratitis infecciosas, traumatismos y malnutrición crónica 

(Patel et al., 2000). 

b) Queratoplastia tectónica o reconstructiva: su objetivo es restaurar la 

estructura corneal. Sus principales indicaciones son: perforación o 

adelgazamiento corneal, queratocono, queratoglobo, degeneración 

marginal pelúcida y traumatismos. 

c) Queratoplastia terapéutica: indicada en queratitis infecciosas que no 

responden a tratamiento médico, para eliminar el foco infeccioso. 

d) Queratoplastia cosmética: su objetivo es restaurar la apariencia normal en 

un ojo amaurótico de aspecto antiestético. 

 

1.5.2. Queratoplastia lamelar.  

 En este tipo de intervención, se  reemplaza únicamente el tejido corneal 

dañado por tejido corneal de donante cadáver, dejando intacto el tejido sano 

(Barraquer, 1972). Las técnicas principales son: 
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a)  Queratoplastia lamelar anterior, en la cual se sustituye el tejido corneal 

anterior, y que puede ser: a.1) superficial, si sustituye solamente el tejido 

estromal anterior (Hafezi et al., 2003). Esta técnica está indicada en 

transtornos corneales que afecten a las 300 µm superficiales de la córnea, 

sobre todo en complicaciones de cirugía refractiva, leucomas y distrofias 

corneales anteriores, y b) profunda, si sustituye todo el tejido estromal 

respetando la membrana de Descemet y el endotelio (Melles et al., 1999). 

Indicada principalmente en los trastornos corneales con un endotelio sano, 

como queratoconos, distrofias estromales o leucomas profundos.  

b)  Queratoplastia lamelar posterior (Melles et al., 2000; Terry et al., 2003), 

en la cual se sustituye el tejido corneal posterior incluyendo el endotelio. 

Esta técnica está  indicada principalmente en los trastornos corneales en 

los que existe un fracaso endotelial. 

    

1.5.3.  Queratoprótesis.  

 Consiste en la implantación de sustitutos corneales artificiales no biológicos. 

Se suelen indicar en casos con mala respuesta a la queratoplastia penetrante, 

como rechazos repetidos del injerto, o déficit bilateral de células madre limbares 

(Yagouti et al., 2001). Su principal problema consiste en la imposibilidad de las 

células epiteliales corneales del receptor para colonizar y adherirse a la prótesis, 

por lo que estos implantes son totalmente inertes. 
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2. EL LIMBO ESCLEROCORNEAL 

 

2.1. Introducción. 

El limbo esclerocorneal es una zona de transición entre la córnea y la 

esclerótica, así como el epitelio limbar es una zona de transición entre el epitelio 

conjuntival y el epitelio corneal. Aunque su tamaño es muy reducido, esta estructura 

juega un papel fundamental en la fisiología del polo anterior del globo ocular, motivo 

por el cual dedicamos un capítulo a su estudio.  

Las funciones del limbo esclerocorneal son multiples, destacando las 

siguientes: nutrición de la córnea periférica, cicatrización corneal, regeneración del 

epitelio corneal, inmunovigilancia y respuestas de hipersensibilidad y función de 

barrera, impidiendo que el tejido conectivo escleral y conjuntival alcance la córnea 

(Forrester et al., 2002). Probablemente, la más importante de esas funciones es la 

de actuar como reservorio de células madre del epitelio corneal y, por tanto, permitir 

la regeneración y mantenimiento de este epitelio (figura 12). 

CONJUNTIVA        LIMBO ESCLEROCORNEAL                 CÓRNEA 

 

Células caliciformes            Células madre               Células amplificadoras     Células  
                                             del epitelio corneal        transitorias                      diferenciadas 
 
 
Figura 12. Representación esquemática del epitelio del limbo esclerocorneal. 
Al constituir una zona de transición entre la córnea y la conjuntiva, el epitelio limbar 
presenta características intermedias entre ambas estructuras.                   
 
 

 26



                                                                                                                Introducción                                
 
  

2.2. Anatomía e histología del limbo esclerocorneal. 

Macroscópicamente, el limbo esclerocorneal humano se distingue como una 

línea grisácea de unos 2 mm de anchura que separa la córnea (que es transparente) 

de la esclera (blanquecina). 

Microscópicamente, el epitelio del limbo esclerocorneal es la zona que 

separa el epitelio columnar conjuntival del epitelio escamoso estratificado de la 

córnea. El epitelio limbar consta de más de 10 capas celulares, mientras que el 

corneal consta de 5-8 capas y el conjuntival consta de 1-2 capas (figura 12). La 

membrana de Bowman por su parte, termina en un extremo redondeado en el 

margen central del limbo, en los ápices de los vasos sanguíneos limbales. El 

estroma corneal pierde aquí su transparencia, y sus láminas pierden su disposición 

ordenada, las fibras de colágeno aumentan de tamaño y su disposición es más 

parecida a las de la esclera. Por otro lado, las características genéticas del epitelio 

limbar son intermedias entre las de los epitelios corneal y conjuntival (Kinoshita et 

al., 1983). 

 El limbo esclerocorneal presenta unas zonas especializadas con una rica 

vascularización e inervación, más prominentes en el limbo superior e inferior, 

denominadas “empalizadas limbares de Vogt” (Davanger y Evensen, 1971; Goldberg 

et al., 1982) en las cuales se origina el epitelio corneal. Las células basales de estas 

estructuras son células madre de diferenciación epitelial (Tseng, 1989) que están 

fuertemente unidas a la membrana basal (Dua et al., 2000). Estas células madre 

poseen una alta actividad mitótica, y no expresan queratina 3 (Schermer et al., 

1986), ni queratina 12 (Chen et al., 1994). Como todas las células madre, estas 

células basales poseen la capacidad de división celular asimétrica, es decir, en la 

mitosis se produce una célula destinada a la regeneración de la reserva de células 

madre, mientras que la otra célula se diferencia hacia una célula amplificadora 

transitoria destinada a regenerar el epitelio corneal. 
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En el limbo esclerocorneal también existen otros tipos celulares como las 

células de Langerhans, fibroblastos, mastocitos y melanocitos, que cumplen 

funciones muy diversas.  

Por otra parte, la lámina basal del limbo esclerocorneal es rica en colágeno 

tipo IV. 
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2.3. Patología del limbo esclerocorneal y su tratamiento quirúrgico. 

Debido a su importante papel en el mantenimiento del epitelio corneal, 

cualquier patología que afecte al limbo esclerocorneal puede desembocar en un 

daño grave para el epitelio de la cornea. En concreto, el déficit de células madre 

limbares produce: a) una inadecuada regeneración del epitelio corneal, provocando 

defectos epiteliales persistentes, b) un fracaso de la barrera corneal, que se asocia a 

una con invasión de la córnea por parte del epitelio conjuntival. Este epitelio 

conjuntival se suele transformar en un epitelio corneal de mala calidad, más fino y 

con células caliciformes (Figura 13), mediante un proceso conocido como 

conjuntivalización (Huang y Tseng, 1991). Habitualmente, la conjuntivalización se 

acompaña de neovascularización superficial, destrucción de la membrana basal (lo 

cual favorece la cicatrización estromal) e inflamación crónica con alteración de la 

transparencia corneal (Kruse, 1994).  

                     

 

Figura 13. Citología de la córnea de un paciente con insuficiencia limbal 
grave. Se puede observar la presencia de una célula caliciforme, entre las células 
no secretoras del epitelio corneal. Tinción con hematoxilina-eosina. 
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2.3.1. Clasificación del déficit de células madre limbares. 

Las causas, según su origen pueden agruparse en primarias o secundarias 

(Rodríguez y Touriño, 2004): 

 a) Alteraciones limbares primarias: aniridia, deficiencia endocrina multiple, 

displasias ectodérmicas, insuficiencia limbar idiopática, neoplasias límbicas, 

pterigiones y queratitis neurotróficas. 

 b) Alteraciones secundarias a: quemaduras térmicas o químicas, 

traumatismos o cirugías con abordaje límbico, limbitis crónicas (asociadas a 

enfermedades del colágeno o úlcera de Mooren), inflamaciones crónicas (penfigoide 

ocular cicatricial, eritema multiforme o síndrome de Stevens-Johnson, 

queratoconjuntivitis atópica, queratoconjuntivitis límbica superior, rosácea ocular, 

déficit de vitamina A), crioterapia, radioterapia, queratitis infeciosas o anoxia por uso 

prolongado de lentes de contacto.  

Todas estas patologías hacen que las células madre del limbo esclerocorneal 

sean escasas y, por tanto, no puedan ejercer su función de mantenimiento del 

epitelio corneal. 

 

2.3.2. Técnicas quirúrgicas. 

Hasta la fecha, se han descrito numerosos procedimientos quirúrgicos para 

el tratamiento de la patología del limbo esclerocorneal. Los más importantes son los 

siguientes: 

 

2.3.2.1. Autotransplante de limbo autólogo (figura 14A). 

Consiste en la implantación en el ojo enfermo de dos injertos de limbo 

esclerocorneal extraídos del ojo contralateral sano. Este procedimiento está indicado 

en insuficiencias límbicas unilaterales en las que se conserva la integridad del ojo 

adelfo (Kenion, 1989). 
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  2.3.2.2. Transplante de limbo alogénico. 

  Consiste en el injerto quirúrgico de limbo no propio, procedente de un 

donante cadáver. Está indicado en pacientes con insuficiencia límbica bilateral, 

aunque suele fracasar a largo plazo (Henderson, 2001).  

 

2.3.2.3. Transplante de membrana amniótica (figura 14B). 

Indicado en insuficiencias límbicas parciales, asociado a autotransplante de 

limbo, transplante de limbo alogénico, o aisladamente. La membrana amniótica 

ayuda a reestablecer el estroma limbar no inflamado, aunque carece de células 

madre (Shimazaki, 1997). 

 

2.3.2.4. Expansión de células madre autólogas, ex vivo. 

Indicado en insuficiencias límbicas unilaterales. Mediante este procedimiento, 

las células madre cultivadas a partir de una biopsia del limbo esclerocorneal 

contralateral, son implantadas en el ojo enfermo mediante membrana amniótica o 

lentillas de colágeno (Kim et al., 2005; Koizumi et al., 2001; Ma et al., 2004). 

Recientemente, se ha propuesto la utilización de células madre y epitelio de mucosa 

oral autóloga, especialmente en casos de insuficiencia límbica bilateral (Nishida et 

al., 2004). 
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A B

 

 
Figura 14. Técnicas quirúrgicas utilizadas en el tratamiento de la patología 
límbica grave. A: Transplante de limbo esclerocorneal autólogo. B: Transplante de 
membrana amniótica. 
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3. LA INGENIERÍA TISULAR. 

 

3.1. Conceptos generales de ingeniería tisular. 

La ingeniería tisular es una nueva área de la biotecnología cuyo objetivo es 

la fabricación de equivalentes tisulares orgánicos que puedan ser utilizados para la 

sustitución de tejidos y órganos dañados (Langer y Vacanti, 1993; Nerem y 

Sambanis, 1995). 

El rápido desarrollo que ha experimentado esta disciplina durante los últimos 

años se justifica por dos factores de gran importancia: 

a) Las listas de espera en la cirugía de transplantes, así como la escasez de 

donantes. 

b) La utilización de prótesis autólogas permite eliminar el riesgo de rechazo 

del injerto así como la utilización de inmunosupresores tras su implantación (Sher et 

al., 1983). 

La fabricación de sustitutos o prótesis biológicas mediante ingeniería tisular 

se basa en tres pilares: a) células cultivadas a partir de células madre, b) matrices 

sobre la que se desarrollen estas células: geles, fibras o membranas, c) factores de 

crecimiento y de diferenciación (Bell, 1995). 

Asimismo, para crear una prótesis biológica que se pueda implantar con 

éxito, son necesarios tres factores: 

 

 3.1.1. Tecnología celular:  

a.1 Fuentes celulares. Lo primero que necesitamos para fabricar un 

equivalente tisular es una adecuada fuente de células viables que nos permita 

elaborar los órganos deseados. Estas células deben tener una adecuada capacidad 

de proliferación, y además estar libres de patógenos y de contaminación.  
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Los tres tipos de fuentes celulares que se pueden utilizar en ingeniería 

tisular son: 

- Células autólogas: proceden del propio paciente y no producen respuesta 

inmunológica. 

- Células alogénicas o heterólogas: pertenecen a otro individuo de la misma 

especie, por lo que producen respuesta inmunológica en el huesped. 

- Células xenólogas o xenogénicas: proceden de un individuo de otra especie, por 

lo que  producen respuestas agudas o hiperagudas  inmunológica y obligan a 

descartar la transmisión de virus animales al huesped. 

a.2 Función celular: una vez obtenidas las células, debemos manipularlas 

para obtener las características funcionales deseadas. Esto se puede conseguir 

mediante manipulación del medio extracelular o por manipulación genética de las 

células. 

a.3 Tecnología de células madre: las células madre son la principal fuente 

de células para la ingeniería tisular y la terapia regenerativa (Solter, Gearhart, 

1999). Las células madre humanas aisladas pueden ser de varios tipos. Atendiendo 

a su origen, las células madre se clasifican en embrionarias (aisladas a partir de la 

masa celular interna de embriones humanos en fase de blastocisto) y adultas 

(aisladas a partir de células indiferenciadas de tejidos adultos). Atendiendo a su 

potencialidad, las células madre pueden ser totipotenciales, multipotenciales, 

pluripotenciales o unipotenciales. Las células totipotenciales son aquéllas que son 

capaces de generar cualquier tipo de tejido e incluso un organismo completo. Por 

otro lado, aquellas células destinadas a la generación de cualquier tipo de tejido, 

pero no de un organismo completo, se denominan pluripotenciales, mientras que 

las células multipotenciales ya están dirigidas hacia un tipo de tejido específico (por 

ej. la médula ósea). Finalmente, las células unipotenciales sólo pueden 

diferenciarse hacia un tipo específico de células. La mayoría de las células madre 
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adultas son unipotenciales o multipotenciales, mientras que las totipotenciales y las 

pluripotenciales son de origen embrionario. 

Para obtener el máximo potencial de las células madre, debemos 

comprender cómo una célula madre se diferencia en una célula específica. Esto 

incluye conocer las vías moleculares de diferenciación, y la identificación de los 

factores que conducen a la célula madre a diferenciarse hacia un tipo específico de 

célula. Así podremos, por ejemplo, canalizar una célula madre hacia endotelio 

corneal. 

 

3.1.2. Tecnología de constructos: 

Una vez seleccionada una fuente útil de células, el siguiente paso es 

desarrollar un modelo tridimensional (constructo), en el cual esas células se 

organicen en una arquitectura espacial, con características funcionales similares a 

las del tejido que queremos sustituir. Las diferentes posibilidades son, 

fundamentalmente, las matrices celulares, los constructos con células cultivadas y 

los automontajes celulares (tabla 1). 

 

 

 

 

 

 

 

Tipo        Características 

Matriz acelular ………………………………. ....Requiere la colonización por células del 

huésped, una vez implantado. 

Constructo polimérico con células cultivadas..Se utiliza una matriz extracelular artificial en 

la cual se cultivan las células madre del 

tejido que se quiere sustituir. 

Automontaje celular ………………………….....La matriz extracelular es sintetizada por las 

propias células (Auger et al., 1995). 

 

 

 

Tabla 1. Principales tipos de constructos elaborados mediante ingeniería tisular. 
Junto a cada tipo se muestran sus principales características. 
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     Una vez fabricado el constructo, éste debe ser implantado en el receptor en las 

mejores condiciones, bien en fresco (dentro de los primeros 5 días desde su 

fabricación) (Parenteau, 1999), o bien conservado a -70º C (Naughton, 1999) hasta 

el momento de su implantación. 

3.1.3. Integración en un sistema vivo: 

Todo constructo implantado en un ser vivo debe cumplir unos criterios 

mínimos de viabilidad y funcionalidad. Para evitar el rechazo del injerto por parte del 

huésped, el constructo debe ser aceptable inmunológicamente, lo cual ocurre 

siempre que las células son autólogas. Sin embargo, si este no es el caso, deben 

buscarse otras soluciones mediante la ingeniería de aceptación inmunológica. Por 

ejemplo, es sabido que para que se desencadene una reacción inmune, no sólo 

debe haber un reconocimiento por parte del huésped de una sustancia considerada 

como cuerpo extraño, sino que, además, debe existir una señal coestimulatoria. En 

los transplantes alogénicos, se ha demostrado que esta señal coestimulatoria se 

puede bloquear farmacológicamente, aumentando así las posibilidades de éxito del 

implante (Larsen et al., 1996). 

Finalmente, el constructo debe ser biocompatible, lo cual significa que el 

órgano implantado debe adaptarse a la zona receptora y llevar a cabo las funciones 

específicas de ese tejido sin generar ningún tipo de respuesta inflamatoria local. En 

ocasiones, una respuesta inflamatoria independiente de la respuesta inmune puede 

hacer fracasar el implante. Esto es especialmente importante, por ejemplo en el 

caso de sustitutos de vasos sanguíneos que produzcan fenómenos de trombosis 

por no ser biocompatibles. 
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3.2. Ingeniería tisular de la córnea. 

 Como estructura avascular, la córnea es un excelente candidato para la 

ingeniería tisular. Un constructo corneal debe llevar a cabo de forma eficiente todas 

las funciones de la córnea, incluyendo la de la barrera frente a agentes externos y 

la de permitir la transmisión y refracción de la luz. Además, debe tener una forma y 

curvatura adecuadas y debe poder ser implantado quirúrgicamente. 

 La necesidad de constructos corneales es real, debido a la escasez de 

donantes (muy importante en países subdesarrollados, ya sea por motivos 

religiosos, culturales o de infraestructura sanitaria), por el problema del rechazo del 

injerto alogénico y por la posibilidad de transmisión de enfermedades al huésped. 

 Diversos laboratorios que trabajan en el diseño de constructos corneales 

mediante ingeniería tisular, han establecido tres criterios mayores que deben 

cumplir todos los constructos corneales (Chirila, 1994; Leibowitz et al., 1994): a) el 

constructo debe permanecer estable en el ojo receptor durante largos periodos de 

tiempo, y no debe actuar como un estímulo inflamatorio o inmunológico; b) la óptica 

central debe ser transparente y formar una imagen de alta calidad sobre la retina; c) 

el componente estromal debe permitir el crecimiento en su interior de los 

queratocitos estromales, la producción y el depósito de matriz extracelular y estar 

permanentemente fijo. Otros autores han añadido varios criterios adicionales: a) los 

constructos deben ser anclados mediante la colonización de queratocitos y depósito 

de proteinas en la interfase para desarrollar suficiente fuerza de tensión, que 

mantenga el constructo en su sitio. Asimismo, debe tener suficiente fuerza y 

resistencia para poder ser suturados y evitar así la extrusión; b) el componente 

periférico debe permitir el paso de nutrientes a su través; c) la superficie anterior 

debe estar cubierta por capas de epitelio corneal, el cual debe ser capaz de 

repararse ante una agresión externa; d) la superficie posterior no debe ser atacada 
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por células o proteínas, esto es, no debe ser susceptible a la degradación 

enzimática ni al rechazo inmune. 

 Los sustitutos corneales se pueden dividir en dos tipos: a) queratoprótesis, 

fabricadas con polímeros sintéticos biocompatibles, que constan de un núcleo 

central con una función óptica y una zona periférica que permite la migración celular 

desde el huésped para anclar la prótesis, y b) equivalentes corneales, fabricados 

con células corneales cultivadas sobre materiales biológicos. 

 

3.2.1. Prótesis corneales artificiales (queratoprótesis).  

Desde el siglo XVIII, se han intentado producir córneas sintéticas. En primer 

lugar, se utilizaron cristales implantados en ojos opacos, pero éstos eran 

rápidamente extruidos. Más tarde, se utilizaron diferentes materiales como celulosa 

o polimetilmetacrilato (PMMA) (Castroviejo et al., 1964). Un error común fue que la 

periferia de los injertos no era biocompatible con el órgano receptor, con lo cual no 

se producía colonización celular del mismo; para solucionar este problema se 

realizaron prótesis con la óptica de PMMA rodeada de politetrafluoroetileno (PTFE) 

y reforzada con Dacron y tejido autólogo (Cardona, 1964). Basándose en la 

creencia de que un material biológico sería mejor tolerado que un material sintético, 

se diseñó la osteoodontoprótesis (figura 15A) (Strampelli y Marchi, 1970). Esta 

técnica utiliza un núcleo óptico acrílico introducido en un diente. Posteriormente la 

porción dental fue reemplazada por cerámica (Blenke et al., 1978) y finalmente, se 

reemplazó por hueso (Caizza et al., 1990).  
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Figura 15. Ejemplos de prótesis corneales artificiales (queratoprótesis). 
A:Osteoodontoprótesis. B: Queratoprótesis de PMMA.      
 

En los años ochenta se aceptó que la ausencia de extrusiones y la 

aceptación de la prótesis por parte del receptor dependían de la presencia de 

queratocitos estromales y de la posibilidad de que éstos migraran hacia la prótesis y 

depositaran matriz extracelular en ella. Para facilitar estos factores, se empezó a 

trabajar con diversos materiales porosos tales como el Proplast (Barber et al., 1980) 

asociado a un cilindro central de PMMA o las mallas de propileno (Trinkaus-Randall 

et al., 1990 y 1991). Diversos estudios demostraron que éstas últimas presentaron 

menor porcentaje de extrusiones que los primeros (White y Gonna, 1998). 

 El material utilizado en la zona óptica debe cumplir una serie de requisitos: 

a) requisitos ópticos: permitir la transmisión de la luz visible, protegiendo la retina de 

las radiaciones ultravioleta (debe absorber radiaciones con longitudes de onda por 

debajo de 300 nm), tener propiedades de tensión similares a la córnea, una 

adecuada curvatura anterior y posterior y tener un índice de refracción fijo y estable; 

b) requisitos histológicos: permitir el paso de nutrientes a su través y permitir la 

colonización de su superficie por células epiteliales de loa córnea del receptor. Para 

ello hasta la fecha se han utilizado diversos materiales como PMMA, vidrio (Van 
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Andel et al., 1988), o silicona (Legeais et al., 1994), los cuales únicamente cumplen 

los requisitos ópticos, e hidrogeles de alcohol polivinílico (Trinkaus-Randall et al., 

1988). Éstos últimos, unidos a un material poroso periférico, y tras tratamiento con 

plasma pueden cumplir ambos tipos de requisitos (Tsuk et al., 1997; Latkany et al., 

1997). 

                                                        

Figura 16. Representación 
esquemática de un hidrogel 
asociado a un material 
poroso periférico. 

Óptica

Material poroso

Hidrogel

 

 

 

 

 

Hasta la fecha, los estudios in vivo se han centrado más en la viabilidad del 

constructo corneal a largo plazo, que en conseguir un adecuado poder refractivo 

para recuperar la visión. La implantación de prótesis corneales con un anillo de 

material poroso y una óptica de silicona (Legeais et al., 1995) o hidrogel (figura 16) 

(Trinkaus Randall et al., 1997) han presentado diferentes problemas, destacando la 

extrusión, la fibroplasia del material poroso con pérdida de la transparencia y la 

dificultad para la colonización celular.  

En general, las queratoprótesis han arrojado resultados desalentadores a 

largo plazo, reservándose su uso para casos en los que fracasa la queratoplastia, 

por lo que los investigadores han continuado la búsqueda de sustitutos corneales 

verdaderamente biocompatiles con el receptor. 
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3.2.2. Prótesis corneales biológicas (equivalentes corneales). 

Gracias al gran desarrollo que han experimentado en los últimos años las 

técnicas de cultivo celular y de ingeniería tisular, hoy es posible fabricar distintos 

tipos de sustitutos tisulares humanos a partir de células madre obtenidas mediante 

pequeñas biopsias del tejido a reparar (Atala, 2000). De igual modo, los avances en 

la ingeniería de materiales han posibilitado la utilización terapéutica de matrices 

basadas en fibras de colágeno, fibrina, quitosán, agarosa o ácido poliglicólico, por 

ejemplo, posibilitando todos estos materiales el cultivo tridimensional de las células 

de la córnea.  

Utilizando técnicas de ingeniería tisular, diferentes investigadores han 

intentado desarrollar un sustituto eficaz de la córnea que pudiera implantarse sin las 

desventajas del transplante de córnea heterólogo (Nishida et al., 2003 y 2004; 

Reichl et al., 2004). Con este objetivo, algunos investigadores han propuesto 

diferentes técnicas de ingeniería tisular para la construcción de una córnea de 

origen animal, como un primer paso en el desarrollo de un sustituto corneal humano 

(Minami et al., 1993; Schneider et al., 1999; Zieske et al., 1994). Sin embargo, 

aunque algunos científicos han desarrollado sustitutos que imitan parcialmente a la 

córnea humana (Griffith et al., 1999), hasta la fecha no se ha conseguido desarrollar 

un constructo corneal de espesor completo con las características histológicas y 

funcionales de la córnea humana. 

La mayoría de los sustitutos corneales se fabrican a partir de cultivos 

tridimensionales de las tres estirpes celulares de la córnea, sobre estromas 

artificiales fabricados con biomateriales (Nishida, 2003). Un buen biomaterial 

debería ser biocompatible, transparente y consistente, y las células deberían poder 

adherirse y crecer sobre él; los principales materiales utilizados para la construcción 

de córneas en laboratorio son el colágeno tipo I y la fibrina. El colágeno tipo I se ha 

utilizado durante mucho tiempo en la fabricación de piel artificial, mucosa oral, 
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córneas y otros tejidos (Griffith, 1999; Llames et al., 2004; Meana et al., 1998; Orwin 

y Hubel, 2000; Reichl, 2003), sin embargo, el colágeno tipo I es un material costoso 

y tiende a contraerse y a perder volumen cuando se cultivan células en su interior 

(Porter, 1998; Tegtmeyer, 2001). Además, los sustitutos corneales fabricados a 

partir de colágeno son poco estables y tienden a degradarse en poco tiempo (Chen, 

2005). Por otra parte, la fibrina de origen humano ha sido propuesta como sustituto 

estromal para diferentes constructos tisulares, especialmente para la piel humana 

(Llames et al., 2004; Meana et al., 1998). Frente al colágeno, la fibrina tiene varias 

ventajas destacando su bajo precio, su disponibilidad, la buena tolerancia a las 

células y la ausencia de la contracción del constructo. Otros componentes como la 

agarosa son utilizados menos frecuentemente en ingeniería tisular, debido al 

escaso crecimiento que muestran las células cuando se incluyen en hidrogeles de 

este material (Aufderheide, 2005). 

En los últimos años se han desarrollado modelos de cultivos celulares que 

tratan de reconstruir las diferentes barreras oculares (córnea, conjuntiva, barrera 

hematorretiniana) (Honorf, 2005). La fabricación de equivalentes corneales de 

espesor completo constituirían herramientas muy útiles en la investigación médica y 

farmacológica, y podrían ser muy útiles para llevar a cabo estudios de absorción de 

fármacos dentro de los tejidos oculares (Reichl, 2003 y 2004; Tegtmeyer, 2001), 

investigación de condiciones oculares patológicas, estudios de toxicidad in vivo sin 

la necesidad de utilizar animales vivos de laboratorio, e incluso estudios de 

respuesta de materiales biológicos a la ultracongelación (Ebertz, 2004).  
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OBJETIVO GENERAL: 

 

  Construcción de un equivalente corneal de espesor completo de la córnea 

del conejo de laboratorio por ingeniería tisular, como modelo de ensayo para el 

tratamiento de las enfermedades corneales. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 

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

de la córnea: células epiteliales, estromales y endoteliales. Analizar las 

características histológicas de las células mantenidas en cultivo. 

 

2.- Establecer un método para la identificación genotípica de las células mantenidas 

en cultivo mediante RT-PCR para genes específicos de las tres principales estirpes 

celulares de la córnea. 

 

3.- Fabricación in vitro de distintos tipos de sustitutos estromales y determinación en 

cada uno de ellos de la transparencia, consistencia y biocompatibilidad celular. Se 

utilizarán queratocitos corneales inmersos en cuatro tipos diferentes de sustitutos 

estromales:  

• Geles de agarosa al 2%. 

• Geles de fibrina humana. 

• Geles de fibrina y agarosa al 0,1%. 

• Geles de colágeno tipo I. 

 

4.- Fabricación in vitro de equivalentes corneales de espesor completo. Para ello, 

las células correspondientes al epitelio de la córnea se cultivarán sobre los 

sustitutos estromales, mientras que las células endoteliales corneales se cultivarán 

en la cara inferior del estroma. 

 

5.- Analizar las características histológicas de los equivalentes corneales 

sintetizados en laboratorio mediante microscopía óptica y electrónica (de 

transmisión y de barrido).  
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6.- Caracterización de la expresión de proteínas específicas en el epitelio 

(citoqueratina 3) y el estroma (vimentina) de los equivalentes corneales generados 

mediante ingeniería tisular.  
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1. OBTENCIÓN DE CÓRNEAS Y LIMBOS ESCLEROCORNEALES DE 

CONEJOS DE LABORATORIO. 

Para la realización de la presente estudio, hemos utilizado un total de veinte 

córneas y limbos esclerocorneales procedentes de diez conejos de laboratorio 

(Oryctolagus cunyculus) de aproximadamente 2 kg de peso, de la raza New 

Zealand White que superaron satisfactoriamente el periodo de cuarentena exigido, 

respetando la normativa existente sobre el manejo de animales para 

experimentación científica. Todos los animales fueron adquiridos en el Centro de 

Instrumentación Científica de la Universidad de Granada (ref. ANI078). 

El mantenimiento de los animales previo a la extracción quirúrgica de las 

muestras se realizó en las instalaciones homologadas que para tal fin posee la 

Unidad de Experimentación Animal del Hospital Universitario Virgen de las Nieves 

de Granada, en jaulas individuales especiales para conejos (figura 17). Los 

animales fueron alimentados con pienso para conejos (Rabbit Diet de la casa 

comercial B&K) hasta el momento de la intervención. En la Unidad de 

Experimentación Animal existe personal eficiente para el cuidado de los animales 

utilizados, incluyendo limpieza, vigilancia, observación, alimentación y transporte. 

Las intervenciones quirúrgicas practicadas para la extracción de las córneas se 

llevaron a cabo en los quirófanos de Cirugía Experimental Animal de la mencionada 

Unidad de Experimentación Animal. Estos quirófanos están equipados con 

antequirófano, zona de esterilización de material y de desinfección del personal, 

mesa y lámpara de operaciones, equipo de reanimación en caso de parada y 

equipo de anestesia general con ventilación mecánica asistida (figura 18). Como 

material de apoyo a la cirugía, los quirófanos de Cirugía Experimental cuentan con 

equipos de infusión de sueroterapia y drogas vía parenteral, suturas quirúrgicas 

normalizadas, drogas anestésicas y aparatos de electrocardiografía monitorizada. 

 47



                                                                                                   Materiales y Métodos                             
 

La extracción de las córneas y los limbos esclerocorneales de los conejos de 

laboratorio se llevó a cabo en animales sacrificados mediante inyección 

intracardiaca de 2 ml de cloruro potásico 1M. En todos los casos, el sacrificio se 

realizó en animales sometidos a anestesia general mediante inyección 

intramuscular de Clorhidrato de Ketamina (Parke-Davis S.A.) a dosis de 100 mg por 

kilogramo de peso corporal, 10 minutos antes del sacrificio (Alaminos et al., 2004).  

Una vez sacrificados los animales, se procedió a la extracción de las 

córneas y los limbos esclerocorneales, utilizando para ello un blefarostato pediátrico 

y material de microcirugía. Durante la extracción, se prestó especial atención a 

evitar el daño endotelial, así como a minimizar al máximo la contaminación por 

fibroblastos procedentes de la conjuntiva o del iris, que fueron cuidadosamente 

extirpados utilizando un microscopio quirúrgico (figura 19). 

Una vez extraídas, las córneas se lavaron en suero fisiológico y se 

mantuvieron en frío (4º C) en un medio de transporte estéril consistente en medio 

de cultivo RPMI suplementado con penicilina (100 U/ml), estreptomicina (0,1 mg/ml) 

y anfotericina B (0,25µg/ml) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) hasta el momento 

de su procesamiento. Todas las córneas se procesaron durante las 6 horas 

posteriores a su extracción para asegurar una elevada supervivencia celular y 

tisular. 

Como parte del proyecto de investigación FIS 04/1983, el proyecto fue 

aprobado por la Comisión de Investigación del Hospital Universitario San Cecilio de 

Granada. 
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Figura 17. Jaulas-animalario especiales para conejos de experimentación. 
Como puede apreciarse en la imagen, cada conejo poseía una jaula individual 
provista de comedero y bebedero automáticos. 
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Figura 18. Mesa de operaciones. Utilizada en todas las intervenciones llevadas a 
cabo en este trabajo. 
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Figura 19. Extracción de córneas y limbos esclerocorneales de conejos de 
laboratorio. Exposición con blefarostato pediátrico, peritomía conjuntival de 360º y 
disección de conjuntiva con tijeras de Wescott, incisión en cámara anterior con 
bisturí y queratectomía con tijeras de Wescott incluyendo 2 mm de esclera  
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Tabla 2. Composición de los medios de cultivo DMEM y HAM-F12 utilizados en 
este trabajo. Todos los valores están expresados en gramos por litro de medio de 
cultivo. 

COMPONENTE Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium (DMEM) Medio de cultivo Ham F12  

SALES INORGÁNICAS     
CaCl2•2H2O  0.265 0.0441 
CuSO4•5H2O  — 0.0000025 
Fe(NO3)3•9H2O  0.0001 — 
FeSO4•7H2O  — 0.000834 
KCl  0.4 0.224 
MgCl•6H2O  — 0.123 
MgSO4  0.09767 — 
Na2HPO4  — 0.14204 
NaCl  6.4 7.599 
NaH2PO4  0.109 — 
NaHCO3  3.7 1.176 
ZnSO4•7H2O  — 0.000863 
AMINOÁCIDOS     
Glicina  0.03 0.00751 
L-Alanina  — 0.009 
L-Arginina•HCl  0.084 0.211 
L-Asparagina•H2O  — 0.01501 
L- Ácido Aspártico  — 0.0133 
L-Cisteína•2HCl  0.0626 0.035 
L-  Ácido Glutámico  — 0.0147 
L-Glutamina  0.584 0.146 
L-Histidina•HCl•H2O  0.042 0.02096 
L-Isoleucina  0.105 0.00394 
L-Leucina  0.105 0.0131 
L-Lisina•HCl  0.146 0.0365 
L-Metionina  0.03 0.00448 
L-Fenilalanina  0.066 0.00496 
L-Prolina  — 0.0345 
L-Serina  0.042 0.0105 
L-Treonina  0.095 0.0119 
L-Triptófano 0.016 0.00204 
L-Tirosina•2Na•2H2O  0.10379 0.00778 
L-Valina  0.094 0.0117 
VITAMINAS     
Colina 0.004 — 
D- Ácido Pantoténico •½Ca  0.004 0.00048 
Ácido Fólico  0.004 0.00132 
Hipoxantina  — 0.00408 
Ácido Linoleico  — 0.0000084 
mio-Inositol  0.0072 0.018 
Ácido nicotínico 0.004 0.000037 
Piridoxina•HCl  0.004 0.000062 
Riboflavina  0.0004 0.000038 
Tiamina•HCl  0.004 0.00034 
Ácido Tióctico  — 0.00021 
Timidina  — 0.00073 
Vitamina B-12  — 0.00136 
OTROS     
D-Glucosa  4.5 1.802 
Fenol rojo•Na  0.0159 0.0013 
Ácido pirúvico — 0.11 
Putrescina•HCl  — 0.000161 
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2. DESARROLLO DE CULTIVOS PRIMARIOS DE CÉLULAS PROCEDENTES DE 

LA CÓRNEA DEL CONEJO DE LABORATORIO. 

Transcurrido el periodo de transporte, las córneas fueron lavadas dos veces 

en una solución estéril de PBS con penicilina, estreptomicina y anfotericina B (500 

U/ml, 500 µg/ml y 1.25 µg/ml, respectivamente) para eliminar todos los restos de 

sangre, fibrina, grasa o materiales extraños que pudieran encontrarse adheridos a 

las muestras.  

A continuación, y para obtener los tres tipos fundamentales de células que 

constituyen la córnea del conejo (células endoteliales, estromales y epiteliales), 

utilizamos una técnica de aislamiento secuencial según se describe más adelante. 

En todos los casos, las células fueron incubadas a 37ºC con un 5% de dióxido de 

carbono, en condiciones estándar de cultivo celular. Los medios de cultivo fueron 

renovados cada tres días.  

 

2.1. Aislamiento y cultivo de Células Endoteliales Corneales. 
Para el aislamiento y cultivo de células endoteliales, las córneas extraídas 

fueron sometidas a digestión enzimática en una solución de tripsina 0.5 g/l-EDTA 

0.2 g/l (Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe, Germany) durante 10 minutos a 

37º C. A continuación, la capa de endotelio corneal se separó mecánicamente 

mediante disección de la membrana de Descemet bajo magnificación 

microquirúrgica. 

Una vez separada, los fragmentos de endotelio corneal se cultivaron en frascos 

de cultivo de 25 cm2 de superficie, utilizando medios de cultivo específicos para 

células endoteliales (medio ME). La composición del medio ME, consistente en una 

modificación del medio QC descrito por De Diego et al. (2004) y Llames et al. 
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(2004) para el cultivo de queratinocitos de la piel humana, se describe a 

continuación: 

1. Medio de cultivo de Dulbecco modificado por Eagle (DMEM) con L-

glutamina (Sigma-Aldrich ref. D5796, Steinhem, Alemania). 

2. Suero bovino fetal (SBF) a concentración final del 10% (Sigma-Aldrich ref. 

F9665, Steinhem, Alemania). 

3. Adenina (24 µg/ml) (Sigma-Aldrich Ref. A9795). 

4. Solución antibiótica y antifúngica especial para cultivos celulares (Gibco BRL 

Life Technologies, Karlsruhe, Alemania) hasta una concentración final del 

1% (equivalente a 100 U/ml de penicilina G, 100 µg/ml de estreptomicina y 

0.25 µg/ml de anfotericina B). 

5. Factores de crecimiento para células en cultivo:  

• 

• 

• 

• 

Insulina (5 µg/ml) (Sigma-Aldrich Ref. I2767). 

Triiodotironina (1.3 ng/ml) (Sigma-Aldrich Ref. T5516). 

Toxina colérica (8 ng/ml) (Sigma-Aldrich Ref. C3012). 

Hidrocortisona (0.4 µg/ml) (Sigma-Aldrich Ref. H0888). 

 
2.2. Aislamiento y cultivo de Células Epiteliales Corneales. 

Una vez desprovistas del endotelio, las córneas de los conejos de 

laboratorio se tallaron quirúrgicamente para separar el limbo esclerocorneal del 

cuerpo de la córnea (figura 20). A continuación, los limbos esclerocorneales 

individualizados se examinaron bajo visión microscópica, eliminándose cualquier 

resto de conjuntiva, iris u otros tejidos que pudiesen contaminar o impedir el 

crecimiento de las células epiteliales corneales.  
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Para la obtención de cultivos primarios de células epiteliales, los limbos 

esclerocorneales fueron divididos en pequeños explantes de alrededor de 2 X 2 

mm2 y unas 100 µm de espesor mediante fragmentación mecánica de los mismos 

en condiciones de esterilidad. Para favorecer la adhesión de los explantes limbares 

a las superficies de cultivo, dichos explantes se depositaron bocabajo (con el 

epitelio en contacto directo con la superficie) en frascos de cultivo estériles de 25 

cm2 de superficie desprovistos de medio de cultivo. Quince minutos más tarde, 

cuando los explantes se hubieron adherido a las superficies de cultivo, se procedió 

a añadir el medio de cultivo específico para células epiteliales. 

Para evitar el crecimiento no deseado de queratocitos y fibroblastos, cuya 

tasa de proliferación es habitualmente muy superior a la de las células epiteliales de 

la córnea, los explantes de limbo esclerocorneal se sembraron y cultivaron bajo 

condiciones selectivas que favorecían el crecimiento de las células epiteliales e 

inhibían la adhesión y la proliferación de las células estromales procedentes de la 

propia muestra, según se detalla a continuación: 

A- En primer lugar, se empleó medio de cultivo selectivo para células 

epiteliales (MP), el cual favorece preferentemente el crecimiento de las 

células epiteliales corneales sobre los fibroblastos y los queratocitos. El medio 

MP estaba compuesto por una modificación del medio ME previamente 

descrito, tal como se detalla a continuación: 

1. Tres 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). 

2. Suero bovino fetal (SBF) a concentración final del 10% (Sigma-Aldrich 

ref. F9665, Steinhem, Alemania). 
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3. Adenina (24 µg/ml) (Sigma-Aldrich Ref. A9795). 

4. Solución antibiótica y antifúngica especial para cultivos celulares 

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

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

100 µg/ml de estreptomicina y 0.25 µg/ml de anfotericina B). 

5. Factores de crecimiento para células epiteliales en cultivo:  

• 

• 

• 

• 

• 

Insulina (5 µg/ml) (Sigma-Aldrich Ref. I2767). 

Triiodotironina (1.3 ng/ml) (Sigma-Aldrich Ref. T5516). 

Toxina colérica (8 ng/ml) (Sigma-Aldrich Ref. C3012). 

Hidrocortisona (0.4 µg/ml) (Sigma-Aldrich Ref. H0888). 

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

Dickinson Ref. 354052, Lincoln Park, Nueva Jersey, EEUU) 

 

B- En segundo lugar, la mitad de los explantes esclerocorneales se 

sembraron en frascos de cultivo de 25 cm2 de superficie que contenían una 

capa de células alimentadoras 3T3 (ECACC 85022108) inactivadas a una 

densidad de 8-10 × 103 células/cm2. La inactivación de las células 3T3 se 

llevo a cabo mediante irradiación (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 37ºC. Las células 

3T3 (Figura 21) proceden del tejido conectivo de fetos de ratones de 

laboratorio y presentan una tasa de proliferación muy elevada, por lo que es 

necesario inactivarlas antes de iniciar el cultivo de los queratinocitos 

(Rheinwald y Green, 1975-1 y 1975-2). Su presencia en el cultivo, sin 
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embargo, garantiza la disponibilidad de gran número de factores de 

crecimiento y facilita la adhesión de las células epiteliales corneales, 

inhibiendo la proliferación de los fibroblastos y queratocitos del estroma. 

  En la otra mitad de los casos, se prescindió de esta capa de células 

alimentadoras, cultivándose los explantes esclerocorneales directamente en 

frascos de cultivo de 25 cm2. 

 

 

         

Figura 20. Aislamiento del limbo esclerocorneal a partir de córneas de conejo 
desprovistas del endotelio. 
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Figura 21. Cultivo subconfluente de 
células alimentadoras 3T3 de embrión 
de ratón. Estas células se utilizaron para 
favorecer el crecimiento selectivo de las 
células epiteliales corneales e inhibir la 
proliferación de las células estromales. 

 
 

 

 

2.3. Aislamiento y cultivo de Queratocitos Estromales. 
Una vez desprovistas del endotelio y del limbo esclerocorneal, la cara estromal 

de las córneas se fragmentó en pequeños explantes de unos 3 mm de longitud que 

se sembraron en frascos de cultivo de 25 cm2 de superficie en presencia de medio 

de cultivo para queratocitos (MQ). El medio MQ, desprovisto de factores de 

crecimiento, estaba compuesto por: 

1. Medio de cultivo de Dulbecco modificado por Eagle (DMEM) con L-

glutamina (Sigma-Aldrich ref. D5796, Steinhem, Alemania). 

2. Suero bovino fetal (SBF) a concentración final del 10% (Sigma-Aldrich ref. 

F9665, Steinhem, Alemania). 

3. Solución antibiótica y antifúngica especial para cultivos celulares (Gibco BRL 

Life Technologies, Karlsruhe, Alemania) hasta una concentración final del 

1% (equivalente a 100 U/ml de penicilina G, 100 µg/ml de estreptomicina y 

0.25 µg/ml de anfotericina B). 
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3. SUBCULTIVO DE LAS CÉLULAS PROCEDENTES DE CULTIVOS 

PRIMARIOS DE LA CÓRNEA. 

 

Una vez alcanzada la confluencia, los distintos cultivos celulares se lavaron 

con PBS estéril y se incubaron en 1 ml de una solución de tripsina 0.5 g/l y EDTA 

0.2 g/l (Sigma Aldrich Ref. T4799) a 37ºC durante 10 minutos para disgregar los 

mecanismos de adhesión celular y obtener células individualizadas y no adheridas 

a la superficie del frasco de cultivo. Una vez que las células se desprendieron de la 

superficie de los frascos de cultivo, se procedió a inactivar la tripsina utilizada 

mediante adición de 1 ml de medio de cultivo ME, MP o MQ. La presencia de 

abundantes proteínas séricas en los medios de cultivo ME, MP y MQ es capaz de 

inactivar la acción proteolítica de la tripsina. Posteriormente, la solución inactivada 

en la cual se localizaban las células desprendidas, se centrifugó a 1.000 rpm 

durante 10 minutos para obtener un pellet o botón celular con las células de interés, 

desechándose el sobrenadante con la tripsina. El pellet celular se resuspendió 

cuidadosamente en 5 ml de medio ME, MP o MQ y estas células se cultivaron en 

frascos de cultivo de 25 ó 75 cm2 de superficie.  

Habitualmente, los cultivos de células epiteliales y endoteliales se 

expandieron hasta aproximadamente cinco veces en nuevos frascos de cultivo, 

mientras que los queratocitos estromales se expandieron unas quince veces antes 

de su uso para fabricar los sustitutos de corneales. En los casos en los que se 

utilizaron células alimentadoras 3T3 en el cultivo primario, estas células se utilizaron 

también para los distintos subcultivos celulares. 

En todos los casos, y para asegurar una adecuada viabilidad celular, la 

elaboración de sustitutos corneales se llevó a cabo utilizando células 

correspondientes a los primeros subcultivos. 
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4. CONGELACIÓN DE CÉLULAS.  

 

Para su conservación a largo plazo, los cultivos confluentes de células se 

procesaron y congelaron a temperatura de nitrógeno líquido. Para ello, las células 

epiteliales, estromales y endoteliales se trataron con una solución de tripsina 0.5 g/l 

y EDTA 0.2 g/l (Sigma Aldrich Ref. T4799) a 37ºC durante 10 minutos para 

despegarlos de la superficie del frasco de cultivo. Para neutralizar la tripsina, se 

añadió una cantidad equivalente de medio de cultivo ME, MP o MQ (todos ellos 

contienen un 10% de suero bovino fetal), obteniéndose las células separadas 

mediante centrifugación a 1.000 rpm durante 10 minutos. Tras esto, las células se 

mantuvieron sobre hielo y se resupendieron en medio de congelación celular (10% 

de DMSO, 10% de suero bovino fetal y 80% de DMEM) en viales especiales para 

ultracongelación. Para evitar un choque térmico demasiado brusco, las células 

incluidas en el medio de congelación se congelaron a –20ºC durante las primeras 

12-24 h, pasándose a continuación a una temperatura de –60º durante 24 horas y, 

finalmente, a un tanque con nitrógeno líquido (inicialmente en fase vapor y después 

en fase líquida), donde se almacenaron a largo plazo. 
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5. DESARROLLO DE MATRICES EXTRACELULARES: ELABORACIÓN DE 

SUSTITUTOS DEL ESTROMA CORNEAL. 

 

Para la creación de matrices extracelulares de soporte o sustitutos 

estromales, se utilizaron cuatro modelos diferentes: geles de agarosa al 2%, geles 

de fibrina, geles de agarosa más fibrina y geles de colágeno tipo I, tal como se 

detalla a continuación. 

 
5.1. Fabricación de geles de agarosa al 2%.  

 Para la generación de sustitutos del estroma corneal, se empleó agarosa 

tipo VII especial para cultivos celulares (Sigma-Aldrich Ref. A9045) disuelta en PBS. 

En primer lugar, se disolvió la agarosa sólida al 2% (p/v) en PBS, calentando la 

mezcla hasta ebullición para favorecer la disolución de la agarosa. Esta solución de 

agarosa al 2% en PBS se esterilizó a 120ºC y 2 atmósferas de presión mediante 

autoclavado. Para la fabricación de sustitutos estromales, se incubaron al baño 

María unos 2 ml del gel de agarosa hasta alcanzar el punto de fusión, momento en 

el que se añadieron 50.000 queratocitos obtenidos mediante tripsinización del 

cultivo primario de células estromales de la córnea. Para llevar a cabo esta acción, 

se tuvo especial cuidado en utilizar la disolución de agarosa a temperaturas muy 

bajas, cercanas al punto de gelificación, evitando así el daño térmico a los 

queratocitos de la mezcla. Una vez mezcladas las células y la disolución de 

agarosa, la mezcla aún líquida se alicuotó en recipientes estériles de cultivo celular 

y se dejó solidificar a temperatura ambiente durante 5 minutos (figura 22). 
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Figura 22. Gel de agarosa al 2% sobre una placa de Petri estéril para cultivo 
celular. En la imagen de la izquierda se aprecia el gel en estado líquido, mientras 
que a la derecha se aprecia el mismo gel después de solidificar. 

 

5.2. Fabricación de geles de fibrina humana.  

 Para la generación de geles de fibrina humana, se utilizó plasma sanguíneo 

humano congelado procedente de donantes sanos (cedido por el Centro Regional 

de Transfusión Sanguínea y Banco de Tejidos de Granada y Almería, España) 

siguiendo las normas y recomendaciones de la Asociación Española de Bancos de 

Tejidos (AEBT). La fabricación de sustitutos estromales de fibrina con queratocitos 

corneales se llevó a cabo utilizando una modificación de la técnica previamente 

descrita por Meana y colaboradores (Llames et al., 2004; Meana et al., 1998). Para 

ello, se utilizaron 50.000 queratocitos procedentes de los cultivos primarios, 

resuspendidos en 2 ml de medio de cultivo DMEM, a los cuales se añadieron unos 

5 ml de plasma sanguíneo humano (equivalente a 10-12 mg de fibrinógeno) y 14 ml 

de suero salino al 0,9%. Para evitar la fibrinolisis espontánea de los geles de fibrina, 

se añadieron 200 µl de ácido tranexámico (Amchafibrín®, Fides Ecofarma, Valencia, 

España). Finalmente, la reacción de coagulación de la fibrina se precipitó mediante 

la adición de 1 ml de Cl2Ca 0,025 mM a la mezcla, alicuotándose ésta 

inmediatamente en pocillos, placas de Petri o frascos de cultivo (figura 23). Los 
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geles alicuotados se dejaron en el incubador a 37ºC con un 5% de CO2, durante 2 

horas para que coagularan y secaran. Después de este tiempo se cubrieron con 10 

ml de medio de cultivo MQ.  

 

Figura 23. Preparación de sustitutos estromales de fibrina humana. La mezcla 
que contenía el plasma, los queratocitos, el agente antifibrinolítico, el suero salino y 
el cloruro cálcico se alicuotó en las superficies de cultivo (insertos porosos) antes 
de que comenzara la reacción de coagulación del plasma. 

 

5.3. Fabricación del geles de agarosa más fibrina. 

  Para la elaboración de geles de agarosa y fibrina, se obtuvo una mezcla de 

fibrina, suero salino, ácido tranexámico y queratocitos tal como se describió en el 

apartado anterior. Sin embargo, justo después de precipitar la reacción de 

coagulación con cloruro cálcico, se añadió una pequeña cantidad de agarosa tipo 

VII especial para cultivos celulares (Sigma-Aldrich Ref. A9045) disuelta en PBS y 

calentada hasta alcanzar el punto de fusión. La concentración final de agarosa en el 

gel fue del 0,1% (p/v). Una vez mezclados todos los componentes, y evitando un 
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trauma físico excesivo, estos geles se alicuotaron cuidadosamente en diferentes 

superficies de cultivo. 

5.4. Fabricación de geles de colágeno. 

  Los geles de colágeno se prepararon utilizando colágeno tipo I de cola de 

rata disponible comercialmente (Roche Diagnostics Ref. 11179179001, Basilea, 

Suiza) y siguiendo la metodología previamente establecida por otros autores (Lee y 

Cho, 2005; Navarro et al., 2001) y por la propia casa comercial. En primer lugar, el 

colágeno liofilizado se redisolvió en 3 ml de una solución estéril de ácido acético al 

0,2% durante 12 h sin agitación. Posteriormente, para la generación de sustitutos 

del estroma corneal, se añadieron 50.000 queratocitos tripsinizados del cultivo 

primario y resuspendidos en 200 µl de medio de cultivo MQ. Para inducir la 

gelificación de la solución de colágeno tipo I con células estromales, se añadieron a 

la mezcla 300 µl de una solución de bicarbonato sódico estéril (25 mg/ml), 

alicuotándose la mezcla rápida pero cuidadosamente en los pocillos destinados a la 

generación de los constructos corneales. De este modo, mediante aumento del pH, 

las fibras de colágeno disueltas en ácido comenzaron a formar un gel semisólido 

que se dejó secar durante 2 h en incubador a 37ºC. 

 

 

 

 

 

 

Figu

 

ra 24. Preparación de geles de colágeno. 
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6. CONSTRUCCIÓN DE EQUIVALENTES CORNEALES MEDIANTE INGENIERÍA 

TISULAR. 

La construcción de equivalentes corneales organotípicos se llevó a cabo de 

modo secuencial. Para ello, en primer lugar se sembraron las células endoteliales 

corneales en la base de los constructos corneales para, en un segundo tiempo, 

elaborar un sustituto estromal. Finalmente, en un tercer tiempo, se fabricó un 

equivalente epitelial corneal en la superficie del mismo.  

Además, para garantizar una correcta diferenciación y estratificación del 

epitelio construido, se utilizó la técnica de cultivo denominada interfase aire-líquido 

(Reichl y Müller-Goymann, 2003). Para ello, los constructos corneales se 

elaboraron en sistemas de cultivo Transwell con membranas porosas de 0.4 µm 

(Costar, Corning Inc., Corning, Nueva York, EEUU). Estos sistemas de cultivo están 

compuestos por una placa estéril de 6 pocillos en el interior de los cuales se aloja 

una pieza de plástico móvil cuya base está formada por una membrana porosa y 

permeable de nylon o policarbonato (figura 25). El tamaño de estos poros permite a 

los nutrientes pasar a través de la membrana de la placa pero evita la migración de 

las células de un compartimento a otro.  

Para la construcción de las córneas artificiales mediante ingeniería tisular, 

en primer lugar se obtuvieron alrededor de 500.000 células endoteliales mediante 

tripsinización de los cultivos primarios de endotelio corneal. Una vez inactivada la 

tripsina y obtenido un pellet celular, las células endoteliales se sembraron 

directamente sobre la membrana porosa de los insertos Transwell, utilizando medio 

de cultivo ME. Una vez adheridas las células a la membrana porosa y formada una 

capa celular confluente (alrededor de 24 horas más tarde), se procedió a construir 

un sustituto estromal sobre estas células endoteliales. Para ello, se empleó uno de 

los sustitutos estromales descritos en el apartado anterior (queratocitos embebidos 
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en geles de agarosa, fibrina, fibrina más agarosa o colágeno). En tercer lugar, una 

vez solidificados los sustitutos estromales 24 horas más tarde, se tripsinizaron los 

cultivos primarios de epitelio corneal, cultivándose las células epiteliales 

individualizadas sobre las superficie de los sustitutos estromales en medio MP 

(unas 500.000 células en cada caso). Finalmente, 15 días después de establecer el 

cultivo epitelial sobre el sustituto estromal, se utilizó la técnica aire-líquido para 

favorecer la estratificación epitelial. Para ello, se añadió medio de cultivo MP al 

depósito inferior del sistema, pero no al superior, que se expuso directamente al 

aire. Esta técnica aire-líquido se mantuvo durante 15 días más.  

Todo el proceso descrito se muestra de forma esquemática en la figura 26. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Sis
(Costar, Corni
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igura 26. Elaboración de sustitutos corneales utilizando una técnica 
ecuencial sobre sistemas de cultivo porosos Transwell. 

. EVALUACIÓN MICROSCÓPICA DE LOS EQUIVALENTES 

ORNEALES. 

Para el análisis de los tejidos mediante microscopía óptica, tanto las 

uestras control como los constructos corneales artificiales se fijaron en 

ormaldehído al 4% tamponado y se deshidrataron en concentraciones crecientes 

e etanol (70, 80, 96 y 100%). A continuación, el etanol se sustituyó por xileno y las 

uestras fueron incluidas en bloques de parafina. Una vez enfriados los bloques, 

e obtuvieron secciones transversales de 4 µm de espesor que se tiñeron con 

ematoxilina y eosina para su examen histológico mediante el microscopio óptico. 
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Para el estudio de los tejidos mediante microscopía electrónica de barrido, 

las muestras se fijaron en glutaraldehído al 3% en tampón fosfato 0,1 M (pH 7.2) a 

4ºC durante 4-6 horas, lavándose a continuación dos veces en tampón fosfato 0,1 

M (pH 7.2) a 4ºC. Tras la fijación, las muestras se deshidrataron en 

concentraciones crecientes de acetona (30, 50, 70, 95 y 100%), desecándose por 

completo mediante el método del punto crítico (Fernández-Segura, 1999). Este 

método consiste en la sustitución de la acetona tisular, junto con cualquier resto de 

agua que pudiese quedar en las muestras, por CO2 líquido en frío. A continuación, 

el CO2 es evaporado a baja presión, aumentándose progresivamente la 

temperatura, hasta que la muestra queda desecada por completo. Una vez 

desecados, los tejidos fueron recubiertos por átomos de oro y analizados en un 

microscopio electrónico de barrido FEI Quanta 200 utilizando el modo de alto vacío. 

Para el análisis ultraestructural mediante microscopía electrónica de 

transmisión, las muestras se fijaron, lavaron y deshidrataron como se describió para 

microscopía electrónica de barrido. Posteriormente, las muestras se incluyeron en 

resina de Spurr durante 24 h a 4ºC, utilizando como agente intermedio el óxido de 

propileno. Tras este periodo de tiempo, se procedió a la polimerización de la resina 

durante 2 h a 60ºC. Finalmente, se realizaron cortes ultrafinos de 100 nm de 

espesor de las muestras incluidas en resina, utilizando para ello un ultramicrotomo 

Reichter Ultracut. El montaje de las secciones ultrafinas se realizó sobre  rejillas de 

cobre de malla 300 y teñidas con acetato de uranilo al 2% en agua destilada 

durante 10 min y citrato de plomo durante 5 min, de acuerdo con la metodología 

descrita por Reynolds (1963). 

La observación se llevo a cabo con un microscopio electrónico de 

transmisión Zeiss EM902 (Oberkochem, Alemania) 
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Figura 27. Microscopio electrónico de barrido FEI Quanta 200. Utilizado 
en esta Tesis Doctoral. 
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8. INMUNOHISTOQUÍMICA.  

Para evaluar la expresión de proteínas específicas (vimentina y queratina 3) 

en los controles y en los constructos de córnea generados en el laboratorio, se 

utilizaron técnicas inmunohistoquímicas sobre dichos tejidos, tal como se describe a 

continuación: 

En primer lugar, para llevar a cabo la inmunohistoquímica, se utilizaron 

secciones de 4 µm de espesor de los diferentes tejidos corneales incluidos en 

parafina. Una vez obtenidas las secciones de tejido, se procedió a eliminar la 

parafina de los portaobjetos mediante inmersión en xileno durante 10 minutos (3 

veces), sustituyéndose a continuación el xileno por concentraciones decrecientes 

de etanol (100, 96, 80 y 70% de etanol) y, finalmente, por agua destilada para 

rehidratar las muestras. 

Posteriormente, las muestras se incubaron en peróxido de hidrógeno (H2O2) 

al 3% durante 10 minutos para eliminación de las peroxidasas endógenas que 

pudiesen existir en el tejido, lavándose en agua a continuación. Una vez extinguida 

la actividad peroxidasa de los tejidos, se procedió a exponer los epitopos de las 

proteínas presentes en la muestra mediante incubación en tampón citrato 0,01 M 

(pH 6,0) (Vitro, S.A. Ref. MAD-004071R-5, España) a 98ºC durante 3 minutos, 

lavándose los portaobjetos a continuación en abundante agua destilada. Después 

de enfriar las muestras, éstas se incubaron durante 15 minutos en una solución de 

prehibridación compuesta por albúmina sérica bovina al 2% (Sigma-Aldrich Ref. 

A4919) y suero normal de caballo al 1% (Vector Laboratories Ref. S-2000, 

Burlingame, California, EEUU) en PBS con un 0,5% de tritón X-100 (Sigma-Aldrich 

Ref. 234729). La solución de prehibridación juega un importante papel a la hora de 

evitar la hibridación del anticuerpo primario a los componentes inespecíficos de la 

muestra.  
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Para la identificación de células con expresión específica de vimentina (un 

marcador de células estromales), se utilizó un anticuerpo primario anti-vimentina de 

la casa comercial Sigma-Aldrich a una dilución 1:200. Para detectar la expresión 

específica de queratina 3 (restringida al epitelio corneal normal), se utilizó un 

anticuerpo anti-queratina 3 denominado AE5 de la casa comercial ICN 

Pharmaceuticals (Basingstoke, Reino Unido) a una dilución 1:100. Ambos 

anticuerpos primarios se diluyeron en solución de prehibridación. La incubación 

frente a los anticuerpos primarios se llevó a cabo en cámara húmeda durante 2 

horas a temperatura ambiente o bien durante toda la noche a 4ºC.  

Una vez concluido el periodo de hibridación frente al anticuerpo primario, las 

muestras se lavaron en PBS suplementado con un 0,5% de tritón X-100 durante 10 

minutos con agitación suave (3 veces). A continuación, las muestras se incubaron 

en cámara húmeda frente a una dilución 1:500 de un anticuerpo secundario tipo IgG 

anti-anticuerpos de ratón marcado con biotina (Vector Laboratories Ref. BA-2000) 

durante 40 minutos, lavándose tres veces en PBS-tritón X-100 tras dicho periodo. 

La detección de la biotina se efectuó mediante incubación de las muestras en una 

dilución comercial (1µg/ml) de estreptavidina conjugada con peroxidasa de rábano 

(Vector Laboratories Ref. SA-5704) en cámara húmeda durante 40 minutos, 

lavándose las mismas tres veces en PBS-tritón X-100 a continuación. Finalmente, 

la reacción colorimétrica fue inducida en los tejidos mediante la utilización de un kit 

comercial para revelado (Vector Laboratories Ref. SK-4100) que contenía 

diaminobencidina (DAB), peróxido de hidrógeno y un tampón de reacción, de modo 

que únicamente las zonas positivas (reconocidas específicamente por el anticuerpo 

primario) se tiñeron de color marrón.  

Como contratinción, se utilizó hematoxilina de Mayer (Sigma-Aldrich Ref. 

MHS-16) durante 3 minutos, lavándose las muestras en abundante agua para 
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eliminar los restos de colorante y deshidratándose en concentraciones crecientes 

de etanol. Tras sustituir el etanol por xileno, las muestras se montaron con 

cubreobjetos de vidrio utilizando un adhesivo comercial (VectaMount, Vector 

Laboratories Ref. H-5000).  

En todos los casos, se utilizaron muestras de córnea normal de conejo como 

control positivo del tiempo de revelado. Como control negativo, se utilizaron las 

mismas muestras de córnea normal, pero se prescindió del anticuerpo primario. 

 

9. ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 

Para la comparación de tasas de crecimiento correspondientes a distintos 

métodos de cultivo celular, se utilizó la prueba U de Mann-Whitney. Para la 

identificación de diferencias entre diferentes porcentajes, se usó el test exacto de 

Fisher. 

En todos los casos, se seleccionó un valor de significación α del 5% como 

nivel de significación estadística. 
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1. GENERACIÓN DE CULTIVOS PRIMARIOS DE CÉLULAS 
CORNEALES. 

 

1.1. Cultivo de células de epitelio corneal de conejo. 

Las células de epitelio corneal fueron obtenidas a partir de explantes 

tisulares de limbo esclerocorneal de conejo, los cuales se cultivaron usando medios 

y técnicas de cultivo celular estándar (medio MP con diversos factores de 

crecimiento). Los explantes limbares se cultivaron directamente sobre frascos de 

cultivo en presencia o ausencia de células de soporte 3T3 de embrión de ratón, 

inactivadas mediante tratamiento con mitomicina C.  

En ausencia de la capa alimentadora de células 3T3, las células de epitelio 

corneal tendieron a migrar desde el explante (figura 28) alrededor del 5º día de 

cultivo (5.1 ± 2.4 días), alcanzando la confluencia y formando una monocapa de 

células después de 11 días de cultivo (11.1 ± 5.6 días) (figura 29). En presencia de 

la capa alimentadora de células 3T3, las células de  epitelio corneal comenzaron a 

desplazar a las células alimentadoras y a adherirse a la superficie del cultivo 

alrededor del 6º día de cultivo (6.3 ± 2.3 días) (figura 30A), alcanzando la 

confluencia en 13 días (13.6 ± 5.2 días) (figura 30B). Una vez cultivadas, las células 

de epitelio corneal mostraron una morfología típica, redondeada, poliédrica o con 

forma de adoquín (figura 29).A diferencia de los resultados obtenidos y publicados 

por otros autores (Germain et al. 2000), que refieren un crecimiento más rápido de 

las células epiteliales cuando éstas son cultivadas con células 3T3, las diferencias 

en nuestro estudio no fueron estadísticamente significativas (p>0.05 para la prueba 

U de Mann-Whitney), por lo que la tasa de proliferación 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 contaminación 

estromal del cultivo de epitelio, que apareció únicamente en el 13.3% de los casos 

en los que las células epiteliales se cocultivaron con las células 3T3 (2 de 15 

cultivos), mientras que esta contaminación fue detectada en el 60% de los cultivos 

sin la capa alimentadora (9 de 15 cultivos). Las diferencias fueron estadísticamente 

significativas para el test exacto de Fisher (p<0.01).  
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Limbo 
esclerocorneal Células 

epiteliales 
corneales 

Figura 28. Técnica de cultivo celular epitelial a partir de explantes de limbo 

esclerocorneal en ausencia de células alimentadoras 3T3. Las células 

epiteliales corneales comienzan a crecer a partir del explante, adhiriéndose al 

frasco de cultivo en pocos días (flecha). Imagen tomada con el microscopio de 

contraste de fases. Escala 300 µm. 

 

 

Figura 29. Imagen de microscopía de contraste de fases de un cultivo 

confluente de células epiteliales de la córnea. Escala: 200 µm. 
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0. Imágenes de microscopía óptica de contraste de fases de cultivos 

elio corneal de conejo de laboratorio en presencia de células 

adoras 3T3 inactivadas. A: Cultivo a los 7 días, se está formando una isla 

as epiteliales que desplaza a las células 3T3. B: Cultivo a los 21 días, las 

piteliales han desplazado por completo a las células 3T3. Escala: 50 µm. 
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1.2. Cultivo de queratocitos estromales. 

Los queratocitos estromales fueron cultivados a partir de explantes tisulares 

obtenidos a partir del estroma corneal de conejo, los cuales se cultivaron usando 

medios de cultivo celular exentos de factores de crecimiento y utilizando técnicas de 

cultivo celular estándar.  

En cultivo, las células estromales mostraron una morfología alargada, 

fusiforme o estrellada (figura 31A), mostrando un buen nivel de crecimiento en 

cultivo. Los queratocitos migraron de los explantes en poco tiempo, alcanzando la 

confluencia alrededor del 9º día de cultivo (9.12 ± 2.21 días) (figura 31B). De las 

tres estirpes celulares cultivadas, los queratocitos han sido los que han mostrado 

una mayor tasa de proliferación. Por este motivo, cuando existieron dos estirpes 

celulares diferentes en el mismo cultivo, los queratocitos tendieron a proliferar a 

mayor velocidad que el resto, por lo que acabaron desplazando a las demás células 

del cultivo. 
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A

                   

B

 

Figura 31. Imágenes de microscopía óptica de cultivos de queratocitos 

estromales de córnea de conejo de laboratorio. A: Cultivo a los 7 días. B: Cultivo 

subconfluente a los 14 días. Escala: 200 µm. 
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1.3. Células de endotelio corneal de conejo. 

Las córneas de conejo fueron sometidas a tratamiento enzimático para 

facilitar la separación mecánica de la membrana de Descemet (con endotelio 

adherido a su cara posterior) de la superficie estromal posterior. Este complejo 

Descemet-endotelio fue cultivado en medios de cultivo suplementados con distintos 

factores de crecimiento.  

El cultivo tuvo éxito en un 50% de los casos (5 de 10 córneas).  En cultivo, 

las células estromales mostraron similitudes morfológicas con las células 

endoteliales in vivo, aunque las células tendieron a mostrar formas más bien 

poligonales y elongadas (figuras 32 y 33), más que la típica forma hexagonal que 

muestran en la córnea original. Las células endoteliales aisladas y mantenidas en 

cultivo primario mostraron una rápida tasa de proliferación, empezando a crecer a 

partir del 5º día (5.1 ± 2.3 días) y formando una monocapa celular confluente 

después de 12 días de cultivo en medios específicos (12.6 ± 5.4 días).  
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Figura 32. Imágenes de microscopía de contraste de fases del endotelio 

corneal cultivado del conejo de laboratorio. A: Células endoteliales 

correspondientes al primer subcultivo. B: Apariencia de las células a los 80 días de 

iniciado el cultivo (4º subcultivo). Escala: 200 µm. 

                                  

 

 

 

 

 80



                                                                                                                    Resultados                             
 

 

 

 

Figura 33. Fotografía obtenida mediante el microscopio electrónico de barrido 

de células endoteliales corneales mantenidas en cultivo. Escala: 20 µm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 81



                                                                                                                    Resultados                             
 

2. CARACTERIZACIÓN GENÉTICA DE LAS CÉLULAS CORNEALES 
MANTENIDAS EN CULTIVOS PRIMARIOS. 

 

La caracterización genética de los distintos cultivos celulares demostró que 

la expresión de ciertos genes quedó restringida a algunos tipos celulares y no a 

otros (figura 34). Por un lado, las células del epitelio corneal mostraron una elevada 

expresión del ARNm correspondiente al gen KRT12 (queratina 12), pero estas 

células no expresaron los genes COL8 (colágeno tipo VIII) ni VIM (vimentina) por 

RT-PCR. Por otro lado, mediante los análisis de RT-PCR se comprobó que los 

queratocitos corneales no expresaban el ARNm específico para los genes KRT12 ni 

COL8, pero en cambio expresaban altas cantidades del ARN correspondiente a la 

vimentina VIM. Finalmente, las células endoteliales cultivadas mostraron una 

elevada expresión del gen COL8, mientras que los genes KRT12  y VIM no se 

expresaron en el cultivo celular. En todos los casos, se apreció un nivel de 

expresión similar para el gen GAPDH, usado como control (figura 34). 

Estos resultados muestran que la expresión de los tres genes considerados 

(KRT12, VIM y COL8) es altamente específica de las células epiteliales, estromales 

y endoteliales de la córnea, respectivamente. 
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Figura 34. Análisis de expresión del ARNm correspondiente a los genes VIM, 

COL8 y KRT12 en células corneales cultivadas, mediante RT-PCR. La 

expresión del gen GAPDH (gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa) fue usada 

como control de la cantidad de ARN utilizada en cada reacción. En: Resultados de 

la reacción de RT-PCR llevada a cabo para células endoteliales cultivadas. Ep: 

Análisis para células epiteliales. Ke: RT-PCR para queratocitos estromales  
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3. CONSTRUCCIÓN DE EQUIVALENTES CORNEALES DE ESPESOR 
COMPLETO. 

En este estudio, hemos logrado construir equivalentes corneales mediante 

ingeniería tisular. En primer lugar, la utilización de un sistema basado en el cultivo 

sobre soportes porosos, logró un adecuado crecimiento y adhesión de las células 

endoteliales los soportes porosos, sugiriendo que los nutrientes y factores de 

crecimiento del medio de cultivo cruzaron de forma efectiva la membrana y 

migraron hacia el compartimiento superior de los soportes porosos, donde se 

encontraban las células.  

En segundo lugar, sobre las células endoteliales se desarrollaron los 

siguientes tipos de sustitutos estromales: 

 

3.1. Sustitutos estromales fabricados con geles de agarosa al 2%. 

  La utilización de este tipo de material generó sustitutos estromales de 

adecuada consistencia y transparencia, que pudieron tallarse con facilidad para 

generar tejidos artificiales de tamaño y grosor adecuado (figura 35). Sin embargo, 

este material no permitió el crecimiento de los queratocitos en su interior, por lo que 

fue desechado como biomaterial para la fabricación de córneas artificiales. Del 

mismo modo, las células epiteliales corneales cultivadas sobre la superficie de los 

sustitutos estromales de agarosa pura mostraron muy bajo nivel de adherencia y un 

crecimiento muy escaso o nulo. 

 

  

Figura 35. Sustituto estromal de 

agarosa al 2% con queratocitos  

inmersos en su espesor. 
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3.2. Sustitutos estromales fabricados con geles de fibrina humana.  

 La fabricación de geles de fibrina resultó técnicamente sencilla, no 

requiriendo la utilización de material dependiente de temperatura. Una vez 

solidificados, los geles de fibrina permitieron el crecimiento de los queratocitos 

inmersos en su espesor y de las células epiteliales sembradas en su superficie.  

La consistencia de los geles de fibrina fue relativamente baja, por lo que 

estos geles no fueron fáciles de manejar. La transparencia de los geles de fibrina 

con queratocitos inmersos no fue completa, pues este material tendió a conservar el 

color amarillento del plasma humano (figura 36). 

 

 

Geles de fibrina humana como 
sustitutos estromales.

 

Figura 36. Geles de fibrina humana con queratocitos en su espesor, para ser 

utilizados como sustitutos estromales. 
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3.3. Sustitutos estromales fabricados con geles de fibrina y agarosa al 0.1%. 

  La generación de geles de fibrina humana a la cual se añadió agarosa 

hasta una concentración final del 0.1% mostró muy buenos resultados. Una vez 

solidificados, los geles de fibrina-agarosa presentaron una adecuada transparencia 

(figura 37) y una buena consistencia, lo cual facilitó el manejo y la manipulación de 

los geles (figura 38). Respecto a los queratocitos, estas células mostraron una 

buena supervivencia y proliferación en el interior de los sustitutos estromales. 

Después de 2 días de cultivo, los queratocitos incorporados dentro de los geles de 

fibrina y agarosa al 0,1%, mostraron una morfología elongada o estrellada y se 

extendían por toda la malla estromal (figura 39). En ninguno de los casos se apreció 

contracción o pérdida de volumen de los geles de fibrina y agarosa después de 

generar los sustitutos corneales.         

 

         

 

Figura 37. Constructo corneal fabricado a partir un sustituto estromal de 

fibrina y agarosa al 0,1% con queratocitos inmersos en su interior. La 

transparencia del constructo permite apreciar los números de la guía que sirve de 

referencia. 
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Figura 38. Sutura simple de nylon de 10/0, realizada sobre un constructo 
corneal fabricado a partir un sustituto estromal de fibrina y agarosa al 0,1% 
 

 

  

 

Figura 39. Queratocitos estromales inmersos en un gel de fibrina-agarosa 

0,1%. 

 

 

 87



                                                                                                                    Resultados                             
 

3.4. Sustitutos estromales fabricados con geles de colágeno tipo I. 

  La producción de geles de colágeno tipo I fue técnicamente sencilla, 

aunque el elevado precio del colágeno disponible comercialmente dificulta la 

generación de geles de gran tamaño. Una vez solidificados, los geles de colágeno 

tipo I presentaron varios problemas. El más importante de ellos fue la tendencia a la 

contracción y a la pérdida de volumen de este tipo de sustitutos estromales. Tras 7 

días de cultivo con queratocitos en su interior, todos los geles de colágeno se 

contrajeron y perdieron entre un 25 y un 50% de su volumen original. Sin embargo, 

los geles de colágeno tipo I permitieron el crecimiento de queratocitos estromales 

en su espesor y de células epiteliales corneales en su superficie. Finalmente, los 

geles de colágeno tipo I fueron relativamente translúcidos (figura 40). 

 

 

      

 

Figura 40. Equivalentes corneales de espesor completo, construidos con 

sustitutos estromales a base de colágeno tipo I. 
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4. EVALUACIÓN MICROSCÓPICA DE LOS EQUIVALENTES CORNEALES 
GENERADOS MEDIANTE INGENIERÍA TISULAR 

 

Una vez establecida la mayor utilidad de los sustitutos estromales basados 

en una mezcla de fibrina y agarosa al 0,1%, se procedió a caracterizar 

histológicamente los constructos corneales fabricados a partir de este tipo de 

estroma, tal como se describe a continuación. 

 

4.1. Los equivalentes corneales presentan un epitelio estratificado equivalente al de 

las córneas control. 

La evaluación microscópica de los constructos corneales mediante 

microscopía óptica reveló la presencia de un epitelio análogo al existente en las 

córneas control. En el análisis inicial de las córneas mantenidas en cultivo 

sumergido durante dos semanas, se apreció la formación temprana de una 

monocapa de células epiteliales sobre el sustituto estromal. Sin embargo, después 

de 2 semanas de exposición de las células epiteliales al aire, empezó a observarse 

una estratificación progresiva del epitelio del corneal construido, formándose 

finalmente un epitelio estratificado muy similar al que existe en las córneas nativas 

del conejo de laboratorio (figura 41). Asimismo, la evaluación mediante microscopía 

electrónica mostró que la superficie de los constructos corneales estaba formada 

por una capa continua de células epiteliales que cubría por completo el sustituto 

estromal (figura 42).  

Finalmente, el análisis utraestructural mediante microscopía electrónica de 

transmisión demostró la presencia de numerosas uniones intercelulares entre las 

distintas células epiteliales del constructo corneal. Entre estas uniones, destacan 

por su número los desmosomas (figura 43) y las uniones estrechas o tight junctions 

(figura 44), lo cual sugiere que la capa de epitelio construido formaba una barrera 

eficiente similar a la que existe en las córneas nativas del conejo de laboratorio. 

Igualmente, las células epiteliales mostraron abundantes microvellosidades en su 

superficie (figura 45). 
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Figura 41. La evaluación mediante microscopio óptico de los constructos 

corneales demostró la presencia de un epitelio corneal estratificado (flecha). 

Tinción con azul de toluidina. Escala: 200 µm. 
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Figura 42. Superficie epitelial de los constructos corneales generados 

mediante ingeniería tisular. Las células epiteliales forman una capa continua de 

células que cubre todo el sustituto estromal tanto en A como en B. Escala: 50 µm. 
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Figura 43. El análisis ultraestructural del epitelio de los constructos corneales 

generados mediante ingeniería tisular reveló la presencia de numerosas 

uniones intercelulares tipo desmosoma (flechas). Escala: 1 µm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 44. Unión intercelular tipo tight junction (uniones estrechas) entre las 

células epiteliales de los constructos corneales generados mediante 

ingeniería tisular (flecha). Escala: 1 µm. 
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Figura 45. Presencia de microvellosidades y prolongaciones celulares en el 

epitelio corneal construido sobre los soportes estromales artificiales. Escala: 

5 µm. 
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4.2. Los sustitutos estromales de fibrina y agarosa son estructuralmente análogos al 

estroma corneal nativo y permiten el crecimiento de los queratocitos en su interior. 

La evaluación mediante microscopía electrónica de barrido de los 

equivalentes corneales, mostró que los sustitutos estromales fabricados a base de 

fibrina y agarosa 0,1% presentaban una elevada homología estructural con el 

estroma original de las córneas normales del conejo de laboratorio (figura 46). De 

igual modo, los queratocitos sembrados en el espesor de estos sustitutos 

estromales presentaron un adecuado crecimiento y proliferación inmersos en estas 

matrices (figuras 47, 48 y 49). 
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Figura 46. Imágenes de microscopía electrónica de barrido de una córnea 

nativa de conejo de laboratorio y de un equivalente corneal construido por 

ingeniería tisular. A: Limbo esclerocorneal normal de conejo, mostrando la típica 

multicapa estromal. B: Equivalente corneal tridimensional construido con fibrina y 

agarosa 0,1% con queratocitos en su interior. Escala: 500 µm. 
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Figura 47. Imagen de microscopía electrónica de barrido en la que se pueden 

apreciar varios queratocitos (flechas) inmersos en una malla de fibras de 

fibrina y agarosa. Escala: 50 µm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 48. Imagen de microscopía electrónica de transmisión en la que se 

pueden apreciar varios queratocitos (flechas) inmersos en una malla de fibras 

de fibrina y agarosa. Escala: 50 µm. 
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Figura 49. Imagen de microscopía electrónica de transmisión de un 
equivalente corneal con sustituto estromal de fibrina y agarosa al 0,1%. 
Pueden apreciarse dos queratocitos (flechas) en el interior de la malla estromal. 
Escala: 25 µm. 
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4.3. El endotelio corneal es capaz de crecer y formar una monocapa en la base de 

los sustitutos estromales. 

Al igual que ocurre en las córneas nativas del conejo de laboratorio, los 

constructos corneales presentaron una monocapa de células endoteliales en su 

base (Figura 50). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50. La evaluación de los equivalentes corneales mediante microscopía 

óptica demostró la presencia de una monocapa celular de endotelio corneal 

en la base de los mismos (flecha). Tinción con azul de toluidina. Escala: 100 µm. 
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5. EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS ESPECÍFICAS EN LOS EQUIVALENTES 
CORNEALES GENERADOS MEDIANTE INGENIERÍA TISULAR 

 

El análisis inmunohistoquímico de los constructos corneales mostró 

similitudes fenotípicas de éstos con las córneas nativas de conejo. En este sentido, 

las córneas generadas por ingeniería tisular presentaron una expresión elevada de 

citoqueratina 3 en la capa celular epitelial, mientras que los queratocitos inmersos 

en el sustituto estromal de fibrina y agarosa mostraron una elevada expresión de 

vimentina (figura 51). Estos datos sugieren que tanto las células estromales como 

las epiteliales del constructo corneal, son biológica y funcionalmente equivalentes a 

las de las córneas control.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 99



                                                                                                                    Resultados                             
 

        

A 

 

 

 

      

 

 

 

 

 

 

B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 51. Análisis inmunohistoquímico de los equivalentes corneales 

organotípicos. A: La inmunohistoquímica para antiqueratina 3 muestra un fuerte 

teñido citoplásmico a nivel de la capa de epitelio biodesarrollado (flecha). B: 

Inmunohistoquímica para el marcador estromal vimentina. Tan solo los queratocitos 

estromales mostraron positividad para este marcador (flechas). Escala: 100 µm.                                   
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1. ¿Por qué fabricar equivalentes corneales organotípicos? 

La queratoplastia penetrante o transplante de córnea de espesor completo, 

es la técnica quirúrgica más utilizada en los Estados Unidos y en Europa, en el 

tratamiento de la patología corneal grave (Borene et al., 2004). Sin embargo, esta 

técnica presenta varios inconvenientes de gran importancia, entre los que 

destacamos los siguientes:  

a) Por una parte, la disponibilidad de órganos y tejidos humanos para 

transplante es mucho menor que la demanda actualmente existente, lo cual hace 

que las listas de espera para todo tipo de transplantes, incluyendo los de córnea, 

sean cada vez mayores. A la insuficiencia de córneas humanas disponibles para 

transplante, debemos añadir la amenaza que supone en países desarrollados la 

continua expansión de la cirugía refractiva, dado que las córneas tratadas con este 

tipo de cirugía no son aptas para transplante (Ousley y Terry, 2002). En la 

actualidad, el número de personas sometidas a cirugía refractiva es muy elevado, y 

se prevé que este número pueda incrementarse de forma exponencial durante los 

próximos años (Lamparter et al., 2005).  

En países subdesarrollados, sin embargo, la disponibilidad de córneas es 

siempre escasa, ya sea por motivos religiosos, culturales o de infraestructura 

sanitaria, aunque el número de personas sometidas a cirugía refractiva es muy 

bajo. 

b) Por otra parte, las complicaciones más graves de la queratoplastia son las 

derivadas del origen heterólogo de los implantes corneales, destacando por su 

frecuencia y gravedad, las reacciones inmunológicas frente al injerto que pueden 

provocar el rechazo del mismo. Este rechazo inmunológico se produce por una 

reacción inmune dirigida contra los aloantígenos del Complejo Mayor de 

Histocompatibilidad (HLA) presente en las tres estirpes celulares de la córnea: 
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rechazo epitelial, rechazo frente a los queratocitos estromales y, sobre todo, 

rechazo endotelial. Este último constituye el tipo más grave de rechazo corneal, 

dado que conduce a una pérdida de células endoteliales que, al ser irreversible 

dada la baja tasa de proliferación de estas células, puede conducir a un edema 

irreversible del injerto (Coster y Willians, 2005). 

c) Finalmente, a pesar de los protocolos existentes en los Bancos de Tejidos 

y Órganos, la utilización de órganos y tejidos heterólogos presenta el riesgo de 

transmisión de enfermedades desde el donante hasta el receptor. En especial, en el 

transplante de córnea existe el riesgo de transmisión de: Virus de la 

Inmunodeficiencia Humana, Virus de la Hepatitis B (Hoft et al., 1997) y C, Virus del 

Herpes Simple (Robert et al., 2005), Virus de la Rabia (Houff et al., 1999), priones 

(enfermedad de Creutzfeld-Jakob) (Heckmann et al., 1997; Hogan et al., 1999; 

Uchiyama et al., 1994), bacterias acantonadas en la córnea así como algunos 

tumores (Mc George et al., 2002) y enfermedades intrínsecas de la córnea como 

distrofias corneales en etapas iniciales.  

La posibilidad de obtener tejidos de procedencia autóloga, generados a 

partir de células extraídas del propio paciente, evitaría la dependencia de órganos 

procedentes de donantes (y con ello, las listas de espera), así como el rechazo 

inmunológico (por tratarse de órganos inmunológicamente idénticos a los del 

receptor) y estaría exenta de la posibilidad de transmitir enfermedades desde el 

donante hacia el receptor. Se trataría, por tanto, de órganos generados en el 

laboratorio a partir de pequeñas muestras de biopsia e inmunológicamente iguales 

al organismo receptor. 

 Todo esto hace necesario el desarrollo de nuevos métodos para la 

reconstrucción corneal mediante la utilización de tejidos corneales autólogos 

(Nishida, 2003; Borene et al., 2004). Como consecuencia, el implante de 
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equivalentes corneales biológicos desarrollados por ingeniería tisular y de 

queratoprótesis sintéticas, ha sido propuesto como una alternativa a la 

queratoplastia penetrante a la hora de  restaurar la agudeza visual o la estructura 

corneal perdidas (Bleckmann y Holak, 2005). Por esto, la ingeniería tisular de la 

córnea representa un importante punto de inflexión en el tratamiento quirúrgico de 

la patología corneal, sin las desventajas del transplante de córnea (Nishida, 2003). 

En este sentido, diferentes grupos de investigación están actualmente centrados en 

el desarrollo de un sustituto corneal biológico (Griffith et al., 1999; Minami et al., 

1993; Orwin y Hubel, 2000; Reichl y Muller-Goymann, 2003; Schneider et al., 1999; 

Zieske et al., 1994). 

Por otra parte, en la actualidad, la experimentación con animales está 

amenazada por los grupos ecologistas y sociedades protectoras de animales, por lo 

que pensamos que un equivalente de la córnea del conejo podría ser utilizado para 

llevar a cabo diversos tipos de estudios sin necesidad de utilizar animales vivos. En 

especial, las córneas generadas en laboratorio podrían utilizarse para la realización 

de estudios fisiológicos o farmacológicos de la córnea o de penetración de 

fármacos dentro de los tejidos oculares, como ya ha sido propuesto por algunos 

autores (Reichl, 2003 y 2004; Tegtmeyer, 2001). En esta línea, ya han sido 

desarrollados diferentes modelos de cultivos celulares que tratan de reconstruir in 

vitro las diferentes barreras oculares (Honorf, 2005), los cuales podrían ser 

fácilmente reproducidos en nuestro modelo de equivalente corneal. 

Desde hace más de quince años, numerosas directrices de la Unión 

Europea se han centrado sobre la protección de los animales utilizados para 

experimentación y otros fines científicos, haciendo especial hincapié en lo referente 

a la búsqueda de sistemas biológicos in vitro que sustituyan a la experimentación 

con animales vivos (resoluciones 86/C331/02, DOCE L222 24/08/1999, DOCE L44 

 104



                                                                                                                    Discusión                             
 

20/02/1990, DOUE L230 16/09/2003 y DOUE L198 6/08/2003 de la UE). En este 

sentido, nuestro modelo de córnea de conejo sintetizada in vitro estaría plenamente 

incardinado en la línea de trabajo impulsada por la UE. 

 

2. Cultivo de las tres estirpes celulares de la córnea del conejo de laboratorio. 

En el presente estudio, hemos conseguido aislar y mantener en cultivo las 

tres principales estirpes celulares de la córnea del conejo de laboratorio: células 

epiteliales, queratocitos estromales y células endoteliales corneales. El 

mantenimiento en cultivo de estas células procedentes de la córnea del conejo 

presenta una gran utilidad potencial, no sólo para su utilización en la construcción 

de córneas biológicas organotípicas mediante ingeniería tisular, sino además, para 

multitud de estudios in vitro centrados en la biología celular de la córnea, ensayos 

farmacológicos y fisiológicos, etc. La disponibilidad de células corneales cultivadas 

en laboratorio abre nuevos campos de investigación relacionados con el tratamiento 

de la patología de la superficie ocular, incluyendo implantes de células expandidas 

ex vivo con o sin la utilización de soportes de membrana amniótica (Kim et al., 

2005; Koizumi et al., 2001; Ma et al., 2004), etc...  

 

2.1. Cultivo de células de endotelio corneal. 

Las células de epitelio corneal y estroma corneal, animales y humanas, han 

sido previamente cultivadas con éxito. Sin embargo, observaciones in vivo y ex 

vivo, además de estudios de cultivos tisulares, sugieren que la capacidad 

proliferativa relativa de las células de endotelio corneal podría ser diferente entre 

distintas especies de la escala zoológica. Por ejemplo, las células de endotelio 

corneal bovino, de rata y de conejo (Raymond et al., 1986; Joyce, 2003) presentan 
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una elevada tasa de proliferación en cultivo, pudiendo generar un gran número de 

células a partir de pequeñas biopsias de tejido original. Conforme a los resultados 

de estos investigadores, nuestro grupo de investigación ha sido capaz de cultivar 

con éxito las células del endotelio corneal del conejo y de utilizarlas para la 

generación de córneas en laboratorio mediante ingeniería tisular. Sin embargo, 

aunque algunos autores informaron de éxito en el cultivo de endotelio corneal 

humano (Joyce, 2003; Sumide et al., 2006), es bien conocido que las células de 

endotelio corneal del mono y del hombre muestran un índice de proliferación muy 

bajo, siendo por tanto, muy difíciles de mantener en cultivo (Joyce, 2003). Por esta 

razón, ningún grupo de investigación ha sido capaz de desarrollar un modelo 

biológico de córnea utilizando células humanas normales de las tres estirpes 

celulares. De hecho, el único constructo corneal fabricado con células corneales 

humanas de las tres principales estirpes de la córnea, ha utilizado células 

endoteliales inmortalizadas mediante el virus SV40 (Griffith et al., 1999). El uso de 

células manipuladas genéticamente, sin embargo, está altamente restringido a 

ciertos propósitos no clínicos, pues el índice de proliferación de esas células es 

mucho mayor que el de las células nativas (Engelmann, 2004). La inmortalización 

celular constituye un proceso muy complejo y no bien conocido que, muy 

probablemente, desemboca en la transformación maligna de las células 

inmortalizadas en un plazo muy corto de tiempo. La utilización clínica de células 

premalignas está formalmente prohibida por la legislación y se aleja de los 

principios éticos que han de regir la práctica de los ensayos clínicos con seres 

humanos. 
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2.2. Cultivo de células corneales estromales. 

Respecto a las células del estroma corneal, nuestros cultivos de 

queratocitos demostraron una elevada tasa de proliferación y un rápido crecimiento 

en medios de cultivo exentos de factores de crecimiento. Estos resultados coinciden 

con los datos publicados por otros investigadores (Orwin y Hubel, 2000; Teixeira et 

al., 2004). 

 

2.3. Cultivo de células de epitelio corneal. 

En referencia a los cultivos de células epiteliales corneales, la técnica 

basada en el cultivo de explantes de limbo esclerocorneal demostró una elevada 

eficiencia a la hora de generar cultivos celulares confluentes. Frente a otras 

técnicas más complejas basadas en la individualización 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 tamaño. De este 

modo, un pequeño fragmento de biopsia del limbo esclerocorneal podría generar un 

elevado número de células epiteliales corneales en un periodo de tiempo 

relativamente corto. 

 Por otro lado, el uso de una capa alimentadora de células previamente 

inactivadas (células 3T3 de embrión de ratón),  se ha relacionado en estudios 

previos con una mayor tasa de proliferación en células de epitelio corneal cultivado, 

respecto a cultivos sin esta capa alimentadora (Germain et al., 2000; Talbot  et al., 

2006). 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 ayudó a evitar la eventual 

contaminación del cultivo por células estromales. 
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2.4. Identificación de células corneales mediante análisis de expresión de 

genes con RT-PCR. 

En este contexto, es muy importante identificar apropiadamente los 

diferentes tipos celulares que se mantienen en cultivo. Tras el aislamiento y el 

cultivo, la mayoría de las células tienden a experimentar cierto grado de 

indiferenciación fenotípica, lo cual hace que a veces sean difíciles de identificar 

mediante la simple evaluación morfológica. No obstante, los análisis de expresión 

de determinados genes mediante RT-PCR son muy específicos de cada tipo 

celular, constituyendo además muy buenos marcadores para identificar las 

diferentes células corneales (Rabinowitz, 2005). En este estudio, los análisis de 

expresión llevados a cabo por RT-PCR demostraron que las células de endotelio 

corneal mantenidas en cultivo expresaban niveles elevados del ARNm específico 

para el gen COL8, el cual codifica para el colágeno tipo VIII, constituyente 

fundamental y específico de la membrana de Descemet. La expresión del gen 

COL8 en células no endoteliales es muy baja, por lo que este marcador puede ser 

utilizado para la identificación genética específica de las células endoteliales de la 

córnea (Chen et al., 2002; Sawada et al., 1990; Biswas et al., 2001; Fujimaki et al., 

1999; Burgeson et al., 1988; Kapoor et al., 1988). Numerosos trabajos han 

demostrado previamente que la expresión del colágeno tipo VIII está restringida a la 

membrana de Descemet de la córnea y que solamente las células que expresan 

altos niveles de expresión del gen COL8 pueden considerarse células endoteliales 

(Biswas et al., 2001; Burgeson et al., 1988; Chen et al., 2002; Fujimaki et al., 1999; 

Kapoor et al., 1988; Sawada et al., 1990). 

Por otro lado, las células epiteliales corneales mostraron una elevada 

expresión del gen que codifica para queratina 12 (gen KER12), mientras que los 

queratocitos estromales no expresaron los ARNm correspondientes a colágeno VIII 
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ni a queratina 12, pero mostraron una alta expresión del gen VIM. El gen VIM 

codifica para la vimentina, proteína muy abundante en el citoesqueleto de los 

fibroblastos, los queratocitos y otros tipos de células estromales y del tejido 

conjuntivo. Por otra parte, la expresión de los genes que codifican las citoqueratinas 

3/12 es un marcador bien establecido de diferenciación de epitelio corneal (Chen et 

al., 2002; Koizumi et al., 2002; Kurpakus et al., 1990; Nishida et al., 2004; 

Rabinowitz et al., 2005).  

Estas u otras técnicas altamente específicas, serían muy apropiadas para su 

uso con células que van a ser utilizadas en la construcción de órganos por 

ingeniería tisular. De este modo, el investigador puede asegurar que las células que 

utilizará para la generación de córneas en el laboratorio corresponden a las tres 

principales estirpes celulares de la córnea. 

 

3. Construcción de equivalentes corneales de la córnea del conejo de 

laboratorio. 

 

 3.1. Técnica secuencial de cultivo, utilizando sustitutos estromales. 

Una vez que las células corneales de epitelio, estroma y endotelio han sido 

aisladas y cultivadas, usamos una técnica secuencial de cultivo para desarrollar un 

sustituto eficaz de la córnea del conejo. Para la construcción de equivalentes 

corneales organotípicos, utilizamos soportes porosos para cultivo celular 

disponibles comercialmente (Reichl y Muller-Goymann, 2003). Este sistema se 

utilizó por dos motivos: 

a) Por una parte, la presencia de una membrana porosa en la base de cada 

soporte permite el cultivo de una capa de células endoteliales en el fondo de los 
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constructos sin comprometer el aporte de oxígeno y nutrientes a esas células. De 

otro modo, las células endoteliales cultivadas en la base de un sustituto estromal 

nunca estarían en contacto directo con el medio de cultivo y, por tanto, podrían 

estar sometidas a estrictas condiciones de anoxia que se impedirían su desarrollo 

(Reichl y Muller-Goymann, 2003). En nuestro caso, la evaluación con microscopía 

electrónica de los equivalentes corneales desarrollados con esta técnica secuencial, 

mostraron que una monocapa celular confluente de células endoteliales viables, se 

formó sobre la cara posterior de los sustitutos estromales.  

b) Por otra parte, la utilización de este tipo de soportes porosos para cultivo 

celular nos permitió utilizar una técnica de cultivo aire-líquido para promover la 

estratificación de las capas más superficiales de epitelio. Algunos cultivos con 

soportes porosos han sido utilizados por diferentes investigadores para la 

construcción de varios tipos de tejidos mediante ingeniería tisular (Geroski et al., 

1992; Hutak et al., 2002; Limat et al., 2003; Reichl, y Muller-Goymann, 2003; 

Richard et al., 1991), como una forma eficaz de promover la estratificación del 

epitelio corneal  (Chang et al., 2000; Kawazu et al., 1998 y 1999; Richard et al., 

1991). La generación de córneas con un epitelio estratificado presenta enormes 

ventajas desde un punto de vista funcional. Como se expuso en la introducción de 

este estudio, la córnea normal presenta varias capas de células epiteliales, lo cual 

confiere a la córnea gran parte de sus propiedades, incluyendo la regulación de los 

niveles de agua que se pierden hacia el exterior y la capacidad de barrera frente a 

agentes externos. 

 

3.2. Desarrollo de sustitutos estromales. 

En general, las propiedades de los tejidos biológicos nativos son muy 

difíciles de reproducir utilizando materiales sintéticos. A diferencia de los geles de 
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polímeros simples, muchos materiales biológicos como la córnea, pueden 

incrementar su dureza y consistencia cuando las condiciones del medio así lo 

requieren. De ese modo, la córnea puede prevenir deformaciones que podrían 

amenazar la integridad del tejido (Storm et al., 2005).  

En este estudio se han utilizado los siguientes sustitutos estromales: 

 

3.2.1. Modelos de equivalentes corneales construidos con un sustituto 

estromal a base de agarosa 2%. 

Aunque la agarosa constituye un buen candidato para la fabricación de 

sustitutos estromales transparentes y de adecuada consistencia, este material no 

permitió el crecimiento de los queratocitos en su interior, por lo que fue desechado 

como biomaterial para la fabricación de equivalentes corneales. 

 

3.2.2. Sustitutos estromales a base de fibrina humana. 

Algunos investigadores han propuesto la utilización de matrices de fibrina 

como sustitutos estromales en diferentes tejidos, incluyendo la córnea humana 

(Han et al., 2002; Talbot et al., 2006). Sin embargo, las propiedades mecánicas de 

los geles de polímeros de fibrina pura no son siempre comparables a los del 

estroma corneal en términos de consistencia y transparencia, aunque tienen la 

ventaja de su amplia disponibilidad y la ausencia de contracción cuando son 

mantenidos en cultivo. 

Todo esto concuerda con nuestros resultados, nuestros geles de fibrina 

permitieron el crecimiento celular, no tendieron a la contracción, pero su 

transparencia no fue perfecta. 
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3.2.3. Equivalente corneal construido con un sustituto estromal a base de 

fibrina y agarosa al 0.1%. 

En este estudio, hemos construido un sustituto estromal utilizando para ello 

un gel de fibrina y agarosa al 0.1%, con queratocitos estromales inmersos en su 

interior. Estos constructos demostraron mejor consistencia que los fabricados 

únicamente con fibrina, una buena transparencia y nos permitieron llevar a cabo 

suturas sobre ellos. Además, los geles de fibrina y agarosa fueron capaces de 

sostener una capa funcional de epitelio, similar al epitelio corneal normal, donde 

todas las células mostraron una apropiada unión y crecimiento sobre la matriz 

estromal. Además, los geles de fibrina y agarosa no tendieron a la contracción, 

como ocurría con los geles de colágeno de acuerdo con trabajos previos (Nishida et 

al., 2004), y su apariencia microscópica fue muy similar a córneas nativas. Como ya 

hemos dicho, la capa superficial de células epiteliales de epitelio corneal aparecía 

aplanada, con numerosos desmosomas y uniones estrechas, como es el caso de 

las córneas normales in vivo (Reichl et al., 2004; Toropainen et al., 2001). Todos 

esos resultados sugieren que el epitelio corneal desarrollado por ingeniería tisular 

forma una barrera estrecha y, por eso, los constructos corneales podrían ser 

utilizados como un sustituto eficaz de la córnea nativa para propósitos in vivo o in 

vitro o para estudios farmacológicos (Ebertz, y McGann, 2004; Hornof  et al., 2005; 

Kawazu et al., 1998; Reichl et al., 2004; Tegtmeyer et al., 2001; Toropainen et al., 

2001). Además, los análisis de expresión de proteínas llevados a cabo sobre los 

constructos corneales, demostraron una alta expresión de la citoqueratina 3 en el 

epitelio corneal cultivado y una expresión específica de vimentina restringida a las 

células estromales. Estos análisis son altamente específicos e implican que la 

expresión proteica y la estructura histológica de los constructos corneales son 

equivalentes a las córneas originales. 
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Nuestros hallazgos sugieren que los sustitutos corneales basados en 

matrices de fibrina y agarosa, son equivalentes a las córneas del conejo, 

asemejando la ultraestructura de un órgano normal. Los complejos de fibrina-

agarosa descritos en este estudio parecen satisfacer los criterios para biomateriales 

usados para ingeniería tisular de la córnea, siendo muy simples de fabricar, y 

probablemente, bien tolerados cuando se implanten en animales de laboratorio. Por 

estas razones, creemos que el desarrollo de una cornea de espesor completo en 

laboratorio es posible y ofrece nuevos y extensos campos de investigación. 

Constructos basados en células corneales de conejo serían una barrera ideal para 

la investigación in vitro de permeabilidad de fármacos, cuando córneas extirpadas 

no están disponibles para este propósito (Tegtmeyer et al., 2001).  

 

3.2.4. Modelos de equivalentes corneales construidos con un sustituto 

estromal a base de colágeno tipo I. 

Varios modelos de tejido corneal han sido producidos in vitro usando células 

animales. Zieske y colaboradores (1994), informaron de un método para desarrollar 

equivalentes corneales incluyendo queratocitos estromales inmersos en un gel de 

colágeno con o sin una capa de células inmortalizadas de endotelio corneal de 

ratón. Una de las principales dificultades del uso de sustitutos estromales de 

colágeno tipo I es el elevado coste de este tipo de material y su escasa 

disponibilidad. Por otro lado, los geles de colágeno tienden a perder volumen y 

contraerse con el tiempo, por lo que el volumen final del órgano construido puede 

ser muy diferente del volumen originalmente previsto. Otro modelo corneal que 

utilizaba las tres estirpes celulares de la córnea bovina sobre matrices de colágeno 

fue propuesto por Minami y colaboradores (1993), mientras que Schneider y 

colaboradores (1999), desarrollaron un constructo corneal usando las tres capas 
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celulares de la córnea fetal del cerdo. En los tres casos referidos, el uso de geles de 

colágeno estuvo dificultado por la contracción del gel mediada por los queratocitos 

(Reich et al., 2004; Germain et al., 2000).  

Todo esto concuerda con nuestros resultados, nuestros geles de colágeno 

tendieron a contraerse  tras 7 días de cultivo con queratocitos, aunque permitieron 

el crecimiento de células epiteliales y queratocitos y consiguieron una buena 

transparencia. 

 

4. Problemas pendientes de solucionar. Retos para el futuro. 

 

4.1. Cultivo de endotelio humano. 

Uno de los principales objetivos de la ingeniería tisular de la córnea es 

construir un equivalente biológico de la córnea humana a partir de pequeños 

fragmentos biopsiados de la córnea. Sin embargo, el desarrollo de equivalentes 

corneales de espesor completo a partir de explantes limbales tiene la dificultad de la 

incapacidad de endotelio corneal humano para crecer a partir de pequeños 

fragmentos de biopsia corneal. Por esto, nuestro modelo de cornea organotípica en 

conejos podría ser muy útil para todo tipo de experimentos in vitro de las 

propiedades biológicas de la córnea (Ebertz, y McGann, 2004; Kawazu et al., 1998; 

Hornof  et al., 2005; Reichl et al., 2004; Tegtmeyer et al., 2001; Toropainen et al., 

2001). Para fabricar un equivalente corneal autólogo humano, podemos obtener 

epitelio corneal y queratocitos estromales a partir de biopsias de limbo 

esclerocorneal del paciente, pero la obtención de endotelio corneal autólogo es un 

reto para el futuro. Aunque algunos autores (Joyce 2003; Sumide et al., 2006) 

refieren haber conseguido cultivar endotelio corneal humano procedente de córneas 
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de pacientes jóvenes, la mayoría de los investigadores han sido incapaces de 

cultivar dichas células con éxito. Por otra parte, el enorme potencial que presentan 

las células madre adultas que existen en el tejido adiposo y en la médula ósea 

humanas (De Ugarte et al., 2003; Zuk et al., 2002) podría abrir nuevos campos de 

investigación referentes a la generación de células endoteliales corneales humanas 

en laboratorio. De hecho, estas células madre adultas ya han sido 

transdiferenciadas en laboratorio hacia varias estirpes celulares como hueso (Hicok 

et al., 1998), cartílago (Nathan et al., 2003), músculo estriado (Bacou et al., 2004), 

músculo cardiaco (Planat-Benard et al., 2004), endotelio vascular (Miranville et al., 

2004) o neuronas (Dezawa et al., 2004). La enorme plasticidad de estas células 

madre nos permite ser optimistas respecto a que en el futuro, puedan 

transdiferenciarse hacia células de endotelio corneal, por lo que pensamos que 

pueden tener un papel muy importante en el próximo desarrollo de la ingeniería 

tisular de la córnea. 

 

4.2. Inervación de los equivalentes corneales. 

 El efecto trófico de la inervación puede tener un papel importante en la 

estabilización a largo plazo del equivalente corneal implantado. La administración 

tópica del factor de desarrollo neuronal (Nerve Growth Factor) ha demostrado que 

promueve la inervación corneal en queratitis neurotróficas (Bonini et al., 2000; 

Lambiase et al., 1998) y acelera la reinervación corneal post LASIK (Myung-Jin et 

al., 2004), por lo que sería interesante estudiar su utilización en equivalentes 

corneales implantados, como estímulo para la inervación de estos constructos. 
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4.3. Mejorar la consistencia para una adecuada manipulación quirúrgica. 

 Aunque la consistencia de nuestros equivalentes corneales nos permitió 

practicar suturas simples sobre los mismos, todavía debe mejorarse para poder 

realizar una óptima implantación quirúrgica, por lo tanto aún es necesario 

profundizar en la búsqueda de nuevos sustitutos estromales que, permitiendo el 

crecimiento de células en su interior y en sus superficies, sean adecuados para su 

manipulación quirúrgica y presenten una consistencia y resistencia similares a las 

de la córnea humana. 

 

4.4. Mejorar la transparencia y capacidad refractiva de los equivalentes 

corneales. 

 Para lograr el objetivo funcional final de una buena agudeza visual en los 

pacientes en los cuales se van a implantar estas córneas generadas en el 

laboratorio, éstas deben tener una transparencia y una capacidad refractiva 

adecuadas. Perfeccionar las superficies de cultivo celular para adoptar una forma 

adecuada en los constructos corneales nos permitiría obtener equivalentes 

corneales lo más parecidos posibles a las córneas nativas. Por otro lado, el 

desarrollo de nuevas matrices extracelulares contribuiría a mejorar la transparencia 

de los constructos. 
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De los resultados obtenidos en el presente trabajo, pueden emitirse las 

siguientes conclusiones: 

 

1.- En relación con los cultivos celulares de las tres principales estirpes 
celulares de la córnea del conejo de laboratorio: 

Los tres tipos principales de células de la córnea (células epiteliales, 

queratocitos y células endoteliales corneales) mostraron un adecuado nivel de 

proliferación en cultivo, lo cual nos permitió establecer cultivos primarios de las tres 

estirpes celulares. La mayor capacidad de proliferación correspondió a la población 

queratocítica, seguida de la epitelial. La utilización de una capa de células 

alimentadoras, no se asoció a una mayor proliferación celular, aunque ayudó a 

evitar la contaminación del cultivo por células estromales. 

 

2.- En relación a la identificación fenotípica de las tres principales estirpes 
celulares de la córnea del conejo de laboratorio mediante RT-PCR: 

La caracterización de la expresión génica de los distintos cultivos celulares 

mediante RT-PCR demostró que la expresión de ciertos genes quedó restringida a 

algunos tipos celulares y no a otros. La expresión de los genes KRT12, VIM y COL8 

fue altamente específica de las células epiteliales, estromales y endoteliales de la 

córnea, respectivamente. Esta técnica permite asegurar que las células utilizadas 

en la generación de equivalentes corneales corresponden a las tres principales 

estirpes celulares de la córnea.  

 

3.- En relación a la fabricación in vitro de sustitutos estromales. 

1. Los sustitutos estromales construidos a base de geles de agarosa al 2% 

mostraron una adecuada consistencia y transparencia. Sin embargo, este 

material no permitió el crecimiento de los queratocitos en su interior, por lo 

que fueron desechados. 

2. Los geles de fibrina humana mostraron un buen nivel de crecimiento de los 

queratocitos estromales cultivados en su espesor, pero su consistencia fue 

relativamente baja y su transparencia no fue completa. 
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3. Los sustitutos estromales basados en geles mixtos de fibrina y agarosa al 

0,1% fueron los que mostraron los mejores resultados, presentando una 

buena consistencia y una adecuada transparencia. En este tipo de sustituto 

estromal, los  queratocitos presentaron una elevada supervivencia y un buen 

nivel de proliferación celular. Por estos motivos, concluimos que los geles de 

fibrina y agarosa constituyen un modelo ideal para la sustitución del estroma 

corneal. 

4. Los geles de colágeno tipo I permitieron el crecimiento de queratocitos 

estromales en su interior y presentaron niveles adecuados de consistencia y 

transparencia. Sin embargo, estos hidrogeles tendieron a la contracción y a 

la pérdida de volumen tras 7 días de cultivo.  

 

4.- En relación a la fabricación in vitro de equivalentes corneales de espesor 
completo.  

La técnica de cultivo secuencial sobre soportes porosos demostró una gran 

utilidad a la hora de permitir la fabricación de equivalentes corneales organotípicos 

en el laboratorio. La utilización de este tipo de técnica permitió el desarrollo de 

sustitutos corneales con las tres principales estirpes celulares de la córnea nativa: 

células de epitelio corneal, queratocitos estromales y células endoteliales corneales. 

Las tres estirpes celulares mostraron una buena supervivencia y proliferación en los 

constructos, lo que unido a los sustitutos estromales de fibrina y agarosa, permite la 

generación de equivalentes completos de la córnea con un adecuado nivel de 

transparencia y consistencia. 

 

5.- En relación a la caraterización histológica y estructural de los equivalentes 
corneales basados en sustitutos estromales de fibrina y agarosa.  

La evaluación microscópica de los equivalentes corneales reveló la 

presencia de un epitelio corneal estratificado con células superficiales aplanadas, 

en las que existían abundantes microvellosidades y uniones intercelulares 

estrechas y tipo desmosoma, células de endotelio corneal en monocapa y un 

estroma compatible con la estructura histológica normal de la córnea del conejo. 
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6.- En relación a la caracterización de la expresión de proteínas específicas en 
las distintas capas de los equivalentes corneales.  

El análisis inmunohistoquímico mostró que los equivalentes corneales 

presentaron una expresión elevada de citoqueratina 3 en la capa celular epitelial, 

mientras que los queratocitos inmersos en el sustituto estromal de fibrina y agarosa 

mostraron una elevada expresión de vimentina. Estos datos sugieren que tanto las 

células estromales como las epiteliales del equivalente corneal, son biológica y 

funcionalmente equivalentes a las de las córneas nativas.  

 

7.- La aplicación de las técnicas de cultivo celular y de ingeniería tisular 
descritas en este estudio, nos ha permitido generar un equivalente de la 
córnea del conejo estructuralmente análogo a las córneas nativas de este 
animal. El perfeccionamiento de las técnicas utilizadas, podría permitir en el 
futuro la elaboración de equivalentes de la córnea humana. 
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