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Estrategias de regeneracion de
la cornea con células troncales
epiteliales limbales

Téllez-Gonzalez MA?, Gutiérrez-Salinas J?, Suarez-Cuenca JA3, Mondragon-
Teran P!

Resumen

Las células troncales epiteliales limbales son células unipotentes que
se localizan en el limbo esclerocorneal. En las dltimas décadas se ha
demostrado que estas células tienen un papel importante en el mante-
nimiento y renovacién de la cornea. Su ausencia en este tejido llega a
generar complicaciones como la pérdida de transparencia, insuficien-
cia regenerativa e incluso distintos sindromes. Su derivacién y cultivo
in vitro es una estrategia potencial en Medicina regenerativa; una vez
establecidas las condiciones experimentales éptimas para generar su
cultivo en 3D se puede realizar experimentacion traslacional en forma
de pruebas clinicas, mismas que podran proveer soluciones a distintos
problemas visuales.

PALABRAS CLAVE: células troncales epiteliales limbales, cérnea, me-
dicina regenerativa, ingenieria de tejidos.
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Strategies for regeneration of corneal
limbal epithelial stem cells

Téllez-Gonzéalez MA?, Gutiérrez-Salinas J?, Suarez-Cuenca JA3, Mondragdn-
Terdn P*

Abstract

The Limbal Epithelial Stem Cells (LESC’s) are unipotent Stem Cells that
reside in the esclero-corneal limbus. Since the last decade it has been
reported that these cells play an important role in the maintenance and
regeneration of the cornea. The absence of these cells, derive in com-
plications in the corneal tissue such as losing transparency, regenerative
failure, including the presence of syndromes. The culture and deriva-
tion of LESC’s is a potential strategy for regenerative medicine: Once
the optimal experimental conditions to generate a 3D LESC culture is
established, these 3D constructs could be used as corneal substitutes
in clinical trials.

KEYWORDS: Limbal epithelial stem cells; Cornea; Regenerative medi-
cine; Tissue engineering
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CELULAS TRONCALES

Las células troncales se han definido como cé-
lulas indiferenciadas capaces de autorreplicarse,
proliferar y con un potencial de diferenciacion
a distintos tipos de células especializadas; no
s6lo morfolégicamente sino también de forma
funcional. Su aislamiento y caracterizacion
significan un reto metodolégico ya que se debe
comprobar que una célula es troncal mediante
la manipulacién in vitro pudiendo resultar en la
alteracion de alguna de sus propiedades.'

Una célula troncal puede tener una division
simétrica o asimétrica. En la simétrica las dos
células hijas son similares a la progenitoray en la
asimétrica una de las dos células hijas conserva
la totalidad de las caracteristicas bioldgicas (tron-
calidad) de la célula original y la otra las pierde
iniciando un proceso de diferenciacion o espe-
cializacion, produciendo proteinas requeridas
para su propia funcién dentro del tejido u 6rgano
del cual formara parte. Si se realiza un balance
entre las divisiones simétricas y asimétricas las
células troncales son las tnicas con la capacidad
de mantener su progenie en la misma cantidad.?

Dependiendo de la ubicacién al momento de
su extraccion las células troncales se dividen
conceptualmente en dos tipos: células troncales
embrionarias (ESC, del inglés Embryonic Stem
Cell) y células troncales adultas o somaticas. Las
células troncales embrionarias se encuentran
en la masa celular interna del blastocisto y son
capaces de formar un embrién; mientras que las
células troncales somadticas se encuentran en
tejidos posnatales.?

Clasificacion de las células troncales

Se clasifican dependiendo a su potencial de di-
ferenciacion de acuerdo con el orden jerarquico
del desarrollo embrionario manifestandose en el
ambito natural.* Se dice que una célula troncal
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muestra mayor potencialidad cuando se pueden
obtener una cantidad diversa de lineas celulares
in vitro 0 in vivo y que posee menor potencia-
lidad cuando muestra diferenciacion hacia un
reducido ndmero de lineas celulares.®

Conforme con esto las células troncales se clasi-
fican por su potencialidad; a las primeras células
troncales las Ilamamos totipotenciales debido
a que son capaces de producir a un embrién
incluyendo sus estructuras extraembrionarias (la
placenta, saco vitelino y el cordén umbilical),
a éstas las encontramos en la mérula en las
primeras etapas del proceso de embriogénesis.®
Conforme avanza el desarrollo embrionario
las células van perdiendo gradualmente su po-
tencialidad; al llegar al estadio de blastocisto
cada una de las células que forman parte de la
masa celular interna son incapaces de constituir
estructuras extraembrionarias, pero tienen la
capacidad de desarrollar cualquier célula de
las 3 lineas germinales, a éste tipo celular se
le denomina células troncales pluripotentes.”®

Continuando con el proceso de embriogénesis,
durante la gastrulacién existe una migracion y
reorganizacion celular altamente coordinada,
que mediante invaginaciones, involuciones y
delaminaciones producen la delimitacion y
diferenciacién de las tres capas germinales: ec-
todermo, mesodermo y endodermo.® A partir de
este punto podemos encontrar diferentes células
troncales localizadas en tejidos especificos en el
embrién. Estas células son nombradas células
troncales multipotentes ya que son capaces
de generar diversos linajes celulares dentro
de un mismo tejido, limitando su potencial
de diferenciacion. Un ejemplo son las células
troncales hematopoyéticas (HSCs del inglés He-
matopoietic Stem Cells) encargadas de dirigir la
formacién y regeneracién de la sangre durante el
desarrollo embrionario y la etapa posnatal.’ Las
células troncales hematopoyéticas son capaces
de generar una diferenciacién a diversos tipos
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de células sanguineas (eritrocitos, leucocitos,
monocitos, plaquetas, asesinas naturales, células
presentadoras, etcétera)."

Asi llegamos hasta las células troncales unipoten-
tes que tienen restringida su diferenciacion hacia
un solo tipo de células, su funcion es mantenery
regenerar al tejido en donde estan ubicadas. Un
ejemplo claro de células troncales unipotentes
son las germinales que migran hacia las génadas
en el desarrollo embrionario (crestas genitales) y
eventualmente dan lugar a los gametos mediante
la espermatogonia.'

El estudio de las células troncales embrionarias
humanas se ha visto interrumpido en muchos
paises por la enorme controversia ética que pro-
vocan por ser generadas a partir de los primeros
estadios del desarrollo embrionario, usualmente
de embriones no implantados de procedimientos
de fertilizacién in vitro. En respuesta a este con-
flicto diversos investigadores se dieron a la tarea
de buscar otra forma de obtener células troncales
pluripotentes de origen humano; pero no fue
sino hasta el 2010 que un investigador japonés
[lamado Shinya Yamanaka (obtuvo el premio
Nobel de medicina por su aportacién al mundo
cientifico) logré reprogramar células somaticas
de tal forma que se obtenian células con un
comportamiento de una célula troncal multipo-
tente; a estas células generadas en el laboratorio
las denominaron células troncales pluripotentes
inducidas o iPS (del inglés Induced Pluripotent
Stem Cells). En su protocolo describe cémo fue
que se reprogramaron con éxito fibroblastos
embrionarios de ratén (MEFs del inglés Mouse
Embrionic Fibroblasts) y fibroblastos adultos tras
una infeccién con retrovirus que codificaban
para diversos factores de transcripcion; inicial-
mente utiliz6 21 factores pero en experimentos
posteriores depurd a los que no se atribuia la
expresion fenotipica de una colonia de células
troncales multipotentes hasta llegar a 4 factores
imprescindibles: OCT3/4, Sox 2, c-myc y Kif4,
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mismos que hacen posible la reprogramacién
de células sométicas a un estado pluripotente.'

El estudio de las células troncales ha sido en-
focado tanto a la generacién de conocimientos
bésicos sobre su biologia como a su manipula-
cién in vitro para posibles aplicaciones clinicas.
La investigacién sobre células troncales de otros
tejidos ha sido el principal objetivo de muchos
investigadores. Se cree que muchas células tron-
cales estan resguardadas en un drea especifica
dentro del tejido de un adulto en un estado de
quiescencia y no se dividen hasta ser activadas
por senalizaciones derivadas de enfermedad,
lesién o simplemente para sustituir a las células
perdidas naturalmente.™

Estas células troncales son de enorme interés
biol6égico pues no representan ningtin dilema
ético y muchas veces se pueden obtener a
partir de tejidos que son considerados residuos
o desechos biolégicos como en el caso de la
placenta, la sangre de cordén umbilical y los
anillos esclerocorneales remanentes después
de realizar trasplante de cérnea.’ En las Gltimas
décadas se ha demostrado que una poblacion
de células troncales adultas, conocida como
células troncales epiteliales limbales (CTEL) son
las responsables de la generacién del epitelio
corneal, en respuesta al desgaste normal y des-
pués de alguna lesion.

Células troncales epiteliales limbales

La integridad de la cérnea, su transparencia y
su funcién dependen de la capacidad de re-
novacion del epitelio corneal y, a su vez, esta
capacidad de renovacién depende de la pobla-
cién de células troncales localizadas en la region
basal del limbo. Anatémicamente, el limbo pose
caracteristicas del epitelio corneal y del epitelio
conjuntival, adquiriendo caracteristicas de zona
de transicion entre los dos diferentes tejidos
(Figura 1A).16
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Figura 1. Ubicacién del limbo esclerocorneal.
A) Limbo. B) Regiones de del limbo esclerocorneal.

Dadas las caracteristicas del limbo surgié la
hipétesis de que las células troncales epiteliales
limbales residian en un microambiente especia-
lizado o nicho que regula su mantenimiento, su
autorrenovacion, su proliferacion y su activacién
mediante sefales externas.'”” En 2005 Dua y
sus colaboradores identificaron la estructura
anatomica donde éstas residen, fue llamada
cripta epitelial del limbo, extendiéndose en las
empalizadas de Vogt,'® bajo esas criptas existe
una extensa red vascular a través de la cual las
células troncales epiteliales limbales reciben
factores y citocinas reguladoras para llevar a
cabo la proliferacion y diferenciacién celular.
Su distribucién en el limbo humano no es ho-
mogénea, son mas abundantes en las regiones
inferior y superior que en las regiones nasal y
temporal' (Figura 1B).

Identificacion

Las células troncales epiteliales limbales
comparten caracteristicas similares con otras
células troncales sométicas, incluyendo su
tamano pequefio,? su elevada relacién nicleo-
citoplasma,?' su ciclo celular?? y un ndcleo
rico en heterocromatina con nucléolos no
diferenciados.?* No existe marcador biolégico
definitivo para su identificacion pero existen
evidencias indirectas como carecer de la ex-
presion de los marcadores de diferenciacion
como citoqueratina 3 y 12 (marcadores espe-
cificos para células epiteliales corneales).? En
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los Gltimos afios se han propuesto diferentes
marcadores de diferenciacién celular dentro
de los que destacan:

ABCG2: la proteina de transporte del casete de
unién al ATP subfamilia G miembro 2 ha sido
propuesta como un marcador universal de célu-
las troncales y por ende un marcador de células
troncales epiteliales limbales.” Zhou y su grupo
encontraron la expresién de ABCG2 en células
troncales de médula ésea, misculo esquelético
y células troncales embrionarias.? Ademas se
report6 la expresion de ABCG2 en una poblacién
de células limbales basales, pero no en poblacio-
nes de células epiteliales corneales, sugiriendo
que es un marcador para las células troncales
epiteliales limbales.?”

p63: este factor de transcripcion fue propuesto
como marcador por Pellegrini en 2001; report6
que dentro de la cornea el p63 nuclear es expresa-
do por las células basales del epitelio limbal, pero
que no se expresa en las células amplificadas en
transito (TAC, del inglés Transit Amplifying Cells)
que cubren la superficie de la cérnea.?® Por otro
lado, se prob6 su ausencia en ratones knockout
(p63-/-) donde éstos mostraron defectos importan-
tes en su desarrollo epitelial, ademas de carecer
de epitelio estratificado. Estos resultados sugieren
que p63 esta implicado en el mantenimiento de la
poblacién de células troncales epiteliales limba-
les.? En los Gltimos afios se ha usado la isoforma
alfa de p63 ya que se encontré que es mucho mas
especifica que otras isoformas, comprobando que
es necesaria para el mantenimiento del potencial
proliferativo de las células troncales epiteliales
limbales y para su capacidad de migracién hacia
la cérnea (Figura 2).3°

Células amplificadoras en transito

Las células troncales epiteliales limbales, a pesar
de ser células troncales unipotentes, en condi-
ciones ideales se pueden dividir simétricamente,
para autorrenovarse, y asimétricamente dando
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Figura 2. Inmunofenotipo p63-a positivo. Se muestran microfotografias de células troncales epiteliales limbales
positivas al marcador nuclear p63-a. A) Campo claro. B) Células tefiidas con DAPI. C) Marcador p63-o. conju-
gado con Alexa Flidor 488 (verde). D) Unién de las imagenes en campo obscuro. La escala representa 100 pm
(imagenes proporcionadas por el Laboratorio de Medicina Regenerativa e Ingeneria de Tejidos a cargo del Dr.

Paul Mondragén Teran).

origen a una poblacion de células intermedias
progenitoras/precursoras Ilamadas “células am-
plificadas en transito” (TAC). Una vez dividida
la célula amplificada de transito va a migrar del
nicho para entrar en una via de diferenciacion
bajo la influencia de diferentes estimulos.?' Estas
células no son capaces de autorreplicarse, po-
seen una capacidad proliferativa limitada y un
restringido potencial de diferenciacién.*

Una de las principales funciones de esta poblacién
intermedia es incrementar (amplificar) el nimero de
células diferenciadas por cada division de las células
troncales, siendo una divisién finita hasta que se
convierten en células completamente diferenciadas
o TDC (del inglés Terminally Diferentiated Cells). El
resultado final es la generacién de un amplio ndime-
ro de células maduras del mismo fenotipo. Ha sido
reportado que las células amplificadas en transito
provenientes de la divisién de las células troncales
epiteliales limbales migran centripetamente para
poblar la regién basal del epitelio corneal 33

Enfermedades de la cornea y aplicaciones en
medicina regenerativa

La deficiencia de células troncales epiteliales
limbales genera falta de transparencia y funcio-

nalidad en la cérnea humana; esta deficiencia
de puede ser debida a diferentes causas inclui-
das: aniridia, displasia ectodermal, toxicidad de
medicamentos tépicos, lesién quimica o térmi-
ca, radicacién, sindrome de Stevens-Johnson,
crioterapia, lesiones debidas al uso de lentes
de contacto, queratitis microbial, entre otras.>®

A escala mundial se ha reportado que existen 285
millones de personas con discapacidad visual;
de ellas 39 millones son casos de ceguera total y
246 millones de vision disminuida.>* Dentro de
estos Ultimos estd la ceguera monoocular debida
a la deficiencia de células troncales epiteliales
limbales y no existe tratamiento farmacolégico
que regenere la cérnea.’”

Hay 17 reportes de terapia celular para revertir
la deficiencia de células troncales epiteliales
limbales; todos basados en la expansion in vi-
tro. Algunos reportes utilizan como estrategia
el cocultivo con células de fibroblasto de raton
embrionario ‘3T3’, otros emplean membrana
amnidtica como soporte directo para el cultivo
de células troncales epiteliales limbales.*® Pero
el uso de fibroblastos de ratén implica riesgo
de zoonosis y el uso de membrana amnidtica
como soporte representa varias desventajas



Téllez-Gonzalez MA y col. Regeneracion de la cornea con células troncales

como variacién biolégica entre donadores,
costosos procesos de andlisis para garantizar que
la membrana esté libre de agentes patégenos
(principalmente virus) y para evitar el potencial
riesgo de contaminacién al producto final.

Uno de los mayores retos que enfrenta el desa-
rrollo de terapias celulares es el cultivo y éptima
expansion que permitan generar cantidades
suficientes de células con el fenotipo y genoti-
po correctos para su trasplante,® asi como su
derivacion en medios de cultivo quimicamente
definidos y libre de contacto con otro tipo de
células que puedan comprometer la seguridad y
eficacia del tratamiento.*’ Es importante desarro-
[lar nuevas estrategias para la derivacioén, cultivo
y expansion de células troncales epiteliales limba-
les. Una posible alternativa para la recreacién de
un nicho ex vivo en un cultivo 3D es la basada en
el uso de biopolimeros, debido a las caracteristi-
cas de soporte, capacidad proliferativa, capacidad
de mantener viabilidad, contacto celular, contacto
con matriz extracelular, propiedades reoldgicas
similares a las de una cérnea humana y una posi-
ble expansion selectiva, promete ser la alternativa
para la produccién de sustitutos corneales.
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