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RESUMEN (en espafiol)

El endotelio corneal (EC) es una monocapa de células endoteliales (CE) densamente empaquetadas en la
Membrana de Descemet (DM) y es el responsable del mantenimiento de la trasparencia corneal a través
de un mecanismo de homba y de barrera. Diferentes condiciones como el trauma quirtrgico accidental,
diabetes, glaucoma o la distrofia endotelial pueden comprometer la funcién de las CE. Como resultado
de esta deficiencla puede ocurrir edema corneal, compromiso de la agudeza visual y en algunos casos
ceguera corneal, De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, la ceguera corneal representa una
de las causas mas importantes de ceguera en el mundo. A pesar de que la queratoplastia penetrante es
considerada el estdndar de oro para tratamiento de la ceguera corneal, en afios recientes la
queratoplastia endotelial de membrana de Descemet (DMEK) se ha convertido rdpidamente en el
tratamiento preferido para remplazar solo el endotelio corneal enfermo en lugar de remplazar todas las
capas de la cdérnea, sin embargo los problemas asociados con el trasplante corneal, en especial la
escasez de donantes es el mayor problema, esta situacion ha privado a cientos de pacientes con ceguera
corneal de salvar su visién por medio de un trasplante. Los esfuerzos para promover la donacién en
ciertas areas en el mundo han presentado dificultades, sobretodo asociadas a la diversidad econémica y
cultural. En la mayoria de los paises, el bajo nivel de educacidn, las practicas culturales finebres han
dafiado seriamente la donacién. La medicina regenerativa es una rama de la investigacién médica con el
potencial de solventar la escasez de donantes; el uso del cultivo de las CE para obtener un sustituto del
EC es una de las estrategia mas prometedoras de la medicina regenerativa. Sin embargo estas
estrategias tienen muchas dificultades: en cultivo las CE pueden adoptar una forma fibroblastica, falta
de soportes celulares adecuados con caracteristicas similares a la MD, asi como el uso de sustancias de
origen animal como el suero bovino y otros xenocomponentes limitan la aplicacién clinica de estas
estrategias. Ademds, en ciertas regiones del mundo como América Latina, la medicina regenerativa es
un campo de investigacion interdisciplinario emergente y costoso que a(in enfrenta diferentes desafios
antes de llegar a esta region en el mundo. En consecuencia, el uso de tejido donante de cérnea seguira
siendo una fuente insustituible para el trasplante de tejido. En este escenario, una monocapa altamente
organizada de células con su membrana basal intacta, capaz de expresar marcadores especificos del EC,
que pueda ser obtenido del tejido desechado de los bancos de ojos, y que no dependa de técnicas de
cultivo celular in vitro, puede ser una alternativa ideal para resolver el problema de la escasez de cérnea
en una regién como América Latina. En nuestra investigacion, observamos que el epitelio del cristalino
estd organizado como una monocapa de células epiteliales sobre la cdpsula anterior del cristalino
(ECAC), ademds de expresar de manera natural los marcadores de bomba (Na'K'/ATPasa) y barrera (ZO-
I} que se aceptan como requisitos para un sustituto del endotelio corneal sea considerado como
adecuado para ser utilizado en estrategias regenerativas; Ademas, muestra la expresién de otros
marcadores (conexinas, acuaporinas, vimentina y moléculas de adhesion neural) que contribuyen con el
transporte activo de fluidos y la funcion de barrera que son necesarios para mantener la transparencia
en la cdrnea y el cristalino. El trasplante del ECAC en un modelo animal demostré la posibilidad de
trasplantar esta monocapa de manera similar a un EC, permitiendo adaptar una técnica quirdrgica
ampliamente utilizada por los cirujanos oftalmdlogos. Nuestros hallazgos mostraron que las corneas
trasplantadas son capaces de evitar la progresién de las alteraciones asociadas a la insuficiencia
endotelial. Es de nuestro conocimiento que la idea de restaurar la trasparencia corneal por medio del
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trasplante del ECAC como u tejido subrogado nunca ha sido explorada. Este trabajo tiene un impacto en
varios campos: i) Una nueva estrategia en el campo del trasplante para el reemplazo de CE enfermas,
basada en el uso del ECAC como un sustituto natural del EC obtenido sin el uso de enfoques
tradicionalmente in vitro, ii) La posibilidad de obtener dos posibles sustitutos naturales del EC de un
tejido ocular que se descarta regularmente de los bancos de ojos después de la adquisicién de cérneas y
i) Una estrategia de investigacion traslacional para resolver el problema de la falta de donantes. Por lo
tanto, con esta estrategia es posible obtener dos CE y dos sustitutos de CE de un solo donante. Con el
objetivo de resolver la crisis del donante corneal, un donante podria beneficiar a cuatro pacientes.

RESUMEN (en Inglés)

The corneal endothelium (CE) is a densely packed confluent monolayer of corneal endothelial cells (CEC)
on Descemet's membrane (DM), responsible for maintaining the hydration of the cornea through a
pump leak mechanism and carries out a barrier function. Different conditions such as accidental or
surgical trauma, diabetes, glaucoma or endothelial dystrophy can compromise the function of CEC. As a
result of this deficiency corneal edema, impaired visual acuity and in some cases corneal blindness
occur. According to the World Health Organization, corneal blindness represents one of the most
important causes of blindness in the world. Despite penetrating keratoplasty being considered the gold
standard for treatment of corneal blindness, in recent years Descemet’'s membrane endothelial
keratoplasty (DMEK) has rapidly become in the preferred treatment to replace only the diseased CE
instead of a full corneal thickness replacement; however, problems associated with corneal
transplantation, especially the lack of donors is still the major problem, this situation have deprived
thousands of patients with corneal blindness from a sight saving transplant. The efforts to promote
corneal donation in Latin America have been difficult due primarily to the cultural and economic
diversity. In most countries, the low level of educational, cultural funeral practices and public awareness
have hampered donation. Regenerative medicine is a recent area of medical research with the potential
to solve the problem of lack of donors; the use of cultured CEC to obtain an engineered CE substitute
represents one of the promising approaches for regeneration of cornea. However, this strategy faces
several difficulties: in culture, CEC can be passaged only a limit number of times before they adopt a
fibroblastic-like morphology, the selection of an adequate scaffold with similar characteristics to DM,
the use of fetal bovine serum and other xenocomponents to promote mitosis limit its clinical
application. On the other hand, for most of the countries of Latin America, regenerative medicine is an
emerging and costly interdisciplinary field of research that still faces different challenges before it
reaches this region in the world. In consequence, the use of cornea donor tissue will remain as
irreplaceable source for tissue transplantation. In this scenario, a highly organized monolayer of cells
with its intact basal membrane, shared key specific markers with CE, which comes from discarded tissue
from eye banks, and does not depend of in vitro cell culture techniques, may be an ideal alternative to
solve the problem of cornea shortages in a region as Latin America. In our research, we observe that
lens epithelium (LE) is organized as a monolayer of lens epithelial cells (LEC) on anterior lens capsule
(ALC), it naturally express not only the pump-leak markers (Na'K'/ATPase and ZO-1) that are accepted as
requisites for an adequate CE substitute to be used in regenerative strategies; also, it shows expression
of other markers (connexin, aquaporin, vimentin and neural cell adhesion molecules) that contribute
with the active fluid transport and barrier function that are necessary to keep the transparency in the
cornea and lens. The LE transplantation in an animal model demonstrated the possibility of
transplanting this monolayer in a similar way to a CE, allowing to adapt a surgical technique widely used
by ophthalmologist surgeons. Our findings showed that the transplanted corneas are able to prevent
the progression of alterations associated with endothelial insufficiency. The use of LE enables the
possibility to have a natural CE substitute obtained without the need of traditional culture approaches
used for the construction of an engineered endothelium. An additional advantage is due to the use of a
cell sheet monolayer that came from a source that is derived from the same intraocular environment
and light adapted, such as CE. The possibility of using an ocular tissue that naturally expresses key
specific corneal endothelial markers and that came from a source that is regularly discarded in eye
banks after procurement of corneas from donors, provides a novel strategy in the field of
transplantation for replacement of diseased CE. To continue with our research, at this moment we are
working in pre-clinical experiments to prove the efficacy of LE to recover the corneal transparency in a
corneal endothelial insufficiency animal model. In our knowledge, the idea to restore the corneal
transparency using the LE as surrogate tissue has never been explored. This work has an Impact in
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several fields: i) A novel strategy in the field of transplantation for replacement of diseased CE, based on
| the use of LE as a natural CE substitute obtained without the use of traditionally in vitro approaches, ii)
The possibility of obtaining two potential natural CE substitutes from an ocular tissue that is regularly
discarded from eye banks after procurement of corneas and iii) A translational research strategy to solve
the problem of lack of donors. Thus, with this strategy it is possible to obtain two CE and two CE
substitutes from a single donor. With the aim of solving the corneal donor crisis, one donor could
benefit four patients.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO
EN CIENCIAS DE LA SALUD
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Planteamiento del problema

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, las enfermedades corneales
representan la segunda causa de ceguera mundial, con aproximadamente 6.9 millones de
personas afectadas por esta condicién {1,2], de los cuales una parte importante se
encuentra asociado a una pérdida irreversible de las céiulas endoteliales corneales (CEC),
causada principalmente por traumatismos durante procedimientos de cirugia intraocular
[3] o por desérdenes genéticos como la distrofia de Fuchs [4]. Independiente de la
etiologia, el dafio de las CEC trae como consecuencia la opacificacion de la cérnea y por

tanto el compromiso de la vision.

Las limitaciones fisicas y las implicaciones psicosociales de la pérdida de la vision pueden
ser dificiles de estimar. Sin embargo, es evidente que disminuye la calidad de vida no solo
de la persona afectada sino también la de su familia [5]. Una persena con compromiso de
la vision se enfrenta a grandes desafios sociales afectando muchas de ias actividades que
se realizan diariamente, entre ellas su capacidad laboral [5]. A esto se afiade una pérdida

de la autovalencia, autoestima y la aparicion de sintomas relacionados con depresién [6].

En la actualidad el Unico tratamiento disponible para remplazo de las CEC dafiadas es el
trasplante corneal, ya sea mediante queratoplastia penetrante para el remplazo de todas
las capas de la cdrnea, o por medio de técnicas mas selectivas como la queratoplastia
endotelial de la membrana de Descemet {DMEK) para remplazo solo del endotelio corneal
dafiado. Sin embargo, a pesar de los avances en el tratamiento quirdrgico para restitucion
de la funcién endotelial, la escasez de donantes de cérnea representa la mayor limitante

de estas estrategias, en particular en paises de América Latina.

Como alternativa a este problema, la ingenieria de tejidos plantea prometedoras
estrategias basadas en la elaboracion de sustitutos del endotelio corneal a partir de la
proliferacion de las CEC sobre diversos soportes celulares con caracteristicas similares a la
membrana de Descemet (MD) [7-10]. A su vez, el trasplante de algunos de estos
sustitutos en modelos animales de insuficiencia endotelial han demostrado la restitucion

de la funcién endotelial y por tanto de la transparencia corneal [8,11,12]. Sin embargo, la



mayoria de estos abordajes se basan en el uso de sustancias de origen animal
{xenogénicos) que durante afios han sido consideradas como inapropiadas por los serios
cuestionamientos éticos y cientificos relacionados [13). A su vez, estos procedimientos
conllevan altos costo de produccién y presentan escasa reproducibilidad entre los
estudios; encontrandose por lo tanto atin en fase experimental, factores que limitan la

posibilidad cercana de ser utilizados en estudios clinicos.

En este escenario, la obtencién de un tejido sustituto que exprese de manera natural
caracteristicas similares al endotelio y que conlleve a la restitucién de la transparencia
corneal al ser trasplantado mediante la técnica DMEK, seria una alternativa terapéutica
ideal para dar solucidn a los problemas de: i) escasez de donantes vy ii) cuestionamientos
éticos y de bio-seguridad alrededor de los abordajes de la medicina regenerativa
tradicional. De esta manera se contarfa con un novedoso abordaje terapéutico que

permitiria llevar a cabo estudios clinicos de manera més pronta.



Justificacion

Actualmente, los abordajes tradicionales de medicina regenerativa contribuyen de
manera escasa al tratamiento de pacientes con ceguera corneal, ya que la metodologia en
la que se hasan conlleva a que los tejidos obtenidos se consideren solo para fines de
investigacion, mas no para uso clinico [14]. La modificacién de aspectos como el uso de
sustancias de origen animal para la obtencién de sustitutos de endotelio corneal, podria
acelerar el desarrollo de estrategias mas iddneas con fines clinicos. Sin embargo, a la fecha
no ha sido posible desarrollar una metodologia que cumpla con este requisito, y que a su

vez, no implique los elevados costos asociados a las técnicas de medicina regenerativa.

En consecuencia, el desarrollo de una estrategia libre de sustancias xenogénicas y sin
necesidad de las técnicas in vitro de la medicina regenerativa es relevante y necesaria. Por
lo tanto, en el presente proyecto se propone usar el epitelio de la capsula anterior del
cristalino {(ECAC), como un sustituto del endotelio corneal, debido a su similitud con este
tejido en cuanto a sus caracteristicas estructurales y funcionales. La ventaja de esta
estrategia radica en: i) la obtencién de una monocapa celular semejante al endotelio
corneal, a partir de un tejido intraocular considerado de desecho posterior a la obtencion
del botén central de la cérnea para trasplante, ii) no requerimiento de componentes

xenogénicos y iv) capaz de ser trasplantada mediante la técnica DMEK.

Es de resaltar que con esta estrategia terapéutica a partir de un donante de tejido ocular,
se podrian obtener dos sustitutos de endotelio corneal, ademas de los dos endotelios
obtenidos de manera regular. De esta manera un donante podria beneficiar a cuatro

pacientes, contribuyendo asi a resolver la escasez de tejidos disponibles para trasplante.



Hipotesis

Las células del ECAC y las CEC comparten la expresién de marcadores asociados al
mantenimiento de la transparencia corneal, por lo tanto, el trasplante del ECAC ofrece un
beneficio terapéutico similar al obtenido con el trasplante del endotelio corneal mediante

la técnica DMEK.

Objetivos

General

Demostrar que el ECAC puede ser considerado como un sustituto del endotelio corneal,
por su similitud con las CEC sobre la MD.

Especificos

1. Determinar las caracteristicas epidemiologicas de los donantes de tejido ocular y
realizar un estudio morfolégico de las CEC y células del ECAC en sus respectivas

membranas basales.

2, Evaluar fa presencia de los marcadores estructurales y funcionales de las CEC en las
células del ECAC y determinar la expresion génica de marcadores de “bomba y barrera”de

las CEC en las células del ECAC.

3. Desarrollar un modelo animal de queratopatia bullosa en conejo blanco de Nueva

Zelanda.

4. Evaluar el efecto del ECAC al ser trasplantado por medio de la técnica de DMEK en el

modelo animal de queratopatia bullosa.



Estructura de la tesis

En esta tesis se plantean los siguientes apartados:

1. Resefia del estado del arte relevante para esta tesis.

2. Andlisis de las caracteristicas epidemiolégicas de los donantes de tejido ocular y estudio

morfoldgico de las CEC y células del ECAC en sus respectivas membranas basales.

3. Descripcion de la presencia de los marcadores estructurales y funcionales de las CEC en
fas células del ECAC y evaluacion de la expresion génica de marcadores especificos de las

CEC en las células del ECAC,

4. Descripcion del modelo animal de queratopatia bullosa en conejo blanco de Nueva

Zelanda.

5. Efecto terapéutico del ECAC al ser trasplantado por medio de la técnica de DMEK en el

modelo animal de queratopatia bullosa.

6. Perspectiva del trabajo a futuro.

7. Conclusiones de los capitulos.

8. Actividades académicas realizadas durante el programa doctoral en el periodo 2014-

2019



Resena del estado del arte



1.1 Superficie ocular

La cérnea no es un tejido aislado y forma junto con la esclera la cubierta externa del ojo, al
ser una estructura transparente que permite el paso de la luz juega un papel central en la
visién; mientras que la esclera forma una caja obscura que permite la formacion de la
imagen sobre la retina. La esclera de caracteristicas opacas se encuentra recubierta por un

tejido semitransparente conocido como conjuntiva [15].

El mantenimiento y proteccién de la transparencia corneal es la principal funcién del
sistema de la superficie ocular, el cual incluye: i) la superficie externa de la cérnea, ii) el
epitelio de la conjuntiva, iii) la glédndula lagrimal principal, iv) las glandulas accesorias
(Krause, Wolfring y Meibomio) y el iv) conducto nasolagrimal. Todos los componentes del
sistema de la superficie ocular participan en la produccién de las capas de la pelicula
lagrimal, que ademds de proteger las estructuras oculares tiene también propiedades

refractivas que contribuyen a la vision (Fig 1) [16].

Figura 1. Sistema de la superficie ocular. (a) Seccion sagital y (b) vista frontal de la
superficie ocular que muestra (color rosa) la continuidad del epitelio en: (1) cérnea, (2)
conjuntiva, (3) gldndula lagrimal, (4) gldndulas accesorias: Krause, Wolfring, y (5)
Meibomio. Cada regidn especializada contribuye a la formacion de (color azul) la pelicula
lagrimal. También se observan las (6) pestaiias y el (7) conducto nasolagrimal. Figura

adaptada de [17].



La glandula lagrimal y las accesorias de Krause y Wolfring secretan agua a manera de
lagrimas para formar una capa acuosa, las glandulas de Meibomio producen una capa
lipidica que previene la evaporacion de la lagrima, mientras la superficie externa de la
cérnea y el epitelio de la conjuntiva producen una capa de mucinas hidrofilicas que
mantienen las ldgrimas en la superficie del ojo (Fig 2), a su vez el conducto nasolagrimal
estd encargado de mantener un nivel apropiado de ldgrimas. Todas las funciones del
complejo de la superficie ocular estan integradas por la inervaciéon del trigémino que es

necesario para el funcionamiento normal del sistema [16,17].

Figura 2. Componentes de la pelicula lagrimal. (1) Capa lipidica secretada por las
glandulas de Meibomio, (2) capa acuosa secretada por las (3) gldndulas lagrimal, Krause y
Wolfring, y (4) capa de mucina secretada por el (5) epitelio de la conjuntiva y de la (6)

cornea. Figura adaptada de [18].
1.2 Cornea

Es el mayor componente refractivo del ojo, su curvatura y transparencia contribuyen con
43.25 de las 58.60 dioptrias del ojo humano (Fig 3) [19]. Es un tejido avascular cubierto en
la parte anterior por la pelicula lagrimal y bafiado en la cara posterior por el humor
acuoso. En un adulto promedio su diametro horizontal es de 11-12 mm, vertical de 10-11
mm y un espesor en la parte central de 500 pm aproximadamente, el cual se incrementa

de manera gradual en la periferia [20].



Figura 3. Aspecto normal de la cérnea. Exploracion con lampara de hendidura sobre la
superficie corneal, en la que se aprecia: el contorno convexo (flecha) y la transparencia que

permite visualizar los detalles del iris (asterisco). Figura adaptada de [21].

La estructura histolégica de la cdrnea estd formada por cinco capas: el epitelio, la
membrana de Bowman (MB), el estroma, la MD y las CEC. Todos los componentes

interactdan entre ellos para formar una estructura tridimensional (Fig 4) [22].
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Figura 4. Estructura de la cérnea. Corte histoldgico con tincion de hematoxilina & eosina

(H&E) en el que se muestran las distintas capas corneales: (1) epitelio, (2) MB, (3) estroma,

(4) MD, y (3) CEC. Figura adaptada de [23].

1.2.1 Epitelio




Consiste en células no escamosas dispuestas en 5-6 capas, representa entre 40-50 um del
espesor total de la cdrnea y junto con la pelicula lagrimal forman no solo una estructura
Optica, sino también una barrera que previene la sobre-hidratacion del estroma [20]. Las
celulas del epitelio corneal se encuentran en contacto directo con la MB, de
aproximadamente 12 um de espesor y compuesta de coldgenos tipo | y lll. La proliferacidn
y diferenciacién continua de la poblacién de células madre de la regién del limbo dan

origen a las capas superficiales del epitelio corneal {16,22].
1.2.2 Estroma

Representa alrededor del 80-85% del espesor total de la cdrnea, consiste en una malla de
fibras de colageno tipo | y IV empaquetadas en capas denominadas lamelas, e incluidas en
una matriz extracelular de proteoglicanos {decorina y lumican) [19]. Los queratocitos son
las células caracteristicas del estroma y estdn encargados de la sintesis y el re-
modelamiento de las lamelas. La cito-arquitectura caracteristica de esta matriz de
colageno contribuye a minimizar la desviacién de la luz y a mantener la transparencia
corneal, la cual depende de un adecuado contenido de agua en el estroma {78%), v que

estd determinado por ia actividad fisioldgica del endotelio corneal.
1.2.3 Endotelio

Esta formado por una monocapa de CEC de aproximadamente 18-20 yum de diametroy 5
im de espesor, su densidad celular normal es de 3,500 células/mm?® y en condiciones
normales existe una pérdida celular anual def 0.6% [22]. Estas células se disponen en una
morfologia caracteristica de panal de abeja sobre la MD, la cual actlia como una capa
eldstica compuesta por colageno tipo Vil [24,25] y colageno tipo IV, este dltimo permite la

adherencia de la MD con las CEC al estroma posterior [26].

La funcidn principal del endotelio es el mantenimiento de la transparencia corneal a partir
de la regulacién de la hidratacién mediante un mecanismo denominado de “bomba y
barrera” en las CEC. La funcién de barrera esta determinada por las uniones celulares

estrechas tipo zonula occludens-l (ZO-1) en la membrana apical de las CEC {22]. Esta

10



barrera limita la tendencia natural del humor acuoso a desplazarse dentro del estroma,
inducido por la elevada concentracion de coldgeno en las lamelas y glicosaminoglicanos en
la matriz extracelular [23,27]. Como balance al movimiento de liquido, una elevada
densidad de bombas Na*K'/ATPasa se encuentran en la membrana baso-lateral de las CEC,
formando un mecanismo que mueve el liquido del estroma a la camara anterior del ojo
(Fig 5) [27,28]. La actividad en conjunto de la ZO-1 y las bombas Na"KATPasa, contribuyen
al mantenimiento del transporte correcto de liquidos a través de las lamelas de colageno

para mantener una turgencia normal en el estroma [28,29].

N _J

7]
Estroma :é Humor acuoso

Na'K!/ATPasa

CEC

Figura 5. Mecanismo de bomba y barrera o través del endotelio corneal. La ZO-l se
focaliza en fa membrana apical de fas CEC donde cumple la funcidn de “barrera”; mientras
la Na*K'/ATPasa se localiza en la membrana baso-lateral donde cumplen la funcion de

“bomba”. Figura adaptada de [29].

En condiciones normales, fas CEC se encuentran arrestadas en la fase Gq del ciclo celular y
no proliferan in vivo. [30]. Los mecanismos moleculares que mantienen este estado
quiescente ocurren por control de los complejos ciclinas y cinasas dependientes de ciclina
{CDKs) a partir de: i) la inhibicién por contacto célula-célula [31], i} la inhibicidn mitética
inducida por el TGF-$ en el humor acuoso iii} fos fendmenos relacionados con senescencia

y iv) el dafio oxidativo {Fig 6) [32].

11



Dafio oxidativo

alDNA
1 Inhibicién por contacto
Senescencia ps3 TGF-p
pl61NKda p21cCipl p27Kip1
Ciclina D/CDK4 Ciclina E/COK2

\/

E2F/Rb —————

EEETEERE|

G1 S

Figura 5. Regulacion del ciclo celular en las CEC. La inhibicion por contacto célula-célula,
la presencia de TGF-B, los mecanismos asociados a la senescencia y dafio oxidativo
determinan el control de los complejos ciclina-CDKs que ocasionan arresto del ciclo celular.

Figura adaptada de [33].

En respuesta a este estado no proliferativo, el principal mecanismo para el remplazo de
células dafiadas involucra el alargamiento y la migracién de las CEC vecinas al drea de
lesion [34], resultando en un incremento en el coeficiente de variacién del area celular
(polimegétismo) y una disminucién en el porcentaje de hexagonalidad (polimorfismo)
[35]. A pesar del estado de arresto de las CEC, estas pueden dividirse en cultivo celular

bajo condiciones adecuadas [33,36].
1.3 Queratopatia bullosa
1.3.1 Definicién

La queratopatia bullosa (QB) es una condicidn patoldgica debida a la pérdida de CEC que
ocasiona el fracaso de la funcién de “bomba y barrera”, resultando en una opacidad de la
cérnea y compromiso de la vision [37]. Actualmente, una causa importante de esta
condicion son: (i) las endoteliopatias primarias, entre las que se encuentra la distrofia de
Fuchs y ii) las endoteliopatias secundarias, causadas por el uso de lentes de contacto [38],
enfermedades crdnicas como glaucoma [39] y traumatismo accidental [40]. La estimacion

exacta del nimero de personas afectadas por esta condicion es un proceso complicado y
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el nimero real podria ser considerablemente mayor si se incluyen situaciones como la
queratopatia bullosa secundaria a la pérdida de CEC tras cirugia de catarata [3],

actualmente considerado el procedimiento quirtrgico mas frecuente en oftalmologia [41].
1.3.2 Impacto en la calidad de vida

las limitaciones fisicas y las implicaciones psicosociales del compromiso de la vision
pueden ser diffciles de estimar. Sin embargo, es evidente que disminuye la calidad de vida
no solo de la persona afectada sino también la de su familia [5]. Una persona con
compromiso de fa vision se enfrenta a grandes desafios sociales afectando muchas de las
actividades que se realizan diariamente, entre ellas su capacidad laboral [5]. A esto se
aflade una pérdida de la autovalencia, autoestima y la aparicion de sintomas relacionados

con depresion [6].
1.3.3 Cambios patoldgicos, manifestaciones clinicas y diagndstico

Cuando Ja densidad celular del endotelio corneal disminuye hasta un punto critico se
compromete el funcionamiento de fos mecanismos normales de “bomba y barrera”.
Secundario a la pérdida de células por dafio endotelial, se observa polimegatismo vy
pleomorfismo de las CEC adyacentes al area de lesién como mecanismo compensador, sin
embargo estos cambios también favorecen la disrupcién y alteracion de las ZO-l y las
bombas Na'K'/ATPasa, resuftando en edema corneal por el control inadecuado de

liguidos [42].

Las manifestaciones clinicas dependerdn de la severidad de la enfermedad, siendo el
compromiso de la agudeza visual por opacificacion de la cdrnea {a mas notable. No
obstante, algunas alteraciones como los cambios morfologicos de las CEC son las primeras

lesiones en ser detectadas incluso antes de que el paciente se vuelva sintomatico.

El diagndstico de QB debe sospecharse ante la presencia de: pérdida de la trasparencia
corneal, reduccion de la densidad celular endotelial, presencia de polimegatismo vy

pleomorfismo, asi como un incremento del espesor corneal por edema del estroma (Fig
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7). El estadio avanzado de la enfermedad se encuentra caracterizado por un espectro de
alteraciones corneales que incluyen: i) bullas epiteliales o sub-epiteliales, ii) ruptura de la

membrana basal sub-epitelial, iii) vascularizaciones y iv) fibrosis [43,44].

Figura 7. Comparacion macro y microscopica de una cérnea normal vs. patoldgica. (a)
Cornea normal con un (d) endotelio con morfologia caracteristica en panal de abeja; (b)
cérnea edematosa con un (e) endotelio corneal con dreas denudadas (guttas)
caracteristicas de la distrofia de Fuch; (c) cornea con QB en estadio avanzado, se observa
(f) separacion del epitelio, edema estromal y formacion de tejido fibroso. Figura adaptada

de [21] [43]
1.3.4 Tratamiento

En la actualidad el trasplante de tejido corneal de donante cadavérico sano son la Unica
opcion terapéutica disponible para remplazo de las CEC dafiadas, a través de los
procedimientos quirtrgicos de: i) queratoplastia penetrante, ii) queratoplastia endotelial o

iii) queratoprétesis (Fig 8).

La queratoplastia penetrante involucra el remplazo de todas las capas de la cdrnea y es
considerada el procedimiento estandar para el tratamiento de la ceguera corneal [45,46].
Dentro de las queratoplastias endoteliales se encuentra: la técnica DMEK, en la que solo
las CEC y la MD son trasplantadas [47]. En la actualidad se ha convertido en el

procedimiento quirdrgico de eleccion para remplazo solo del endotelio corneal dafiado
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[48]. La queratoprotesis consiste en un dispositivo sintético para restituir la funcion de la
coérnea en pacientes con multiples trasplantes corneales fallidos. Entre sus componentes
se encuentra un plato poroso y un anillo de titanio que son asegurados en una cornea

donante.

"N

Figura 8. Procedimientos de queratoplastia corneal. (a) Queratoplastia penetrante, (b)

para remplazo de todas las capas de la cérnea; (c) DMEK, (d) para remplazo solo del
endotelio dafiado y e) queratoprétesis, f) con fijacion de la parte dptica en una cornea

donante.

Ciertas complicaciones son exclusivas de cada procedimiento: en la queratoplastia
penetrante se presenta dehiscencia de herida, pérdida del humor vitreo, persistencia de
defectos epiteliales y ulcera corneal [21]; en la técnica DMEK la pérdida de CEC por sobre-
manipulacién y el desprendimiento del endotelio trasplantado del estroma receptor son
complicaciones frecuentes [49] y en el caso de la queratoprétesis la falta de bio-

integracion es siempre un riesgo [50].

A pesar del potencial terapéutico que tienen la queratoplastia penetrante, la técnica

DMEK vy la queratoprétesis, la mayor limitante de estas estrategias se encuentra en la
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escasez de donantes de tejido corneal sano para llevarlas a cabo, en especial en pafses de

América Latina.
1.4 Nuevos abordajes terapéuticos

La ingenieria de tejidos es una opcion novedosa y prometedora para solventar la crisis de
donantes que se presenta alrededor del mundo. Una de las estrategias utilizada con
mayor frecuencia se basa en la construccién de un sustituto del endotelio corneal {SEC)

mediante la proliferacion in vitro de las CEC sobre un soporte celular adecuado.

Para llevar a cabo esta alternativa, tres componentes necesitan ser abordados: las CEC,

técnicas de cultivo celular y el uso de soportes celulares.
1.4.1 CEC

Una de las metodologias mds comunes para obtencion de CEC es el uso de tejido
alogénico proveniente de donantes cadavéricos sanos, a partir de los remanentes del
endotelio corneal periférico tras la obtencién del boton central de la cérnea para
trasplante. Las CEC tienen la capacidad de responder al estimulo generado por sustancias
mitogénicas in vitro. Ha sido demostrado que las células de donantes jévenes (<30 afios de
edad) tienen una mayor respuesta proliferativa en comparacién con donantes mayores
(>50 afios de edad) [51]. A si mismo, para la formacién de sustitutos endoteliales es
necesario contar con una densidad celular 6ptima {10.000 CEC por mm?}, con el fin de
obtener una monocapa celular compacta conformada por células de aspecto poligonal

similares al endotelio corneal nativo [52].
1.4.2 Técnicas de cultivo celular

La metodologia de cultivo celular mds comun involucra tres aspectos importantes: {i) el
aislamiento del endotelio corneal del estroma, {(ii) la disociacién de las CEC de la MD vy (iii)

la proliferacion in vitro de las CEC.
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El primer paso de esta técnica consiste en el aislamiento del endotelio a partir del estroma
donante [53,54]; una vez que esta membrana es aislada, las CEC son separadas de la MD e
individualizadas mediante un tratamiento enziméatico con colagenasa [53], tripsina [54] o
dispasa {55] para liberar las uniones celulares y permitir de esta manera la division celular.
A su vez, se han planteado diferentes alternativas a estos tratamientos enzimaticos con el
fin de evitar un posible dafio en la superficie celular, siendo la técnica de cultivo por

explante adecuada para el cultivo de las CEC [56] (Fig 9}.

Figura 9. Metodologias para el cultivo de CEC. (a) Aislamiento de la MD con las CEC del
estroma donante, (b) cimulos de CEC después de un tratamiento enzimdtico con tripsing
para disociacién de las MD, {¢) CEC en cultivo por técnica de explante. Figura adaptada de

{57] [56].

Posteriormente, las células son inducidas a salir de la fase Gg al exponerlas a diferentes
combinaciones de factores de crecimiento. E! medio de cuitivo que ha sido ampliamente
utilizado y reportado como Optimo para la proliferacion de las CEC, ha sido el OptiMEM-|
suplementado con 8% de suero bovino fetal (SBF), 20 ng/mL de factor de crecimiento
epidémico (EGF), 5 ng/mL de factor de crecimiento nervioso {NGF), 20 mg/ml. &cido
ascorbico, 200 mg/L cloruro de calcio, 100 mg/mL extracto pituitario, 50 mg/mL

gentamicina, 1x antibidtico/antimicdtico y 0,08% de condroitin sulfato [51}{58].

Para establecer la calidad de los cultivos endoteliales bajo sistemas de proliferacion es
necesario valorar caracteristicas basicas de las CEC como son: morfologia poligonal de las
células in vitro, asi como la expresion de los marcadores ZO-1 [59] y Na'K'/ATPasa [60] (Fig
10). Adicionalmente, otros marcadores presentes en el endotelio corneal como: moléculas

de adhesidn celular neural {(NCAM) relacionadas con una funcién de barrera [61], la
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cadena alfa 2 del coldgeno tipo VIII (COL8A2) principal componente de la MD [62],
acuaporina 1 (AQP-1) y conexina 43 (Cx43) implicadas en el transporte de liquido en la
cérnea [63-65], han sido sefialados para aumentar la especificidad en la identificacién de

CEC.

Figura 10. Aspecto de las CEC en cultivo. Analizadas por (a) microscopia de contraste de
fase e inmunofluorescencia para (b) Na’K'/ATPasa (en verde) y (c) ZO-I (en rojo). Figura

adaptada de [66] y [57] respectivamente.
1.4.3 Soportes celulares

Diversas matrices bioldgicas han sido utilizadas como soportes celulares con el fin de
reproducir la estructura en monocapa del endotelio corneal nativo (Fig 11), tales como:
fibroina del gusano de seda [53], MD de origen bovino [54], membranas de coldgeno tipo |
[9], membrana amnidtica [12], estroma descelularizado [67] y cédpsula anterior del
cristalino (CAC) [55]. Al cultivar las CEC sobre estos soportes forman una monocapa capaz
de mantener la expresion de marcadores especificos de endotelio corneal maduro [55,68].
Asimismo, el trasplante de algunos sustitutos en modelos animales de insuficiencia
endotelial ha demostrado la restitucion de la funcién endotelial y la transparencia corneal

[9,54].

18



Soporte celular CEC Na*K*/ATPasa Z0-1

Figura 11. Sustitutos del endotelio corneal obtenidos por ingenieria de tejidos. Cultivo de
CEC sobre un soporte de (a) coldgeno recubierto de seda, (b) CAC, (c) estroma
descelularizada y (d) coldgeno tipo 1. Se observa morfologia poligonal caracteristicas de las
CEC con marcaje positivo para los marcadores para Na'K'/ATPasa y ZO-I. Figura adaptada

de [53] [55] [68] [69].
1.4.4 Poblaciones celulares de fuentes extra-oculares

Dado que la cantidad de CEC obtenidas de los remanentes del endotelio corneal periférico
pueden no ser suficientes, células de fuentes extra-oculares han sido estudiadas como una

alternativa al uso de las CEC para la elaboracién de sustitutos del endotelio corneal.

Las células madre son conocidas por su capacidad de auto-renovacion y plasticidad para
diferenciarse a un tipo celular especifico; por lo tanto, han sido consideradas para el

tratamiento de enfermedades del endotelio corneal. Ha sido demostrado en un modelo ex
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vivo de corneas con lesidn endotelial, que las células madre aisladas del corddn umbilical
son capaces de adherirse a la MD denudada y de alterar su morfologfa con tendencia a
formar una monocapa celular empaquetada similar al endotelio corneal [72]. Otra
poblacién de células madre considerada como prometedora es la que se encuentra en la
pulpa dental, esta estrategia estd basada en el principio de que estas células comparten
un origen embrioldgico con los linajes celulares relacionados en la formacién del ojo, por

to que seria mas facil su diferenciacion a CEC [73].

Otra estrategia, son las células mesoteliales obtenidas del tejido adiposo las cuales han
sido propuestas como una alternativa a las CEC. Estas células tienen la capacidad de
proliferar formando una monocapa celular que comparte caracteristicas morfoldgicas y

fenotipicas con las CEC {Figura 27}.

La propuesta de! uso de células de fuentes extra-oculares es una alternativa a la limitada
cantidad de CEC disponibles para la elaboracion de un sustituto; sin embargo, es relevante
considerar el macro ambiente al gue se encontrarian expuestas estas células. La cérnea
absorbe la radiacion ultravioleta en la longitud de onda de los 295 nm y junto con el
cristalino permite que solo el 1% de esta energia alcance la retina [70]. Por fo tanto,
cualguier tipo celular diferente de las CEC que sea propuesto para elaboracién de un
sustituto del endotelio corneal debera de contar con los mecanismos antioxidantes de los
tejidos oculares (superdxido dismutasa, glutation peroxidasa, acido ascérbico y glutation)

gue las protegen de dafio en el ADN, evitando asi el desarrollo de malignidades [71].

A pesar de que la ingenieria de tejidos es una opcidn prometedora para solventar la
escasez de donantes, algunos de los componentes esenciales para la proliferacidon in vitro
de las CEC son de origen animal; es el caso en particular del suero bovino fetal (SBF), el
cual se ha enfrentado durante afios a serios cuestionamientos éticos y cientificos [13].
Ademas, el auge de la medicina regenerativa ha obligado a que las entidades regulatorias
de diferentes paises exijan que los productos de terapia celular destinadas a uso clinico se

adhieran a las guias de las Buenas Practicas de Manufactura, limitando el uso de
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componentes xenogénicos durante el proceso de aislamiento, expansién y obtencién del

producto final.

Por lo tanto, la obtencién de una monocapa celular: i) con morfologia similar a las CEC, ii}
que exprese de manera natural marcadores especificos del endotelio corneal nativo, iii)
sin necesidad de las estrategias de cultivo celular abririan la posibilidad de contar con un
nuevo abordaje terapéutico para los pacientes que estan en la farga lista de espera por un

trasplante corneal.

21



Caracteristicas
epidemioldgicas de los
donantes de tejidos oculares
y estudio morfologico de las
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2.1 introduccion

A la fecha, el desarrollo de sustitutos del endotelio corneal se ha planteado Gnicamente
mediante estrategias de ingenieria de tejidos, para ello es necesario un conocimiento
profundo a cerca de las interacciones de las CEC con la matriz extracelular propuesta
como soporte, la cual es crucial para el 6ptimo mantenimiento de la morfologia celuiar,
Independiente del tipo de soporte elegido, el sustituto obtenido debe imitar la estructura

del endotelio corneal nativo [72].

Uno de los grandes inconvenientes de las estrategias basadas en la expansion in vitro de
las CEC, es la pérdida de la morfologia caracteristica en panal de abeja con tendencia a la
transformacidn fibroblastica (Fig 12). Este cambio en la citoarquitectura conlleva a la: i)
disrupcion de la monocapa celular, i) pérdida de la inhibicion por contacto célula-célula,
iit) cambios en la matriz extracelular y por tanto iv) afectacién de la funcién de bomba y
barrera. A pesar de que han sido planteadas estrategias para evitar la transformacion
fibrobldstica de las CEC, como el uso de un sistema de cultivo compuesto por: (i) fase de
proliferacion para incrementar la densidad celular de las CEC, y (ii) fase de estabilizacion
para mejorar la morfologia celular [73], la pérdida de su citoarquitectura es siempre un

riesgo.

Figura 12. Aspecto morfoldgico de monocapas celulares formadas por diferentes
fenotipos de las CEC. (a} Aspecto poligonal normal y (b} aspecto fibrobldstico. Figura
adaptada de [74].

En este contexto, un sustituto idéneo obtenido sin la necesidad de las estrategias de
cultivo celular deberd compartir caracteristicas importantes con el endotelio corneal como

son: i) disponer de una estructura en monocapa con células de aspecto poligonal vy ii)
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conservar una membrana basal similar a la MD. De manera ideal, el sustituto podria: iii)
conservar una relacion embriolégica y anatdmica con el endotelio corneal, y estar iv)
adaptado a las condiciones del medio intra-ocular. Hasta el momento no se ha
considerado la posibilidad de un sustituto de! endotelio corneal, no obstante, el ECAC
cuenta con caracteristicas que en teorfa le permitirian ser un candidato potencial para
estos fines. El hecho de que el ECAC pueda ser recuperado de un tejido considerado de
desecho tras la procuraciéon de la cérnea para donacidn, y a partir de un donante
cadavérico seleccionado en base a su historia clinica, controles serologicos v buen estado
del tejido ocular por un Banco de Tejidos ofrece la posibilidad de obtener un tejido sano

con controles bioldgicos.
2.1.1 Aspectos embriolégicos y anatémicos de las células del ECAC y de las CEC

Desde el punto de vista embriolégico, el ECAC comparte caracteristicas germinales con el
endotelio corneal. Las células que dan origen al epitelio y al endotelio se encuentran en
una region del ectodermo conocida como borde de la placa neural (PN), donde se
encuentran los precursores de ambos: el ectodermo pre-placoda {EPP) y las células de la

cresta neural (CN), respectivamente [75].

El EPP eventualmente se separa en regiones donde el ectodermo superficial sufre un
engrosamiento inducido por la vesicula optica (VO) para la formacion de la placoda (PC)
que posteriormente dara origen a la vesicula del cristalino (VC), de la cual se forma el
ECAC en su polo anterior y va desapareciendo en la regidén ecuatorial por elongacion de fas
células para formar las fibras del cristalino (FC) [75,76)]. Las céiulas de la CN (CCN) son
identificadas como un engrosamiento de la superficie del ectodermo. Estas células
experimentan una migracién sobre ia superficie gque correspondera al estroma maduro
para formar una monocapa celular que dard origen al endotelio corneal [77]. Ha sido
demostrado que la migracion de las CCN no puede ocurrir a menos que el cristalino se
encuentre presente [78], lo gque indica que las sefiales generadas por el ECAC permiten la

migracion de las células que dan origen al endotelio [79] {Fig 13}.
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Figura 13. Desarrollo embrioldgico del ojo desde la PN hasta la formacion del cristalino y
la cérnea. Abreviaturas: PN, placa neural; EPP, ectodermo pre-placoda; CN, cresta neural;
VO, vesicula dptica; PC, placoda del cristalino; iPC, invaginacion de la placoda del
cristalino; CCN, células de la cresta neural; VC, vesicula del cristalino; EC, epitelio corneal;
C, cuerpo del cristalino; ECAC, epitelio de la capsula anterior del cristalino; CEC, células del
endotelio corneal; FC, fibras del cristalino; S, estroma y E, endotelio corneal. Figura

adaptada de [75,76].

Anatémicamente, el cristalino y la cornea representan las estructuras refractivas mas
importantes del segmento anterior del ojo (Fig 14). En un adulto el ECAC cubre el polo
anterior del cristalino como una monocapa [80] con una densidad celular normal de 4,307
céiu!as./mm2 en la region central [81]. En contraste, el endotelio corneal se encuentra
localizado en la parte posterior de la cérnea donde forman una monocapa altamente
organizada con una densidad celular de 3,400 células/mm? [4]; ambas monocapas tienen
una morfologia caracteristica poligonal sobre sus membranas basales, la CAC y la MD

respectivamente [4,80].
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Figura 14. Estructuras del segmento anterior del ojo. (a) Aspecto microscdpico del
segmento anterior mediante tincion con H&E, se observa: (1) cérnea, (2) cdmara anterior,
(3) cristalino, (4) iris y (5) musculo ciliar. (b) CEC (flecha) adheridas a la superficie posterior
del (1) estroma corneal por la (dos flechas) MD, y bafiadas por el humor acuoso en la (2)
cdmara anterior del ojo, tincion con H&E, magnificacion 132x; (c) ECAC (flecha) sobre la
(dos fecha) CAC, la cual se encuentra bafiada por el humor acuoso de la (2) cdmara
anterior del ojo, mientras que las células se encuentran en contacto directo con las fibras
del (3) cuerpo del cristalino; tincién con H&E, magnificacion 132x. Abreviaturas: ECAC,
epitelio de la cdpsula anterior del cristalino; CAC, cdpsula anterior del cristalino; CEC,

células endoteliales corneales. Figura adaptada de [20].
2.1.2 Estructura y organizacion de las células del ECACy de las CEC

Las células del ECAC interactan entre ellas para formar una estructura tridimensional
altamente polarizada; su extremo apical es de aspecto poligonal, mientras que su polo
basal de caracteristicas irregulares se encuentra en contacto intimo con la CAC [82,83].
Esta conformacién polarizada ha sido también descrita en las CEC, en las que la superficie
celular apical es de caracteristicas poligonales y las membranas basolaterales presentan

multiples pliegues de aspecto irregular adheridos a la MD [72] (Fig 15).
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Figura 15. Estructura tridimensional de las CEC y de las células del ECAC. (a)
Reconstruccion de las CEC en confluencia y (b-c) imdgenes de una célula aislada del ECAC
mediante microscopia confocal. En ambos tipos celulares se observa un aspecto hexagonal
en la superficie (flecha) apical e irregular de la region (doble flecha) basal. Abreviaturas:
ECAC, epitelio de la cdpsula anterior del cristalino; CEC, células endoteliales corneales.

Figura adaptada de [72] y [83].

2.1.3 Membranas basales de las células del ECACy de las CEC

La CAC es la membrana basal del ECAC, con un espesor de 25-35 pm en el polo anterior
del cristalino [84]. Su mayor componente es coldgeno tipo IV [85] que interactia con
colageno tipo XV, XVIII, perlecan y laminina para formar una estructura tridimensional
[84]. En contraste, la MD tiene un espesor de 5-10 um [86] y se encuentra organizada
como un arreglo de nodos compuestos de coldgeno tipo VIII [24,25]; aunque en su
composiciéon también incluye coldgeno tipo IV, el cual se encuentra relacionado con la
adhesién de la MD al estroma posterior [87]. Se ha descrito que en ambas membranas

bhasales se incrementa su espesor por cambios relacionados a la edad [88,89].

Ambas matrices extracelulares no solo proveen un soporte sélido para las células, sino
que también actian como reservorio de factores de crecimiento, como ocurre con el
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF, por sus siglas en inglés), el cual se encuentra

secuestrado mediante su unién al heparan sulfato que forma parte de la composicién de
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estas membranas [84,90]. Desde un aspecto mecdnico, la CAC y la MD también tienen

propiedades similares, sin embargo la MD es mas rigida en comparacién con la CAC [91].

2.1.4 Ambiente intra-ocular de las células del ECAC y de las CEC

En el segmento anterior del ojo, el ECAC y las CEC se encuentran separadas por el humor
acuoso de la camara anterior, el ambiente creado por la composicién especial de esté
liquido es critica para el mantenimiento de las caracteristicas quiescentes de las células

del ECAC [92] y de las CEC [93].

En la region ecuatorial del cristalino se encuentra una zona especial del epitelio, conocida
como zona germinal (ZG) [94], caracterizada por la presencia de células progenitoras que
dan origen a las FC [95], (Fig 16). Este fendmeno es exclusivo de esta zona donde su

poblacién celular entra en contacto con el humor vitreo [92].

ECAC

6

Figura 16. Citoarquitectura del cristalino. La CAC envuelve el cristalino en su superficie
interna, hacia el polo anterior se encuentra el ECAC. En la regidn ecuatorial se encuentra la
ZG que da origen a las FC que envuelven completamente el nicleo del cristalino (NC).
Abreviaturas: ECAC, epitelio de la cdpsula anterior del cristalino; CAC, cdpsula anterior del

cristalino; ZG, zona germinativa; FC, fibras del cristalino y NC, nticleo del cristalino.

El cristalino y la cdérnea son los Unicos tejidos transparentes en el cuerpo y estdn

adaptados para la absorcion de la luz por el ojo. El cristalino absorbe la radiacion
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ultravioleta entre 295 a 395 nm, mientras que la cérnea absorbe la radiacion ultravioleta
por debajo de los 295 nm [96] (Fig 17), estos filtros intraoculares permiten que solo el 1%

o menos de esta energia luminosa alcance la retina [70].

EE (nm)
<295

490-530
550-580

Figura 17. Absorcion del espectro electromagnético por la cérnea y el cristalino. La
cornea absorbe radiaciones por debajo de los (flecha) 295 nm, mientras que el cristalino
absorbe en las longitudes de onda entre (dos flechas) 295-390 nm. Ambas estructuras

permiten el paso del espectro de la fuz visible hasta la retina.

La exposicion excesiva a la radiacién ultravioleta se encuentra asociada con el desarrollo
de patologias en el cristalino [97] y en el endotelio corneal [98], que pueden comprometer
la trasparencia de estas estructuras. Por lo tanto, para la proteccion de este estimulo
luminoso, el ECAC y las CEC disponen de mecanismos antioxidantes (superdxido
dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa), que evitan el desarrollo de alteraciones en el
ADN de estas células [71]. Es de resaltar, que a pesar de la exposicién continua a la luz

ultravioleta, no existen casos reportados de malignidad en el cristalino [99].
2.2 Materiales y métodos
2.2.1 Donantes

Los tejidos oculares se obtuvieron de donantes de érganos cadavéricos reportados al
Banco Multitejidos y Centro de Terapias Avanzadas de la Clinica FOSCAL Internacional,

entre el periodo de enero a junio de 2019. Las caracteristicas epidemiolégicas de los
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donantes como: i) edad, ii) género, iii) causa de muerte, iv) lugar y v} tiempo de captacion
de los donantes, se obtuvieron de fa base de datos del registro de donantes de dicha

institucion.

Posterior a la extraccion del tejido corneal de los donantes cadavéricos, se realizd un
examen oftalmoldgico de rutina del tejido preservado en Eusol (Alchimia, talia) mediante
[dmpara de hendidura (Haag-Streit, Suiza), en el que se evaluaron las siguientes
caracteristicas del tejido: presencia o ausencia de i} claridad corneal, ii) ictericia corneal,
iii) pterigion, iv} arco senil, v} infiltrados en limbo o estroma, vi) opacidades, vii}) cuerpo
extrafio, viii) signos de ectasia y ix} evidencia de cirugia refractiva; x} porcentaje de
defecto epitelial; ausencia o presencia (leve, moderada, severa) de xi} pliegues en la MD,
®ii) pliegues estromales, asi como xiii} guttas centrales, xiv) guttas periféricas y xv)

opacidad estromal.

A la exploracién mediante microscopia especular (KONAN, Japdn), se evaluaron las
siguientes caracteristicas: i} espesor corneal {um), ii} densidad endotelial (CEC/mm?), iii)
tamafio de las CEC (umz) y ausencia o presencia de iv}) pleomorfismo y/o v)

polimegatismo.
2.2.2 Muestras

Las muestras {cristalino y endotelio corneal) se obtuvieron a partir de tejidos oculares
considerados de desecho luego de la procuracion y trepanacién de la cérnea para
trasplante. El tejido humano fue manejado de acuerdo a la declaracidn de Helsinki, con
aprobacion del Comité de ética de la Clinica FOSCAL Internacional (Acta No. 16) y previa

firma de consentimiento informado para uso del tejido con fines de investigacion.
2.2.3 Procesamiento de las muestras

El cristalino fue obtenido mediante el corte de las fibras de la regién zonular utilizando
tijeras y pinzas de microdiseccidén {Rumex, EUA). La CAC con su epitelio integro se aislé

cuidadosamente del cuerpo del cristalino después de una capsulorrexis en 360°%;
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posteriormente se lavd con solucidn salina balanceada {BSS, por sus siglas en inglés)

(Alcon, Chile) y se colocd en una caja de petri para su andlisis morfologico.

Al endotelio corneal se le realizd una tincidn de vitalidad con azul de tripano
{ThermoFisher, EUA} durante 60 segundos para verificar ta viabilidad de las CEC sobre la
MD atn adherida al estroma corneal, y se realizé lavado con BSS. Bajo microscopio
estereoscopico (Leica, Germany), con pinzas de micro-diseccion {Rumex, EUA} se realizo
aislamiento del endotelio corneal siguiendo la linea de Schwalbe como referencia y se
separd cuidadosamente del estroma corneal subyacente. Luego de su aislamiento el
endotelio corneal se lavé con BSS y se colocd en una caja de petri para analisis

morfologico.
2.2.4 Analisis morfolégico de las células del ECAC y de las CEC
2.2.4.1 Microscopia de contraste de fases

La morfologia de las células del ECAC adheridas a la CAC y de las CEC adheridas a la
superficie de la MD se evalud en fresco bajo un microscopio de contraste de fase (Leica,
Germany). Inmediatamente después de su aislamiento cada monocapa celular se colocé
en una caja de petri con BSS para su analisis y registro fotografico utilizando una camara

EC3 {Leica, Germany) adaptada al microscopio.
2.2.4.2 Microscopfa electrénica

La morfologia de la superficie de las células del ECAC y de las CEC con sus respectivas
membranas basales se examind mediante microscopia electronica. Las CEC sobre la MD y
las células del ECAC sobre CAC posterior a su aislamiento se fijaron con metanol {marca,
pafs) a 4°C durante 10 minutos y se lavaron con un buffer fosfato salino (PBS, por sus
siglas en inglés). A continuacion, los tejidos se deshidrataron a través de distintas
concentraciones de acetona {30, 50, 70, 90 y 100%) durante 10 minutos respectivamente

y se secaron por método de punto critico, las muestras se recubrieron con oro bajo un
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sistema vacum antes de su analisis con microscopio JEOL 6610LV (JEOL co., Tokyo, Japan)

a 20 kV de voltaje acelerado.
2.2.5 Analisis estadistico

El programa Stat Graph Prism 5.0 fue usado para el anélisis estadistico. Todos los valores
fueron expresados como la media £ SD. La diferencia entre las medias fue establecida por
la prueba de ANOVA unifactorial. Cuando la prueba de ANOVA mostré una diferencia
estadisticamente significativa, la comparacion entre medias se analizé mediante una

prueba de Tukey’s. La significancia fue considerada p < 0.05.

2.3 Resultados
2.3.1 Caracteristicas demograficas de los donantes

Se evaluaron 58 donantes oculares, de los cuales predomind el género masculino con un

60% del total, respecto al género femenino un 40% (Fig 18).
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Figura 18. Distribucion de los donantes en funcién del género. Porcentaje de donantes

femeninos (F) y masculinos {M).

Ef rango de edad del grupo de estudio se encontré entre los 16 y 72 afios, con una media
de 40.75%16.64; el rango de edad mas frecuente estuvo entre los 19-37 afios de edad con
un 43%, seguido de los siguientes rangos en orden descendente: 36-56 afios (28%), 57-76

{23%), y el menos frecuente de los 0-18 afios con un 6% (Fig 19).
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Figura 19. Distribucién de los donantes en funcion del rango de edad. Porcentaje de

donantes en los siguientes grupos de edad: 0-18; 19-37; 38-56 y 57-76 afos.

Del total de donantes masculinos el rango de edad que predomind fue entre 19-37 afios

{31%), mientras que del género femenino fue del 38-56 afios (14%) (Fig 20).
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Figura 20. Distribucion de los donantes en funcion del género y rango de edad.
Porcentaje de donantes de acuerdo a su género en los siguientes grupos de edad. 0-18; 19-

37; 38-56 y 57-76 afios.

Las causas de muerte reportada por orden de frecuencia fueron: i) enfermedad
cerebrovascular {34%), i) evento violento (23%), iif) cdncer (17%), Iv) accidente

automovilistico (14%) y v) enfermedad cardiovascular (12%) (Fig 21).
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Figura 21. Distribucién de los donantes en funcion del tipo de muerte. Porcentaje de
donantes de acuerdo con la causa de muerte: enfermedad cerebrovascular, enfermedad

cardiovascular, cancer, accidente y evento violento.

Se determind que la causa de fallecimiento mas frecuente en el género masculino fueron
las enfermedades cerebrovasculares {20%), evento violento (15%) y accidente (14%),
mientras que en el género femenino los eventos mas frecuentes asociados a la defuncién

fueron cancer y enfermedad cardiovascular en ambos casos un 14% (Fig 22).
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Figura 22, Distribucion de los donantes en funcion del género y el tipo de muerte.
Porcentaje de donantes de acuerdo con la causa de muerte y su género: enfermedad

cerebrovascular, enfermedad cardiovascular, cancer, accidente y evento violento.

Las alertas generadas para la obtencion de los tejidos con fines de trasplante provenientes
de los centros sanitarios tuvieron una media en tiempo de captacién de tejido de 3-5 hrs

(Fig 23).
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Figura 23. Porcentaje de donantes en funcién del tiempo (horas) de captacion del tejido.

2.3.2 Caracteristicas del tejido donado mediante exploracion por lampara de hendidura

Se realizd una evaluacién de las caracteristicas del tejido en cuanto a: i) claridad corneal,
en donde la calidad de las muestras fue buena en el 95% de los casos, regular en un 2% y
mala en un 3% {Figura 24); ausencia de: ii) ictericia escleral, se observé en el 100% de los
casos; iii) pterigion, en el 93%; iv) arco senil, en el 74%, v) infiltrados en limbo o estroma
en el 98% de (Figura 25); vi} opacidades, en el 100%; vii) cuerpos extrafios, en el 100%; viii)
sighos de ectasia, en el 100% vy ix} evidencia de cirugia refractiva en el 100% de las

muestras (Fig 26).
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Figura 24. Distribucién de los donantes en funcion de la claridad corneal del tejido.
Porcentaje de donantes de acuerdo con la calidad de la claridad corneal: buena, regulary

mala,
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Figura 25. Distribucién de los donantes en funcion de la ausencia o presencia de: ictericia

escleral, pterigion, arco senil e infiltrados en limbo o estroma.
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Figura 26. Distribucién de los donantes en funcion de la ausencia o presencia de:

opacidades, cuerpos extrafios, signos de ectasia y evidencia de cirugia refractiva.

En los tejidos se realizé una evaluacion del defecto epitelial, donde se determiné que el
53% de las muestras no presentaron defectos epiteliales, mientras que en un 29% se
observaron defectos entre el 1-20%; un 9% con defectos entre el 21-40%, v el 9% restante
presentaron un defecto entre el 41-60%, es de mencionar gue no se detectaron muestras

con alteraciones entre el 61-100% (Fig 27).
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Figura 27. Distribucion de los donantes en funcion de la presencia del defecto epitelial

entre: O; 1-20; 21-40; 41-60 y 61-100%.

Al realizar la evaluacion de los pliegues en la MD, se determiné que un 17% de las

muestras carecian de ellos, mientras gue en el 83% se presenté estd caracteristica, de los

cuales el 71% fueron leves, un 7% moderado y un 5% severo. En cuanto a los pliegues

estromales fueron ausentes en el 97% de las muestras y severos en un 3%. A su vez, las

guttas centrales fueron ausentes en un 89% de las muestras, mientras que un 8%

presentaron un estadio leve y un 3% moderado; y las guttas periféricas fueron ausentes

en un 93% de las muestras, mientras que un 2% presento estadio leve, 2% moderado y 3%

severo. L.a opacidad corneal fue ausente en un 97% vy 3% en estadio leve (Fig 28}.
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Figura 28. Distribucion de los donantes en funcién de la ausencia o presencia {leve,

moderada o severa) de: plieqgues de MD, plieques estromales, guttas centrales, guttas

periféricas y opacidad estromal.
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2.3.3. Caracteristicas del tejido donado mediante exploracién por microscopia

especular.

Al evaluar el espesor corneal en los tejidos de los donantes, no se encontrd una diferencia
estadisticamente significativa entre las medias en los distintos grupos de edad (afios): 0-18
(571.5 umx7.77); 19-37 (549.1 pmi25.84); 38-56 (564.8 um*38.19) y 57-76 (548.6

um+26) (Fig 29).
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Figura 29. Espesor corneal (um) en funcién del rango de edad de los donantes: 0-18; 19-

37, 38-56 y 57-76 afos.

En la evaluacion de la densidad celular de las CEC por grupo de edad (afios), se observé
una diferencia estadisticamente significativa entre las medias del grupo de 19-37

(3076+359.6 CEC/mm?} versus los grupos de 38-56 (2583+363.3 CEC/mm?) y 57-76 afios
{2766320.5 CEC/mm?)} (Fig 30).
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Figura 30, Densidad celular endotelial (CEC/mm’) en funcion del rango de edad: 0-18;
19-37; 38-56 y 57-76 afios. Se utilizé andlisis de variacion (ANOVA), * indica una -dlferenc:‘a
significativa p <0.05. Datos de n=58 sujetos.
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Al determinar el tamafio de las CEC por grupo de edad (afios) se observd una diferencia
estadisticamente significativa entre el grupo de 19-37 (328.5+36.49 pm?) y el grupo 38-56
afios (394.6£58.30 pm?) (Fig 31).
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Figura 31. Tamafio de las CEC (um2)} en funcién del rango de edad: 0-18; 19-37; 38-56 y
57-76 afios. Se utilizo andalisis de variacién (ANOVA), * indica una diferencia significativa p

<0.05. Datos de n=58 sujetos.

Al analizar [as caracteristicas de pleomorfismo y polimegatismo en las CEC se determind su

ausencia en el 78 y 75% de las muestras respectivamente (Fig 32}.
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Figura 32. Porcentaje de donantes en funcién de la presencia o ausencia de: pleomorfismo

y polimegatismo.

Se determind gue del total de donantes {79%) el tamafio mas frecuente de las CEC fue de

300-399 umz con densidades celulares entre 2400-3400 células por mm? (Fig 33).
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Figura 33. Porcentaje de donantes en funcidn de: i) tamafio, 200-299; 300-399; 400-499 y
500-599 um? y ii) densidad celular, <2400; 2400-3400 y >3400 CEC/mm?”.

2.3.4 Caracteristicas morfoldgicas del ECAC sobre CAC y de las CEC sobre la MD

mediante microscopia de contraste de fase.

Al evaluar las caracteristicas morfoldgicas del ECAC posterior a su aislamiento, se observé
la presencia de una monocapa de células adheridas a la CAC formada por células
pequefias, compactas, de aspecto poligonal y con una relacidn nicleo-citoplasma 1:2 (Fig

34), de acuerdo a la clasificacion de Zhang y colaboradores [100].

Figura 34. Microscopia de contraste de fase del ECAC humana sobre la CAC, magnificacion

(a) 10x, y (b) 20x.
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De manera similar, las CEC aparecen adheridas a la MD formando una monocapa celular
compacta con un patrén de empedrado poligonal homogéneo, y también presentan una

relacidn nucleo-citoplasma 1:2 (Fig 35), [100].

Figura 35. Microscopia de contraste de fase de las CEC humana sobre la MD,

magnificacion (a) 10x, y (b) 20x.

Es de notar que el ECAC aparece como una monocapa con mayor densidad celular a
expensas de células mds pequefias que el endotelio corneal. Cabe resaltar que después de
su aislamiento tanto el ECAC como el endotelio corneal presentan una tendencia natural a

enrollarse sobre si mismos.

2.3.5 Caracteristicas morfoldgicas del ECAC sobre la CAC y de las CEC sobre la MD

mediante microscopia electronica.

El andlisis microscopico determind que las células del ECAC adheridas a la CAC aparecen
como una monocapa celular confluente formada por células pequeiias de aspecto
poligonal. A su vez, el andlisis de la superficie de la CAC en el lado de adhesion del ECAC

muestra un aspecto homogéneo (Fig 36).
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Figura 36, Microscopia electrdnica del (a) ECAC humana sobre la CAC, barra de escala 10

um, y (b) CAC por la cara donde se encuentran fas células del ECC, barra de escala 5 pum.

En contraste, las CEC sobre la MD lucen como una monocapa celular compacta, con
células de aspecto mas grande en comparacion con el ECAC. £l andlisis de la superficie de

la MD reveld un aspecto mas irregular en comparacion con la CAC (Fig 37).

Figura 37. Microscopia electronica de las {a) CEC humana sobre fa MD, barra de escala 10

um, y (b} MD por la cara donde se encuentran as CEC, barra de escala 5 pm.
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2.4 Discusion

En los bancos de tejidos la adecuada seleccion de los donante es uno de los requisitos
primordiales para garantizar la calidad de los tejidos a implantar. En la actualidad, el
protocolo de seleccion de donantes de tejido ocular incluye la evaluacion del tejido
corneal mediante {ampara de hendidura, microscopia especular y paquimetria. Aunque el
aspecto morfoldgico y la densidad de las CEC son considerados como los criterios mas
importante en la evaluacién del tejido destinado a donacion; de acuerdo a la Asociacién
Americana de Bancos de Ojo (EBAA}, se debe incluir también la evaluacién del perfil

epidemioldgico del donante como parte del protocolo de seleccién [101].

A la fecha, uno de los estudios mas grandes de donantes de cdrnea fue realizado por
Sugar y colaboradores, quienes reportaron los resultados de 1,090 casos. En este estudio
se evalud el impacto de factores demograficos y propios del tejido donado en la sobrevida
tras el trasplante. Se encontrd que no existe un limite en la edad para la donacidn, ya que
no hay una relacion directa entre la calidad del tejido y la edad del donante. Se describe
ademas, gue caracteristicas del donante como: i} género, ii) causa de muerte {enfermedad
cardiovascular, cancer, trauma, enfermedad respiratoria y otras), iii) el tiempo entre la
muerte y la preservacion del tejido {de 0 a 10 hrs); asi como caracteristicas propias del
tejido corneal: densidad endotelial ({2300->3000 células/mm?), polimegatismo y/o
pleomorfismo (ligero-moderado), guttas {no verdaderas); asi como, defectos epiteliales
(menores del 50%), opacidad epitelial (hasta moderada), edema estromal (ligero),
presencia de arco senil, y pliegues en la MD {escasos) no son variables que influyen en la
sobrevida del tejido corneal trasplantado [102] [103]. Sin embargo, es importante resaltar
que el autor no incluyé en este estudio situaciones extremas como tiempo de muerte
prolongada, asi como aiteraciones severas en el epitelio, estroma o endotelio. Las
caracterfsticas de los tejidos de nuestros donantes se encontraron dentro de los
parametros normales que indican que el tejido corneal se encuentra en condiciones
aptimas para ser trasplantado, de manera semejante a los resultados del estudio de

Sugar.
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Se ha descrito que una densidad celular entre 2300-3300 CEC/mm?’ se considera un
parametro de buena calidad del tejido corneal destinado a trasplante [102], en nuestro

estudio el 100% de las muestras se encontraron dentro de ese rango de densidad celular.

En lo relacionado a la causa de muerte, se ha reportado que las enfermedades
cerebrovasculares y cardiovasculares se encuentran entre las principales causas de
fallecimiento [104], de manera semejante a lo observado en nuestro estudio. No ohstante,
la muerte por eventos violentos correspondio a la segunda causa de muerte; a pesar de
que los indices de fallecimiento por causa violenta en Colombia han disminuido desde
1996, sigue siendo uno de los paifses con mayor tasa de muertes por esta causa en
América Latina [105]. En nuestro estudio las muertes por accidente representaron la
tercer causa en frecuencia; lo que se relaciona con las estadisticas del Banco Mundial, que
reportan que América Latina es la region que tiene el mayor indice de muertes por

accidente en carretera en el mundo [106].

Respecto al efecto de la causa de muerte sobre la densidad endotelial Krohn vy
colaboradores, demostraron que patologias como el cancer tienen un efecto negativo en
la densidad celular endotelial, especialmente cuando se presenta en donantes de edad
avanzada [107]. Sin embargo, nuestros resultados no coinciden con estos haliazgos,
debido posiblemente a la menor edad de los donantes fallecidos con esta patologia en

nuestro medio.

Otras condiciones como: i) pterigion {grado 1}, ii) depdsitos de bilirrubina, iii} ectasias, iv)
evidencia de cirugia refractiva y v} cuerpos extrafios se presentaron en menos del 5% de
los casos o estuvieron ausentes, hallazgos que no representaron una contraindicacion

para la obtencion del tejido corneal.

Numerosos estudios se han realizado desde 1975 para conocer la morfologia de las CEC.
Entre ellos se destacan el de Laing y colabaradores quienes reportaron por primera vez el
aspecto morfoldgico poligonal caracteristico de las CEC humanas in vivo por medio del uso

de microscopia especular de contacto {108]. En estudios posteriores Suda y colaboradores
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corroboraron el aspecto poligonal {hexagono) de las CEC [109]. Dichos resultados son
consistentes con los nuestros, en los que observamos a las CEC organizadas como una

monocapa con células de aspecto poligonal.

Por otro lado, Karim y colaboradores describen al ECAC como una monocapa celular de
aspecto poligonal y densamente empaguetada en el polo anterior del cristalino [81]. En lo
que respecta a fa relacién nicleo-citoplasma en las células del ECAC, esta ha sido descrita
como pequefia [110]. La descripcion de ambos hallazgos concuerda también con los

resuftados de nuestro estudio.

En condiciones normales, las CEC secretan colageno para formar la MD sobre la cual las
CEC se organizan para formar una monocapa celular compacta. Una composicidn
adecuada de esta membrana basal es indispensable para el mantenimiento de la
morfologia caracteristica de las CEC. Levy y colaboradores han demostrado que en
condiciones patoldgicas, la MD modifica su composicion normal [111]; estos cambios se
encuentran asociados no solo a la pérdida de la morfologia de las CEC, sino también a una
reduccidon de la densidad celular normal del endotelio corneal; esta condiciéon es
observada en patologias como la distrofia endotelial de Fuch [112,113], una de las
principales indicaciones de trasplante corneal [114]. La MD esta formada por colageno
tipo VI, el cual se encuentra organizado a manera de una red que se observa como una
superficie irregular bajo el microscopio electrénico [86], esta descripcion es similar a la

encontrada en nuestros resuitados al analizar la superficie de la MD.

Las células del ECAC se encuentran en contacto directo con la CAC, la cual envuelve
completamente el cristalino formando un sistema cerrado. En nuestros resultados, la CAC
se observa como una superficie de caracteristicas homogéneas; segun lo reportado esta
caracteristica estd asociada a la composicion a partir de coldgeno tipo IV de esta

membrana basal (43).
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2.5 Conclusiones.

Los donantes de cdérnea correspondieron en su mayoria a individuos del género
masculino, entre los 19-37 afios de edad, cuya principal causa de muerte se asocid a

eventos cerebrovasculares.

En cuanto a las caracteristicas corneales, la mayoria del tejido correspondid a corneas con
un espesor entre 500-558 um y con una densidad celulares dptima entre 2400-3400

células/mm?.

A partir de los tejidos oculares considerados de desecho tras la procuracion de la cérnea,
es posible obtener a partir del cristalino el ECAC, un tejido que presenta una cito-
arquitectura muy similar a la del endotelio corneal nativo en cuanto a: i) disposicién en
monocapa celular densamente empaquetada, ii) con células de aspecto poligonal v iii)
sobre una membrana basal con caracteristicas similares a la MD con tendencia natural a
enrollarse sobre si misma. Por lo tanto, estructuralmente el ECAC podria ser considerado

como un sustituto adecuado del endotelio corneal.
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Caracterizacion de los
marcadores estructuralesy
funcionales de las CEC en las
células del ECAC y expresion
génica de marcadores de
“bomba vy barrera “de las CEC
en las células del ECAC.
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3.1 introduccion.

Para considerar un sustituto del endotelio corneal como 6ptimo, no solo debe presentar
una disposicion en monocapa compacta con células de aspecto poligonal sobre una
membrana basal; también es necesario que exprese los marcadores especificos para las

CEC.

La polaridad celular consiste en una organizacién estructural y asimétrica que divide la
membrana plasmdtica en los dominios: apical, lateral y basal {115), esto condiciona una
distribucion particular de las proteinas involucradas en: i) la unidn célula-célula, ii) el
transporte, iii) el citoesqueleto y iv) la union célula-matriz extracelular (MEC). Estas
proteinas son esenciales en la regulacion del flujo de solutos y liquido para el

mantenimiento de la trasparencia y nutricién corneal,
3.1.1 Proteinas de unidn célula-céluia

Las CEC permanecen unidas entre ellas por la interaccion de proteinas de la superficie
celular, entre las que se encuentran: ZO-I, conexinas {Cx} y moléculas de adhesién celular

neural (NCAM),
3.1.1.1 Z0-I

Es un tipo de unidn celular que se encuentra en el dominio apical de las células que se
organizan en monocapas, su componente fransmembranal interacttia con su contraparte
homolateral en las células vecinas para formar una barrera entre compartimientos y
regular el transporte de moléculas de un lado a otro [116][117]. En la porcién apical de las
CEC, la ZO-I forma una barrera que limita el movimiento de las moléculas del humor
acuoso al estroma adyacente, esto representa la funcién de barrera del endotelio corneal
[118]. Ademas, estas uniones celulares permanecen unidas fisicamente a las proteinas que
conforman el citoesqueleto de las CEC contribuyendo al mantenimiento de la morfologia

poligonal caracteristica.
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3.1.1.2 Cx

Son proteinas de unidn ceiular gue participan en el intercambio de iones, segundos
mensajeros y pequeiios metabolitos [119]. En las CEC, la Cx 43 se encuentra jocalizada
como puntos discontinuos en la porcidn sub-apical y lateral de su membrana plasmética
[65][72]; estas proteinas son importantes en el mantenimiento de la homeostasis del
endotelio corneal; las alteraciones de la estructura de la Cx 43 se encuentran relacionadas

a la pérdida del estado normal de quiescencia de las CEC [120].
3.1.1.3 NCAM

Son moléculas de adhesidn relacionadas con el reconocimiento celular [121]. Su expresidon
en las CEC se encuentra restringida a la membrana lateral caracterizada por su disposicion
en pliegues, gue aumentan en complejidad desde el polo apical al basal; esta disposicion

de la membrana lateral contribuye a la funcion de barrera de las CEC [122].
3.1.2 Proteinas de transporte

Para transportar moléculas especificas de un ladeo a otro de la célula, varias proteinas
especializadas se encuentran en la membrana de las CEC, entre las que se encuentran la

Na'K’/ATPasa y las acuaporinas {AQP).
3.1.2.1 Na'K'/ATPasa

Es una proteina responsable del establecimiento y mantenimiento del gradiente
electroquimico de Na* y K' a través de la membrana plasmatica. En las CEC, esta proteina
estd relacionada con el transporte de liguido del estroma al humor acuoso, este
mecanismo es critico para el mantenimiento del espesor y la trasparencia corneal, las

subunidades alfa-1 vy alfa 3 se encuentran en elevada densidad en las CEC [123].
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3.1.2.2 AQP

Son canales de agua transmembrana que juegan un papel critico en el movimiento del
agua a través de la membrana de las CEC para nutricidn, eliminacién de sustancias de
desecho y regulacion de liquidos necesarios para el mantenimiento de la transparencia
corneal. La AQP-1 se encuentra localizada en toda la superficie de las CEC y esta

involucrada en la regulacion de liquido y del volumen celular [124] [125,126].
3.1.3 Proteinas del citoesqueleto

La polaridad celular también involucra la organizacién asimétrica de las proteinas que
forman parte del citoesqueleto, en las CEC encontramos una red de actina-miosina y

vimentina {VIM)
3.1.3.1 Red de actina-miosina.

De manera habitual el citoplasma de las células se encuentra ocupado por una red de
filamentos de actina densamente empaquetados, que interactlan con miosina y proveen

un mecanismo de soporte para el mantenimiento de la morfelogia celular.

En las CEC, la red de actina-miosina se encuentra altamente organizada en el dominio
apical y en intimo contacto con la ZO-1 de estas células [72] [127,128]. La organizacion
particular de esta red confiere a esta zona un aspecto poligonal caracteristico, ademas de
una estructura rigida capaz de resistir el estrés mecanico generado por la presion

intraocular {129] {72].
3.1.3.2VIM

Es un filamento intermedio gue participa en el mantenimiento de las caracteristicas
mecanicas de las células [130], protegiendo contra el efecto compresivo generado por la
presion intraocular {72]. En las CEC, la VIM se encuentra distribuida en todo el citoplasma,
inmediatamente por debajo de la red de actina-miosina en el borde apical de las CEC.

{72,131] [132] [133].
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3.2.4 Proteinas de unidén a la matriz extracelular

Adicionalmente a las uniones que mantienen unidas las células entre si, estas permanecen
ancladas a los componentes de la matriz extracelular de las membranas basales; las
integrinas son receptores transmembrana encargadas de esta union [134] [135]. En las
CEC las integrinas 231, a.3B1, o581 y 06P1 han sido detectadas en su union a la MEC de
la MD[136], compuesta principalmente por COLVIIl y COLIV [24,25][26].

La combinacién de la presencia y funcion de estas proteinas permite el desarrollo de un
sistema circulatorio interno que permite el transporte de solutos a través de la membrana
de las CEC junto con un componente de barrera, este mecanismo es esencial en el

mantenimiento de la trasparencia corneal [137].

Las proteinas descritas se consideran como marcadores especificos de las CEC (tabla 1), y
han sido reportados como ausentes en las células del epitelio corneal, en el estroma e

incluso en poblaciones adyacentes al endotelio corneal como es la regién trabecular [72].

Proteinas especializadas en la membrana de las CEC

Proteina Funcidn Localizacion Referencia
Z0-1 Proteina de union Dominio apical [72,118]
Cx Proteinas de union Dominio lateral [65]

Comunicacion celular

NCAM Proteinas de unidn Dominio lateral [138]

Na'K*/ATPasa Proteinas de transporte Dominio lateral

AQP Proteinas de transporte Dominio lateral 25, 426]
Actina Citoesqueleto Dominio apical [72]
Miosina Citoesqueleto Dominio apical [72]
Integrinas Proteinas de union MEC Dominio basal [72] [136]
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Membrana MEC Regidn basal de las COLVIII [24,25]
basal CEC COLIV [26]

Con el fin de establecer similitudes, en este capitulo analizaremos la presencia de los
marcadores estructurales y funcionales especificos de las CEC: i} ZO-i, i) Na*K'/ATPasa, iii)
VIM, iv) NCAM, v) AQP-1, y vi) Cx-43 en el ECAC. Ademds, se determinard la presencia de

COLIV principal componente de la CAC en la MD

3.2 Materiales y métodos
3.2.1 Donantes.

El tejido humano fue manejado de acuerdo con la declaracién de Helsinki. Los tejidos
oculares (cérnea y cristalino) fueron obtenidos del Centro Comunitario de Sangre y Tejidos
de Asturias, Espafia; a partir de donantes cadavéricos sanos de acuerdo con las leyes

espafiolas. La edad media de los donantes fue de 63+2.17 afios.
3.2.2 Preparacion de las muestras,

El endotelio corneal fue obtenido de anillos corneoc esclerales luego de la obtencion del
botén central de la cornea para queratoplastia penetrante o endotelial por medio de la
técnica DMEK. La densidad celular endotelial promedio fue de 2,653+82.51 células/mm?.
Se realizd una tincion de vitalidad con azul de tripano durante 60 segundos para verificar
la viabilidad de las CEC sobre la MD aun adherida al estroma corneal, se realiza lavado con

solucidn salina balanceada (BSS),.

Bajo microscopio estereoscopico (Leica, Alemania} y con pinzas de microdiseccion (Rumex,
EUA) se realizo el aislamiento del endotelio corneal siguiendo ia linea de Schwalbe como

referencia, separandolo cuidadosamente del estroma corneal subyacente. Luego de su
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aislamiento el endotelio corneal se lavo con BSS y se colocd en una placa de Petri para su
analisis. Posterior a la obtencion de !a cdrnea, los tejidos oculares remanentes fueron
recuperados, entre ellos el cristalino, el cual se obtuvo mediante corte de las fibras de la
zonula ciliar con tijeras (Rumex, EUA) y pinzas de microdiseccion {Rumex, EUA}. La CAC
con su epitelio integro se aisld cuidadosamente del cuerpo del cristalino, luego de un
procedimiento de capsulorrexis en 360°. 1.a CAC con su epitelio se lavé con solucion de BSS

y se colocd en una placa de Petri para su analisis.
3.2.3 Analisis por inmunohistofluorescencia

las CEC y ECAC en sus respectivas membranas basales se dividieron en dos partes. La
primera mitad se crio-preservé en sucrosa al 30% a 4°C por 24 horas, se congeld y se
embebié en Tissue-TekR C.C.T.T.M Compaund (Sakura Finitek Europe B.V., Holanda).
Posteriormente se realizaron cortes de 10 um de espesor utilizando un criostato (Leica,
Alemania) los cuales se colocardn en laminillas comerciales (Fisher-Scientific, EUA). Las
muestras se lavardn dos veces con PBS por 10 minutos y luego se permeabilizaron con una
solucidn de Triton-X100 al 0.3% preparada en PBS durante 10 minutos. Posteriormente {os
cortes se incubaron durante toda la noche a 4°C con los siguientes anticuerpos primarios:
i} ZO-1 {1:100) (Life technologies, USA), ii) Na'K'/ATPasa {1:100) (Millipore, EUA), iii) Cx43
(1:100) {Sigma Aldrich), iv) VIM {1:100) (Abcam, UK), v) AQP-1 (1:100}, vi) NCAM {1:100)
(Abcam, UK) v vii) coldgeno tipo IV hecho en conejo {1:100) (Abcam, UK). Después de Ia
incubacion con el anticuerpo primario los cortes fueron lavados 3 veces x 10 minutos con
PRS para continuar con la incubacion de 2 horas, a temperatura ambiente, con los
siguientes anticuerpos secundarios: i} IgG (H+L) anti-ratén rodaminada (Rho} hecho en
burro (1/60; Jackson ImmunoResearch; West Grove, PA, USA), 2} 1gG fluoresceinada
(FITC) anti-conejo hecho en cabra (1/60; Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA].
Posteriormente los cortes se lavaron con PBS 3 veces por 10 minutos cada lavado y se
contratifieron con 4 ',6-diamino-2-fenilindol {DAPI) para la visualizacion de los nucleos.
Después de agregar Vectashield los cortes fueron cubiertos con cubreobjetos de vidrio.

Los tejidos se analizaron en un microscopio de fluorescencia (Leica, Alemania).
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la segunda mitad de la muestra se utilizé para la visualizacidon de las células en
confluencia, el tejido se colocd sobre una laminilla tratada comercialmente (Fisher-
Scientific, Pittsburg) v se realizé el mismo protocolo de inmunofiuorescencia descrito

previamente utilizando los mismos marcadores y equipo.

3.2.3 Extraccion de RNA y g-PCR

Para realizar el analisis de expresidn génica, el RNA de las CEC sobre la MD y la FCAC sobre
la CAC fue extraido mediante el Mini-kit lllustra RNAspin (GE Healthcare). Ef grado de
pureza de los RNAs fue revisado tomando como referencia la relacién A260/A280, la
concentracion individual del RNA de cada muestra fue determinada mediante
espectrofotometria. Luego 0.5 pm del total del RNA de cada muestra fue utilizado para
conversion del RNA a cDNA usando el Master Mix High Capacity RNA-to-cDNA (Applied
Biosystems), de acuerdo a las instrucciones técnicas (60 min a 37 °C, 5 min at 95 °C vy
mantenimiento a 4 °C). Los primers para los genes Na'K’/ATPasa, ZO-l y actina (ACTB)
como gen constitutivo, fueron disefiados utilizando la herramienta PrimerBLAST vy
sintetizados por Sigma Aldrich (tabla 2} El andlisis de expresién fue realizado por
cuantificacién relativa {método AACt) en el sistema de PCR Tempo Real (Applied
Biosystems) utilizando el Master Mix Power SYBR Green PCR {Applied Biosystems). Cada
muestra fue analizada por triplicado en diferentes experimentos. Los resultados fueron

analizados utilizando el software (Applied Biosystems).

Gen Secuencia 5°-3° Tamafio del producto Numero de acceso

F TCCCAATTCACCTGTTGGGC

Na'K'/ATPasa 154 NM_001185060.1
R| TGCACCACCACGATACTGAC

F GAACCAAAGCCTGTGTATGCC

Z0- 113 NM_001301025.1
R CTGGGCCGAAGAATCCCATC

F | ATTCCAAATATGAGATGCGTIGTT
ACTB 101 NM_001101.3

R GTGGACTTGGGAGAGGACTG

Tabla 2. Secuencia de primer utilizados para el gen Na’K' /ATPasa, ZO-1 y ACTB

3.2.4 Analisis de datos.
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Los datos son presentados como la media + DE. La comparacién entre grupos
experimentales se realizé utilizando ANOVA, un valor p <0.05 fue considerado como

estadisticamente significativo.

3.3 Resultados.

La evaluaciéon de los marcadores especificos de las CEC en el ECAC por medio de

inmunofluorescencia, mostro que:

La ZO-1 (Fig 38) y la bomba de Na+K+/ATPasa (Fig 39) se encontraron localizadas en las
membranas laterales formando bordes delgados y definidos en las (a) CEC y en las (c)
células del ECAC, observandose el aspecto caracteristico en panal de abeja al visualizar
ambas poblaciones celulares en confluencia. En el corte transversal se muestra marcaje
positivo en la disposicion en monocapa como células aplanadas en el endotelio corneal y

cubicas en el ECAC.

Figura 38. Inmunohistofluorescencia para ZO-I. En CEC sobre MD en (a) confluencia

(corte vertical) y (b) corte transversal; y en ECAC sobre CAC en (c) confluencia y (d) corte

.
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Figura 39. Inmunohistofluorescencia para Na'K'/ATPasa. En CEC sobre MD en (a)
confluencia y (b) corte transversal; y en ECAC sobre CAC en (c) confluencia y (d) corte

transversal.

La Cx-43 (Fig 40) se encontro localizada de manera difusa en las (a) CEC y en las (c) células
del ECAC al ser observadas en confluencia; sin embargo, presenta focalizacion en ciertas
zonas de las membranas basolaterales de las CEC, dando un aspecto de borde
discontinuo. En el corte transversal se muestra marcaje positivo en la disposicién en

monocapa de las (b) CEC y (d) ECAC.

Figura 40. Inmunohistofiuorescencia para Cx43. En CEC sobre MD en (a) confluencia y (b)

corte transversal; y en ECAC sobre CAC en (c) confluencia y (d) corte transversal.

La VIM (Fig 41) mostrd un marcaje positivo en el citoplasma de las (a) CEC y de las (c)
células del ECAC sin predominio de localizacion al observar ambas poblaciones celulares

en confluencia y en el corte transversal.
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Figura 41. Inmunohistofluorescencia para VIM. En CEC sobre MD en (a) confluencia y (b)

corte transversal; y en ECAC sobre CAC en (c) confluencia y (d) corte transversal.

La AQP-1 (Fig 42) se encontré localizada en las membranas laterales formando bordes
amplios con aspecto de pliegues, mas definidos en las células del (c) ECAC en comparacion
con las (a) CEC, observadas en confluencia. En el corte transversal se muestra marcaje

positivo en la disposicion en monocapa de las (b) CECy (d) ECAC.




Figura 42. Inmunobhistofluorescencia para AQP-1. En CEC sobre MD en (a) confluencia y

(b) corte transversal; y en ECAC sobre CAC en (c) confluencia y (d) corte transversal.

La NCAM (Fig 43) mostré un marcaje positivo dando un aspecto de bordes grueso en las
membranas laterales de las (a) CEC y las células del (c) ECAC. En el corte transversal se

muestra marcaje positivo en la disposiciéon en monocapa de las (b) CEC y (d) ECAC.

Figura 43. Inmunohistofluorescencia para NCAM. En CEC sobre MD en (a) confluencia y

(b) corte transversal; y en ECAC sobre CAC en (c) confluencia y (d) corte transversal.

El COLIV (Fig 44) se detectd en la (a-b) MD, con particular localizacién en el lado estromal;

y en todo el espesor de la (c-d) CAC.




Figura 44. Inmunohistofluorescencia para COLIV. En lu MD con las CEC en (a} confluencia

y (b} corte transversal; y en la CAC con el ECAC (¢} confluencia y (d} corte transversal.

la evaluacién de los marcadores para Na'K'/ATPasa y ZO-l1 por medio de andlisis de
expresion génica, mostro que: La expresion del gen de Na'K'/ATPasa en las muestras de
CEC y de células del ECAC es similar, siendo ligeramente mayor en las muestras de CEC (Fig
45), El anélisis estadistico de los resultados no mostro diferencias significativas entre los

niveles de expresion del gen Na'K*/ATPasa de las muestras de CEC y célufas del ECAC.

1.51

Relative expression
Na*K* ATPase vs Actin

Corneal Endothelium  Lens Capsule

Figura 45. Andlisis de expresion relativa de RNAm de Na'K'/ATPasa/ACTH en las CEC y
ECAC. El andlisis demostré que no existen diferencias estadisticamente significativas.
Datos de n=4 muestras CEC vs 4 muestras de ECAC.

La expresion del gen de ZO-l en las muestras de CEC y de células del ECAC es similar,
siendo ligeramente mayor en las muestras de ECAC (Fig 46). Ef analisis estadistico de los
resultados no mostro diferencias significativas entre los niveles de expresion del gen ZO-I

de las muestras de CEC y células del ECAC.
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Figura 46. Andlisis de expresion relativa de RNAm de ZO-I/ACTH en las CEC y ECAC. £l
andlisis demostré que no existen diferencias estadisticamente significativas. Datos de n=4

muestras CEC vs 4 muestras de ECAC.

3.4 Discusion.

Se ha descrito que en la regidn central del ECAC y del endotelio corneal existe una elevada
actividad Na'K'/ATPasa, las cuales son responsables del mantenimiento de la
concentracion de iones y de la cantidad de agua, que permiten la transparencia del
cristalino y la cérnea[139]. El componente funcional de esta bomba es la sub-unidad alfa,
en el ECAC hay una distribucion polarizada de dos tipos de sub-unidades: alfa-3 en la CAC
en intimo contacto con el humor acuoso vy la sub-unidad alfa-1 en contacto con las fibras
del cuerpo del cristalino [140,141]. Se ha demostrado que esta sub-unidades tienen fa
capacidad de cambiar la polaridad de su distribucién para mantener la homeostasis del

cristalino [142].

De manera semejante a reportes previos, nuestros hallazgos determinaron que el ECACy
las CEC presentaron inmunoreactividad para la bomba de Na'k'/ATPasa. Delamere y
colaboradores describieron que en la region central del ECAC existe una elevada actividad
Na'K'/ATPasa, la cual también fue observada en los estudios de Garder y colaboradores

los cuales demostraron por medio de técnicas de inmunocitoquimica la presencia de este
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marcador en el ECAC, sefialando ademds que este componente funcional presenta una
distribucidn polarizada de dos tipos de sub-unidades: la alfa-3, en intimo contacto con el
humor acuoso y la sub-unidad alfa-1 en contacto con las fibras del cuerpo del cristalino. Se
ha demaostrado que estas sub-unidades tienen la capacidad de cambiar la polaridad de su
distrfbucién para mantener la homeostasis del cristalino [142]. En el ECAC, al igual que en
las CEC, la actividad de la bomba actividad Na'K'/ATPasa estd asociada al mantenimiento
de una adecuada concentracion de iones y cantidad de agua para el mantenimiento de Ia

transparencia del cristalino y cornea [139]

Nuestros resultados también mostraron un marcaje positivo para las uniones celulares
estrechas tipo ZO-1 en el ECAC y CEC. Este marcador en el ECAC cumple un papel
importante en la regulacién de la permeabilidad a través de la CAC, como ha sido descrito
por Saika y colaboradores [82]. La co-expresion de ambos marcadores estaria en
concordancia con los estudios de Dahm y colaboradores al sefalarlos como necesarias
para el mecanismo de bomba y barrera indispensable para la correcta movilizacién de
liquido y solutos, lo que conlleva al mantenimiento de la transparencia en el cristalino

[143].

Asociada a la membrana de las células del ECAC se encuentran marcadores tipo NCAM, los
cuales han sido identificados en las paredes basolaterales de estas células, los cuales han
sido relacionados al mantenimiento del estado de quiescencia de las células del ECAC al
evitar su diferenciacién a fibras en el cristalino [144]. En las CEC la presencia de esta

proteina estd asociada al mantenimiento de la funcion de barrera.

Williams K et al. mediante estudios de inmunochistoquimica determinaron la presencia de
Cx-43 en las células del ECAC [65], mientras XXX y colaboradores lo hicieron en en las CEC,
hallazgos que concuerdan con nuestros resultados. Otros autores han descrito la
expresion de Cx-50 junto con Cx-43 en estas células. No obstante, nuestros estudios
estuvieron solo orientados a la deteccion de Cx43, por ser considerada como un marcador
caracteristico de las CEC [72]. Otros marcadores como la AQP han sido relacionadas al

mantenimiento de la transparencia tanto del cristalino como de la cornea {63,145]. Al
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igual que en nuestros resultados Mathias RT et al. demostraron la presencia de AQP-1 en
el ECAC [146}; junto con la AQP-5 ha sido descrita como la responsable del trasporte de

liguidos en cornea [63,64].

Zhiguo He y colaboradores determinaron la presencia de VIM en el citoesqueleto de las
CEC, proteina asociada a la funcidn de contrarrestar el efecto del estrés inducido por
efecto de la presidn intraocular. Nuestros resultados demuestran la inmunoreactividad
para VIM tanto en las CEC como en el ECAC; es de resaltar que este Gltimo tejido al
tratarse también de una monocapa celular intraocular expuesta al efecto de la presién

intraocular (P10}, la presencia de VIM podria relacionarse con un efecto protector.

La MD vy la CAC comparten caracteristicas similares, como es la expresion de COLIV. La
expresion de esta proteina en la CAC ha sido relacionada con su composicién, como ha
sido descrito por Brinker J y colaboradores donde este tipo de coldgeno es el mayor
componente de esta membrana basal [85], resultado que concuerda con los huestros, en
el que mostramos un marcaje positivo en toda el espesor de la CAC. En contraste con la
MD, la expresion de esta proteina solo se observa en el lado estromal, esta distribucién
también ha sido observada en otros estudios como el de Halfter y colaboradores donde se
asocia a la bipolaridad de fa MD [147]. Esta estructura ha sido descrita como necesaria

para la adhesion de 1a MD al estroma posterior [87].

3.5 Conclusion

Nuestro estudio revela que los marcadores considerados como esenciales en el
mantenimiento de la transparencia corneal forman parte de la citoarquitectura de las
células del ECAC {(bomba de Na'K'/ATPasa, uniones celulares tipo ZO-1, VMT, NCAM, AQP-
1y Cx43), lo que respalda la idea de considerar a esta monocapa como un sustituto del
endotelio corneal. Y supone la idea de que su trasplante podria recuperar la transparencia
corneal. Adicionalmente, la CAC comparte con la superficie estromal de la MD la presencia

de COLIV. A pesar de gue la expresion de la Na'K'/ATPasa v la ZO-I es comtin en otros
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tipos celulares, la co-expresién de estos marcadores es frecuentemente asociada a la
identificacion de una de las mayores funciones del endotelio corneal para mantener la
transparencia corneal: el mecanismo de bomba y barrera, también presente en las células

del ECAC.

Modelo pre-clinico

de queratopatia bullosa

en conejo blanco de Nueva
Zelanda para trasplante de
sustitutos del endotelio
corneal.
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4.1 Introduccion

La QB ocasiona la opacificacion de la cérnea secundario a la falla de la funcién de “bomba
y barrera” de las CEC [37]. La escasez de donantes para realizar la sustitucién del endotelio
enfermo por cualquiera de las técnicas de queratoplastia corneal han promovido las

estrategias basadas en el uso de los SEC obtenidos por ingenieria de tejidos [69,148].

Para la evaluacién del potencial terapéutico de esta estrategia diferentes modelos pre-
clinicos que imitan la insuficiencia endotelial de la QB han sido descritos. Los métodos mas
frecuentes para inducir estos modelos incluyen: la lesién mediante congelamiento trans-
corneal [149-153] y la administracién intra-cameral de sustancias toxicas como cloruro de
benzalconio o hidréxido de sodio (Fig 47) [154—156]. Sin embargo, estos métodos tienen
algunas desventajas: i) no selectivos, debido a que dafian otras estructuras ademads del EC
[157]; ii) complejos, ya que requieren estandarizacién de la dosis a utilizar [4]; e iii)
inadecuados, en especial para el trasplante de SEC, ya que después de la lesién las CEC se
pierden pero la MD permanece intacta [158], siendo esto un factor de riesgo para el

desprendimiento del SEC después de su trasplante [159].

Figura 47. Meétodos utilizados con frecuencia para el desarrollo de insuficiencia
endotelial. (A) Lesion criogénica, e (B) inyeccion intra-cameral de sustancias téxicas.

Imagenes adaptadas de [149,156,160].

Como alternativa, diferentes estudios han descrito la descemetorrexis quirtrgica

mediante una espatula elaborada a mano para remocién del EC (Fig 48) [9,69,161]. Sin
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embargo, la técnica, la descripcion de las caracteristicas clinicas y los cambios patoldgicos
en el resto de las capas de la cOrnea después del procedimiento son poco descritas.
Ademas, de nuestro conocimiento, una descemetorrexis bajo burbuja de aire no ha sido

descrita en un modelo de conejo.

Figura 48. Descemetorrexis quirdrgica. Remocion del EC mediante una espdtula endotelial

en una cdmara anterior llena de humor acuoso. Imagen adaptada de [9].

Aun cuando una parte importante del éxito en un procedimiento de descemetorrexis
depende del entrenamiento y de las habilidades de quien la realiza, una adecuada
descripcién de la técnica puede: i} hacer el procedimiento mas sencillo, ii) aumentar las
posibilidades de una adecuada remocidn del EC, iii) evitar un dafio innecesario en el
estroma, y iv) reducir el nimero de animales utilizados para el estudio, en congruencia
con los principios de Rusell y Burch para el uso ético de animales de experimentacion
[162].

En este capitulo hacemos una descripcion detallada de la descemetorrexis bajo burbuja de
aire para establecer y validar un modelo pre-clinico de insuficiencia endotelial en conejo,
que reproduzca las caracteristicas clinicas e histopatologicas de la QB en humanos para

probar estrategias basadas en el trasplante de SEC.
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4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Animales

Cuatro conejos blancos de Nueva Zelanda (machos de 2-3 meses de edad y 2-3 kg de peso)
fueron utilizados en este experimento. Los animales se mantuvieron en condiciones
constantes de temperatura (22 + 1 °C) y humedad (60 * 10 %), con ciclos de luz-
obscuridad (12:12 hrs) y suministro de alimento y agua ad libitum durante todo el
experimento. Todos los procedimientos se realizaron con aprobaciéon del comité de ética
de la Universidad Nacional de Colombia y en congruencia con los “ARVO Statements for

the use of animals in ophthalmology and vision research” [163].

4.2.2 Elaboracion de la espatula endotelial

La espétula endotelial se elabord doblando el bisel de una aguja 26-G de 10 mm de largo
(Alfasafe, Colombia) hasta 45° utilizando un porta-agujas (Rumex, Alemania).
Posteriormente la punta del bisel se cortd con tijeras quirtrgicas (Miltex, Alemania) para
dar una forma espatulada. La aguja modificada se conecto a una jeringa de 5 mL (Alfasafe,

Colombia) (Fig 49) y antes de su uso se verifico el paso de aire a través de la aguja.

. | Py

Figura 49. Espdtula endotelial. (A) Aspecto general de la espdatula endotelial conectada a
una jeringa de 5 mL, y (B) aspecto de la aguja modificada tras doblar el bisel hasta 45° y

cortar la punta, para obtener una forma de espdtula.

4.2.3 Procedimiento quirdrgico

Los animales se anestesiaron con una mezcla de 20 mg/kg de hidrocloruro de ketamina
(Brouwer, Argentina) y 2 mg/kg de hidrocloruro de xilacina (Erma, Colombia)
administrados por via intramuscular. El procedimiento se llevé a cabo bajo condiciones de

asepsia: la region palpebral de cada animal se desinfecté con clorhexidina (Quirucidal,

66



Colombia) y se lavéd con solucion de cloruro de sodio al 0.9% (PiSa, México),
posteriormente los ojos se desinfectaron con povidona iodada al 10% (OQ-Septic,
Colombia) y se lavaron con solucién salina balanceada (SSB) (Alcon, Chile). Los ojos se
anestesiaron mediante la instilacion de una gota de una mezcla de 1 mg/mL de
hidrocloruro de ;cetracaina y 4 mg/mL de hidrocloruro de oxibuprocaina (Alcon, Colombia),
después un blefardstato (Rumex, USA) se colocd para retraer los parpados y exponer la
superficie corneal. Un microscopio quirtrgico oftalmolégico (OPTI 1 FR, Zeiss, Alemania)
se utilizé para realizar el procedimiento quirtrgico: para acceso a la cdmara anterior del
ojo se realiz6 una incision corneal a 2 mm del limbo con un cuchillete oftalmologico recto
de 15° (MANI, Japdn) en posicidn quirurgica de las 4 en las manecillas del reloj, una pinza
tipo colibri con un diente (Rumex, EUA) se utilizé para estabilizar el ojo. Para comenzar la
descemetorrexis y tener una mejor visualizacion del EC, la cdmara anterior del ojo se llend
con una burbuja de aire (aproximadamente 1-2 marcas de la escala, equivalente a 200-400
ulL) utilizando la jeringa conectada a la espatula endotelial; después la MD se desgarro y se
removid del estroma con un movimiento continuo y curvo, para asi obtener un colgajo
que se traccion6 en direccion a la incision inicial para realizar una descemetorrexis de 8-9

mm de didmetro con exposicion del estroma posterior (Fig 50).

Figura 50. Procedimiento de descemetorrexis quirtirgica bajo burbuja de aire. (A) Acceso
a la cdmara anterior del ojo, (B) inyeccion de aire para ampliacién de la camara anterior,

(C-D) descemetorrexis circular utilizando la espatula endotelial.

La pérdida o disminucion de la burbuja de aire durante la manipulacién para realizar la
descemetorrexis se compenso en el momento mediante la re-inyeccion de aire. Al finalizar

el procedimiento, la MD diseccionada y la burbuja de aire se removié de la camara
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anterior utilizando la misma espatula y después la incision corneal se sellé mediante fa
hidratacion de los bordes de la herida con SS8. Durante el periodo post-operatorio, una
gota de una mezcla de 5 mg/mL de moxifloxacino y 1 mg/mL de dexametasona {Tecnofar,

Colombia) en solucién oftélmica se aplicaron en el ojo derecho 2 veces al dia por 7 dfas.

4.2.4 Evaluacion pre- y post-operatoria

El ojo derecho de cada animal se examind en los dias pre- (0) y post- (1, 7, 14, 21 y 28)
operatorios por personal especializado para la evaluacion de: i) transparencia corneal, ii)
area de tincion epitelial corneal (ATEC), iii} espesor central corneal (ECC) y iv) didmetro
corneal. También, se evaluaron caracteristicas morfoldgicas de las CEC como: i} densidad
endotelial, ii) coeficiente de variacién (CV) del tamaiio, iii) morfologia hexagonal, iv)

tamafio promedio, v) tamafio minimo, y vi) tamafio maximo.

4.2.4.1 Transparencia corneal

Para evaluar la transparencia corneal y el segmento anterior del ojo se utilizé una lampara
de hendidura (DC4, Topcon, Japdn) bajo las siguientes condiciones estdndar: intensidad
moderada, baja magnificacion y luces ambientales apagadas. El filtro dmbar (Topcon,
Japdn) se utilizé para una vista general con iluminacién difusa y haz de luz circular, y para
una seccion 6ptica de la cérnea {3 mm de ancho, 14 mm de largo, en éngulo de 90°) con
iluminacion directa. Se realizo registro fotogréfico por medio de una cdmara (Topcon,

Japdn) adaptada a la lampara de hendidura.

El grado de opacidad se determiné por dos observadores independientes y enmascarados
de acuerdo con una adaptacion de la escala de Fantes [164]: grado HO, cdrnea
completamente clara con visualizacion de los detalles finos del iris y pupila; grado H1,
opacidad corneal con visualizacion de los detalles del iris y la pupila como sombras; y
grado H2, opacidad corneal prominente que interfiere con la visualizacidn del iris vy la

pupila (Fig 51).
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Figura 51. Clasificacidn clinica del grado de opacidad corneal. (A) Grado HO, (B) grado H1,
y (C) grado H2.

4.2.4,2 ATEC

El epitelio corneal se examiné luego de la instilacién de una gota de fluoresceina al 10%
(Quifarmed, Colombia) en la parte interna del parpado inferior derecho. Se utilizé una
ldmpara de hendidura bajo condiciones estandar con el filtro azul (Topcon, Japén) para
una vista general con iluminaciéon difusa y haz de luz circular. Se realizd registro
fotografico de cada cérnea. El grado del ATEC se determind por dos observadores
independientes y enmascarados de acuerdo con una adaptacién de la escala de Miyata
[165]: grado AQ, sin tincién; grado A1, tincién en menos de un tercio; grado A2, tincion de

uno a dos tercios; grado A3, tincion en mas de dos tercios de la superficie corneal (Fig 52).

A. B. C. D.

Figura 52. Clasificacién clinica de ATEC. (A) Grado AO, (B) grado A1, (C) grado A2, y (D)
grado A3.

4.2.4.3 ECC
Para determinar el ECC se utilizd un tomdgrafo de coherencia optica (TCO) (DRIOCT-I,
Topcon, Japén). Se realizé una medicion horizontal y una vertical utilizando la pupila como

referencia para el centro de la cérnea. Las imagenes se capturaron utilizando el modo
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automatico del equipo y el valor del ECC se calculd manualmente en una seccidn

transversal de la cérnea y se expresd en pum.

4.2.4.4 Diametro corneal
Para determinar el didmetro corneal se utilizé un bidmetro dptico (Lenstar LS 900, Haag-
Streit International, Suiza). Se realizaron tres mediciones consecutivas de cada ojo y el

valor calculado se expresé en mm.

4.2.4.5 Caracteristicas morfoldgicas de las CEC

Para evaluar las caracteristicas morfoldgicas de las CEC: i) densidad endotelial (CEC/mm?),
ii) CV del tamafio (pm), iii) morfologia hexagonalidad (%), iv) tamafio celular promedio
{rm}, v) tamafio celular minimo (umy), y vi) tamafio celular méaximo {um) en el centro del
endotelio corneal se utilizé microscopia especular de no contacto {SP-3000P, Topcon,
Japén). El andlisis se realizd de manera automatica utilizando el software de fabrica
(Topcon) y las imdgenes se registraron utilizando el modo automatico del equipo con flash

de baja intensidad.

4.2.4.6 Tejido animal

Al dia 28, todos los animales fueron eutanaciados con una mezcla de 35 mg/kg de
hidrocloruro de ketamina (Brouwer, Argentina) y 5 mg/kg de hidrocloruro de xilacina
(Erma, Colombia) administrados por via intramuscular, seguido de una inyeccidn
intracardiaca de 100 mg/kg de pentobarbital sédico (Penthal, Ecuador). Ambos ojos se
enuclearon vy las coérneas se tallaron y se fijaron en formol (10%) para ser incluidas en
parafina {Histoplas, Thermo-Scientific, EUA). Secciones de 5 pm se cortaron con un
micrétomo (MicromHM 325, Thermo-Scientific, Alemania) y se tifieron con hematoxilina-
eosina (H&E) para su analisis. Las cdrneas izquierdas se utilizaron como controles

nhormales.
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4,2,4.7 Analisis histologico

El tejido corneal se evalud histoldgicamente por un patdlogo calificado para estimar la
presencia de: defectos epiteliales (microquistes y bullas), ii) drea de separacién de las
lamelas estromales, y iii) espesor del tejido fibrético formado. Las laminillas se
examinaron utilizando un microscopio de contraste de fase (Axio Lab Al, Zeiss, Alemania).
Se realizd registro fotografico por medio de una cdmara (Axio, Zeiss, Alemania) adaptada
al microscopio y se analizo utilizando un programa especializado para el procesamiento de

imagenes (AxioVision LE, Zeiss, Alemania).

4.2.5 Analisis estadistico

Ef programa Stat Graph Prism 5.0 se utilizé para realizar el andlisis estadistico. Los datos se
reportaron como la media t desviacion estandar. La comparacién entre grupos
experimentales se realizd utilizando ANOVA seguido del test de Bonferroni, p= < 0.0001 y
el test de Mann Whitney, p= < 0.05. La asociacion o independencia de las variables
categdricas se compard utilizando el coeficiente de correlacién Chi cuadrado de Person, y

un valor p < 0.0001 fue aceptado como estadisticamente significativo.

4.3 Resultados

4.3.1 Transparencia corneal y ATEC

En la evaluacién pre-operatoria con lampara de hendidura todos los animales presentaron
una cérnea completamente clara, que permitio la visualizacion de los detalles finos del iris
y la pupila en la vista general del segmento anterior (grado HO) (Fig 53A). A su vez en la
seccion 6ptica se cbservé una cornea curvilinea, uniforme y delgada formando la camara
anterior del ojo (Fig 53B), acompafiada de una tincidn epitelial negativa (grado AO) (Fig
53C). En contraste, en los dias 1y 7 del post-operatorio, la exploracion en la vista general
mostrd cdrneas con una opacidad prominente que interfiere con la visualizacion del iris y
la pupila (grado H2) (Fig 53A); mientras que en los dias 14 al 28 las corneas mostraron una
opacidad que permite la visualizacion de los detalles del iris y la pupila como sombras

(grado H1) (Fig 53A). El analisis cuantitativo demostré que el grado de opacidad corneal
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fue mayor en los dias post-operatorios en comparacion con el dia pre-operatorio. A su
vez, el grado de opacidad H2 se observd en el 100% de las cérneas post-operadas en los
dias 1y 7; en contraste con los dias 14, 21y 28 en los que el grado de opacidad fue H1 en
el 75% de las cdrneas post-operadas (p < 0.0001) (Fig 53D).

En la seccidn dptica se observd edema estromal con mantenimiento de la cdmara anterior
del ojo (Fig 53B), estos hallazgos fueron persistentes a lo largo del tiempo.

Durante el periodo de estudio, la tincidn epitelial permanecié constante (grado A0), sin

diferencias estadisticamente significativas entre el dia pre- y post-operatorios (Fig 53C-E).

Time (days)
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B. Optical section

C. Epithelial staining
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Figura 53. Aspecto clinico del segmento anterior del ojo en los dias pre- y post-
operatorios. Imdgenes representativas con lampara de hendidura en una (A) vista general,
(B) seccidn optica y (C) tincion epitelial con fluoresceina. En el dia pre-operatorio se
observd una cérnea transparente y delgada, mientras que en los dias post-operatorios se
observé opaca y edematosa; la tincién epitelial fue negativa a lo largo del estudio. (D) El

andlisis cuantitativo mostré los cambios significativos en el grado de opacidad corneal;
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después de la descemetorrexis las corneas perdieron su transparencia y desarrollaron una
opacidad permanente. (E) No se observaron cambios significativos en el grado de ATES en
los dias post-operatorios en comparacion con el dia pre-operatorio. Se utilizo ef coeficiente
de correlacion Chi cuadrada de Person, * indica una diferencia significativa {valor p <
0.0001). Datos de n=4 animales de experimentacion. Abreviatura: ATEC, drea de tincion

epitelial corneal.

4.3.2 ECC

Las imdgenes obtenidas por el TCO mostraron que después de la descemetorrexis
quirdrgica todas las cérneas tuvieron un aumento del ECC, al ser comparadas con las
imagenes del dia pre-operatorio (Fig 54A). El andlisis de los datos mostré que la media en
el ECC en el dia pre-operatorio fue de 387.25 £ 43.53 um, en contraste con los dias post-
operatorios en los que la media de CCT fue de: dia 1, 1782.50 £ 216.22 um; dia 7, 1465.75
+118.09 um; dia 14, 1066.75 % 206.98 um; dia 21, 1005.25 * 78.04 um, y dia 28, 1010.75
+87.03 pm.

El analisis cuantitativo revel6 que los valores del ECC incrementaron significativamente en
comparacion con el dia pre-operatorio. A su vez, en los dias post-operatorios, el ECC al dia
1y 7 fueron significativamente mayores en comparacion con el ECC de los dias 14, 21y 28

(p < 0.0001) (Fig 54B).
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Figura 54. Cambios en el ECC en el los dias pre- y post-operatorios. (A) Imdgenes
representativas de TCO gque muestran un aumento del espesor en las corneas post-
operadas a lo largo del estudio, v (B) andlisis cuantitativo que demuestra que al final del
estudio, las corneas con descemetorrexis incrementaron su espesor aproximadamente tres
veces (1010.75 + 87.03 um} en comparacion con las corneas pre-operadas (387.25 + 43.53
lwm), Se utilizé analisis de variacion (ANOVA), * indica una diferencia significativa (valor p <

0.0001). Datos de n=4 animales. Abreviatura: ECC, espesor central corneal.

4.3.3 Diametro corneal

Durante el periodo de estudio, el didmetro corneal permanecié constante en los dias del
pre- y post-operatorio. La media del didmetro corneal en el dia pre-operatorio fue de
13.97 £ 1.21 mm, comparado con la media de los dias post-operatorios: dia 1, 13.87 £ 1.42
mm; dia 7, 13.41 £ 1.50 mm; dia 14, 12,36 + 0,79 mm; dia 21, 12,12 + 1.51 mm; y dia 28,
13.21 + 1.33 mm del post-operatorio. No se observaron diferencias significativas a lo largo

del tiempo de estudio (Fig 55)
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Figura 55. Mediciones del didmetro corneal en el los dias pre- y post-operatorios. Ef
andlisis cuantitative del didmetro corneal demostré que no existen diferencias

estadisticamente significativas a lo largo del tiempo de estudio. Datos de n=4 animales.

4.3.4 Caracteristicas morfologicas de las CEC

Las imagenes de microscopia especular mostraron que el EC central en el dia pre-
operatorio aparece como una monocapa de CEC homogéneas en tamafio y con una
morfologia caracteristica en panal de abeja (Fig 56A); después de la descemetorrexis
quirdrgica, la imagen caracteristica del EC no se detectd a lo largo del estudio, en su lugar

se observé una superficie irregular correspondiente al estroma denudado (Fig 56B).

A.

Figura 56. Aspecto morfoldgico de las CEC en el EC central en los dias pre- y post-

operatorio. Imdgenes representativas (A) de las CEC en el EC central en el dia pre-
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operatorio e {B) imagen del estroma denudado tras descemetorrexis en los dias post-

operatorios. Datos de n=4 animales.

En la evaluacién pre-operatoria la densidad celular, CV del tamafio y el porcentaje de
hexagonalidad fue de: 2834 + 93.38 CEC/mm?” {Fig 57A), 28.57 *+ 93.38 um (Fig 57B), y
69.75 £ 14.99 % (Fig 57C), respectivamente. En relacién con el tamafio promedio de las
CEC fue de 350.05 + 12.46 pum (Fig 57D), con un tamafio minimo de 94.66 * 7.79 um (Fig
57E} y un tamafio maximo de 715.95 + 116.98 um (Fig 57F). En contraste, en los dias post-
operatorios no se detectaron CEC en el centro de la cornea, este hallazgo se mantuvo a lo

largo del periodo de estudio. Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (p <

0.05) (Fig 57).
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Figura 57. Andlisis cuantitativo de las caracteristicas de las CEC en el EC central en los
dias pre- y post-operatorio. Diferencias estadisticamente significativas en (A) densidad
celular, (B) CV del tamaFo, (C) morfologia hexagonal, (D) tamafio promedio, (E) tamafio
minimo, y (F) tamafio mdximo de las CEC en los dias post-operatorios en comparacion con
el dia pre-operatorio. Se utilizé andlisis de variacion (ANOVA), * indica una diferencia
significativa (valor p < 0.0001). Datos de n=4 animales. Abreviatura: CV, coeficiente de

variacion; CEC, células endoteliales corneales.

4,3.5 Analisis histolégico

El analisis histoldgico de una cdrnea normal mediante tincién con H&E mostré un tejido
organizado (Fig 58A), con un epitelio estratificado de 4-5 capas de células sin evidencia de
anormalidades; un estroma compacto formado por lamelas paralelas con un drea de
separacion media de 45.48 * 6.96 umz, queratocitos de forma regular y compacta
incluidos entre las lamelas, sin evidencia de formaciéon de tejido fibroso; a su vez, en la
parte mas interna de la cérnea se observé el endotelio corneal formado por una
monocapa de CEC sobre la MD (Fig 58B). En contraste, las cérneas post-operadas al dia 28
se observaron como un tejido edematoso con pérdida de la citoarquitectura (Fig 58C). En
su epitelio se observé la presencia de microquistes y bullas; mientras el estroma mostro
cambios patolégicos que involucran un incremento del espacio entre lamelas con un drea
de separacion de 519.73 + 90.88 umz, los queratocitos aparecen heterogéneos en formay
alargados en tamafio; en la parte mds interna de la cdrnea, se observé la formacion de
tejido fibroso con una media de espesor de 423.98 + 152.85 um con células alargadas y
aspecto fibrobléstico, junto con una evidente ausencia del endotelio cornea (Fig 58D).

El analisis estadistico demostré que después de la descemetorrexis quirurgica, hubo una
diferencia significativa en el incremento en la separacion de las lamelas estromales (Fig
13E} y la formacidén de tejido fibroso (Fig 58F) en comparacion con una cérnea normal {p <

0.05).
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Figura 58. Hallazgos histopatoldgicos en una cérnea normal y al dia 28 del post-

operatorio. Imdgenes representativas de las caracteristicas histopatoldgicas observadas

con H&E en (A) cérnea normal, formada por (B) un epitelio estratificado, un estroma
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compacto con queratocitos compactos y un endotelio formado por una monocapa de CEC
sobre la MD (flecha). En contraste, en la cérnea post-operada se observé un epitelio con
presencia de microquistes (flecha) y bullas (doble flecha); un estroma con marcada
separacion de las lamelas (asterisco), con queratocitos irregulares, formacion de tejido
fibroso con células de aspecto fibroblastico y ausencia del endotelio. Escala, 50 pm. El
andlisis cuantitativo del (E} drea de separacién de las lamelas estromales y (F) espesor del
tejido fibroso formado demostré una diferencia estadisticamente significativa en el dia 28
del post-operatorio en compasion con una cérnea normal. Se utilizé andlisis de Mann

Whitney, * indica una diferencia significativa (valor p < 0.05). Datos de n=4 animales.

4.4 Discusion

El ojo del conejo por sus caracteristicas anatdmicas se ha convertido en una herramienta
muy valiosa para la investigacion en oftalmologia, siendo cominmente utilizado como un
modelo animal para el trasplante de SEC al permitir la reproduccién de técnicas como la
DMEK [69,148,166]. Sin embargo, un modelo animal ideal de QB en conejos debe cumplir
con las siguientes condiciones: i) imitar ta patologia en humanos, ii} involucrar una técnica
sencilla para su desarrollo, y iii) ser reproducible y estable. Para este propésito hemos
desarrollado un modelo pre-clinico de insuficiencia endotelial corneal mediante
descemetorrexis quirtirgica bajo burbuja de aire para reproducir las principales
caracteristicas de la QB en humanos.

Después del procedimiento quirtirgico, se observé una opacidad corneal, que se asocid
con el incremento del ECC evidenciado en el estudio por TCO. Estos resultados coinciden
con otros estudios gue realizan un procedimiento de descemetorrexis corneal central
[167,168], corrobordndose asi el principio de que la insuficiencia endotelial es causa de
edema estromal y pérdida de la transparencia corneal [22,23]. En el dia 1 del post-
operatorio, se observé un incremento en el grado de opacidad corneal y los valores del
ECC, seguido de una disminucidn en el dia 7, el cual permanecid constante desde el dia 14
hasta el final del post-operatorio. Este resultado puede ser explicado por el edema post-

operatorio causado por la descompensacion global del EC después de un procedimiento
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quirdrgico [169], y por la actividad de las CEC periféricas al 4drea de descemetorrexis
central.

Es de resaltar, que no se observaron alteraciones del didmetro corneal, al parecer el
estado edematoso de la cornea en el post-operatorio no compromete las dimensiones
corneales. Este hallazgo es consistente con la literatura que indica que la insuficiencia
endotelial en las distrofias corneales no incrementa fos didametros corneales [170].
Posterior al procedimiento quirtrgico vy durante el seguimiento del estudio no se
observaron CEC en el centro de la cornea; este hallazgo contrasta con reportes previos
que han demostrado la capacidad de las CEC del conejo para formar una monocapa con
morfologia normal en 10 dias después de una lesion con criogenia, y que es capaz de
regresar el espesor corneal normal en un periodo de 30 dias. Una posible explicacion de
esto puede estar asociada a la persistencia de la MD en los modelos por criogenia, que
promueve la migracién de las CEC no lesionadas, la repoblacidn de la MD vy la recuperacién
de la funcion [171).

La descompensacién del EC esta asociada con anormalidades en el epitelio que incluyen:
microquistes intraepiteliales, bullas sub-epiteliales y una perdida completa del epitelio en
estadios avanzados de la enfermedad endotelial {172,173] [33]. Nuestros hallazgos
histopatologicos mostraron la presencia de microguistes y bullas en el epitelio corneal de
las cérneas post-operadas. Este resultado coincide con Bron y colaboradores, quienes
reportan en su trabajo que pequefias lesiones como microquistes pueden coalescer para
formar una bulla, observdndose como una mayor separacién de las capas epiteliales [174];
en ocasiones ciertas bullas pueden permanecer ocultas en las capas del epitelio [175], lo
que podria explicar nuestro hallazgo de tincién negativa con fluoresceina aun con
evidencia de bullas en el andlisis con H&E de las cérneas post-operadas al final del estudio.
Otra caracteristica histopatolégica encontrada en nuestro estudio fue la presencia de
tejido fibrético en la parte mas interna de 1a cornea, este resultado puede ser explicado
por la trasformacion de los queratocitos a sus formas activadas (fibroblastos o mio-
fibrobastos} tras una lesion corneal {176], las cuales tienen capacidad para migrar y

secretar una matriz extracelular en {a zona de lesién [177,178). Estos resultados coinciden
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con otras investigaciones donde se ha reportado que en pacientes con QB, el edema
corneal estd acompafado por un mecanismo de trans-diferenciacion de tos queratocitos a
mio-fibroblastos [176], los cuales proliferan y migran al drea lesionada para forman una
red interconectada de células que secretan numerosas proteinas de matriz extracelular
gue contribuyen a la formacién de tejido fibroso [179].

Ha sido descrito que el dafio corneal induce la liberacidn de diferentes factores de
crecimiento como son: el factor activador de plaguetas, un potente inductor de
vascularizacidn corneal; el cual en presencia de miofibroblastos favorece la liberacién del
factor de crecimiento endotelial vascular [180], otro importante factor pro-angiogénico en
coérnea [181)]. Este mecanismo se encuentra en consistencia con Zhu y colaboradores,
quienes han reportado procesos de vascularizacién en un modelo pre-clinico en monos
Rhesus a los 30 dias de generar una insuficiencia endotelial mediante una descemetorrexis
por lesién quimica y mecdnica [167]. A su vez, en pacientes con QB, Ishino y colaboradores
han descrito esta alteracidon como parte de la enfermedad en sus estadios avanzados. Lo
anterior podria explicar la vascularizacién observada en una de las cérneas post-operadas,
es de resaltar que esta cornea presenté un mayor grado de opacidad y una mayor
formacién de tejido fibrotico en comparacién con las cérneas post-operadas que no
desarrollaron vascularizaciones {datos no mostrados).

A pesar, de que las limitaciones de este estudio estuvieron asociadas a ciertas
caracteristicas del ojo del conejo, como un cdmara anterior reducida por un cristalino
prominente y una poca cantidad de humor acuoso [182]; nuestros resultados demuestran
que la descemetorrexis bajo burbuja de aire es una alternativa segura para remover el EC

nativo sin comprometer otras estructuras oculares.
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4.5 Conclusion

lLa descemetorrexis quirdrgica bajo burbuja de aire utilizando una espatula endotelial
elaborada a mano, es un método efectivo, reproducible y estable para el desarroilo de
insuficiencia endotelial caracterizada por: opacidad corneal persistente se asocia con un
incremento del espesor corneal, sin evidencia de una respuesta regenerativa, ni alteracién
del didmetro corneal. Los cambios histopatoldgicos involucraron: desarrollo de
microquistes y bulas en el epitelio, distorsién de las lamelas estromales por edema vy
formacidn de tejido fibrético en la parte mds interna de la cérnea. Tanto los hallazgos
clinicos como los histopatoldgicos observados en nuestro estudio reproducen las
principales caracteristicas de la QB en los humanos, haciéndolo un modelo pre-clinico

adecuado para la evaluacion de estrategias basadas en el trasplante de SEC.
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Trasplante del ECA mediante
técnica DMEK en un modelo
animal de insuficiencia
endotelial.
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5.1 Introduccion

En la actualidad el tnico tratamiento disponible para remplazo de las CEC dafiadas es el
trasplante corneal. Desde que Melles y colaboradores desarrollaron la técnica DMEK [183]
para el tratamiento de enfermedades del endotelio corneal, se ha convertido en el
procedimiento de eleccién para remplazar solo el endotelio dafiado, en lugar de todas las
capas de la cérnea. En el afio 2013 fue el procedimiento mas comin tanto en EUA como
en la UE, con 1,522 y 1,491 casos respectivamente [184]. Es un procedimiento complejo

que requiere una preparacion del endotelio donante antes de su trasplante (Fig 59) [48].

Figura 59. Técnica de preparacion del endotelio corneal previo al trasplante mediante la
técnica de DMEK. (a) Localizacion del borde endotelial, (b-c) separacion del endotelio
corneal del estroma subyacente, (d) endotelio corneal dentro de un inyector endotelial.

Figura adaptada de [185].

Después de la obtencion y preparacion, el endotelio corneal del donante a manera de taco
es inyectado dentro del segmento anterior luego de la remocion del endotelio nativo. El
injerto debe luego ser desenrollado y mediante manipulacidn neumatica o mediante
fluidos el endotelio trasplantado debe oponerse sobre el estroma posterior ayudado de

una burbuja de aire (Fig 60).
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Figura 60. Trasplante del endotelio corneal mediante técnica de DMEK. (a) Insercion del
endotelio donante por medio de inyector a la camara anterior, (b) disposicion en doble
rollo del endotelio dentro de la camara anterior, (c) burbuja de aire por debajo del
endotelio trasplantado para favorecer la adhesion al estroma receptor, (d) borde del
endotelio corneal trasplantado adherido al estroma receptor visto mediante lampara de

hendidura. Figura adaptada de [185].

Distintas ventajas en estas técnicas como la posibilidad de eliminar la necesidad de
suturas, el menor tiempo de recuperacion visual y menor posibilidad de rechazo
inmunoldgico llevaron a la queratoplastia endotelial a convertirse en el procedimiento

quirdrgico mas comun [186] [187].

La posibilidad de trasplantar una monocapa celular mediante esta técnica, adiciono una
nueva herramienta para probar los sustitutos de endotelio corneal obtenidos mediante las
estrategias de ingenieria de tejidos. Lo cual ha permitido el trasplante de estos sustitutos
en modelos de insuficiencia endotelial. En este capitulo se evaltan el curso y los cambio
asociados tras el trasplante del ECAC mediante técnica DMEK en un modelo animal de

queratopatia bullosa.
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5.2 Materiales y métodos

5.2.1 Donantes

Dos conejos blancos de Nueva Zelanda fueron utilizados como donantes de cristalinos
frescos para la obtencién de la CAC con su epitelio, los animales fueron anestesiados
mediante inyeccién intramuscular de una mezcla de hidrocloruro de ketamine {5mg/kg,
Ketafine, Argentina) e hidrocloruro de xilacina {1mg/kg, Erma, Colombia) y eutanaciados
por una sobredosis de pentobarbital sédico {100 mg/kg, Penthal, Ecuador), administrado
por via intracardiaca. Ambos ojos fueron enucleados y colocados en camaras humedas

hasta su procesamiento.

5.2.2 Preparacion de la CAC

Luego de la enucleacidn, se realiza tallado del segmento anterior del ojo a partir de la
realizacion de una incisidn en esclera a 10 mm de la regién limbar; se realiza aislamiento
del cristalino mediante el corte de las fibras de la regién zonular utilizando tijeras (MAN],
Japdn) y pinzas de microdiseccion (MANI, Japén).

La diseccién se realiza sin perder la orientacion y ubicacion de la CAC, que serd orientada
hacia arriba; para favorecer su visualizacién se realiza una tincién con azul de tripano
durante 1 minuto, tras el cual se realiza lavado con solucién BSS. Para proteccion de la
CAC y evitar su enrollamiento se coloca una capa de viscoeldstico sobre toda su superficie
y se procede a su diseccion cortando por todo el ecuador del cristalino, una vez separada
la CAC de la CP, se coloca una tirilla de silicén sobre la CAC cubierta con viscoleastico y se
comienza a separar la CAC del cuerpo del cristalino y orienta sobre {a tirilla de silicén, de
manera que queda completamente envuelta por la CAC con el epitelio expuesto hacia
afuera, Se toma el extremo externo de la tirilla de silicon y se levanta la CAC para su
separacion del cuerpo del cristalino. Una vez separado, se coloca en el inyector endotelial
praparado previamente con un recubrimiento de viscoelastico, la tirilla de silicona con la

CAC, se coloca dentro del inyector endotelial sin perder al orientacién del epitelio en la
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CAC, se cubre con viscoelstico y se deja preparado en inyector endotelial hasta su

utilizacion.

Obtencién del
cristalino

Obtencion del
EC

Fig 61. Obtencién del cristalino donante y preparacion de la CAC (a) aspecto

macroscdpico del ojo tras enucleacion, (b) tallado del segmento anterior del ojo para
obtencién del cristalino, (c) corte de las fibras de la region zonular para liberacién del
cristalino y (d) aspecto macroscopico del cristalino tras su aislamiento del resto de los
tejidos oculares. (e) tincion con azul de tripano para mejorar la visualizacion de la capsula
del cristalino (flecha) , (f) corte en toda la periferia del cristalino para aislamiento de la
CAG, (j) aplicacién de una pelicula de viscoeldstico sobre la CAC aislada, (h) colocacion de
una tirilla de silicona (doble flecha) sobre la pelicula de viscoeldstico, y (i) envoltura de la

tirifla de plastico con la CAC.

5.2.3 Trasplante de la CAC en un modelo animal de insuficiencia endotelial

Cuatro conejos blanco de Nueva Zelanda fueron utilizados para realizar el trasplante de la
CAC mediante cirugia de DMEK. Los animales fueron anestesiados mediante inyeccion
intramuscular de una mezcla de 5mg/kg de hidrocloruro de ketamine (Ketafine, Brouwer,
Argentina) y 2 mg/kg de hidrocloruro de xilacina 2% (Erma, Colombia). Previa realizacion
del trasplante se realiza descemetorrexis quirdrgica utilizando la misma metodologia
planteada para el desarrollo del modelo pre-clinico de QB (Capitulo 4). Al terminar la
descemetorrexis se continua con la ampliacién de la herida quirdrgica inicial hasta 5 mm

utilizando un cuchillete angulado de 2.55 mm (MANI, Japdn). Se inyecto viscoeldstico
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(Sophia, México) para ampliaciéon de la cdmara anterior y se introdujo el inyector
endotelial con la CAC cargada en su interior, se dirige la punta hacia la regién central y se
procede a su inyeccion, una vez depositada la CAC dentro de cdmara anterior se retira la
laminilla de silicona y se procede a la extension lo mas posible de la CAC sobre el estroma

denudado.

Fig 62. Trasplante de la CAC por medio de técnica DMEK. (A) colocacién de la tirilla de
silicona con la CAC en el inyector endotelial, (B) ampliacion de la paracentesis para acceso
a la cémara anterior, (C) inyeccion de la CAC en cdmara anterior previa ampliacién con
viscoeldstico, (D) extraccion de la tirilla de silicona, (E) aspecto de la CAC envolviendo la
tirilla de silicona tras ser colocada en cdmara anterior, y (F) aspecto de la CAC luego de

retirar la tirilla de silicona y extenderse sobre la superficie denudada del estroma receptor.

Se realiza lavado de la cdmara anterior y se cierra la herida con puntos separados
utilizando nylon 10-0, la incision corneal fue hidratada y se dio por terminado el
procedimiento quirdrgico. Una mezcla de 5mg/mL moxifluoxacino vy 1mg/ml
dexamentazona (Tecnofar, Colombia) en solucidon oftdlmica fueron colocados dos veces al
dia por 7 dias; ademds timolol 0,5% (Arbofarma, Colombia) y pilocarpine 2% (ALCON,

Colombia) en solucién oftalmica fueron utilizados dos veces al dia por 28 dfas.
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5.2.4 Evaluacién clinica pre- y post-operatoria

Cada ojo trasplantado fue examinado en los dias del pre- (0) y post-operatorios (1,7,14, 21
y 28) por un operador experimentado para la evaluacidn de: i) transparencia corneal, ii)
tincién epitelial, iii} espesor corneal central (ECC), y iv) didmetro corneal. Los resultados
obtenidos fueron comparados con los resuitados obtenidos del modelo animal de

gueratopatia bulfosa,

5.2.4.1 Transparencia corneal

Utilizando una lampara de hendidura, la transparencia corneal y el segmento anterior del
ojo fueron examinados y fotografiados bajo condiciones estandar {intensidad moderada,
baja magnificacién, con las luces ambientales apagadas). El filtro amarilio fue utilizado
para: vista general con iluminacion difusa y haz de luz circular, y ii} seccién 6ptica de la
cornea (3mm ancho, 14 de largo, angulo de 90°} con iluminacién directa. El grado de
opacidad corneal fue determinado por dos observadores independientes y enmascarados,
de acuerdo a la siguiente escala: grado 0, cornea completamente transparente; grado 1,
opacidad corneal que permite la visualizacién de detalles finos del iris; grado 2, opacidad

corneal prominente que interfiere con la visibilidad de los detalles finos del iris.

5.2.4.2 Tincidn epitelial corneal

Ei epitelio corneal fue examinado después de la instilacion de una gota de fluoresceina al
2% dentro de la parte central del parpado inferior, con la [ampara de hendidura bajo
condiciones estandar y utilizando el filtro azul para una vista general con iluminacién
difusa y haz de luz circular; fotografias de cada cornea fueron tomadas. El grado de tincion
epitelial fue determinado por dos observadores enmascarados de acuerdo a la siguiente
escala: grado 0, no tincidn; grado 1, tincién punteada; grado 2, tincién en menos del 50%

de la cdrnea y grado 3, tincion en mas del 50% de la cérnea.

89



5.2.4.3 ECC

Se utilizd tomografia de coherencia dptica {(OCT) para determinar el ECC. Se realizé una
medicion horizontal y una vertical utilizando la pupila como referencia para el centro de la
cornea. Las imdgenes fueron capturadas utilizando el modo automético del equipo y el
valor del ECC fue medido manualmente en una seccidn 6ptica de la cérnea y expresado en
pm.

5.2.4.4 Diametro corneal

El didmetro corneal horizontal fue medico con biometro corneal. Tres mediciones
consecutivas fueron tomadas de cada ojo para determinar el didmetro corneal y

expresado en mm.

5.2.4.5 Analisis histolégico

Al dia 28, todos los animales fueron anestesiados mediante inyeccién intramuscular de
una mezcla de hidrocloruro de ketamine (5mg/kg, Ketafine, Argentina)} e hidroxicloruro de
xilacina {1mg/kg, erma, Colombia) y eutanaciados por una sobredosis de pentobarbital
sodico (100 mg/kg, Penthal, Ecuador), administrado por via intracardiaca. Ambos ojos
fueron enucleados, las corneas fueron talladas, fijadas en formol al 10% e incluidas en
parafina; secciones de 5 um fueron cortadas con criostato y tefiidas con hematoxilina-
eosina {H&E). La cornea izquierda fue utilizada como control normal.

El tejido corneal fue histoldgicamente evaluado por un patélogo calificado para estimar la
presencia de: i) defectos epiteliales, ii) celularidad estromal {infiltracién), iii) fibrosis, y iv)
neovascularizaciones. Los cambios patoldgicos fueron establecidos en grados, del 0 al 2,
basados en la severidad de cada caracterfstica. Para defectos epiteliales, grado 0: ninguno;
grado 1, microquistes; grado 2, bulas; para celularidad estromal, grado 0: 0-15, grado 1:
15-30, grado 2: >30 nicleos celulares por campo visual; para fibrosis: grado 0: no fibrosis,
grado 1: fibrosis <50% del espesor corneal, grado 2: fibrosis >50% del espesor total del
estroma; y neovascularizacion: grado O: ninguno, grado 1: 1-3 neo-vasos, grado 2: mas de

3 neo-vasos.
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Todas las laminillas fueron examinadas utilizando un microscopio de contraste de fase
{Leica, Wentzler, Alemania), las fotografias fueron tomadas con una cadmara EC3 adaptada
al microscopio {Leica). Los puntajes de cada caracteristica fueron sometidos a analisis

estadistico.

5.3 Resultados

5.3.1 Transparencia cornea

En la evaluacidn preoperatoria de las corneas con descemetorrexis mecanica vy las
trasplantadas, la exploracion mediante 1dmpara de hendidura revela corneas
completamente claras que permiten la visualizacidn de los detalles finos del iris en la vista
general {grade 0), (Fig 63A), y una imagen corneal curvilinea y compacta rodeando la

camara anterior en la seccién 6ptica de la cornea (Fig 63b).

En el post-operatorio hasta el dia 28, en las corneas de ambos grupos la exploracion en la
vista general revela una opacidad corneal central que interfiere con la visibilidad de los
detalles finos del iris {grado 2). En la seccién Optica se observa edema estromal y una
camara anterior formada. En la tincion del epitelio, no se observa marcaje positivo en las

corneas de ambos grupos en el pre- y post-operatorio.
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Figura 63, Vista génera! del segmento anterior del ojo en los dias pre- y post-trasplante
del EC. (A) Imdgenes representativas con Idmpara de hendidura tras realizar
descemetorrexis quirdrgica o trasplante de EC. En el dia pre-operatorio, las cdérneas se
observaron completamente claras (grado HO). En los dias post-operatorios 1y 7 se observé
que las cdrneas con solo descemetorrexis presentaron opacidad corneal (grado H2), sin
embargo a partir del dia 14 hasta el final del estudio, se observé una reduccion en este
grado hasta llegar a H1. En contraste, las cdrneas trasplantadas presentaron menor
opacidad corneal en todos los dias post-operatorios (grado H1). (B) El andlisis cuantitativo
demostro una diferencia significativa menor en el grado de opacidad corneal entre las
cdrneas trasplantadas en comparacion con las de solo descemetorrexis en los dias 1, 7 y
28. Se utilizé Test de Pearson, donde * indica una diferencia significativa p < 0.0001. Datos

de n=4 animales por grupo experimental. Abreviaturas: LE trasplant: trasplante EC.
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Figura 64. Seccidn dptica del segmento anterior del ojo en los dias pre- y post-trasplante
del EC. Imdgenes representativas con lampara de hendidura tras descemetorrexis
quirtirgica o trasplante de EC. En el dia pre-operatorio, se observé una cérnea curvilinea y
delgada, mientras que en los dias post-operatorios se observé una cérnea edematizada a

nivel del estroma. Datos de n=4 animales por grupo experimental. Abreviaturas: LE

21 28

trasplant: trasplante EC.
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Figura 65. Area de tincion epitelial corneal en los dias pre- y post-trasplante del EC. Imdgenes
representativas con ldmpara de hendidura tras la instilacion de fluoresceina, (A) en el dia pre-

operatorio, no se observo tincion epitelial (grado A0), mientras que en los dias post-operatorios 1,



7, 21y 28 en las cérneas con solo descemetorrexis se observo tincion epitelial positiva (grado Al-
A2}, a diferencia de los cérneas trasplantadas que fueron ausentes de tincion epitelial (AD). (B} Ef
andlisis cuantitativo demostré diferencias significativas en el grado de tincion epitelial, entre las
corneas trasplantadas con CE y aquellas gue tuvieron solo descemetorrexis. Se utilizé Test de
Pearson, donde * indica una diferencia significativa p < 0.0001. Datos de n=4 animales por grupo

experimental. Abreviatura: ACES, drea de tincion epitelial corneal.

5.3.2 ECC

Resultados de la OCT en el pre-operatorio muestran una cornea compacta y delgada, en
los dias del post-operatorio en las corneas sometidas a solo descemetorrexis y las
postrasplantadas triplicaban y doblaban, respectivamente, el wvalor del ECC en
comparacion con las corneas normales. La diferencia entre el ECC de las corneas con
descemetorrexis y las trasplantadas hasta el dia 14 fueron no estadisticamente
significativas, al final del estudio las corneas trasplantadas mostraban una tendencia a

disminuir el ECC, (Fig 66)
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Figura 66. Cambios de ECC en los dias pre- y post-trasplante del EC. (A) Imdgenes
representativas del ECC de cérneas con solo descemetorrexis y trasplantadas en el dia pre-
y post-operatorios. (B) Andlisis cuantitativo que muestra una diferencia significativa en el
ECC entre las cérneas con solo descemetorrexis y las trasplantadas en los dias 1, 21 y 28.
Andlisis de variacién (ANOVA) fue utilizado, * indica una diferencia significativa p < 0.0001.

Datos de n=4 animales por grupo experimental. Abreviatura: CCT, espesor central corneal.

5.3.3 Diametro corneal
Durante e! periodo de estudio, el didmetro corneal se mantuvo constante en los dias del
pre- y post-operatorio. No existe una diferencia estadisticamente significativa entre

ambos grupos (Fig 67).
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Figura 67. Andlisis cuantitative del didmetro corneal en los dias pre- y post-trasplante def EC. No
se observaron diferencias significativas af comparar el diametro de las cérneas con solo
descemetorrexis y trasplantadas durante el estudio. Datos de n= 4 animales por grupo

experimental,

5.3.4 Analisis histolégico

En las corneas control, el analisis histopatoldgico con H&E muestra un epitelio
estratificado compuesto por 5 capas celulares, sin evidencias de defectos epiteliales
(grado 0), no es posible observar membrana de Bowman. El estroma aparece organizado
por lamelas, con una celularidad (grado 0) correspondientes a la presencia de queratocitos
incluidos en el arreglo de coldgeno; no se observan datos de fibrosis {grado 0) o de
neovascularizacion {(grado 0). En la parte mdas interna de la cérnea aparecen las CEC
formando una monocapa sobre la MD.

En las corneas con descemetorrexis se evidencia la presencia de lesiones epiteliales con
apariencia de bulas (grado 2). El estroma muestra cambios patolégicos gue involucran un
evidente incremento del espacio entre las lamelas estromales por el edema,

hiperproliferacion de queratocitos {grado 2} con aspecto fibroblastico incluidos en una
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matriz extracelular desorganizada de aspecto fibrotico que ocupa la mitad interna de la
cOrnea {grado 2). Adicionalmente, procesos de neo vascularizacion fueron encontrados en
la superficie del estroma {grado 2}, en la parte mas interna de la cornea es evidente la
ausencia de la MD con las CEC.

En contraste, las corneas post-trasplantadas muestran un epitelio sin alteraciones (grado
1). El estroma muestra cambio asociados con edema, sin evidenciarse proliferacion de los
queratocitos o alteraciones de la morfologia. Se observa depdsito de matriz extracelular
en menos del 10% del espesor de al cornea (grado 1). En la parte mas interna de la cornea
de evidencia la presencia de la CAC con el EC orientadas hacia la camara anterior del ojo,

resaltando los siguientes hallazgos:

i) la CAC presenta aposicion e integracién al estroma receptor

ii} Falta de adherencia de la CAC en algunas corneas en la periferia del trasplante vy
observado en dos presentaciones, como una iamina o como un enrollamiento.

iii} Presencia de MD en aposicion con la CAC trasplantada.

iv} Remanentes de la MD nativa por incompleta remocion de la camara anterior

v} Deposito de tejido fibrotico en las areas de mala aposicidn de la CAC.
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Figura 68. Andlisis histopatoldgico post-trasplante del EC con las células epiteliales
orientadas hacia la camara anterior del ojo. Imdgenes representativas de las
caracteristicas histopatolégicas mediante tincién con H&E de: (A) cérnea normal, (B)
cornea con solo descemetorrexis y (C) cornea trasplantada con EC. (D) La cérnea normal
presento un tejido organizado formado por: i) un epitelio estratificado y compacto
formado por 5 capas celulares epiteliales, ii) estroma compuesto por lamelas paralelas con
minima separacion y queratocitos incluidos entre ellas y iii) la MD con las CEC en la porcién
interna de la coérnea. (E) La cornea con solo descemetorrexis se observé como un tejido
edematoso, compuesto por: i) un epitelio con presencia de defectos epiteliales

(microquistes y bullas), ii) un estroma con separacion importante de las lamellas que
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incluyen gueratocitos de aspecto irregular; y iii} presencia de tejido fibroso con células de
aspecto fibrobldstico en la parte interna de fa cérnea, donde es evidente la ausencia de la
MD con las CEC. (F} La cérnea trasplantada, presentd: i) un epitefio estratificado sin
presencia de lesiones epiteliales, ii) un estroma compacto con minima separacién de las
lamelas, queratocitos de aspecto alargado y minima formacion de tejido fibroso y iii) en la
parte interna de la cornea se observd la incompleta aposicion del EC en el estroma
receptor. Ef andlisis cuantitativo evidencié una diferencia significativa al comparar (G} la
separacion de las lamelas estromales y (H) el espesor del tefido fibrotico entre las cornea
normales y las trasplantadas en comparacion con la cérneas con solo descemetorrexis.
Andlisis de variacion (ANOVA) fue utilizado, * indica una diferencia significativa p < 0.0001.

Datos de n=4 animales por grupo experimental.

5.4 Discusién

£l trasplante del EC en un modelo animal de insuficiencia endotelial mantuvo un grado
constante de opacidad (H1) a lo largo del estudio, siendo capaz de evitar el edema corneal
post-operatorio, observado como un mayor grado de opacidad (grado H2) en los primeros
7 dias en las corneas de solo descemetorrexis. En modelos pre-clinicos, el trasplante por
DMEK de SEC elaborados a partir del cultivo de las CEC son capaces de evitar el edema
corneal post-operatorio y reducir el grado de opacidad corneal hasta su aclaramiento

desde el dia 14 [69,148] hasta 6 meses [188] del post-operatorio.

Después del trasplante, se observé el desarrollo de vascularizaciones corneales periféricas
pero gue no progresaban a la zona trasplantada. El desarrollo de vascularizaciones
después de una queratoplastia es una condicién que puede asociarse a un rechazo del
tejido trasplantado, sin embargo el traspiante por medio de la técnica DMEK permiten el
mantenimiento del privilegioc inmune de [a cérnea [188], haciendo poco frecuentes estas
reacciones. Ademas, Seigel y colaboradores han reportado que bajo condiciones

adecuadas las cétulas del EC, no son células inmunogenicas {190].
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Dua y colaboradores han descrito que los signos clinicos de rechazo de tejido post-
trasplante incluyen: inyeccidn limbar, células en el humor acuoso, reaccion inmune en el
sitio del trasplante (iinea de Khodadoust), infiltrados epiteliales, vascularizaciones
estromales que se dirigen al centro de la cornea, y edema estromal {191]. En nuestro
estudio del espectro de alteraciones ante un rechazo de tejido trasplantado solo
encontramos el desarrollo de vascularizaciones pero con la particularidad de que limitaron
en la zona trasplantada, estos resultados se encuentran en contraste con los obtenidos por
Khodadoust y Silverstein en los que a! evaluaron las respuesta de rechazo ante trasplante
del endotelio corneal en un modelo de conejo, observaron el desarrollo de
vascularizaciones en el estroma edematoso desde |a periferia extendiéndose mas alla de
la zona trasplantada [192]. Este resultado podria ser explicado por Seigel v colaboradores
quienes han mencionado que en el cristalino, la capsula anterior se le han asociado la
capacidad de inhibir la angiogénesis a partir de su composicion caracteristica de COL IV y

endostatinas [190].

En cuanto al ECC se identificd que las corneas traspiantadaS presentaron menor
incremento en comparacion con las corneas de solo descematorrexis, o gue se asocia con
el menor grado de opacidad observado en el dia 1 del post-operatorio. A lo largo del
tiempo de estudio se observa una disminucién del ECC en las corneas post-traspiantadas
gue es evidente a partir del dia 21 al 28 del post-operatorio en comparacion con las
corneas de solo descemetorrexis. En modelos animales trasplantados con SEC a partir de
CEC, algunos estudios han demostrado que la reduccidon en el ECC es observada desde el
dia 1 hasta el dia 28 [69,148], e incluso hasta 6 meses del trasplante [188], sin embargo
nuestro estudio fue realizado solo por 28 dias. Se ha descrito que el incremento en el ECC
ras trasplante es una condicién asociada a la disfuncidn del tejido trasplantado {rechazo
inmune, inflamacién, disminucion de la densidad celular), mientras que una disminucion
del ECC es atribuido a una recuperacién de los mecanismo encargados de la funcién de

“bomba y barrera” [193].
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Es de resaltar que no se observaron alteraciones en el didmetro corneal en las corneas
trasplantadas y las de solo descemetorrexis, en consistencia con lo observado en

patologias del endotelio corneal en los que no se modifica el diametro corneal.

En el andlisis histopatoldgico, nuestros hallazgos mostraron que las corneas trasplantadas
son capaces de evitar la progresidn de las alteraciones asociadas a la insuficiencia
endotelial observadas en las corneas de solo descemetorrexis. Este resultado es muy
similar al observado por Vézquez y colaboradores al trasplantar un SEC a partir de CEC es
capaz de mantener una cornea trasplantada con caracteristicas muy similares a una cérnea

normal [69,148].

En la cara interna de las corneas traspiantadas se observa minima formacidon de tejido
fibroso, posiblemente asociado a la aposicién incompleta de 1a CAC, condicion también
observada cuando existe aposicién incompleta en el trasplante por DMEK del endotelio

corneal o SEC [11].

Otro hallazgo histopatolégico, es la disposicién de las células del EC como una monocapa
de células aplanadas, posiblemente por el efecto mecanico de la presion intraocular. Kidd y
colaboradores han reportado que las células del EC bajo ciertas condiciones de cultivo
celular son capaces de crecer formando una monocapa que libera agregados esféricos
denominados cuerpos lentoides [194], formades principalmente por cristaliina. Sin
embargo en nuestro estudio no observamos la formacion de estos cuerpos, posiblemente
asociado a la composicion del humor acuoso que mantiene a la celulas del EC en estado
quiescente. El andlisis histopatolégico muestra una citoarquitectura muy similar a la de
una cornea normal, sin evidencia de infiltrados celulares y procesos de vascularizacion, en
contraste con lo mencionado con Larking [195] quien en un modelo animal de conejo
demostré que el rechazo de tejido corneal pos trasplante estd caracterizado por
infiltracidn celular con macrofagos, linfocitos, células plasmaticas y neutréfilos e invasion

de vasos sanguineos , respectivamente.
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El mantenimiento de la opacidad corneal en las corneas trasplantadas a pesar de la
reduccion en el espesor corneal y el mantenimiento de la citoarquitectura podria ser
explicado por las siguientes suposiciones:

i} insuficiente actividad de los mecanismo implicados en el fenémeno de bomba y de
barrera en el EC al ser trasplantado como un sustituto del endotelio corneal por una
incompleta aposicion de la CAC al estroma receptor y falta de adaptacidn de las células del
EC a los 28 dias trasplante, siendo necesario un tiempo mayor de adaptacién a las nuevas

condiciones intraoculares.

5.5 Conclusidén

Un mejor entendimiento del trasplante por medio de la técnica DMEK, sera guia para el
refinamiento de las habilidades y la técnica quirdrgica utilizada para el trasplante de la
CAC como sustituto del endotelio corneal y disminuir las tasas de fallas en el trasplante.

El trasplante def ECAC en un modelo animal demostrd la posibilidad de trasplantar esta
monocapa de manera similar a un EC, permitiendo adaptar una técnica quirdrgica
ampliamente utilizada por los cirujanos oftalmologos. A pesar de no lograse la
recuperacion en la transparencia corneal, nuestros hallazgos histoldgicos mostraron que
las corneas trasplantadas son capaces de evitar la progresion de las alteraciones asociadas

a la insuficiencia endotelial.
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Trabajo futuro. Trasplante del
ECAC con las células
orientadas hacia el estroma
receptor.
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6.1 Introduccién

En un ensayo piloto en el que se realizo trasplante del EC con las células orientadas hacia
el estroma receptor se observo ausencia en la formacion de vascularizaciones corneales; y
en el andlisis histopatoldgico se observo: (i) epitelio sin lesiones, (i) estroma con minima
separacion de lamelas, queratocitos compactos, sin depdsito de tejido fibroso, (iii) en la
parte mds interna se observa una completa aposicién de la CAC con las células orientadas
hacia el estroma receptor, abriendo la posibilidad de ampliar el nimero del grupo

experimental.

Epitelio

Estroma

Endotelio

Figura 69. Andlisis histopatoldgico post-trasplante del EC con las células epiteliales
orientadas hacia el estroma receptor. Imagenes representativas de las caracteristicas
histopatolégicas mediante tincion con H&E de: (A) cérnea normal, (B) cérnea con solo
descemetorrexis y (C) cdrnea trasplantada con EC. (D) La cérnea normal presentd un
tejido organizado formado por: i) un epitelio estratificado y compacto con 4-5 capas

celulares, ii) estroma compuesto por lamelas paralelas con minima separacién y
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queratocitos incluidos entre ellas y iii) la MD con las CEC en la porcion interna de la
cérnea. (E) La cérnea con solo descemetorrexis se ohservéd como un tejido edematoso,
compuesto por: i) un epitelio con presencia de defectos epiteliales {microquistes y bullas),
ii) un estroma con separacién importante de las lamelas que incluyen queratocitos de
aspecto irregular; y iii) presencia de tejido fibroso con células de aspecto fibrobidstico en
la parte interna de la cérnea donde es evidente la ausencia de la MD con las CEC. {F) La
cérnea trasplantada, presentd: i) un epitelio estratificado sin presencia de lesiones
epiteliales, ii) un estroma compacto con minima separacién de las lamelas, queratocitos
de aspecto alargado sin formacion de tejido fibroso y iii) en la parte interna de la cornea

se observd la completa aposicidn del EC en el estroma receptor.
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Conclusiones
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CONCLUSIONES

1. El epitelio de la cépsula anterior del cristalino obtenida de donantes jévenes de tejido

ocular tiene una morfologia y citoarguitectura similar al endotelio corneal.

2. El epitelio de la cdpsula anterior del cristalino expresan los marcadores estructurales y

funcionales del endotelio corneal asociados al mantenimiento de la transparencia corneal.

3. Se ha desarrollado un modelo animal de insuficiencia endotelial por descemetorrexis en
conejo. El modelo es capaz de reproducir los cambios anatomo-patolégicos asociados a

queratopatia bullosa.

4. El trasplante del epitelio de la capsula anterior del cristalino en un modelo animal de
insuficiencia endotelial, a pesar de no regresar |la transparencia corneal, es capaz de

modificar la progresion de los cambios patoldgicos asociados a la queratopatia bullosa.
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ROCK Inhibitor
(Ripasudil) as
Coadjuvant After
Descemetorhexis
Without an Endothelial
Graft

To the Editor:

We read with interest the article
by Moloney et al on descemetorhexis
without grafling for Fuchs endothelial
dystrophy using an Rho-associated kinase
(ROCK) inhibitor (ripasudil, previously
known as K-115) as a coadjuvant in
2 eyes that failed to clear by month 2
and in a third case with a small area of
persistent focal edema.! Qur first concemn
is that the age of the patients was not

LETTERS TO THE EDITOR

indicated. How many of the eyes
were phakic and how many were pseu-
dophakic? Were any of the descemelo-
rhexis procedures performed along
with phacoemulsification?

In a case that we reported on,
a patient who undenwent descemetorhexis
without grafling along with phacoemulsifi-
cation and intaocular lens implantation,
we noted a persistent area of paracentral
edema, which eventually generated
a fibrotic leukoma (Fig. 1).2 Moloney et al
mentioned that in case 9 of their series,
a patch of microcyslic edema persisted
outside the visual axis, within the stripped
aea at month 5. The patient received
ripasudil 6 times a day during 2 weeks,
and edema disappeared. According to their
results, we believe that if we had used such
an approach in owr patient, the visual
results would have been even belter.

Retrospectively reviewing the case
we reported, we found that the shape of

the descemetorhexis was rather iregu-
lar, and the size was approximately 5.5
to 5.8 mm high and 3.5 to 3.8 mm wide,
including the peripheral superior comea.
Although the patient reached a distance-
correcled visual acuity of 20/30-2,
16 months after surgery, 5 months later
in her last visit, it decreased to 20/70.
Now, we believe that the rhexis size and
the involvement of the superior periph-
eral endothelium could have been related
lo the persistence of the patch of para-
central edema that eventually led to
the presence of a paracentral leukoma
(Fig. 1). As mentioned by Moloney et al,
sizes of the descemetorhexis larger than
4 mm in diameter have been linked to
persistent edema.'"> In addition, after
a failed descemetorhexis without an
endothelial graft, the case might become
challenging for Descemet membrane
endothelial  keratoplasty  (DMEK)

because of the presence of fibrosis in

FIGURE 1. Slit-lamp photographs of a 67-year-old woman who underwent descemetorhexis without grafting along with pha-
coemulsification and intraocular lens implantation. A and D, One month after surgery. The shape of the descemetorhexis is rather
irregular, with around 5.5 mm high and 3.5 mm wide (blue arrows). A central area of persistent stromal and epithelial (mi-
crocystic) edema was evident. B and E, One year postoperatively, a leukoma developed in the area of paracentral focal persistent
edema. C and F, Twenty-one months after the procedure, the leukoma persisted. The final-corrected distance visual acuity was 20/70.
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stroma o prevention of attachment of
the DMEK grafl on areas with endothe-
lial cells®® However, recently, Rao
et al® {fiom the group of Colby) reported
good owtcomes of DMEK in 3 patients
wilh Fuchs endothelial dystrophy afler
failed Descemet stiipping without an
endothielial grafl. They did net attempt
to serape the posterior strorma in any case
and achieved complete corneal clearance
without the need for rebubbling.

We consider that the resulls shown
by Moloney et al using shorl-term sup-
plementation with a topical ROCK inbib-
itor {ripasudil) are very encouraging and
might open a way to apply this approach
more frequently. However, a big concem
is the fow final values of the endotielial
cell count at the last follow-up visit ({2 =
8.2 months on average, with a range
between 4 and 30 wonths). The mean
was only 765.6 + 226 cells/mm?, Four
eyes (33.3% of the group) had less
than 600 cells/imm?, with one of those
with 494 cellsfun? (which is below the
traditionally accepted limit for comead
edema). Futhermore, almost all eyes
(11 of 12, ie, 91.7%) showed a celt density
betow 1000 cells/mun? !

Lee and Munir yecently veported
& case of eventual comeal endothelial
celt failure after initial spontaneous
resolution of comeal edema following
failed DMEK, in a patient with Fuchs
dystrophy (a 9.00-mm diameter desce-
inetorhexis had been perfermed).” The
comes gained transparency, aud an
endothelial cell count of 1139 cells/
mm? was found 8 months after surgety.
However, by 2 ¥4 years postoperatively,
the cornea becine edematous, and
specular  microscopy revealed the
absence of discernable cells.” This
could be the fate of many of these
paticnts after descemetorhexis without
transplantation. They have comeas with
acceptable transparency, but with loo
low cell density. The procedwre would
only be working fo postpone the need
for an endothelial prafl. Because Fuchs
dystrophy is a progressive condition, and
in nddition, an age-related endothelial cell
toss occurs, would not it be appropriate o
keep those eyes, wilh such low cell
counts, in a continucus trealment with
an ROCK inhibitor?

In a case series, Okupwna et al
(from the group led by Kinoshita) found

2 1 www.comeajml.com

thal using the ROCK inhibitor Y-27632
for only 1 week, afler transcomeat freez-
ing to remove central comeal endothelial
celis, diminished pachymetty in 3 of 4
eyes of patienis with Fuchs dystrophy,
atthough a significant change was ob-
served (both in comeal thickness and
visual acuity) just in | eye.®? However,
the response in that paticnt was remark-
ably positive. Central endothelial den-
sity was 1ol possible to be defermined
before the procedure, and in the para-
central area, there was a low coll count
with gultae. Six months afler treatment,
cell densities were 1200 to 1500 cells/
mm? in both areas, which suggests that
the in vive proliferation of human
corneal endothelial cells (HCECs) was
stimulated by Y-27632.89

In response o a leiter to the editor
commienting on lhis study, Koizumi
et al, from the same group of research-
ers, mentioned that using Y-27632 for
more than a couple of weeks was cost
prohibitive. !t We  wonder what
approximately is the cost of using the
commercially available ripasudil (Glanatec
ophthalmic solution 0.4%, Kowa Co Ltd,
MNagoya, Aichi, Japan) and the availabil-
ity of the product outside Japan.

Particulmly with vipasudii,
Okwmua et al have also already pub-
lished that in vitre culmed HCECs
treated with this substance showed many
more S-brome-2’-deoxyuridine-positive
cells than among the control HCECs,
indicating increased DNA  synthesis,
Tnnunohistochemisicy also revealed that
the numbess of cells staining for the
proliferative EAU (5-elhynyl-2’-deoxyur-
idine) and Ki67 markers were greater for
the cell cultures treated with ripasudil.
Furthenmore, in a mechanical scraping
rabbit  model, ripasudil-treated ecyes
showed Jess comeal edema and more
cell puoliferation of the residual
comeal endotheliom (91.5% X 2.0%
Ki67-positive cells after 48 hows,
whereas the control eyes showed only
52.6% £ 1.3%). Five of 6 comess
became teanspaven! in ripasudil-treated
eyes, whereas nong of 6 coimeas became
transparent in the control eyes during the
14 days of the study, Finally, the comeal
enclothelial celt density of lhe eyes treated
with ripasudil was significantly higher in
all areas (nondamaged areas, borders, and

damaged areas) than in the eyes leeajed
witly the vehicle,!?

Combining these experimental ve-
sults with the clinical oulcomes shown
by Moloney et al, we believe that
although additional studies ave required
to confirm the possible benefits, because
it may accelerate the healing process of
the denuded arca and increase (he likeli-
hwod of suceess of the procedure, it is
justified to nse ripasudil as an adjuvant
in all patients underpoing descemeto-
rhexis without endothelial (ransplanta-
tien. Futthermore, it sounds reasonable
to keep it as a permanent frealment {o
possibly stinwlate endothelial cell nite-
sis {which is naturafly inhibited in vivo
in lumans and possibly more affected in
Tuchs dyslraphy cases) lo maintain
stable those very iow cell densities.
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Punvose. Develop a silk fibroin (SF)-based artificial cndothelial graft for its use in a mabbit
Descemet membrane endothelinl keratoplasty (DMEK).

Merions, Human and rabbit actificial corneal endotheli®l grafts were developed through the
culture of human and rabbit corneal endothelial cells (CECs) on ST films. Rabbit artificial SF
endothelial grafts were transplanted in a DMEK surgery into a rabbit in vivo model.

Resurrs. SE actificial endothelial grafts showed the characteristic endothelial markers: zonula
occludens (ZO-1) and Nat/Kt ATPase. In a rabbit modcl of DMEK surgery, SF artificial
endothelial graft restored the corneal transparency and thickness at 6 weck of follow-up.
Anterior segment optical coherence tomography revealed the SF geaft as a fully intcgrated
component in the corncal tissue, displaying a similar corneal thickness and endothelial cell
count when compared with its healthy contralateral cornea. Histologle analysis showed that
the SF artificial endothelial graft was attached and integrated on the surface of the corneal
stroma without a significant inflammatory reaction, and rabbit CECs consisted in a monolayer
that showed their characteristic markers ZO-1 and Na'*/KY ATPase, suggesting proper
intercellular junctions and cellular pump function.

Coxcrusions, We have developed SF films with biological properties that supported the
growth of rabbit and human CECs, which showed normal morphology and characteristic
markers; and with mechanical properties that allowed its use in a DMEK surgery, proving its
in vivo functionality in a rabbit model of endothelial dysfunction.

Keywords: silk fibroin films, biomaterials, corneal endothelial cells, DMEK

escemet membrane endothelial keratoplasty (DMEK) and
Descemet stripping automated cndothelial keratoplasty
(DSAEK) are two of the most used methods in the treatment of
corneal endothelial dysfunction.! In these techniques, Desce-
met’s membrane and the endothelial monolayer, or Descemet’s
membrane with its endothelium and a thin layer of stroma, are
transplanted. These procedures have inherent advantages'2 in
terms of visual recovery, final visual acuity, and rejection risk
compared with penetrant keratoplasty (PK), which involves the
replacement of the full thickness of the cornea. Moreover, these
types of surgeries are minimally invasive compared with the
current PK technique, in which the anterior chamber is
exposcd to the environment, avolding the risk of ocular surface
complications,3-3 suturc-related infections,®” and devastating
expulsive haemorrhage intraoperatively or postoperatively.®?
Despite that DMEK surgery is more complex in graft
preparation and handling than other posterior lamellar
keratoplasties,'© it is the most In-demand surgical technique
becausc it docs not have the disadvantages of transferring
another cell type and offers faster and more complete visual

Capyright 2017 The Authors
lovs.arvojournals.org | ISSN: 1552-5783
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rehabilitation than DSAEBK.''-!7 However, as in other surgical
techniques, it still requires of human donors.

The treatment of corncal pathologies using artificial
endothelial grafts'® or isolated cndothelial cells, associated!?:20
or not?! with the use of ROCK kinase, represents a promising
future in which there would be less need of human donors
when performing surgical interventions. However, cell therapy
with injected corneal endothelial cells (CECs) into the antcrior
chamber may lead to systemic cell dispersion via aqueous
flow?? or could lead to secondary glaucoma if the cells obstruct
the trabecular meshwork.22 This inherent risk could be avoided
by grafting CECs alrcady attached to an artificial Descemet
membranc.

In recent years, tissue engineering techniques have been
aimed at developing new artificial endothelial grafts, which
could supplant the natural endothelium, through optimization
of CEC culture techniques?*-2*> and the development of
adequate scaffolds that support their growth.'®26-40 These
scaffolds not only have to offer an adequate environment for
CEC growth, moreover, they must be able to be used in the

3357
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Figune 1. DMEK surgical procedure for SF film transplantation. Descemetorhexis from the postedor stroma (A), injecting SF films with or without
rabbit CECs Into the anterior chamber (@) and unfolded ST films inside the anterior chamber (C).

current minimally invasive surgical techniques while maintain-
ing endothelial function when they are grafted.

Silk fibroin (SP), the structural protein obtained from the
cocoon of the silk worm Bombyx mori, has been used in tissue
cngincering due to optical properties, nonimmunogenic
response, controllable degradation rates, and tuneable and
robust mechanical properties. - Several studies have report-
ed SF films as an optimal scaffold for different types of cell
cultures. 3 On the ocular surface, SF films also have been
shown to be an optimal substrate for the culture of corneal
cells. 25152 All these facts make SF films a good candidate for
their use in current surgical techniques.

In the present study, we used SF films for the development
of actificial endothelial grafts. These artificial endothelial grafts
were teansplanted into rabbit corneas using a minimally
invasive surglcal technique. The tissue-engineered SIF endothe-
lial graft restored endothelial function, leading to complete
recavery of the corneal transparency and thickness at 6 weeks.
Finally, we show that human CECs also can be cultured on SF
films, so that SF films may be an alternative for the
development of corneal endothelial artificial grafts for its use
in a human DMEK surgery.

MAarTERIALS AND METHODS

Preparation of the SF Films

Bombyx mori cocoons were obtained from silkworms reared in
the sericulture facilities of the IMIDA (Murcia, Spain). Cocoons
were chopped into 4 or 5 pieces and boiled in 0.02M Na,CO,
for 30 minutes to remove the gluelike sericin proteins. Then
raw SF was rinscd thoroughly with water and dried at room
temperature for 3 days. The extracted SF was dissolved in 9.3M
LiBr (Acros Organics, Geel, Belgium) for 3 hours at 60°C to
generate a 20% wt/vol solution that was dialyzed against distilled
water for 3 days (Snakeskin Dialysis Tubing 3.5 kDa molecular
weight cutoff; Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) with eight
total water changes. The resultant 5% wt/vol SF dissolution was

M4 BN

Fieure 2. Macroscople view (A) and SEM micrographs (B) of SF films.
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recovered, filtered, and stored at 4°C for no longer than 30 days.
SF films were obtained by casting 580 pL 5% wi/vol SF aqueous
dissolution on a plastic Petri dish, 5.8 cm in diameter, to give a
10u-thick film. Once dried at room temperature, the water-
annealing was pecformed by placing the SF films in a waterfilled
desiccator In vacuum conditions for 24 hours.

SI films were sterilized in 70% ethanol for 15 minutes and
rinsed in a sterile solution of PBS pH 7.4 before cell seeding.

Characterization of Mechanical and Optical
Properties of the SF Filins

Tensile tests were performed using a universal test frame machine
(Qtest; MTS Systems, Eden Prairie, MN, USA). The mechanical
properties of specimens (10 X 30 mm) were recorded with a
crosshead speed of 0.1 mmy/s and  load cell of 5N, under ambient
conditions. The thickness of cach piece of film was determined
with an electronic digital micrometer, with an accuracy of 1 jun.
Young's modulus (MPa), ultimate strength (MPa), and elongation
at rupture (%) were determined using the stress-strain curves.
‘I'his studio was performed using either dry films or prewet films
(in PBS 1X, for 24 hours at room temperature). Each test was
performed at least three times per condition.

Light transmission measurements were made using a
narrow spectral region between 400 and 700 nm using a
SPELEC Spectroelectrochemical Instrument (Dropsens, Astu-
rias, Spain) equipped with a Deuterium 215 to 400 nm and
Tungsten Halogen 360 to 2500 nm light source and a linear
silicon charge-coupled device array with a detection range 200
to 900 nm detector. The entire tests were carricd out in
duplicate at 20°C * 0.1°C, using prewet (1X PBS for 24 hours
at room temperature) 10-mm-diameter SE films.

Tor the statistical analyscs, IBM SPSS Statistics v.22 software
(BM Corp., New York, NY, USA) was used. Data followed the
normality and homogeneity of varlance requirements and they
were comparcd by means of the parametric ANOVA test (P <
0.05).

Cell Isolation and Culture of CECs on SF Filins

CECs were cultured in Optimem I (Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA) supplemented with 8% vol/vol fetal bovine serum,

T'asie,  Mechanical Properties of Dry and Peewet SF Films

Dry Films Prewet Films
Young's modulus, MPa 346 * 33 22+ 2
Elongation, % 83*+12 235+ 9.1
Ultimate strength, MPa 215+ 33 2.1%1.0

Values are shown as mean * SD.
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Fioure 3, Stressstrin curves of dry and prewet SF films,

0.3 mM ascorbic acid 2-phosphate, 200 mg/L calcium chloride,
0.04% chondroitin sulfate, 10 U/mL penicillin, 10 pg/mL
streptomycin, 20 ng/mL nerve growth factor (Sigma-Aldrich
Corp,, St. Louis, MO, USA), and 5 ng/mL epidermal growth
factor (Austral Biologicals, San Ramon, CA, USA).

Culture of Human CECs. Human tissuc was handled
according to the Declaration of Helsinki. Corncoscleral rings
from corneas previously used for PK were obtained from the
local Eye Bank (Centro Comwnitario de Sangre y Tejidos,
Oviedo, Asturias, Spain) and the Instituto Oftalmoldgico
Ferniindez-Vega (Ovicdo, Asturias, Spain). All tissues were
maintained at 4°C In Eusol-C storage medium (Alchimia, Ponte
S. Nicold, Italy) for fewer than 10 days before use,

Corneoscleral rings were placed endothelial side up in a
Petri dish containing endothelial culture medium. Descemet's
membrane, along with endothelial cells, was carefully dissect-
ed under a dissecting stercomicroscope following the
Schwalbe line and the peripheral endothelial ring was
maintalned overnight at 37°C in a culture plate (2 cm?),
previously treated with FNC Coating Mix (Athcena Environ-
mental Sciences, Baltimore, MD, USA), with 1 mL culture
medium. The following day, the excess medium was removed
to a volume of 150 pL and then, the peripheml endothelial ring
was placed as an explant in the culture plate.

Culture of Rabbit CECs. Rabbit CECs were isolated from
healthy male New Zealand white rabbits (2 months of age and
body welght of 2.0-2.5 kg) obtalned from the Animal Housing
Facility of the University of Oviedo (Oviedo, Asturlas, Spain).
All animals were treated in accordance with the ARVO
Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision
Research. The protocols were approved (PROAE 14/2014) by
the Committee on the Ethics of Animal Experiments of the
University of Oviedo and the Animal Production and Health
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Froure 5. Micrographs of human CECs cultured on SF films with (A)
or without ) preteeatment with FNC Coating Mix,

Service of Asturias. Rabbits were kept under a 12/12 day/night
light cycle with food and water ad libitum and were monitored
on a daily basis.

Descemet’s membrane along with endothelial cclls were
carefully peeled and digested with trypsin/EDTA 0.25% (Sigma-
Aldrich Corp.) for 30 minutes at 37°C. After that, the trypsin
was neutralized with culture medium. The loosened cells were
centrifuged using an Eppendorf 5702R centrifuge (Eppendorf,
Hamburg, Germany) at 0.4g for 10 minutes, and the
supernatant was removed. Fresh medium was added and the
cells were seeded on a culture plate (10 cm® previously
treated with FNC Coating Mix.

Culture of CECs on SF Films. When human or rabbit
cultures were confluent, cells were digested with Accutase
(Sigma-Aldrich). 'The loosened cells were centrifuged using an
Eppendorf 5702R centelfuge at 0.4g for 10 minutes and the
supernatant was removed. Fresh medium was added and the
cells were sceded (100,000 cells/em?; passage 1) on one of the
sides of a SF film, previously treated with FNC Coating Mix,
being cultured for a week in an ll-mm-diameter culture
device.33

All cells were cultured under the same conditions
(humidified atmosphere at 37°C, 5% CO,, medium changed
three times per weck).

Examination of Cell Cultures

Cellular growth was assessed using a Leica DMIL LED phase-
contrast microscope (Leica, Wentzler, Geomany); photos were
taken with an attached EC3 camera (Leica).

Confluent cultures on SF films were fixed using ice-cold
methanol for 10 minutes, an 8.5-mm-diameter punch was
performed and used for phase-contrast microscopy, immuno-
cytochemistry, and scanning electron microscopy (SEM).

Methanol fixed cultures were rinsed with PBS solution
twice for 10 minutes and permeabilized in a PBS solution
containing 0.3% Triton-X 100 for another 10 minutes, Next, the
samples were incubated with primary antibody containing 10%
normal goat serum (Abeam, Cambridge, UK) at 4°C overnight.
Mouse Nat/K' ATPasc (Millipore, Billerica, MA, USA) (1:100)

400 425 450 475 00 525

550 575 €00 625 650 675 700

Wavelenght (nm)

Fiune 4. Optical properties (% light transmission) of SF films.
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Ficure 6. Micrographs of rabbit CECs cultured on SF films with (A) or
without (B) pretreatment with FNC Coating Mix.

and rabbit zonula occludens-1 (ZO-1) (Life Technologics)
(1:100) double immunostains were performed to confirm their
phenotype. Subsequently, the samples were incubated with
corresponding sccondary antibodies (Life Technologics)
(1:500) for 2 hours at room temperature. Between incubations,
samples were washed three times with PBS for 10 minutes.
Immunolabeled cells were stained with 4’,6-diamidino-2-
phenylindole to allow nuclel visualization. All the samples
were examined using a Leica DMG000B fluorescence micro-
scope.

Surface morphology of cultured and noncultured SF films
was examined by SEM. Cultured and noncultured SF films fixed
in ice-cold methanol were rinsed in PBS, followed by
dehydration through a geaded series of acctone (30%, 50%,
70%, 90%, and 100%) for 10 minutes, respectively, and dried by
the critical-point method. Afterward, they were coated with
gold under vacuum and observed with a JEOL 6610LV scanning
clectron microscope (JEOL Co., Tokyo, Japan) at 20 kV
accelerated voltage.

Transplantation of SF Films in a Rabbit Model

DMEK surgery was performed unilaterally on six New Zealand
white rabbits. Rabbits were divided into three groups: rabbits
transplanted with SF films with (n# = 2) or without (n = 2)
cultured rabbit CECs and rabbits with only peecled off
Descemet’'s membranes (1 = 2).

Animals were anesthetized with buprenorphine and melox-
icam, and then intubated and ventilated with isofluorane 2%.
After topical administration of double anesthetic Colicursi
(tetracaine 0.1% and oxybuprocaine 0.4%), a 4-mm wound
incision was made at the limit of the corncoscleral tissue of
each right cyc with a slit knife, and the corneal endothelium
was removed from the anterior chamber with a 30-gauge
needle. ST films with or without rabbit CECs were cut using an
8.5-mm-diameter trephine and stained with trypan blue
solution. Grafts of SF films, as a halfrolled taco with CECs
facing inward, were placed in a disposable inserting set for
Descemet lenticle with a small volume of viscoelastic agent (E.
Janach, Como, Ttaly), injected and unfolded into the anterior
chamber and fixed to the posterior stroma stripped of
Descemet’s membrane (Fig. 1). The corneoscleral wound was
closed with nylon sutures and a subconjunctival dose of Trigon
Depot (triamcinolone acetonide 40 mg/mL) was administered.

After transplantation, rabbits were treated with Tobradex
(dexamethasone 1 mg/mL + tobramycin 3 mg/mL) and
Timabak (timolol 2.5 mg/mL) cye drops twice a day during
the follow-up period. The exterior appearance of rabbit cyes
was monitored by taking photographs on the day of surgery, 24
hours after surgery, and once a week for the duration of the
experiment. Six weceks after transplantation, corneal thickness
was measured by anterior segment optical coherence tomog-
raphy (AS-OCT) using an OCT CASIA 85-100 (Tomey, Erlangen,
Germany) and a corncal endothelial count was performed
using a specular microscope SP-2000P (TOPCON, Tokyo,
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Froure 7. SEM micrographs of human CECs (4, C) or rabbit CECs (B,
D) cultured on SE films pretreated with FNC Coating Mix.

Japan). Finally, rabbits were euthanized by an intravenous
overdose of pentobarbital sodium,

Corneas were excised, rinsed with PBS solution, and fixed
using ice-cold methanol for 4 hours. Corneal tissues were
embedded in paraffin and then, hematoxylin-cosin stain and
immunostalning against ZO-1 and Na'/K' ATPase was per-
formed as described in the previous section.

Rzusurrs
Preparation of the SF Films

SF films were obtained by evaporating the SF dissolution
extracted from cocoons of Bombyx mori after removing the
glue-like sericin proteins. Fabricated films had an average arca
of 3.46 cm? and thickness of 10 pm showing a smooth surface
when observed under SEM (Fig. 2).

Characterization of Mechanical and Optical
Properties of the SF Films

Average values of Young’s modulus, the elongation at break,
and the ultimate strength were calculated using stress-strain
curves generated from tensile tests and are shown in the Table.
All were found to be statistically different depending on the
hydration of the film (ANOVA, P < 0.05).

As can be observed in the Table, the average value of
Young's modulus was much higher in dry films (346 MPa) than
in prewet films (22 MPa), with the latter being less rigid. The
clongation was improved with the hydration of the films, with
average values of 8.3% and 23.5% in dry and prewet films,
respectively (Fig. 3). Otherwise, the estimated ultimate

x2H SCun

x24)  Shym

Ficune 8,  Microgeaphs of human (A) and rabbit (B) CECs cultured on
SF films. ZO-1 (green) and Nat/K* ATPase (red).
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SF with rabblt CECs

SF without rabblt CECs

Doscemetorhexis
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Last day

Ficure 9, Photographs of the exterior appearance of transplanted mbbit eyes during the follow-up period, From fop to bottonr: rabbits
transplanted with or without rabbit CECs cultured on SF films and rabbits with only peeled Descemet’s membrane,

strength decreased from 21.5 MPa to 2.1 MPa after prewetting
the films.,

Optical testing revealed (Fig. 4) that ST films were optically
transparent at all wavelengths of the visible light electromag-
netic spectrum with a mean value of light transmission of
89.447% * 0.84%.

Cell Isolation, Culture, and Examination of CECs
on SF Films

Human CECs were observed to have migrated from the explant
onto the plate after 3 to 4 days in culture, and by day 30 a
monolayer of compact cells had formed on the plate
immediately adjacent to the explant, These cells displayed
their typlcal hexagonal endothelial morphology. After 30 days,
confluent (80,000 cell/cm?®) hexagonal human CECs were
detached by Accutase digestion, and subcultured for a week on
SF films previously treated with FNC Coating Mix. Without this

B ESAVAT I e

Control

Descemetorhexis

treatment, human CECs showed signs of cndothelial-mesen-
chymal transition with an clongated and fibroblast-like
abnormal phenotype (Fig. 5).

In the same way, mbbit CECs were able to attach and
proliferate until confluence (150,000 cells/em?) when isolated
by trypsin/EDTA digestion. In this case, when mbbit CECs
were subcultured for a week on SF films, treatment with FNC
improved morphology of rabbit CECs only slightly (Tig. G).

These results were confirmed under SEM, whereby human
and rabblt CECs displayed their polygonal morphology when
they were cultured on SF films previously treated with FNC
Coating Mix (Fig. 7).

Immunohistochemical analysis revealed positive staining for
ZO-1 and Nat/K* ATPase, a tight junctionassociated protein
and an integral membrane protein, respectively, charcteristic
markers of CECs and responsible for endothelial barrler and
pump functions (Fig. 8).

SF with rabbit CECs

SF without rabbit CECs

Foure 10, AS-OCT of control, descemetorhexis, and tmnsplanted rabbit comeas displaying corneal thickness at 6 weeks.
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Ficure 11, Comneal pachymetcy (A, B) and CEC count (C, D) of contralateral conteol mbbit eye (A, C) and transplanted rabbit eye with rabbit CECs

cultured on ST films (B, D).

Transplantation of SF Films in a Rabbit Model

Corneal edema and white turbidity appeared a few days after
surgery in the three groups: mbbits transplanted with or
without rabbit CECs cultured on SF films and rabbits with only
pecled Descemet's membrane. Corneas transplanted with
cultured rabbit CECs on SF films began to become transparent
by day 15, and corneal transparency was maintained up to 6
weeks. However, the eyes in the group without rabbit CECs
cultured on $F films and the eyes in the group of rabbits with
peeled off Descemet's membrane did not restore corneal
transparency and rectained the corneal edema during the
follow-up period. No obvious signs of immune rejection were
found in any group (Fig. 9).

Results of AS-OCT revealed ST films with cultured rabbit
CECs as a fully intcgrated component in the corneal tissue,
displaying a similar corneal thickness when compared with its
healthy contralateral cornea. SF films without cultured rabbit
CECs and rabbits with peceled off Descemet's membrane
revealed only an enhancement in corneal thickness reflecting
a loss of corneal endothelial functionality (Fig. 10).

‘Topography mapping of transplanted corncas revealed
irregular values of peripheral cornecal thickness (392-477
nm), whereas central cornea appeared homogencous (366 jun)
in corneas with cultured rabbit CECs, displaying a similar
distribution when compared with its healthy contralateral
cornea (359 pum) (Fig. 11). Moreover, the CECs count in cyes
transplanted with cultured rabbit CECs on SF films had a
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number of cells with a size and shape similar to the ones found
in the contralateral control eye (Fig. 11).

The histologic analysis showed a slightly marked fibrotic
tissue in the posterlor segment of the stroma in rabbits
transplanted with SF films without cultured rabbit CECs and an
apparent corneal edema and fibrotic tissue in the rabbits with
peeled off Descemet’s membrane. SF films, in rabbits
transplanted with cultured cells, was attached tightly to the
corneal stroma, and rabbit CECs formed a continuous
monolayer with the same morphology and phenotypical
markers, ZO-1 and Na*/K* ATPase, as a healthy control eye
(Tlig. 12). No sign of endothelia remains were found in any of
the transplanted corneas.

DIscusSION

Currently, corneal transplantation from cadaveric donors is the
main alternative for the treatment of endothelial dysfunctions.?
However, this procedure is limited by the shortage of high-
quality donor corneas.'® Due to recent advances in the ficld of
biomaterials and the culture of CECs, the development of
artificial endothelial geafts could be an alternative to traditional
surgerics.

In this study, we have isolated SF from cocoons of Bombyx
mori and manufactured it into 10-pn-thick transparent films
that support human and rabbit CEC growth. Madden et al.>?
were the first to prepare 5-um thick SF transparent filns,
modificd with coatings of collagen IV, FNC Coating Mix, and
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Tieure 12, Histologic and immunofluorescent analysis after SF film transplantation.

chondroitin sulfate laminin mixture to assess cell attachment
and proliferation of the B4G12 cell line and primary culture of
human CECs. The group achleved successful cell confluence
and proliferation with the collagen coating, concluding that SF
films could be a potential substratum for the transplantation of
artificial endothelial grafts for keratoplasty. In our case, the
treatment of SF films with FNC Coating Mix allowed the
growth of both rabbit and human CECs, maintaining the
hexagonal morphology and the expression of its characteristic
markers ZO-1 and Nat/K* ATPasc.

The second outcome of this study was that SF films have
mechanical properties that permit their use In a disposable
inserting set for Descemet lenticle. Our SF prewet films
showed a Young's modulus value of 22 MPa and an ultimate
strength of 2.1 MPa. These values are similar to the valucs of
posterior corneal stroma described in the literature®? and
allowed that SE films were casily handled for transplantation
into rabbit eyes in a DMEK model. Our ST artificial graft was
able to fold in the interior of a disposable inserting set for
Descemet lenticle, and was easily introduced and unfolded in
the anterlor chamber In #a DMEK surgical procedure, indicating
that it could be used In this type of surgery. This point is
important in corneal regenerative medicine because a tissue-
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engineered endothelium should be able to adapt to the current
surgical procedures, avolding the need for the development of
new grafting techniques, and, therefore, making it easicr to
implement in the clinical practice.

In our study, we established a Gsveek follow-up period.
Throughout this follow-up period, it was obscrved that
transplanted corneas with cultured rabbit CECs on SF films
began to become transparent by day 15 and corneal
transparency was maintained up to 6 weeks. Results of AS-
OCT revealed SF films with rabbit CECs as a fully integrated
component in the corneal tissue, displaying a similar average
corneal thickness when compared with their healthy contra-
lateral cornea, Although CEC density was found to be lower in
the rabbits transplanted with SF films with cultured CECs, the
density of CECs seems adequate because it restored corneal
transparency.

It is known that rabbit CECs have the abllity to proliferate
both in vivo and in vitro.?5 However, in rabbits transplanted
with SF films without rabbit CECs and in rabbits with peeled
off Descemet’s membrane only, the cornea remained cdema-
tous during the entire follow-up perlod and the corneal
thickness was greater than that of the healthy contralateral
cornea. These findings indicate that corneal transparency, at
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the G-week follow-up perlod, is due to ST artificial endothelial
geaft and not due to spontancous regeneration of autologous
rabbit endothelium.

Histologic staining showed that the SI' artificial endothelial
graft was attached and Integrated in the corneal stroma
without a significant inflammatory reaction, and rabbit CECs
consisted of a monolayer that showed their characteristic
markers ZO-1 and Nat/K* ATPase, suggesting proper intcrcel-
lular junctions and cellular pump function. These results
confirmed that the SF artificlal endothelial graft performs as
expected on in vivo implantation and contributes to the
maintenance of corneal clarity.

Several groups, including our own,’® have already devel-
oped different artificial endothelial geafts that allow the
recovery of endothelial functionality in different in vivo
models,18:27:29.57.58 From our point of view, ST films present
several advantages, such as having better mechanical proper-
tles than other biomaterials, being a biomaterial that has been
used for centurics in medicine and that could be easily
accessible and have a lower cost of production than other
biomaterials in some countries. However, future studies with
more animals and a longer follow-up period will be necessary
to clucidate the ideal biomaterial for this purpose.

Our current results still have some issues to resolve. On the
one hand, the number of animals was limited, and on the other
hand the differences in the size of anterior chamber and the
10P between rabbits and humans make rabbit DMEK surgery
cven a more complex procedure, limiting the correct placing
and unfolding of the graft. In our case, pachymetry and AS-OCT
revealed some irregular values of cornecal thickness in the
peripheral cornea. Several studies®®-%! have demonstrated that
the presence of anomalles, such as folds or wrinkles in the
graft, secondary to posterior keratoplasties, could compromise
visual acuity. However, this limitation could be overcome with
an appropriate handling of the graft.

In conclusion, we developed SF films with biological
propertics that supported the growth of rabbit CECs, which
expressed its normal morphology and characteristic markers;
and with mechanical properties that allowed its use in a DMEK
surgery, proving its in vivo functionality in a rabbit model of
endothelial dysfunction. Furthermore, clinical tmanslation to
human therapies might be feasible because, as shown, human
CECs also can be cultured on SF films.
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Abstract

Corneal keratoplasly (penetraling or lamellar) using cadaveric human lissue, is nowadays
the main treatment for corneal endotelial dysfunctions. However, there is a worldwide short-
age of donor corneas available for transplantation and about 53% of the world’s population
have no access to corneal transplantation. Generaling a complete cornea by tissue engi-
neering is slill a lough goal, but an endothelial lamellar graft might be an easier task. In this
study, we developed a lissue engineered corneal endothelium by culturing human corneal
endothelial cells on a human purified type | collagen membrane. Human corneal endothelial
cells were cullured from corneal rims after corneal penetraling keratoplasty and type | colla-
gen was isolated from remnant cancellous bone chips. Isolated type | collagen was ana-
lyzed by western blot, liquid chromatography -mass spectrometry and quantified using the
exponentially modified protein abundance index. Later on, collagen solution was casted

at room temperature obtaining an oplically transparent and mechanically manageable
membrane that supports the growth of human and rabbit corneal endothelial cells which
expressed characteristic markers of corneal endothelium: zonula ocluddens-1 and Na*/K*
ATPase. To evaluate the therapeulic efficiency of our artificial endothelial grafts, human
purified type | collagen membranes cultured with rabbit corneal endothelial cells were trans-
planted in New Zealand white rabbits that were kept under a minimal immunosuppression
regimen. Transplanted corneas maintained transparency for as long as 6 weeks without
obvious edema or immune rejeclion and maintaining the same endothelial markers thatin a
healthy cornea. In conclusion, itis possible to develop an artificial human corneal endothelial
gralft using remnant tissues that are not employed in transplant procedures. This artificial
endothelial graft can restore the integralily of corneal endothelium in an experimental model
of endothelial dysfunction. This strategy could supply extra endothelial tissue and compen-
sate the deficit of cadaveric gralts for corneal endothelial transplantation.
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Introduction

Corneal transplantation is the main treatment for patients suffering corneal endathelial dys-
functions. Nevertheless, an important problem in several countries of the world is the shortage
of donors, and about 539% of the world’s population have no access to corneal transplantation
[1]. Nes therapeutic approaches have been appeared in recent years, Medical treatment with
ROCK kinase inhibitor [2] and cell therapies associated with ROCK kinase inhibitor [3] are
currently being evaluated. Despite the promise of these new therapeutics, keratoplasty from
corneal cadaveric donors remains the gold standard for endothelial diseases.

Penetrating keratoplasty (PK) has traditionally been the treatment of choice for eyes with a
damaged endothelial layer such as in Fuchs’ endothelial dystrophy or in pseudophakic bullous
keratopathy. However, there are several drawbacks with regard to PK such as graft rejection,
suture-related problems, infection and astigmatism. New surgical options, such as Descemet’s
membrane endothelial keratoplasty (DMEK) or Descemet’s striping automated endothelial ker-
atoplasty (DSAEK), have become increasingly popular since they tend to optimize corneal
resources by replacing only the damaged part of the cornea [4-7]. These new techniques require
even better endothelial quality in order to perform the corneal graft (cell density, hexagonality
ratio, etc), so only 30-35% of the corneas are suitable for lamellar endothelial kerataplasty [8].

A DMEK graft consists of a monolayer of corneal endothelial cells (CECs) on its Descemet
's membrane. Reproducing this structure by tissue engineering techniques requives a scaffold
that mimics the Descemet’s membrane and a source of cells capable of restoring the endothe-
lial function, reflecting two critical determinants for a successful tissue engineered product:
the in vitro culture of human CECs and the development of a scaffold that provides the appro-
priate environment for cells.

Human CECs are considered as non-proliferative in vivo, since they are arrested in G1
phase [9,10]. Therefore the number of human CECs decreases with age [11] and in several dis-
eases such as endothelial dystrophy, glaucoma, or cataract surgery [12,13). On the other hand,
several studies have shown that human CECs can be induced to divide to a limited extent in
vitro [14] so that expansion of cultured human CECs could potentially allow many patients to
be treated using one donor, decreasing some of the current donor shortage prablems.

Different carriers have been used as scaffold for endothelial tissue engineering such as
denuded Descemet’s membrane [15,16), amniotic membrane [17], gelatin membrane [18-
21], anterior lens capsule [22], silk fibroin membrane [23], and different synthetic polymers
[24]. In recent years, several groups have been using natural [25-27] or recombinant [28] col-
lagen scaffolds for the culture of human CECs, being porcine [29) or bovine [30,31] type I col-
lagen the most widely used.

"T'ype I collagen is the most abundant protein constituting approximately 25 to 30% of all
proteins of human body [32]. Itis also an important component of all connective tissues of the
body: muscle, teeth, bone and skin [33). A natural source of type I collagen is cancellous bone
[34]. Human cancellous bone is the second most processed, distributed and grafted tissue
worldwide, coming right after blood transfusion [35]. The remnant cancellous bone generated
during the preparation of bone chips could be a new safe source of human type I collagen.

Culturing human CECs is not an easy task since most of the corneas are used for tissue
transplant and those that are discarded have a limited cell density, During corneal transplant,
peripheral Descemet’s membrane is usually discarded and only its central button is used for
graft applications. The unused endothelial tissue may be used in regenerative medicine for the
development of a tissue-engineered endothelium since they come from an optimal cell source.

The aim of this study was the development of a new approach for endothelial tissue engi-
neering using products normally processed in tissue banks: remnants of human cancellous
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bone chips and Descemet’s peripheral rings of corneas previously used for PK. With this
approach we were able to produce an artificial corneal endothelial graft, using human purified
type I collagen membranes (HPCM) with conftuent human and rabbit CECs expressing char-
acteristic corneal endothelial markers. Finally, this artificial lamellar endothelium was grafted
in an experimental rabbit model to restore an endothelial dysfunction, leading to complete
recovery of corneal transparency and thickness at 6 wecks,

Materials and Methods
Donors

Human tissue was handied according to the Declaration of Helsinki. Corneal tissue and fresh
human cancellous bone were obtained, stozed and processed at the Asturias regional tissue
bank {Centro Comunitario de Sangre y Tejidos, Oviedo, Asturias, Spain) according to Spanish
lavws.

Collagen type | isolation and quantification

Collagen isolation was performed as previously described [36). Briefly, 10 cancellous bone
<hips samples (between 5 and 15cm’ of bone) were received from the local tissue bank and
stored at -80°C unti use.

Cancellous bone chips were milled and demineralized using an adaptation of a previously
reported method {37}, In brief, the granules were demineratized under agltation (300rpm) in
0.5) HC! (25mifg of bone) at room temperature for 24h. After demineralization the resultant
maierial was rinsed with distilied water, The fiptds in the demineralized powder were then
rinsed out under agitation with a 1:1 mixture of chloroform and methanol for 1h at room tem-
perature and then repeatedly rinsed, first in rmethanol and then, in distilled watex. The material
was then freexze-dried in a Lyoquest -85° Eco (Telstar, Tokyo, Japan) and stored at -80°C until
required.

A previously reported pepsin digestion and solubilization technique {38] was employed for
the isolation of type I collagen. Lyophilized samples were digested in a 100ml/g 0.01N HCI
solution containing 1mgfml pepsin (Sigma-Aldrich, MO, USA), The suspension was agitated
at room temperature for 96h, centrifuged at 10,000xg for 30 minutes, the precipitate discarded,
and then aliquoted and stored at -80°C until required.

The collagen concentration was determined vsing a hydroxyproline assay kit (Sigma-
Aldrich, MO, USA). The hydroxyproline content of pepsin digested collagen was determined
by the oxidized hydroxyproline with 4-(Dimethylamino)benzaldehyde (DMAB) reaction,
which results in a colorimetric {560nm) product, proportional to the hydroxyproline present,
The total collagen content (mg/ml) of the digests was deterinined using the relationship that
hydroxyproline forims 14% of total collagen [39].

Gel electrophoresis and western-blot

Electrophoresis was carried out as described by Laenumli (40], using 83 separating gels, which
were L.5mm thick, Samples containing 20.7pg purified collagen and human commercial colla-
gen (Millipore, MA, USA) as control were boiled at 100°C for 5 minutes prior to gel loading.
Gels were electrophoresed at 100V (constant voltage) followed by transfer onto a polyvinyli-
dene fluoridemembrane (PYDT, 120V, 40 minutes). After transfer, PDVF membranes were
immunoblotted with anti-type [ collagen antibody (1:200), and 16% normal goat serum
{Abcam, Cambridge, UK) as a blocking agent, overnight al 4°C, Proteins were visualized using
a Fusion FX7 chemiluminiscence detection system {VilberLourma, Torcy, France),
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Collagen purity assessment

For purity assessment, six random samples were analyzed by liquid chramatography--mass
spectrometry (LC/MS),

Samples were incubated at room lemperature with ammonium bicarbonate (50mMi, final
volume of 50p1) in 8M urea. Afer 30 niinutes 4yl of ditiothreito! (DTT, 260mM in 50mM
ammonium bicarbonate) was added and incubated at room temperature for 60 minutes, fol-
lowed by incubation in iodoacetamide (1A, 50mM in 50mM ammoniwm bicarbonate, Spi) for
another 60 minutes in the dark. Excess of 1A was quenched by adding 2000 D'I'T (200mM in
50mM ammonium bicarbonate}. Finally, samples were diluted up to a concentration of 1.5M
uren, and incabated with trypsin (12.5pg/ml in 50mM anunoenium bicarbonate) overnight at
37°C. After digestion, samples were dried out in a RVC2 25 speedvac concentrator (Christ,
Osterode am Harz, Germany),

LC was performed using an ManoAcquity nano-HPLC {(Waters, MA, USA}, equipped with
& Waters BEH C18 nano-column (200mm x 75um D, 1.8pm), a chromatographic ramp of 30
minutes {5 to 60% ACN) was used with a flow rate of 300nl/minute, Mobile phase A was water
containing 0.19% v/v formic acid, while mobile phase B was CAN conlaining 0.1% v/v formic
acid. A lock mass compound [Glut]-Fibrinopeptide B (100finol/ul) was delivered by an auxil-
fary pump of the LC system at 500n)/minute to the reference sprayer of the NanoLockSpray
{Waters, MA, USA} source of the mass spectrometer. 0.51g of each sample were Joaded for
each run,

MS was performed using a Synapt G28i ESI Q-Mability-TOF spectrometer {Waters, MA,
USA) equipped with an fon mobility chamber (T-Wave-IMS$) for high definition data acquisi-
tion analyses. All analyses were performed in positive mode ESL Data were post-acquisition
lock mass corrected using the double charged monsisotopic ion of {Glul)-Fibrinopeptide B.
Accurate mass LC-MS data were collected in HDDA mode that enhances signal intensities
using the ion mobility separation step.

Databnse searching was performed using MASCOT 2.2.07 (Matrixscience, London, UK)
against a UNIPROT—Swissprot database filled only with entries corresponding to Homo sapi-
ens (without isoforms). For protein identification the following parameters were adopted: car-
bamidomethylation of cysteines as fixed modification and oxidation of methionings, and
hydroxylation as variable modifications, 10ppm of peptide rass tolerance, 0.5Da fragment
mass tolerance and up to 3 missed cleavage points, Peptide charges of 42 and +3.

Content of purified proteins was quantified using the Exponentially Modified Prolein
Abundance Index (emPAI) as previously described {41]. The protein contents in molar frac-
tion percentages {mol%) were calculated according to the following equation:

emPAI
L
ol [Z(emPAI)] 00

The identified proteins were categorized into three groups: type I collagen, other collage-
nous proteins and non-collagenous proteins,

Preparation of the collagen membranes

An amount of 3mg/em” isolated type I collagen was casted into & silicone mold and air-dried
at room temperature, "l'o improve their resistance, HPCM were crosslinked according to mod-
ified existing protocots [42]. Briefly, uliraviolet light (UV) irradiation was conducted by plac-
ing HPCM in a glass dish into a BLX-E254 254nm UY irradiation lamp (VilberLourmas,
Tarcy, France) exposed to a UV intensity of 3.19mW/cm®/s during 100 minutes.
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Optical analysis and mechanical testing

"T'he entire tests were carried out at 20£0.1*C and before starting any measurements, the sam-
ples rested for at least § minutes, allowing the stresses induced during samples Joad to relax.
Fhis study was performed employing pre-wet (1X PES for 24h at room temperature} 10mim
dimmeter HPCM. AH tests were carried out at least in duplicate.

Light transmission measarements were made usiug a narrow spectrai region betiveen 400
and 760nm using a SPELEC Spectroelectrochemical Instrament (Dropsens, Asturias, Spain)
equipped with a Deuterium 215-400nm and Tungsten Halogen 360-2,500nm kght source and
a linear silicon CCD arsay with a detection range 200-900ntn detector. A human cornea (74
years old} was employed as a control,

The crosslinked and non-crosslinked HPCM samples were mechanically tested witha TA.
TXplus (Stable Micro Systems) texturometer with a 5mm diameter SMS P/5 S spherical probe
in order to obtain the burst strength (g) and the distance at burst (imm) of the HPCM.

Statisticat analyses were performed using IBM SPSS software. Significant differences among
defined groups were tested using the t test. A difference level of p<0.05 was considered as sta-
tistically significant,

isolation and culture of corneal endothelial cells on HPCM

Corneat endotheliaf cells were cuitured in Optimem 1 (Life Technologies, CA, USA) supple-
mented with 8%v/v FBS, 20ug/ml ascorbic acid 2-phosphate, 0.08% chondroitin sulfate,
200mp/] calcinm chloride, 10U/ml penicillin and 10 pgiml streptomycin (Sigma-Aldrich, MO,
USA) and 5ng/ml epidermal growth factor (Austral Biologicals, CA, USA},

Human CECs were obtained from 26 peripheral endothelial rings from corneas previously
used for PK which were maintained in Eusol-C storage medium {Alchimia, Ponte S, Nicold,
Italy) at 4" C for less than 10 days before use. The mean age of corneal donors was 634217
years old and the endothelial cell density, determined prior to the surgery using a Celicheck
specular endothelial microscope (Kenan Medical, USA), was 2,653482.51 cells/mm®. Desce-
met’s membrane along with endothelial cells were carefully peeled off undei » dissecting
stereomicroscope following the Schwalbe line, and the peripheral endothelial ring was main-
taied overnight at 37°C in a culture plate {2cm®), previously treated with FNC coating Mix®
{Athena Enviromental Sciences, MD, USA), with Iml cullure medium, "The following day, the
excess medinm was removed to 2 volume of 150p! and then, the peripherat endothelial ring
was placed as an explant in the culture plate.

Rabbit corneal endothelial cells (rabbit CECs) were isolated from healthy New Zealand
white male rabbits (2 mouths and 2.0-2.5kg in body weight) obtained from the Animal
Housing of the University of Oviedo {Oviedo, Asturias, Spain). All animals were treated in
accordance with the Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) state-
ment for use of animals in ophthalmic and vision researches. The protocals were approved
(PROAE 24/2016) by the Committee on the Ethics of Animal Experiments of the University
of Oviedo and the Animal Production and Health Service of Asturias. Rabbits were kept
under a 12/12 day/night light cycle with food and water ad libitum and were monitored on
a daily basis,

Descemet s membrane along with endothelial celis were carefully peeled and digested with
trypsin/EDTA 0.25% (Sigma-Aldrich, MO, USA) for 30 minutes at 37°C. After that, the tryp-
sin was neuntratized with culture medium. The loosened cells were centrifuged using an Eppen-
dorf 5702R centrifuge {Eppendorf, Hamburg, Germauy) at 0.drcf for 10 minutes and the
supernatant was removed. Fresh medium was added and the cells were seeded on & culture

plate previously treated with FNC coating Mix™.
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When human or rabbit caltures were confluent, cells were digested with accutase (Sigma-
Aldrich, MO, USA), The loosened cells were centrifuged using an Eppendorf 5702R centrifuge
at 0.4rcf for 10 minutes and the supernatant was removed. Fresh medium was added and the
cells were seeded onto a HPCM using a device (11mm diameter) [43] that facilitates handling,
cell culture and transport of the membranes.

All cells were cultivated under the same conditions (humidified almosphere at 37°C, 5%
COy, medium changed 3 times per week).

Examination of cell cultures

Celtular growth was assessed using a Leica DMIL LED phase contrast microscope (Leica, Wet-
zlar, Germany); photos were taken with an attached EC3 camera (Leica, Wetzlar, Germany).

Confluent cultured HPCM were fixed using ice-cold methanol for 10 minutes for their
analysis by phase contrast microscopy, scanning electron microscopy (SEM) and immanocy-
tochemistry, Methanol fixed caltured HPCM were divided in two patts, one half was vinsed
with PBS solution twice for 10 minutes and permeabilized in a PBS solution containing 0.3%
Triton-X100 for another 10 minutes. Next, the samples were incubated with primary antibody
containing 10% normal goat serum (Abcam, Cambridge, UK) at 4°C overnight. Mouse Na*/
K* ATPase {Millipore, M4, USA) {1:100), rabbit zonula ocluddens-1 (ZO-1} (Life Technolo-
gies, CA, USA) (1:100) and rabbit type 1V collagen {(Abcam, Cambridge, UK} (1:100) single
immunostains were performed in order to confivm their phenotype, Subsequently, the samples
were incubated with corresponding secondary antibody (Life Technologies, CA, USA) (1:500)
for 2 at room temperature. Between incubations samples were washed 3 times with PBS for
10 minutes. fmmunolabeled cells were stained with DAPI to allow nuclel visualization,

The other half was eryoprotected in 309 sucrose at 4°C for 24h and frozen embedded in Tis-
sue-Tek® 0,C1 1M Compound (Sakura Finitek Furope B.V., Zoeterwoude, The Netherlands).
Next, 10pm sections were cust with a cryostat (Leica, Nussloch, Germany) and placed on commer-
cially treated skdes {Fisher-Scientific, PA, USA). Inununostaining was performed as described in
the previous section using antibodies against ZO-1, Na*/Ii(' ATPase and type IV collagen,

All the samples were critically examined in a Leica DMG000B fluorescence microscope
(Leics, Welzlar, Germany).

Surface morphology of cultured and non-cultured HPCM was examined by SEdM. HPCM
fixed in ice-cold methanol were rinsed in PBS, followed by dehydration through a graded series of
acetone {30%, 50%, 70%, 909 and 1009} for 10 minutes respectively and dried by the critical-
point method. Afterwards, they were coated with gold under vacuum and observed with a JEOL
6610LY scanning clectron microscope, {JEOL co., Tokyo, Japan} at 20kV accelerated voliage.

Transplantation of HPCM in a rabhit model

DMEK surgery was performed in six New Zealand white rabbit. Rabbits were divided into
three groups: HPCM with or without culiured endothelial cells and rabbits with only peeled
off Desceimet’s membrane.

Animals were anesthetized with buprenophine and meloxicam, and then intubated and
ventilated with isofluoranc 2%. After topical administration of double anesthetic colicursi {tet-
racaine 0.1% and oxybuprocaine 0.4%), a 4mm wound incision was made at the limit of the
corneoescleral tissue of each right eye with a slit knife, and the corneal endothefism was
removed from the anterior chamber with a 30-gauge needle. HPCM with or without rabbit
CECs were cut using an 8.5mm diameter trephine and stained with trypan biue solution.
Grafts of HPCM, as a half-rolled taco, were placed in a disposable inserting set for Descemet
tenticle with a viscoelastic agent (E.Janach, Como, Italy), injected and unfolded into the
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Fig 1. DMEK surglcal procedure for HPCM transplantation. (A) Descemetorrexis from the posterior stroma, (B) injected gralts of HPCM with
orwithout RCECs and (C) unfolded HPCM inside the anterior chamber.

doi:10.1371/journal.pone.0167578.9001

anterior chamber and fixed to the posterior stroma stripped of Descemet’s membrane (Fig 1).
The sclerocorneal wound was closed with nylon sutures and a subconjunctival dose of Trigon
Depot (triamcinolone acetonide 40mg/ml) was administered,

After transplantation, rabbits were treated with Tobradex (dexamethasone 1mg/ml + tobra-
mycin 3mg/ml) and Timabak (timolol 2.5mg/ml) eye drops twice a day during all the follow-
up period. The exterior appearance of rabbit eyes was monitored by taking photographs at the
day of surgery, 24h after surgery, and once a week for the duration of the experiment. Six
weeks after transplantation, corneal thickness was measured by anterior segment optical
coherence tomography (AS-OCT) using a OCT CASIA $5-100 (Tomey, Erlangen, Germany).
Finally, rabbits were euthanized by an intravenous overdose of pentobarbital sodium.

Corneas were excised, rinsed with PBS solution and fixed using ice-cold methanol for 4h,
Corneal tissues were embedded in paraffin and then, hematoxylin-eosin (H-E) stain and
immunostaining against ZO-1 and Na'/K" ATPase was performed as described in the previ-
ous section.

Results
Assessment of collagen content

The rate of type I collagen extraction was calculated from 10 independent isolations using dif-
ferent human cancellous bones. The mean soluble collagen contents were determined to be
0.23mg of collagen per mg of initial dry weight (Table 1). The mean concentration of the solu-
ble collagens was 2.46mg/ml. For each membrane, we used about 10mg collagen that allows
the preparation of at least 5 HPCM if employing the poorest collagen isolation.

Gel electrophoresis and western blot

The acid extract of human cancellous bone was subjected to SDS-8% acrylamide gel electro-
phoresis (Fig 2) and immunoblotting with polyclonal rabbit antibody to type I collagen (Milli-
pore, MA, USA). The SDS-PAGE band pattern of the purified material contained at least two
different o chains, but the separation of these two chains was not as pronounced as in the con-
trol group. Moreover, 8 chain was also found in some of the samples as well as some low
molecular weight bands.

Collagen purity assessment

LC/MS analysis and posterior emPAI quantification are shown in Table 2. Type I collagen pro-
tein was present as a major product in all the purified samples (0.1 = 64,35+1.86%mol;
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Table 1. Assessmenl of collagen content (mg) and collagen concentration (mg/ml).

Samples Dry weight (mg) Collagen isolation (ml) Collagen concenlration (mg/ml) Total purified collagen (mg)
1 1,753 165 2.92 481.080
2 2,005 110 1.47 161.70
3 378 54 4.53 244.62
4 5,608 527 1.63 859.01
5 202 17 3.10 52.70
6 1,266 110 210 231.00
7 2,145 176 2.24 392.00
Li] 2,383 198 1.62 320.76
9 754 49 2.00 98.00
10 634 47.50 2.98 141.66

doi:10.1371/journal.pone.0167578.1001

02 = 34.09£1.79%mol). Other collagenous proteins (type IL, 111, IV, V, XI and XII) were also
found as purification subproducts. Finally, residual contaminant proteins such as actin or type
I and type IT keratins, were found in a 0.80£0.41%mol.

Preparation of the HPCM. HPCM were obtained by evaporating the soluble collagen
content of the purified extract and crosslinking by UV light exposure. Fabricated membranes
had an average area of 3.46cm? and thickness of 20um showing a randomly oriented fibrillar
structure when the surface was observed under SEM (Fig 3).

low molecular weight ‘j;“
collagenous proleins ’

Control L Samples — |
Fig 2. Analysis by SDS-PAGE and immunobloting of type | collagen preparation from human cancellous
hone. Conlrol group: lane 1; Samples: lanes 2, 3, 4 and 5.

dol:10.1371/journal.pone.0167578.0002
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Table 2, %mol of proteins determined by LC/MS.

Samples | Typelcollagen Other collagenous proteins Non-collagenous proteins
ai a2 Typell Typelll | TypelV TypeV Type XI Type Xl
1 64.18 | 35.44 | 0.09(a1) | 0.09 (al) [ 0.04 (u5) - - - 0.15
2 69.3 | 28.64 | 0.32(al) | 0.61 (al) - 0.06 (al) 0.03 (a1) 0.03 (a2) - 0.95
3 58.73 | 37.21 | 0.39(a1) | 0.83 (al) - - - 0.06 (at) 2,78
4 68.18 | 30.56 | 0.19(a1) | 0.45(«1) | 0.03 (as) | 0.08(a1)0.08 (u2) | 0.03 (al) 0.03 (02) - 0.39
5 66.62 | 32.35 | 0.08(al) | 0.38 (al) | 0.04 (u5) 0.08 {at) 0.04 (a1) - 0.36
6 59,10 | 40.32 | 0.14(a1) | 0.07 (a1) | 0.01 (u5) | 0.06 (a1)0.05 (u2) | 0.01 (a1) 0.01 (a2) - 0.19

doi:10,1371/journal.pone.0167578.1002

Optical analysis and mechanical testing

As shown in Fig 4, HPCM was optically transparent at all wavelengths of the visible light elec-
tromagnetic spectrum with a mean value of light transmission of 78.10+1.77% and 77.89
+1.43% in crosslinked and non-crosslinked HPCM respectively, showing no significant differ-
ences at any point of the visible light electromagnetic spectrum. When these values were com-
pared with the light transmission of a control human cornea (67.84%2.51), crosslinked and
non-crosslinked HPCM displayed statistically significantly higher values (p<0.01),

Mechanical testing revealed an enhancement in both: the resistance, determined by the
burst strength, and the elasticity, determined by the distance at burst in the crosslinked
HPCM. This difference (p<0.01) was statistically significant compared to the non-crosslinked
HPCM (Table 3).

Isolation, culture and examination of corneal endothelial cells on HPCM

Human CECs were observed to have migrated from the explant onto the plate after 3-4 days
in culture, and by day 30 a monolayer of compact cells had formed on the plate, immediately
adjacent to the explant in 13 of the 26 peripheral endothelial rings processed. These cell dis-
played their typical hexagonal endothelial morphology, while in the other 13 cultures, cells
showed signs of endothelial-mesenchymal transition resulting in the loss of corneal endothelial
specific hexagonal morphology and transformation into an elongated and fibroblast like
abnormal phenotype (Fig 5). No significant differences were found betiveen different endothe-
lial cultures when comparing cell density, determined prior to the surgery, or age of the cor-
neal donors (Table 4). After 30 days, confluent hexagonal endothelial cells were detached and
subcultured on HPCM. In the same way, rabbit CECs were able to attach and proliferate when
isolated, by trypsin/EDTA digestion, and subcultured on HPCM.

Fig 3. (A) Macrophotograph appearance of HPCM, (B) SEM microphotograph displaying fibrillary ultrastructure and (C) thickness of HPCM.

doi:10.1371/journal.pone.0167578.9003
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Fig 4. Optical properties (% light transmission) of crosslinked, non-crosskinked HPCM and human conlrol cornea.

doi:10.1371/joumal.pone.0167578.g004

Under phase contrast microscope and SEM, human CECs and rabbit CECs demonstrated
their ability to attach and proliferate when cultured on HPCM, maintaining their polygonal
motphology (Fig 6).

Immunohistochemical analysis revealed a positive stain for ZO-1, a tight junction associ-
ated protein responsible for establishing the passive permeability properties of the endothelial
barrier and Na*/K* ATPase, an integral membrane protein responsible for regulating pump
functions. Additionally, it also showed a positive stain for a newly formed basal membrane
protein, type IV collagen (Figs 7 and 8).

Transplantation of HPCM

Corneal edema and white turbidity appeared few days after surgery in the three groups, rabbits
transplanted with or without rabbit CECs cultured on HPCM and rabbits with only Desce-
met’s membrane peeled (Fig 9), Transplanted corneas with cultured rabbit CECs on HPCM
began to become transparent by day 10 and corneal transparency was maintained up to 6
weeks. However, the eyes in the group without rabbit CECs on HPCM and rabbits with peeled
off Descemet’s membrane did not restore corneal transparency and retained a corneal edema
during the follow up period. No obvious signs of immune rejection were found in any group.
Results of AS-OCT revealed HPCM with cultured endothelial cells as a fully integrated
component in the corneal tissue, displaying a similar corneal thickness when compared to its
healthy contralateral cornea. On the other hand, HPCM without corneal endothelial cells and

Table 3. Mechanical properlies of HPCM calculated using TA.TXplus texlurometer (values are shown

as meantSEM).
Crosslinked membranes Non-crosslinked membranes
Burs! strength (g) 178.12+19.46 19.78+7.24
Dislance at burst (mm) 2.5310.27 0.78+0.33

dol:10.1371/journal.pone.0167578.1003
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Fig 5. Microphotographs of human CEC displaying hexagonal and endothelial-mesenchymal transformed morphology.

doi:10.1371/journal.pone.0167578.9005

rabbits with peeled off Descemet’s membrane only revealed an enhancement in corneal thick-
ness reflecting a loss of corneal endothelial functionality (Fig 10).

The histological analysis showed a slightly marked fibrotic tissue in the posterior segment
of the stroma in rabbits transplanted without corneal endothelial cells on HPCM and an
apparent corneal edema and fibrotic tissue in the rabbits with peeled off Descemet’s mem-
brane, HPCM, in rabbits transplanted with cultured cells, was attached tightly to the corneal
stroma and rabbit CECs formed a continuous monolayer with the same morphology and phe-
notypical markers, ZO-1 and Na*/K* ATPase, as a healthy control eye (Fig 11). No sign of
endothelia remains were found in any of the transplanted corneas.

Hematoxilin-eosin stain (top row), ZO-1 (middle row) and Na*/K* ATPase (bottom row)
immunofluorescence of: control healthy cornea (first column), transplanted HPCM with (sec-
ond column) or without (third column) rabbit CECs and cornea with only peeled off Desce-
met's membrane (fourth column) at 6 weeks. Nuclei stained in blue.

Discussion

Human corneal endothelial cellular loss or damage leads to stromal edema, loss of transpar-
ency, and will eventually lead to blindness, requiring a healthy endothelial layer to reverse the
edema [44). Nowadays the lack of corneal tissue is one of the hardest hurdles to overcome for
corneal repair. This barrier is even more pronounced in countries with a poor donation system
or in those whose ethics or religious convictions forbid tissue and organ donations,

Cell therapies and tissue engineering may be the future tools that allows these limitations to
be surpassed through the optimization of protocols for the in vitro expansion of human CECs
and the development of tissue-engineered scaffolds,

Table 4. Human CEC cullures displaying typical hexagonal cell morphology or endothelial-mesen-
chymal transformation grouped by endothellal cell densily, determined prior to surgery, and age of
the corneal donors (values are shown as meantSEM).

Age (years) Cellular density (cell/mm?)
Typical hexagonal cell morphology 64.33£2.69 2,646£121.8
Endothelial-mesenchymal transformation 61.91+3.67 2,760+107

doi:10.1371/journal.pone.0167578.1004
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x260  Adogm’

Flg 6. (A) SEM and (B) phase conlrast microscopy micrographs of human CECs growing on HPCM.
doi:10.1371/journal.pone.0167578.9006

In recent years, the culture technics of human CECs have been extensively improved allow-
ing their isolation and expansion in culture [45,46]. A large number of studies have demon-
strated the possibility of transplanting them in animal models with [25) or without (47) a
carrier. Intracameral injection of CECs for corneal endothelial dysfunctions has appeared as a
promising therapy, even more so if it is associated with the use of ROCK kinase inhibitor to
enhance the attachment of injected CECs [3,48). However, these new approaches will have to
overcome the problems associated with injection of CECs, such as systemic dispersion of
CECs. At the moment, the use of a scaffold that allows the growth of CECs appears as a better

5

X200 50pm = ' X200 50pm : ‘x200‘50um o

D \ F
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Fig7. (A, B&C) Whole-mount and (D, E&F) frozen sectlon Immunostalns of human CEC cultured on HPCM. ZO-1 (A&D), Na*/K* ATPase
(B&E) and type IV collagen (C&F). Nuclei stained in blue.

doi:10.1371/journal.pone.0167578.9007
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Fig 8. (A, B&C)Whole-mountand (D, E&F) frozen section immunostains of rabhit CEC cultured on HPCM. ZO-1 (A&D), Na*/K* ATPase
(B&E) and lype IV collagen (C&F). Nuclei stained in blue.

doi:10.1371/journal.pone.0167578.0008

way to control the corneal attachment of CECs. However, future studies will need to elucidate
the most effective treatment for corneal endothelial dysfunctions.

Day 0 Day1 Day 15 ~ Lastday
HPCM | .. Ry

without | -
CEC

HPCM
with
CEC

Only
Descemet's ‘3\
membrane .
striped off |

Fig 9. Macrophotographs of the exterlor appearance of transplanted rabbit eyes during the 6 week follow-up period.
dol:10.1371/journal pone.0167578.9009
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Fig 10, AS-OCT of transplanted rabbit corneas displaying corneal thickness at 6 weeks.
dol:10.1371/journal.pone.0167578.9010
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Fig 11, Histologlcal analysls of transplanted rabbit corneas.
d0i:10.1371/journal.pone.0167578.g011
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Different scaffolds have already been used as artificial Descemet’s membrane for the growth
of human CECs. Several groups have used bovine or porcine type I collagen as scaffold for
these purposes, showing in different animal models that corneal endothelial dysfunctions can
be treated [25,30].

However, the clinical application of tissue engineered therapies should avoid the use of
xenogeneic products as far as possible. For this purpose, we have developed an attificial endo-
thelial graft using type I collagen isolated from remnant human cancellous bone.

The analysis of emPAI based molar fractions of our samples demonstrate that type I colla-
gen can be isolated in a relatively easy, short and reproducible process (with a low presence of
different bone associated collagens and residual contaminants) from cancellous bones rou-
tinely processed in tissue banks. In our local tissue bank 8,000cc of cancellous bone are pro-
cessed every year and, in many donors, small tissue remnants (4-10cc) are left unused. These
cancellous bone remnants could potentially be used for type I collagen isolation,

Moreover, this product is safe because the donors are selected based on their clinical history
and serological tests (HIV; HVB; HCV and syphilis) and its origin is traceable because tissue
banks stores the donor’s data,

In the present study, and using the isolated collagen, we developed a HPCM with a thick-
ness similar to Descemet’s membrane. These HPCM needed to be crosslinked by UV light to
increase their mechanical properties (resistance and elasticity), however, light transmission
values weren't affected and HPCM still showed better optical qualities than a normal human
cornea,

On the other hand, we cultured human CECs from peripheral endothelium of corneas pre-
viously used as grafts for PK; peripheral ring cells have more regenerative capacity (49] and are
a source of cells that are not used in transplant procedures. Per peripheral ring and with the
culture method here described, we are able to obtain a HPCM of 11mm in diameter cultured
with polygonal human CECs in one out of tio corneas processed. This was not related to the
age nor the endothelial cellular density of corneal donors, suggesting, as previously described
[50], a direct relationship between the relative health of the donors before death as well as the
period between death, tissue processing and cellular culture in the ability of these cells to grow
and its outcome in culture. HPCM have proven to be a good substrate for human CECs since
cells growing on HPCM expressed characteristic markers, such as ZO-1 and Na*/K* ATPase.
Moreover, they also expressed type IV collagen, a protein present in the Descemet’s mem-
brane, displaying the same expression pattern as that found in a healthy corneal endothelium.

To evaluate in vivo application of our artificial endothelial grafts, we performed a DMEK
surgery in a rabbit model. After surgery, no signs of immunological rejection were found, and
the HPCM with cultured rabbit CECs were able to restore corneal transparency in the trans-
planted corneas, appearing as a fully integrated lamellar graft in H-E stain with a normal cor-
neal thickness as shown by AS-OCT. Moreover, not finding any sign of endothelium remains
indicates that a complete descemetorrexis was performed. This implies that the restoration of
corneal transparency did not originate from autologous cell proliferation. Additionally, immu-
nofluorescence results indicate that rabbit CECs formed a continuous monolayer with the
same phenotypical markers that in a control cornea.

Nevertheless, our current work scheme still has some issues to resolve. We are currently
using a commercially available porcine derived pepsin in the extraction process, because this
protease produces a better yield of collagen extraction. Moreover, we use FBS for the culture of
human CECs. In future works, it is desirable that xenogeneic products were replace by human
derived products,

In conclusion, our work shows that it is possible to generate new artificial lamellar endothe-
lial grafts using human type I collagen and endothelial cells from remnant tissues from tissue

PLOS ONE | DOL:10.1371/journal.pone.0167578 December 1, 2016 15/18
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banks and that these artificial lamellar endothelial grafts can be transplanted in a rabbit model
with satisfactory results, With this new approach it could be possible to increase the total num-
ber of patients grafted by generating new artificial endothelial lamellar grafts,
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Abstract

The main treatment available for restoration of
the comeal endothelium is keratoplasty. This
procedure s faced with several difficulties,
including the shoxtage of denor tissue, post-
surgical complications associated with the use
of drugs to prevent immune rejection, and a
significant increase in the occurrence of glau-
coma. Recently, surgical procedures such as
Descemet’s stripping endothelial keratoplasty
have focused on the transplant of corneal
endothelium, yielding better visual results but
still facing the need for donor tissue, The
emergent strategies in the field of cell biology
and tissue cultivation of corneal endothelial
cells aim at the production of transplantable
endothelial cell sheets, Cell therapy focuses on
the culture of corneal endothelial cells
retrieved from the donor, in the donor’s
cornea, followed by transplantation into the
recipient. Recently, research has focused on
overcoming the challenge of harvesting
human comeal endothelial celis and the
generation of new biomembranes to be used
as cell scaffolds in surgical procedures, The
use of corneal endothelial precursors from the
peripheral cornea has also demonstrated to be
effective and represents a valuable tool for
reducing the risk of rejection in ailogeneic
transplants. Several animal inodel reports also
support the use of adult stem cells as therapy
for corneal diseases. Current resulis represent
important progresses in the development of
new strategles based on alternative sources of
tissue for the tzeatiment of corneal endothe-
liopathies, Different databases were used to
search literature: PubMed, Google Books,
MD Consult, Google Scholar, Gene Cazds, and
NCBI Books. The main search terms used
were: ‘cornea AND embryclogy AND tran-
scription factors’, ‘huunan endothelial kerato-
plasty AND risk factors’, “(cornea OR corneal)
AND {endothelinm O endothelial} AND cell
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Introduction

The cornea is a transparent avascular tissue that
in conjunction with the sclera forms the outer
pottion of the eye. It is a connective tissue that
acts as the pritnary barrier against infection and
mechanical damage to the internal structures of
the eye. Along with the tear film on the ocular
surface, it accounts for more than two-thirds of
the total refractive power of the eye, It is
organized into three cell layers: epithelium,
stroma, and endothelium, and two interfaces:
Bowman's layer and Descemet’s membrane.!
The epithelium provides a biodefense system on
the anterfor surface of the eye, helps to keep the
corneal surface optically smooth, and provides a
bartier to external biological agents and
chemical damage. Bowman's layer serves as an
interface between the epithelium and the stroma
and counsists of randomly arranged collagen
fibers and proteogiycan types I and 1H. The
stroma constitutes about 90% of the thickness of
the cornea and is composed of extracellular
matrix, keratinocytes, and nerve fibers, It
provides structural strength, shape, stability,
and transparency to the cornea. The
endothelium is a thin monolayer of polygonal
cells covering the posterior surface of
Descemel’s membrane and is in contact with the
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aqueous humor (Figure 1). The main function is to
regulate the hydration state through an active ATP and
biocarbonate-dependent pump; thereby providing
transparency to the cornea, which allows the eye to

perform its visual functions.2 It is also an important
system for the passage of nutrients and waste removal
through simple diffusion, facilitated diffusion, and
active transport mechanisms.?

The corneal endothelium is the cell layer with the
lowest mitotic activity.! Given the importance of its
function, damage to the endothelium is potentially more
serious than that to the other corneal layers and can
result in cell loss and irreversible damage to the
endothelial cytoskeleton, that ultimately affecting visual
function.? The main treatment for this condition is
corneal transplant, Nevertheless, given the difficulty
obtaining donor tissue, the development of novel
strategies has focused on the use of cultured corneal
endothelial cells, corneal endothelial stem cells, and stem
cells of extra-ocular origin. In this article, we describe the
corneal endothelium’s embryology and physiology, the
main conditions that affects it and the cell therapies
currently under development.

Embryology

The embryological origins of the major structures of the
eye are diverse. The central part of the cornea, including
the endothelium, is derived from neural crest cells.
The retina and the epithelial layers of the iris and ciliary
body are derived from the anterior neural plate, the lens
from surface ectoderm, and the corneal epithelium
from epidermal ectoderm.67

The cornea is formed as a result of the last series of
major inductive events during eye development at ~5-6
weeks of human gestation, when the surface ectoderm
interacts with the lens vesicle (Figure 2). When they are

Figure 1 Electron micrograph of corneal endothelium under-

lying Descemet's membrane of the human comea (with
permission of Cell Image Library CIL: 10944* http: //creatwe-
commons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/legalcode).

Surlace ecloderm

completely apart, the space between them is filled with
perinuclear mesenchyme cells, from the neural crest. The
mesenchyme then condenses and forms several layers

i Anterior Cormneal
Lens vesiclo reous chamber epilheﬁum
Lip of . -
oplic cup 3 % 2
™ Vitreous
chamber
Mesenchyme
Primary slroma

= Lens

Endothelium
Mesenchyme

Mesenchyme

Secondary stroma

Figure 2 Formation of the cornea. The comea begins to develop when the surface ectoderm closes after the formation of the lens
vesicle and its detachment from the surface ectoderm. Mesenchymal cells (neural crest cells) invade the cornea and form the corneal -
stroma after condensation (with permission of Nature Publishing Group). Reprinted by permission from Macmillan Publishers
Ltd: Academic Press.”
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separated by extracellular matrix. The cells closer to the
lens become the corneal endothelium and the surface
ectoderm on the anterior surface, becomes the corneal
epithelium.%” Around the 78 mm stage, the endothelial
cells become flattened and tightly connected to one
another by tight junctions. Immediately anterior to this
layer there is a homogeneous acellular layer, which
becomes Descemet’s membrane. By the 120 and 165 mm
stages of development, the endothelial monolayer is of
uniform thickness spans the entire posterior corneal
surface and fuses with the cells of the trabecular
meshwork. The endothelial cells stay arrested in

the G1-phase of mitosis.?

The mechanisms of neural crest cell migration
are not fully understood. It is the coordinated action of
transcription factors and inductive signals that mediate
the proper development of the periocular mesenchyme.
Some of the transcription factors involved in these events
are: Foxcl, Foxc2, Lmx1b, Pax6, Pitx2, RARf}, RARy,
RXR¢, Six3, and Smad2.9-12

Pax6 is a known master gene involved in ocular
development. It is required for the development of all
layers of the cornea.’® In mice, it is regulated by Six3
and Lmx1b, and together with Sox2, acts on the surface
ectoderm to regulate the expression of crystalline
genes.'%™ Molecules like FGF2, TGFf1, TGEf2, and
Bmp?7 are also involved in regulating expression of Paxg.
FGF2 participates in the process of invagination of the
optic vesicle; together with Bmp?, it regulates the
optimal level of Pax6 expression.’®15 Bmp? indirectly
controls the Sox2 signal in the lens ectoderm, which
either upregulates or downregulates Pax6 expression,!6
TGFf1 and TGFf;2 have been shown to increase the
expression of Foxcl and Pitx2,"7'8 which are required for
the development of the ocular anterior segment.!?-2!

It has been proposed that the TGF-f§ subfamily members
initiate a supporting mechanism to regulate Pax6
function and transcription.?? In the corneal endothelium,
TGEf1 and TGFf12 modulate cell proliferation, cell
morphology, and collagen expression,23%*

In the mouse head mesenchyme, retinoic acid receptor
heterodimers RXR«/RARfS and RXR«/RARy regulate the
expression of Foxcl and Pitx2, and control the extent
of cell death during remodeling of periocular
mesenchyme.?® Together, Pax6, Lmx1b, and Pitx2 have
a key role in the maintenance of corneal endothelium
integrity.1®

Although there has been significant progress in the
understanding of human eye development during
embryogenesis, further research is needed to clarify the
mechanisms by which expression of these (and other)
transcription factors lead to the proper development of
corneal endothelium and other structures of the eye’s
anterior segment.
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Corneal endothelium physiology

The corneal endothelium consists of a 4-ym thick
monolayer of polygonal, mostly hexagonal cells, In the
adult, the average cell density is ~3000 cells/mm? and
the percentage of hexagonal cells is about 75%.2627
The density of corneal endothelial cells and their surface
changes throughout life are noted in Figure 3. From the
second to the eighth decade, the cell density declines to
about 2600 cells/mm? and the percentage of hexagonal
cells decreases to ~60%. The central endothelial cell
density decreases at an average rate of 0.6% per year.2829
To preserve ocular transparency, endothelial cell density
must remain above a critical level, usually between
400 and 500 cells/mm?3 Adjacent cells communicate
through gap junctions and tight junctions, whereas the
basal surface is adhered to Descemet’s membrane
by hemidesmosomes.3!32 Tight junctions (ZO-1) are
supramolecular assemblies, that form intercellular
junctions, and are found close to the apical domains of
the endothelial cells. This allows the endothelium to
function as a barrier, forming resistance to the
permeability of solutes and fluid through paracellular
transport routes, 3033

There are integral proteins in the cellular membrane,
the aquaporins (AQP), which with the Na+ /K +
ATPase pump participate in the fluid movement across
the endothelium and function as water selective
channels. The isoform AQP-1 is expressed by the corneal
endothelial cells and the lens epithelium 343>

Corneal endothelial cells secrete collagen type VIII,3
an important component of Descemet’s membrane that is
actively produced during cellular differentiation and
proliferation, as well as during postnatal development
and in vitro cell culture.?” Collagen VIIL is suggested to be
partially responsible for the correct assembly of
Descemet’s membrane to ensure corneal stability.3

Endothelial cells contain numerous mitochondria and
the Golgi complex, indicating that they are metabolically

A 30004000 ‘

cells/mm?

SR R et 18-20um
. 2500
cells/mm* 7
2000
cellsfmm?
g 40pm or more

Figure 3 Changes in corneal endothelial cell density and size
throughout life.
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active and secretory® This is related to the Na*/
K*-ATP pump and Descemet’s membrane secretion,
respectively. The former is a major function of the corneal
endothelium and is driven by ionte gradients located in
the basolateral side of the membrane.® An osmotic
gradient of sodivm is present between the aqueous
humor and the stroma and results in the influx of sodium
ions from the aqueous humor and in an efflux of
potassium ions in the opposite direction. Carbon dioxide
atso diffuses into the cytoplasm of the endothelial cells
and in combination witl water, bicarbonate ions are
produced in a reaction catalyzed by carbonic anhydrase.
The bicarbonate ions then diffuse or are transported into
the aqueous humor, Coupled with the movement of
bicarbonate ions there is a efflux of water across the
endiothelial cells into the aqueous humor? As a result
of this activity, the stroma maintains a water content

of ~78%.10

A characteristic of the neural crest origin of the corneal
endothelial cells is the expression of neuron-specific
enolase (NSE)*! Although NSE is found in several
tissues like smooth muscle cells, heart, and kidney, it can
be used as a diagnostic tool for the identificalion of this
cell type. A new monoclonal antibody has been
generated (9.3.E) as a specific marker for human corneal
endothelial cells (HCECs) that recognizes a protein
mainly accamutated in the cell membrane and is
useful for differentiating corneal endothelial cells from
other cell types, especially corneal keratocytes??

HCECs do not have a significant capacity for in vive
regeneration, thus making them unable to replace dead
or damaged cells.** This occurs because HCECs are
arrested in the Gl-phase of the cell cycle. Three
mechanisms have been identified that contribute to this:
(1) cell-cell contact-dependent inhibition, (2} lack of
effective growth factor stimuldation, and {3) TGF-g2
suppression of S-phase.

To maintain proper structure and function, endothelial
cells respond to minor damage with stretching and
centripetal migration into the injured area;™ however, an
increase in cell size {polymegathisin) and variation in cell
shape (pleomorphism) correlates to the reduced ability
of the cells to hydrate the cornea.*>*¢ Endothelial cell
density can be significantly decreased as a result of
trauine, refractive surgery, previous penetrating, or
endothelial keratoplasty or stress caused by disorders
such as diabetes, glaucoma, or endothelial
dystrophies. ¥ When endathelial cell density decreases
significantly, from the average of 3600 to nearly
1060 cells/mm* (as in Fuchs’ dystrophy) their function is
compromised, corneal transparency is lost and
surgery is required.™

There are promising therapies for corneal enclothelium
repair and wound healing, including the arrest of cell

Eye

loss, endothelial celt transplantation, and stitmulation

of fluid secretion by the remaining endothelial cells.>”!
Nevertheless, keratoplasty remains the main treatment to
repair this layer.”®® The complications associated with
this make the lreatment of endotheliopathies a challenge
for current and future research.

Clinical conditions of corneal endothelivm and
current {reatmenlts

Corneal blinduness represents the fourih leading cause
of blindness worldwide (5.1%) and is a major cause of
visual impairment after cataracts, glaucoma, and
age-related macular degeneration.” Ocular trawma and
corneal ulceration are also major causes of corneal
blindness®*3! and may result in 1.5-2.0 million new cases
of monocular blindness every year.™ Given the difficulty
of treating corneal blindness, public health prevention
programs are the most elfective options in terms of cost
to reduce the number of cases worldwide. In fact, the
main current treatment is keratoplasty; howeve, the
access to this surgery is very difficuit owing to lack

of donors, 5657

Corneal endothelial diseases that require corneal
transplant inclede: Fuchs’ dystrophy, bullous
pseudophakic keratopathy, posterior polymovphous
dystrophy, congenital hereditary endothelial dystrophy,
iridocorneal endothelial syndrome, and some
intermediate forms. The use of contaet lenses and the
effects of surgical pracedures can also affect the
endothelial tissue to a lesser extent, 19860 Fuchs!
dystrophy affects ~4% of the population over 40 years.
It is the major indication for penetrating keratoplasty in
the United States, which accounts for 10-25% of all
corneal transplants of different types, This is a significant
number considering that the annual number of corneal
transplants in the United States is more than 32 000.9!
This disease is characterized by the presence of deposits
on and thickening of Descemet’s membrane, as well as
changes in the shape, and size of the endothelial cells.
The cornea progressively and slowly becomes opaque,
causing blurred vision.5?

Although penetrating keratoplasty has been the
slandard procedure for most diseases of the cornea, the
outcomes are not usually expected due ko several factors,
including the risk of immune-mediated graft rejection,
and a significant Increase in the prevalence of glaucoma
foltowing transplantation, as concluded by Allouch ef ai®?
and Vaidez-Garcia ef al.5* Therefore, an ideal strategy
would be to replace only the damaged layer.

In the last several years there have been breakthroughs
in the field of corneal endothelial transplantation, such as
the development of endothetial keratoplasty aml
Descemet’s skripping endothelial keratoplasty (DSAEK)
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techwiques. In 2005, only 4.5% of the donor corneas were
used for endathelial keratoplasty. By 2007, this number
increased to 50%.5 Nevertheless, the main problem with
endothelial keratoplasty is a postoperative cell loss
comparable to or higher than that observed with
peneteating keratoplasty.® It has been documented Lhat
endothelial cell density decreases ~49% 24 months post-
surgery and that cell foss can be higher in patients with
previous glaucoma surgery. Neither donor age nor initial
cell density proved to have significant influence on
enctothelial cell loss, The most promising strategy by
which postoperative cell loss can be reduced effeclively
is the strict and adequate lowering of intraccular
pressure.5 Techniques such as Descemet’s membrane
endothelial kerateplasty and Descemet's membrane
automated endothelial keratoplasty were developed,
offeting better visual resulls, with less scarring and less
opfical stromal aberrations. These procedures opened the
possibility to replace the corneal endothelum with
endothelium reconstrucied by bioengineering %
However, clinically available procedures with artificial
corneas have Hmitations such as inflammation of the
retroprosthetic membrane and development of
glaucoma, and are reserved for high-risk patients.86
The limited availability of donor corneas and the
current issues in surgical procedures require the
development of new methods in the field of tissue
engineering in order to improve corneal enclothelial celi
survival and increase corneal endathelial cell density.
The emergent strategies in the field of cell biology and
tissue cultivation of corneal endothelal cells aim at the
production of transplantable endothelial cell sheets.

Cell therapy

Currently, cell therapy is aimed at reducing the problem
of the lack of donor tissue, To repair the corneal
endothelivm, celi therapry focuses on the culture of
corneal endothelial cells retrieved from the donor, in the
donor’s cornea, followed by transplantation into the
recipient. Recent reports have demonstrated that corneal
endothelial cells possess the ability to undergo milosis in
culture using these methods, HCEC ex vive models are
able to overcome the Gl-phase and complete the cell
cycle; this occurs after the release of cell-cell junctions
and in the presence of appropriate growth factors. In fact,
it has been proven that endothetial cells from both central
and peripheral aveas of the cornea proliferate in vitra’
and that they can be cultured from young and adult
donors, obtaining similar numbers of cells when
specific growth factors are used.”!

To successfully engineer human corneal endothelium
from a small number of cells, the processes of isolation,
preservation and expansion are critcal. Recently,

Cotneal endothelium ve regeneration
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research has focused on overcoming the challenge of
harvesting HCECs. It is known that the main factors that
influence the mitotic capacity of HCECs in vitro are: the
method of culture, the rature of the growih factors
contained in the medium, and the viability of the donor
cornea. The latter is influenced by age, cell densily, donor
death-lo-preservation time, preservation period, overall
health of the donor, and the specific cause of death.”?
The common methodelogy to isolate endothelial cells
involves: (1) the retrieval of the corneat endothelium,
(2} dissociation of cell junctions in paired Descemel’s
membrane/endothelial layer, and (3} culture in proper
media, Based on the method used to dissociate the cell
junctions, the procedures have been classified as
enzymatic and non-enzymatic, The first is based on the
use of enzymes such as collagenase, trypsin, or
dispase. %7 This technique has the tendency of leading
to cellular degradation due to the incubation time
required to detach cells from the matrix, and because it
also allows for the dissocialion of the collagen matrix in
which the keratecyles are located. Additionally, it

often results in contamination from the stromal cells,

To overcome this problem, maguetic cell separation
improves HCECs yield, allowing for a high separation
efficacy.? The non-enzymatic method is based on the use
of ethylenediamine tetraacelic acid (EDTA) lo release
celt-cell junctions at the same time as it promotes cell
division upon exposure to mitogens3 #0727 [y this
process, EDTA can also cause cell damage and

decrease cell yield.”” There is a combined method

that uses collagenase [[ to generate preservable HCEC
aggregates and a brief treatment with trypsin/EDTA
leading to a high proliferation rate with less cell
dnmilgeh7r3

The addition of several different growth factors in
the culture media has been used to promote HCEC
expansion, The use of insulin and basic fibroblastic
growth factor (bFGF) have been shown to promote
mitosis in cells from peripheral cornea but not in the
centzat zone.”? In another study, nerve growih factor
(NGF) along with bovine pituitary extract and epidermal
growth factor (EGF) supported the expansion of cells
from both central and peripherat areas of the cornea.?2 In
addition, a recent study concluded that a culture media
that combines EGE insulin, transferrin, bFGFE, NGFE and
pituitary extract promotes proliferative capacity up to
the third passage.’?

In order to replicate the monolayer of the corneal
endothelium, there have been developments to maintain
cell morphology, density, and function, Materials like
collagen, amniotic membrane, and biodegradable
polymers have successfully been used in cutture media
and animal models.2# Porcine corneal matrix and
Descemetl’s membrane have also been used as scaffolds
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for transplanted cells allowing good transparency in cat
and rat corneas, and maintaining cell properties after the
transplant.%8 Human decellularized stromas have been
usedt lo cutture HCECs, allowing them to retain the
expression of Na* /K*-ATPase and Z0-1 markers for
greater than 14 days.® Hydrogel lens have also proved to
be useful as a carrier device to transplant corneat
endothelial cells in rabbils, maintaining graft clarity
without signs of rejection and inflammation 5 An
additional method consists of the use of
superparamagnetic microspheres incorporated into
HCECs before transplantation and their alienation after
the transplant toward a magnetic field source. This
method has allowed cell attachment to corneal stroma
without affecting cell viability or light transmittance in
an ex vivo model 25 Major advances have been reached in
this field; however, efforts in developing new scaffolds
are stilt focused on achieving full clarity of the

cornea after transplantation, optimizing the number

of steps needed for their production, and the
generation of new bioinembranes to be used in

surgical proceduwes.

As an alternative Lo cultured HCECs, the use of corneat
endothelial precursors from the peripheral cornea has
demonstrated to be effective, Corneal endothelial stem
cells are found as a sequestered niche at the junctional
region betiveen corneal endothelivin and the trabecular
meshwork, and are suggested to be a cell supply
activated during wound healing®” For their isolation, a
sphere-forming assay method is developed, in which the
cefls obtained from the corneal endothelinm-Descemet’s
membrane complex are cultured under floating
conditions and generate proliferating spheres, that
produce neuronal and mesenchymal cell proteins 348
These corneal precursor spheres have been tested in an
animal model of bullous keratopathy, without the use of
a biocompatible carvier; they are injected direcily into the
anterior chamber and by placing the eye in downgaze
enables their attachment to Descemel’s membrane and
corneal clarily can be achieved 709

The production of corneal endothelial grafts from the
same patient by culturing HCECs, or their precursors
represents a valuable tool for reducing the risk of
rejection in allogeneic transplants, However, the
therapeatic use of stem cells in the cornea still vequires
an intact comeal stem cell compartment, which
contradicts the main indication for the transplant.
Furtherimore, the amount of stem cells found in these
compartments is very low and may require prolonged
ex vive culture to generate enough cells for a successful
transplant® Thercfore, further research is needed to
find an alternative tssue source for corneal
endothelial reconstruction, such as cells of
extra-ocular origin.

Eye

Potential of using adult stem cells in the regeneration
of corneal endothelium

Adult stem cells, especially those found in adipose tissue,
bene marrow, and those obtained from umbilical cord
blood have been widely studied for the development of
new therapies for degenerative diseases.® They have
sell-renewal and plasticity characteristics, pius they have
an advantage over embryonic and fetal stem cells by
being easy to obtain and culture. In addilion, they do not
face ethical problems, because it is feasible to obtain them
from the same patient.™

Stem cells obtained from bone marrow and adipose
tissue can differentiate into different cell {ypes including
chondracyles, osteocytes, myocytes, and neural cells; the
tatter have been successfully obtained and used in an
animal model in ouwr laboratory,%

Bath types of adult stem cells express very similar
surface markers and genes;’s however, the procedure
required to obtain bone marrow stem cells (BMSCs) can
be uncomfortable for the patient. The amount of BMSCs
collected is often low and the proportion of stem ceils
compared with the total number of nucleated cells is very
low (0.001-0.01%). Subcutaneous adipose tissue is more
abundant and often waste product in liposuction
cosmetic and therapeutic type.”%8 The ability of adult
stem cells to secrete different types of molecules with
anti-apoptotic, immunomodulatory, angiogenie,
chemoattractant, and anti-scarving properlies provides
the basis for their use in regenerative medicine,
Investigative therapies have been used in clinical trials
with some designed to treat autoimmune diseases,
including multiple sclerosis, lupus erythematosus, and
Crohn’s disease, as well as diabetes mellitus, myocardial
infarction, different types of cancer, neurological
disorclers, and ocular surface diseases.?3

Several animal model reports support the wse of adult
stem cells as therapy for corneal diseases. [n a study
made using Lum =/~ mice (homozygous for disruptions
in the lumican gene that produces aberrant colfagen
{ibrils in the cornea), the intrastromal corneal injection of
stem cells from umbilical cord blood was followed for
3 months post treatment. The corneal transparency
returned after 12 weeks with an increase of about 10% in
stromal thickness, which was recorded after 8 weeks
with no imawne rejection.’® In another study, a rabbit
model for limbal stem cell deficiency was used to
transplant bone marrow stem cells suspended in fibrin
gel 10! After 28 days, the corneas were completely
epithelialized and transplanted stem cells expressed
cytokeratin 3, a protein expressed by corneal epithelial
cells. They had secondary reactions like
necvascularization, corneal apacificatlon, and
inflanmation. However, these are short-term resulis aned
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overall, the study provides evidence that bone marrow
stent cells caw be used for the treatment of corneal
disorders. As an aliernative, differentiated adult stem
cells into corneal endothelial cells have demonstrated
efficacy in the corneal clarily restoration in animal
models. Iin our experience, differentialed cells are move
likely to promote healing processes as comparad with the
effect of only adult stem cells (tmpublished data). In
2019, Du ef al'? demonstrated that stem cells isolated
from hunnan adipose Hssue can differentiate into corneal
keratocytes. After 3 weeks in pellet culture with enriched
medium, stemn cells adopied the keratocyte phenotype
and expressed keratocan and keratan sulfate. In this
study, the addition of bovine corneal extract to the
culture medivm did not enhance the levels of expressed
keratocan, which suggest that differeniiation relies more
on the three dimensional culture environments than on
molecalar supplementation. A different study,
demonstrated the ability of endothelial progenitor
cells from bone marrew to differentiate into corneal
endothelial celis.f In this experimend, the co-culture of
corneal endlothelial cells with endothelial bone marrow
precursors for 1 days produced endothelial-like cells
and the expression of AQP-1, tight junctions, and NSE.
Moreover, differentiated cells were transplanted using
porcine corheal acellular matrix as carrier into cal’s
corneas with stripped endothelivm, returning
corneal transparency after 28 days with little edema.

Recently, we reported a preliminary
over-representation analysis of the main difference in the
gene expression pattern between adipose mesenchymal
stem cells and corneal endothelial cells to set a baseline
for in vitre differentiation assays."™ In this study, we
identified 195 highly different expressed genes and their
related pathways, protein interactions, growth factors,
and blological processes. These data provide a valuable
tool for designing a more appropriate induction media.

Among the animal models vsed for adult stem cell
transplantation into corneal endothelivim, White New
Zealand rabbit has demonstrated to be advantageous
given its resemblance with human corneal endothelium.
Itn a previous study, we demonstrated that rabbits older
than 6 months possess limited replicative ability to
restore corneal endothelium, making it a suitable
model of the human cornea in endothelial wound
healing studies.'®

In order to be used as therapy for the regeneration of
the corneal endothelium, bioengineered tissue needs to
overcoeme the limits of obtaining functional cells in
enough quantities for transplantation, devetopment of
better techniques of tissue engineering to grow an ex vive
endothelial cell sheet, and improve the mechanisms to
slow the loss of endothelial cells following
transplantation. Current results represent important
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progresses in the development of new stralegies based
on alternative sources of tissue for the treatiment of
corneal endaotheliopathies.

Conclusion

The lack of donor tissue for corneal transplants makes
endotheliumn regeneration a challenge for researchers.
The recently discovered ability of corneal endothetial
cells to proliferate in vitre has opened the possibility
of regenerating the corneal endothelium through
bicengineering.

Currently, research is aimed at identifying optimal
conditions for the isolation and culture of corneal
endothelial cells and the optimal biomaterlals use as
scaffolds in transplantation. Differentiation assays
should be supported by generic expression studies in
ordet to ensure specific cell functionality. The advances
of animal models show promising results, allowing for
recovery of cornea transparency almost entirely.

Moreover, mesenchymal stem cells oblained from
umbilical cord blood and bone marrow have shown an
ability to regenerate the endothelium in animal models.
Recently, it was demonstrated that in adipose tissue stem
cells are found in quantities greater than those found in
bone marrow, providing a more accessible source of cells,
Fucthermore, the discovery of progenitor cells in the
periphery of the cornea has also shown potential for their
use in healing the endothelium. Thus, bicengineered
corneal endothelium using cells from the sane patient
represent a potential new treatment to restore visual
acuity in patients with critical reduced endothelial
corneal density. This new treatment would eliminate the
main problems of corneal transplantation: lack of donors,
the possibility of immune reaction after the suegery, and
post-surgical complications such as {nfection and
development of glaucoma,
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Abstract

molecular markers expression.

Objectives: Corneal endothelial cell (CEC) isolation and harvest aim to produce engineered grafts to solve donor
corneal tissue shortage, To yield high amounts of CEC maintaining morphological and molecular characteristics,
several isolation and culture conditions are reported. Here, we combined direct explant culture, with three different
coating conditions and a two-step media approach to compare confluence efficiency, morphology, and specific

Data description: Confluence was reached after 2 weeks in the three coating conditions (Matrigel, collagen |, and

in uncoated plates) using a two-step approach (proliferative medium without pituitary extract, followed by stabilizer
basal medium). Na/K-ATPase and GPC4 markers were detected by immunocytochemistry while GPC4, CD200, and
TIP1 by RT-PCR in the three CEC coating culture conditions. CEC in proliferative medium showed spindle morphology
in the three conditions. Polygonal morphology was seen in CEC cultures using basal medium under uncoated and
collagen | coated plates, CEC cultured in Matrigel-coated plates remained with spindle morphology in basal medium.

Keywords: Corneal endothelium, Primary cell culture, Collagen |

Objective

Corneal endothelial cell (CEC) isolation and harvest aim
to produce engineered grafts to solve donor corneal tis-
sue shortage. To yield high amounts of CEC maintain-
ing morphological and molecular characteristics, several
isolation and culture conditions are reported. Isolation
by enzymatic digestion using collagenase, dispase, and
trypsin—EDTA yields high proliferation rates. However,
this treatment can decrease the viability of CEC obtained
[1-3]. Culture conditions comprise the use of substrate
coated plates and media with different supplementation,
including growth factors such as epidermal (EGF), basic
fibroblastic (FGFb), neural (NGF), and insulin growth
factor (IGF), along with pituitary extract (PE), CaCl,,
and ascorbic acid among others, which provides different
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outcomes in terms of morphology and specific molecular
markers expression [3].

This work is focused on the generation of tissue grafts
for future corneal endothelium engineering [4-9]. Pre-
liminary results showed that CEC can proliferate when
isolated by enzymatic digestion and using a previously
reported supplemented medium containing PE [5, 6,
9]. However, isolation by enzymatic digestion yielded
low amounts of viable cells (data not available). In addi-
tion, the use of PE and FBS generates uncertainty about
the components needed for the control of cell identity
and proliferation. To set the best conditions for isolation
and harvesting of CEC of rabbits for tissue engineering
purposes, we tested the removal of enzymatic diges-
tion using direct explant culture, the two-step media
approach that uses a proliferative media without PE, and
three different coating conditions (Matrigel, collagen
I and no coated plate). We compared the outcomes in

©The Author(s) 2018.This article is distributed under the terms of the Creative Commons Atlribution 4.0 International License
(hup//ceeativecommons.org/licenses/by/4.04), which permits untestricted use, distribution, and reproduction In any medium,
provided you give appropriate credit to the original autho(s) and the source, provide a link to the Creative Commeons license,
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publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwdse stated.



Zavala et al. BMC Res Notes (2018) 11:48

terms of confluence efficiency, morphology, and specific
molecular markers expression.

Data description

Materials and methods

Six White New Zealand rabbits 3-month-old were sacri-
ficed under general anesthesia with and a lethal intracar-
diac injection of sodic pentabarbital. A corneoscleral rim
excision was made and the conjunctiva was dissected.
Lens and aqueous humor were removed and the cor-
neas were obtained. Under sterile conditions, Descem-
et's membrane were separated from corneal stroma and
rinsed with basal stabilizer medium (SM) containing
OptiMEM-1 8% fetal bovine serum (FBS) and 1% anti-
biotics. Corneal endothelia were peeled off from the
Descemet's membrane and a ~ 5 mm? section was cul-
tured in proliferative medium (PM) containing Opti-
MEM-I 8% FBS, 20 ng/mL of nerve growth factor (NGF),
5 ng/mL of epidermal growth factor (EGF), 200 pg/L
of calcium chloride, 20 pg/mL of ascorbic acid, 0.08%
chondroitin sulfate, and antibiotics over Matrigel, colla-
gen I or no coated plate until confluence (~ 90% of the
plate showed adherent cells, ~ 15 days). The plates were
tripzinised and cultured in SM. Morphological changes
were photodocumented. RNA was isolated from CEC
cultured in PM and SM. Final point RT-PCRs were made
to analyze the expression of the specific CECs markers:
glypican-4 (GPC4), tight junction protein 1 (TJP1), and
CD200; housekeeping gene glyceraldehyde phosphate
dehydrogenase (GAPDH) was used. Electrophoresis of
PCR products was performed on a 2% agarose gel and
the bands were photodocumented. Immunocytochem-
istry was performed to analyze the presence of GPC4
(Abcam, ab150517, Cambridge, UK) and Na/K-ATPase
(Abcam, ab176163, Cambridge, UK) in CEC cultured
in each condition. Images were obtained with a fluo-
rescence inverted microscope. Detailed description of
experimental procedures (rabbit euthanasia, corneal dis-
section, RNA isolation, RT-PCR parameters, and immu-
nocytochemistry) along with manufacturer information

Table 1 Qverview of data files/data sets
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of reagents, equipment, and software is provided in the
data repository.

Results

The figure in data file 1 (located in Figshare: https://
doi.org/10.6084/m9.figshare.5771484.v1) shows repre-
sentative results of the morphological changes of CEC
cultures. CEC cultured for 7 days in PM over Matrigel,
collagen I and uncoated plates showed spindle morphol-
ogy. After medium was replaced using SM, characteristic
polygonal morphology of CEC was clearly observed after
48 h in collagen I and uncoated plates. CEC in Matrigel
remained with spindle morphology. After cultivation in
SM over Matrigel, collagen I, and uncoated plates, CEC
expressed GPC4 and Na/K-ATPase. Positive immuno-
cytochemistry results of GPC4 in CEC cultured in col-
lagen I and uncoated plates and Na/IK-ATPase in CEC
cultured in Matrigel are shown (data file 2, located in
Figshare: https://doi.org/10.6084/m9.figshare.5771496).
CEC cultured with PM over Matrigel and uncoated
plates, and CEC cultured in SM over callagen I, Matrigel,
and uncoated plates expressed GPC4, CD200, TJP1, and
GAPDH (data file 3, located in Figshare: https://doi.
org/10.6084/m9.figshare.5615449.v9).

In summary, PM (with no pituitary extract) followed
by a SM over uncoated and collagen I coated plates pro-
motes CEC proliferation from primary explant, polygonal
shape acquisition and the expression of canonical mark-
ers of CEC. Matrigel coated plates also promoted CEC
proliferation and expression of canonical markers, but
failed to allow the acquisition of polygonal shape, which
is essential for CEC to be used for corneal engineering
purposes.

Limitations

This experiment aimed to provide evidence of the advan-
tage of isolating corneal endothelial cells from direct
explant culture using a two-step approach over collagen
I and uncoated plates. Shortcomings that prevented the
data to be used as part of a full research paper were:

Label Name of data file/data set File types Data repository and identifier  License
(file extension) (DOl or accession number)

Datafile 1 Morphological changes of corneal endothelial cells cultured in TIF Figshare (https//dol.org/10.6084/ CC-BY 4.0
proliferative and stabilizer media over ccllagen 1, Matrigel and m9figshare.5771484.:1)
uncoated plates

Datafile 2 Immunacytochemistry of GPC4 and ATPase in corneal endothelial ~ TIF Figshare (https//doi.org/10.6084/ CC-BY 4.0
cells cultured in stabilizer medium over collagen |, Matrigel and m9/figshare.5771496)
uncoalted plates

Data file 3 RT-PCR results for the expression of GPC4, CD200, TIP1,and GAPDH  TIF Figshare (https//dol.org/10.6084/ CC-BY 40

in comeal endothelial cells cultured in stabilizer and proliferative

media over collagen I, Matrigel and uncoated plates

m3.figshare.5615449.v9)
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+ Data collection of immunocytochemistry was not
possible for all treatments, given the small amount of
CEC obtained for each preparation.

+ Data collection of CEC markers expression for RT-
PCR in cells cultured in collagen I with proliferative
medium was not possible given the small amount of
RNA obtained.

+ It was not possible to obtain fresh rabbit corneas to
repeat the experiments.

Abbreviations
CEC: corneal endothelial cells; GPC4: glypican 4; TIP1: tight junction protein 1;
GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase,
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