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Propésito: La destruccién de la barrera del epitelio limbal es el mecanismo mas importante
en la formacién del pterygium. Se piensa que proviene de la activacién y proliferacién de
células madre (stem cells) del epitelio limbal. El objetivo de este estudio ha sido determinar
la presencia de células mesenquimaticas indiferenciadas (stem cells) en cultivos celulares
obtenidos de pterygium humano.
Métodos: Las células de 6 pterygium humanos fueron aisladas mediante explantos y cultiva-
das en amniomax. Al alcanzar la confluencia, las células fueron sembradas en microplacas
de 24 pocillos. Los cultivos celulares fueron estudiados en el 2.° subcultivo. Se analiz6
mediante inmunofluorescencia la expresién de los marcadores de células madre embrio-
narias, OCT3/4 y CD9. Los diferentes fenotipos celulares fueron caracterizados con los
anticuerpos monoclonales anti-CD31, a-actina y vimentina.
Resultados: Toda la poblacién celular obtenida de pterygium mostrd expresién para vimen-
tina. Menos de un 1% de las células presentaron expresién para los marcadores CD31 y
a-actina. La mayor parte de la poblacién celular fue positiva para los marcadores embrio-
narios OCT3/4 y CDO9.
Conclusién: La poblacién celular expandida a partir de pterygium estd compuesta por células
de fenotipo mesenquimal, que muestran expresién de marcadores embrionarios OCT3/4 y
CD?9. Esta poblacién, con un alto grado de indiferenciacién, podria ser responsable de la alta
tasa de recurrencia del pterygium tras su extirpacién quirtrgica.
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ABSTRACT

Background: Destruction of the limbal epithelium barrier is the most important mecha-
nism of pterygium formation (conjunctiva proliferation, encroaching onto the cornea). It
is thought to arise from activated and proliferating limbal epithelial stem cells. The objec-
tive of this study is to evaluate the presence of undifferentiated mesenchymal cells (stem
cells) in cultured cells extracted from human pterygium.

Material and methods: Cells from 6 human pterygium were isolated by explantation and pla-
ced in cultures with amniomax medium. Once the monolayer was reached the cells were
seeded onto 24 well microplates. The cells were studied in the second sub-culture. The
immunohistochemical expression of different embryonic stem cell markers, OCT3/4 and
CD9, was analysed. The differentiated phenotypes were characterised with the monoclonal
antibodies anti-CD31, a-actin and vimentin.

Results: All the cell populations obtained from pterygium showed vimentin expression. Less
than 1% of the cells were positive for CD31 and «-actin markers. The majority of the cell
population was positive for OCT3/4 and CD9.

Conclusions: The cell population obtained from pterygium expressed mesenchymal cell phe-
notype and embryonic markers, such us OCT3/4 and CD9. This undifferentiated population

could be involved in the large recurrence rate of this type of tissue after surgery.
© 2010 Sociedad Espafiola de Oftalmologia. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights

reserved.

Introduccién

El pterygium se caracteriza por un crecimiento fibrovascular
de la conjuntiva que se extiende a través del limbo, invadiendo
la cérneal. Se trata de una afeccién de la superficie ocular rela-
tivamente frecuente, més prevalente en sujetos de paises con
climas cdlidos, donde la exposicién a la radiacién ultravioleta
es mds intensa?. Histopatolégicamente se trata de un epitelio
conjuntival atréfico, bajo el cual existe un tejido engrosado,
hipertréfico, de tipo conectivo con degeneracién elastoide3. La
extension y severidad de dicho tejido fibrovascular se consi-
deran factores predictivos de recurrencia tras la cirugia.

La etiopatogenia del pterygium no es del todo conocida,
aunque se ha relacionado con factores ambientales como la
radiacién ultravioleta, irritacién e inflamacién crénica. En la
actualidad se acepta que el desarrollo del pterygium tiene
lugar en dos fases, la rotura inicial de la barrera epitelial
cérneo-conjuntival y el crecimiento del pterygium. La radia-
cién ultravioleta danaria las células madre limbares, de forma
directa por su efecto fototéxico y de forma indirecta por la
formacién de radicales libres que son altamente lesivos*. En
estas células madre danadas existe una expresién alterada
del gen de supresién tumoral p53, que causaria la modifica-
cién de las vias de apoptosis® y ademas, estas células limbares
degeneradas son capaces de incrementar la expresién de las
metaloproteinasas de la matriz (MMP-1, MMP-2 y MMP-9) que
serian responsables de aumentar la rotura de la barrera epi-
telial cérneo-conjuntival®. En el crecimiento del pterygium,
han sido implicados diversos factores de crecimiento fibroan-
giogénico, como el factor de crecimiento fibroblastico (FGF),
factor de crecimiento epidérmico ligado a la heparina (HB-
EGF), factor de crecimiento tipo insulina ligado a proteina 2
(IGFBP), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de cre-
cimiento del tejido conectivo (CTGF) y sobre todo el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF)’”~10,

El objetivo de este estudio ha sido determinar la presencia
de células mesenquimales indiferenciadas en cultivos celula-
res obtenidos de pterygium humano, con idea de mejorar los
conocimientos de los mecanismos fisiopatoldgicos implicados
en este proceso degenerativo.

Material y métodos

Seleccion de la muestra

Un total de 6 muestras procedentes de 6 pacientes con
pterygium fueron incluidas en el estudio. El consentimiento
informado fue firmado por todos los participantes. Los crite-
rios de inclusién fueron los siguientes: 1) pterygium primario
carnoso y pterygium activo que invadia en mas de 3mm la
cérnea; 2) no cirugias ni traumatismos previos en el ojo afec-
tado, y 3) no padecer enfermedades oculares y sistémicas que
pudieran alterar la morfologia de la superficie ocular.

Intervencion quiriirgica

En todos los casos se realizé una reseccién simple del ptery-
gium con aplicacién intraoperatoria de mitomicina C. La
anestesia conjuntival se indujo con la instilacién de coli-
rio de clorhidrato de tetracaina (Colirio anestésico doble®,
Alconcusi, Barcelona, Espana) combinada con una inyeccién
subconjuntival de 0,5ml de lidocaina al 2% con epinefrina
al 1:200.000 en el cuerpo del pterygium, usando una aguja
de 25-G. La cabeza del pterygium fue disecada de la cérnea
con un bisturi Bard-Parker n.° 15 y el cuerpo del pterygium
junto con la tenon subyacente, fue escindido con tijeras de
Wescott, dejando la esclera expuesta. La mitomicina C 0,02%
(0,2mg/ml) fue aplicada directamente sobre el lecho escle-
ral durante 1 minuto, a continuacién la superficie ocular fue
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irrigada con solucién salina balanceada. Las suturas conjun-
tivales (7-0 vicryl, Ethicon) fueron extraidas a los 7 dias de
la cirugia. Se prescribié tobramicina y dexametasona tépica
(Tobradex®, Alconcusi, Barcelona, Espana), 4 veces al dia
durante 1 mes. El tejido extraido fue inmediatamente sumer-
gido en medio minimo esencial (MEM) estéril y almacenado a
4°C hasta su traslado al laboratorio.

Obtencion de la poblacién celular

Bajo condiciones de esterilidad, utilizando una cabina de
flujo laminar de tipo II (Telstar AV 30/70, Telstar SA, Madrid,
Espania), el tejido extraido quirdrgicamente fue cortado, con
ayuda de un bisturi, en piezas de 1 mm?. Estos explantos fue-
ron depositados sobre el fondo de frascos de cultivo tipo Roux
de 25 cm? de superficie (Nuclon-Intermed, Nunc A/S, Roskildo,
Denmark), a los que se les aftadié 3ml de medio de cultivo
amniomax (Gibco BRL). Los frascos de cultivo fueron incu-
bados a 37°C en presencia del 5% de CO; en una estufa de
cultivo celular. El medio de cultivo fue reemplazado 2 veces por
semana. Una vez que las células crecieron hasta la confluen-
cia, fueron subcultivadas mediante tratamiento enzimatico
con tripsina-EDTA (Gibco BRL). Las células obtenidas del 1¢*
subcultivo fueron utilizadas en los experimentos siguientes.

Caracterizacion de la poblacién celular

Las células procedentes del primer subcultivo fueron sembra-
das sobre cubreobjetos estériles en microplacas de 24 pocillos.
Por un lado fueron fijadas durante 30 minutos en liquido de
Bouin, aclaradas durante 10 minutos en etanol 70° y lavadas
con tampoén fosfato salino (PBS). Las células procedentes de
pterygium fueron sometidas a ensayos de inmunofluorescen-
cia con anticuerpos primarios anti-a-actina de musculo liso,
anti-vimentina y anti-CD31 (Sigma, St. Louis, Mo., USA). Se
empleé un anticuerpo secundario conjugado con FITC (Sigma,
St. Louis, Mo., USA). Los nucleos fueron contrastados con 4’,6-
diamino-2-phenylindole-dihydrochloride (DAPI).

La identificacién de marcadores caracteristicos de célu-
las madre embrionarias fue realizada en células fijadas con
paraformaldehido 4% durante 20 minutos a 4°C. Los anti-
cuerpos empleados fueron: anti-OCT3/4 y anti-CD9 (R&D
System, PAIS). Se utilizaron anticuerpos secundarios conju-
gados con FITC y rodamina (Jackson Laboratories Inc. West
Grove, USA). En todos los casos, los nucleos fueron contrasta-
dos con 4’,6-diamino-2-phenylindole-dihydrochloride (DAPI).
Los controles negativos se realizaron sustituyendo el anti-
cuerpo primario por una solucién de PBS. Los cultivos celulares
obtenidos de pterygium fueron observados y realizado el
recuento en un equipo de microscopia confocal Leica SP5
(Leica, Germany).

Resultados

En todos los casos se pudo observar que a los 2 dias de cultivo
empezaban a aparecer células que partian de los diferentes
explantos de pterygium depositados sobre el frasco de cul-
tivo y éstas incrementaban la poblacién rapidamente (fig. 1).
El 100% de la poblacién celular obtenida del pterygium pre-

Figura 1 - a) Imagen de microscopia éptica invertida de un
explanto de tejido obtenido del pterygium (TP), a partir del
cual se obtienen las poblaciones celulares en cultivo (10x).
b) Aspecto del cultivo celular tras el primer subcultivo (10x).

sentd positividad para la proteina vimentina. Los filamentos
de vimentina aparecian bien definidos en el citoplasma celu-
lar de la poblacién, tanto de menor como de mayor tamano
(fig. 2a). Por el contrario, un minimo porcentaje (0,98%) de la
poblacién celular presenté expresién para el marcador alfa-
actina. Los filamentos de alfa-actina aparecian bien definidos
en la poblacién celular de mayor tamariio, en la que la actina
se encontraba polimerizada en filamentos (fig. 2b). En el resto
de la poblacién, podia observarse en algunas células un mar-
caje punteado en el citoplasma que indicaba la existencia de
actina sin polimerizar. Cuando el marcador CD31 fue anali-
zado, un minimo porcentaje de la poblacién celular obtenida
del pterygium (0,39%) mostraba expresion (fig. 2c).

En el andlisis de la expresién de los marcadores de células
madre embrionarias se comprobé que la mayoria de la pobla-
cién celular era positiva para ambos marcadores, OCT3/4 y
CD?9. El marcaje para OCT3/4 aparecia en todos los casos locali-
zado en diferentes areas especificas dentro del nucleo celular.
Practicamente la totalidad de la poblacién celular (97,31%)
mostrd expresién positiva para OCT3/4 (fig. 3a). Por el contra-
rio, el marcaje para CD9 se localizaba a nivel de la membrana
plasmadtica, sobre toda su superficie. La totalidad de las célu-
las obtenidas del pterygium mostraron positividad para CD9
(fig. 3b).
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Figura 2 - Imagenes de las poblaciones celulares
procedentes de pterygium sometidas a ensayos de
inmunofluorescencia con anticuerpos primarios: a)
anti-vimentina (20x), b) anti-a-actina de musculo liso (63x),
y c) anti-CD31 (20x). Todos los niicleos celulares se
encuentran contrastados con DAPI.

Discusion

Clasicamente, el pterygium ha sido considerado como una
enfermedad degenerativa crénica con degeneracién elastoide
causada por la irradiacién ultravioleta®'. Sin embargo, més
recientemente se ha demostrado que el pterygium es en

N
X
a

Figura 3 - Imagenes de la identificacién con técnicas de
inmunofluorescencia de los marcadores caracteristicos de
células madre embrionarias. a) Marcaje para el factor de
transcripcién OCT3/4, limitado a zonas especificas dentro
del niicleo celular (flechas), (20x). b) Marcaje para CD9 (20x).
Todos los nicleos celulares se encuentran contrastados con
DAPI.

realidad una enfermedad proliferativa. Hallazgos histopato-
légicos revelan hiperplasia epitelial y un tejido fibrovascular
exuberante en su estroma’?. El objetivo de nuestro estudio
ha sido caracterizar la poblacién celular obtenida de este
tejido y comprobar si expresan marcadores de células madre
indiferenciadas.

No existe mucha bibliografia sobre el estudio de la pobla-
cién celular obtenida a partir de pterygium. En un estudio
inmunohistoquimico’3, se identificaron miofibroblastos con-
tractiles (a-actina positivos) en la poblacién celular obtenida
in vitro, asi como en el tejido extirpado de pterygium prima-
rio y recurrente. Nuestros resultados revelan que en nuestra
poblacién, el porcentaje de células a-actina positivas es muy
bajo (inferior 1%), mientras que se expresa mayoritariamente
vimentina, La vimentina es un filamento intermedio del
citoesqueleto, expresado por las células indiferenciadas en
cultivo para adherirse y adaptarse al sustrato subyacente. La
expresion de vimentina ha sido referida por varios autores!>4
en su poblacién de miofibroblastos, afirmando que el ptery-
gium se originaria por la invasién de células basales epiteliales
limbales alteradas que expresan vimentina. Ademas, se ha
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observado la presencia de células epiteliales que expresan
vimentina no sélo en la superficie del pterygium, sino también
en la conjuntiva aparentemente normal adyacente al ptery-
gium, sugiriendo que la reseccién quirirgica incompleta de
estas células seria la responsable de la alta tasa de recurrencia
del pterygium?®.

Dado que la expresién de vimentina se relaciona con
células en un estadio de indiferenciacién, nos propusimos
investigar la expresién de marcadores de estadios mas pre-
coces en la diferenciacién celular. Existe un gran nimero de
factores de transcripcién esenciales para el mantenimiento
del estado de las células madre embrionarias, pero el OCT3/4
es el mejor caracterizado. El OCT3/4 es esencial para el
mantenimiento de la pluripotencialidad de diferentes tipos
celulares, estd criticamente implicado en la autorrenovacién
de las células madre embrionarias indiferenciadas y debe ser
expresado por encima de un nivel critico para preservar el
estado de célula madre’®.

Este estudio utiliza marcadores de células madre indiferen-
ciadas, como son el OCT3/4 y CD9, con el objetivo de caracteri-
zar el grado de diferenciacién de la poblacién celular obtenida
de pterygium. El marcador CD9 es una proteina trans-
membrana que se expresa en células madre embrionarias
indiferenciadas y disminuye su expresién significativamente
tras la diferenciacién celular’. Nuestros hallazgos revelaron
que los marcadores fueron expresados practicamente por la
totalidad de la poblacién, sugiriendo que estas células estarian
en un estadio de diferenciacién mas primitivo que el referido
por otros autores. Otros estudios inmunohistoquimicos!®?,
utilizando marcadores de células madre adultas, como C-Kit,
CD34, STRO-1 y AC133, han revelado que existen células mul-
tipotentes en el pterygium que estarian involucradas en la
patogénesis, progresién y recurrencia del mismo.

Asi pues, la poblaciéon celular expandida a partir de
pterygium estd compuesta por células de fenotipo mesen-
quimal que muestran expresién de marcadores embrionarios.
Estos hallazgos nos sugieren que pequenos fragmentos de
pterygium remanentes tras la extirpacién quirdrgica podrian
comportarse de un modo similar al cultivo, pudiendo por
tanto, esta poblacién celular ser la responsable de la alta tasa
de recurrencia de este tejido tras la cirugia.
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