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CARACTERISTICAS INMUNOLOGICAS DE LAS CELULAS
EPITELIALES LIMBALES: ANALISIS IN VITRO DE LA
FUNCION DEL TLR4
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RESUMEN ABSTRACT

Objetivo: El objetivo del presente estudio fue Objective: The aim of the present study was tc
determinar la expresion del TLR4 en el epitelio lim-determine the expression of TLR4 on human limb:
bo esclero-corneal cultivadio vitro y determinar su  epithelial cells cultivated in vitro, and to determine
funcion celular después de un estimulo con lipopoits cellular function after stimulation with lipopoly-
lisacérido. saccharide (LPS).

Métodos: Las células epiteliales limbales fueron Methods: Limbal epithelial cells were isolated
obtenidas a partir de rodetes esclero-corneales y from sclera-corneal rims and stimulated for 2
expandieron; las células fueron estimuladas cohours with different doses of LPS froi coli and
diferentes dosis de lipopolisacérido Be Coliy  from PseudomonasAfter stimulation, the cells
Pseudomonadurante 24 h. Después de la estimu-were harvested, stained with antibodies again
lacion las células fueron cosechadas e identificadehuman TLR4 and analysed by flow cytometry
con anticuerpos contra TLR4 humano y analizadamRNA was obtained and RT-PCR was performe
por citometria de flujo; el mMRNA total se obtuvo y for the identification of TLR4. Secretion of TNF-
se realiz6 RT-PCR para la identificacion de TLR4.alpha by these cells was evaluated by ELISA of tr
La secrecion de TNF-alfa fue evaluada por ELISAsupernatant.

en el sobrenadante. Results: Limbal epithelial cells expanded vitro
Resultados:Las células epiteliales limbales expan- constitutively expressed the TLR4 molecule. Afte
didasin vitro expresaron constitutivamente la molé- stimulation of cells with LPS the average fluores
cula TLR4. Posterior a la estimulacién con LPS, lacence intensity increased, indicating that th
expresion de TLR4 extracelular se aumentd tomanexpression of extracellular TLR4 was augmente:
do en cuenta la intensidad media de fluorescenciiThe expression of TLR4 mRNA was also increase
Cuando se evalué la expresion de mRNA de TLR4with LPS stimulation, with maximum expression
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la densidad aumentd, presentando el maximo dmeasured at 10 ng/ml LPS. The level of TNF-alph
expresion con 10 ng/ml de LPS. Cuando la secrein the supernatant was not different between the s
cion de TNF-alfa fue evaluada, no se demostr6 difemulated and the non-stimulated cells.

rencia en la concentracion de esta citocina en eConclusions:Although stimulation of in vitro lim-
sobrenadante de las células estimuladas y las rbal epithelial cells with LPS up-regulates the extrzs
estimuladas. cellular expression of TLR4, the function of TLR4
Conclusiones:Aungue la expresion extracelular de does not seem to be associated with the secretion
TLR4 en las células epiteliales limbales estimula-TNF-alpha by these cells. These results are cons
dasin vitro regula positivamente al TLR4, su fun- tent with the proposal that the corneal epithelium i
cion parece no estar asociada a la secrecion an immunosilent site in the ey@rch Soc Esp
TNF-alfa por el epitelio limbal. Tomando en con- Oftalmol 2007; 82: 95-102).

junto estos resultados coinciden con los propuestc

que el epitelio corneal favorece que la cornea sea LKey words: Limbal epithelium, TLR4, innate
sitio inmunoprivilegiado. immunity, cornea, LPS.

Palabras clave:Epitelio limbal, TLR4, inmunidad
innata, cornea, LPS.

INTRODUCCION existencia de los TLR en células epiteliales corne
les su funcion es controversial. Algunos autore
La manera de iniciar la respuesta inmune en céluafirman que su presencia en el epitelio corneal
las de la inmunidad innata es a través de la activdundamental para mantener una respuesta inmu
cion de receptores que pertenecen al grupo de I@&decuada, sin embargo otros autores mencionan
Toll Like Receptors (TLR). En mamiferos se hanaunque su existencia se ha comprobado en el epi
identificado 11 miembros de la familia de TLR, lio corneal, no se relacionan con una inmunida
estructuralmente caracterizados por secuenciagctiva colaborando asi en el privilegio inmunologi
repetidas de leucina en su region extracelular ¥0. El objetivo del presente trabajo fue determinz
dominios Toll/IL-1 receptor (TIR) en su regi6n Siexiste la expresion de TLR4 en superficie del ep
intracelular. Esta regién TIR es capaz de transduciielio corneal a nivel del limbo y si la expresion de
sefializacion al interior de la célula (1). La expre-esta molécula es funcional.
sion de los TLR es muy amplia, se han identificado
en células relacionadas con la inmunidad innata 3
como las células dendriticas, los monocitos y lasSUJETOS, MATERIAL Y METODOS
células cebadas (2,3); en células del sistema nervio-
so central (4), asi como en mucosa intestinal y epi©btencién de células epiteliales limbales (CEL)
telios renal y respiratorio (5-7). En el epitelio cor-
neal se han identificado TLR4 y TLR5 (8,9); recep- Se obtuvieron las células epiteliales del limbo d
tores que estan participando en el mecanismo dedetes esclero-corneales posterior a un transplai
inmunopatogenia de infecciones por filari®seu- de cérnea. La insercion del iris y descemet fuerc
domonasrespectivamente. Los TLR tienen como disecados, el rodete se incubé con 1,2 Ul de disg
ligandos a patrones moleculares asociados a patéa Il (Roche, Mannheim, Alemania) durante 15 mi
genos (PAMP); los PAMP que se expresan consera 37°C, las células epiteliales fueron separadas
vados entre especies de microorganismos, son corfas estromales mediante una malla de nylon y rec
ponentes de la pared bacteriana como lipopolisacdectadas en una caja de Petri. Se lavaron con me:
rido (LPS), acido teicoico y lipoteicoico, flagelina; DMEM (Modified Eagle Medium) (Gibco, Grand
estructuras genémicas bacterianas y virales comizland, NY, USA) y se determind su pureza por citc
CpG no metilados; componentes virales como RNAmetria de flujo. Las células se expandieron en pr
de doble cadena entre una lista muy variada deencia de medio epidermal hormonal suplementa
componentes (10,11). Aunque se ha demostrado BHEM) en cajas de 24 pozos (Costar, NY, USA
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El SHEM consiste en DMEM/F12 v/v (Gibco, nante humana a determinar (TNF-alfa), la placa :
Grand Isalnd, NY, USA), factor de crecimiento epi- dej6é incubando durante 2 h a TA, se retiré el sobr
dermal (Sigma, St. Louis Missouri, USA), insulina, nadante y se lavo tres veces con amortiguador
tranferrina, selenio (Roche, Mannheim, Alemania),lavado; se adicionaron los anticuerpos de detecci
hidrocortisona, gentamicina, estreptomicina, peni-conjugados a biotina durante 1 h a TA, la placa :
cilina, anfotericina B (Sigma, St. Louis Missouri, lavé tres veces con amortiguador de lavado, se re
USA), 10% de suero fetal bovino (Gibco, Grandré el sobrenadante y se agregé estreptavidina con
Island, NY, USA). Cuando las células alcanzarongada a peroxidasa, la placa se dej6é incubando
un 80% de confluencia, se utilizé tripsina (Gibco,min a TA, se lavo tres veces con amortiguador ¢
Grand Island, NY, USA) para despegarlas de ldavado, se agreg6 el substrato mas el cromége
superficie y se pasaron a una caja de 2% (@us-  (perdxido de hidrogeno y 3,3'5,5 tetrametil diami-
tar, NY, USA). Se cultivaron 17-20 dias adicionalesnobenzidina), se detuvo la reaccion con acido st
hasta que alcanzaron una confluencia del 90%, furico 2N. Se leyé a 450 nm de absorbancia en 1
fue al primero y segundo pases cuando se utilizarolector de ELISA (Thermolabsystems, Helsinki, Fin
para los ensayos posteriores. landia). Se calcul6 la concentracion con respectc
una regresion lineal del estandar de la citocir
recombinante.
Obtencion de células mononucleadas (CMN)

Las CMN se obtuvieron por el método de gra-Determinaciéon de mRNA de TLR4
diente de Ficoll. Se cuantificé el nimero de células
y se valor6 la viabilidad por medio del método de Después de la estimulacion con LPS, el RNA tot:
exclusion de azul tripan. de la CEL se obtuvo por medio de un kit de extras
cion de RNA (Qiagen Sciences, Maryland, USA
segln la metodologia sugerida por el fabricante. L
Ensayos de estimulacion con lipopolisacérido células se incubaron durante 1 min con amortiguad
(LPS) de lisis, etanol al 70%, se utilizaron columnas de pui
ficacion, se centrifugo la mezcla a 10.000 rpm dura
Una vez expandidas las CEL y obenidas lage 15 seg, se lavé con amortiguador de lavado
CMN, se adicion6 al medio SHEM y RPMI (Sigma, 10.000 rpm durante 15 seg, se utilizé agua libre
St. Louis Missouri, USA) respectivamente, diferen-endonucleasas para eluir el RNA total. Posteriorme
tes dosis de LPS d& Coliy P. aeruginosgSigma, te se realizd la retrotranscripcion utilizando transcrif
St. Louis Missouri, USA) a 24 y 48 h. El sobrena-tasa reversa (Qiagen Sciences, Maryland, USA)
dante se colectd y se preservi a —70°C para detezomo primer oligo-dT (Invitrogen, Carlsbad, CA,
minar citocinas. USA). Se dej6 incubando la reaccion durante 1 h
37°C. Se realiz6 la reaccién en cadena de la polirr
rasa utilizando como sustrato el DNA complement:
Determinacion de citocinas en sobrenadante rio que resulté de la retrotranscripcion. Las condicic
nes del PCR fueron: para TLR4 [forward, —CTC
Los sobrenadantes se descongelaron a temperatGAA TGG ATC AAG GAC CA—; reverse, —TCC
ra ambiente (TA) y se centrifugaron a 12.000 rpmCAC TCC AGG TAA GTG TT—; 95°C 15 min, 35
durante 5 min, se recolect6 el sobrenadante. Se reeiclos (94°C 30 seg, 62°C 30 seg, 72°C 30 seg), 72
lizaron los ensayos de ELISA segun la metodologid 0 min]. Y para GADPH [forward, —CAT TGT
propuesta por el fabricante (R&D Systems, Minne-GGA AGG GCT CAT GA—; reverse, —GGA AGG
apolis, MN, USA). Los anticuerpos de captura seCCA TGC CAG TGA GC—; 95°C 15 min; 25 ciclos
unieron a una placa Immunosorp (Nunc, Dinamar{94°C 50 seg, 55°C 50 seg, 72°C 50 seg), 72° .
ca) a TA durante toda la noche. Se retiraron los antimin]. Se utilizé para la reaccién un termociclado
cuerpos de captura y se lavo la placa tres veces c@400 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
amortiguador de lavado (buffer de fosfatos ph 7.2, Los productos de las reacciones se analizaron
0,05% de Tween); se adicionaron las muestras prasn gel de agarosa al 1,5%. Se documenté media
blema asi como el estandar de la citocina recombidn transiluminador con luz UV. Se realiz6 densitc
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metria a los productos mediante el software Kodal
1D, utilizando el producto de GADPH como gen
constitutivo.

Determinacion de TLR4 extramembranal

Después de la estimulacion con LPS a diferente ! G ' B
concentraciones, las CEL se cosecharon y se lavare A
dos veces con buffer de lavado (amortiguador de fos
fatos pH 7,2, albumina sérica bovina 0,2%, azida di :
sodio 0,2%), se incubaron 15 min a TA con anticuer: o b
pos murinos contra TLR4 humano (Ebioscience, Sa L
Diego, CA, USA) conjugados a ficoeritrina; poste- '
riormente las CEL se lavaron una vez con amortigua
dor de lavado y se analizaron por citometria de flujo F st

Fig. 1: Células epiteliales limbales. A) Histograma de
Analisis estadistico un ensayo de citometria de flujo donde se observa i
linea mas gruesa células incubadas con el control ¢

. hy: isotipo y en linea mas delgada las células marcadas ct
Se realizo la comparacion de datos de grUpOan'[i-citoqueratina conjugada a fluoresceina; B) Micro-

mdepend,lentes utilizando la «t» (,je. Student y S‘fotograﬂ'a en contraste de fases de células epiteliale
consider6 una p<0,05 como estadisticamente Signjimpales cultivadas in vitro posterior al primer pase; C)
ficativa. Los analisis se realizaron en el programé_as células epiteliales limbales fueron cultivadas por 2
SigmaStat 2.0. dias y después de dos pases fueron incubadas con a
cuerpos contra citioqueratina conjugados a fluorescein

(linea gruesa), otra muestra de células se utiliz6 com

RESULTADOS contro_l de isotipo (linea delgada). Son muestras repre

sentativas de al menos tres ensayos con resultados sil

Obtencion de CEL lares.

Después de ser tratados los rodetes esclero-cogxpresaron aunque de baja densidad la moléct
neales con dispasa Il, se analiz6 la frecuencia de Iad-R4 constitutivamente, sin embargo posterior a |
células epiteliales limbales tomando en cuenta egstimulacion con LPS, la expresion de esta moléc
porcentaje de células positivas a citoqueratinala se incremento, tomando en cuenta la intensid
obteniendo >70% de células (fig. 1a). Al realizarmedia de fluorescencia (fig. 2).
los ensayos de expansidmvitro, se observd que
estas células continuaban teniendo un fenotipo epi-
telial, observandolas al microscopio invertido (fig. Expresion del mRNA de TLR4 en CEL
1b) y por citometria de flujo, donde se observa que
siguen manteniendo una frecuencia similar a la fre- Posterior a la expansion vitro de estas células,
cuencia que se presenta en las células epitelialeés observo la presencia constitutiva de mRNA ¢
recién obtenidas, sin embargo aunque la densidatlLR4, asimismo su expresion fue inversament
de expresion de la citoqueratina por cada célula egroporcional a la dosis de LPS, expresando may
menor (fig. 1c). MRNA de TLR4 con un estimulo de 10 ng/ml de

LPS y disminuyendo conforme se aumentaba

dosis, obteniendo una expresion menor a 100 ng/
Expresion de TLR4 y aun menor a 1.000 ng/ml de LPS (fig. 3); las dife

rencias que se observaron fueron estadisticame

Las CEL posterior al primer y segundo pasessignificativas entre la densidad de expresion di
ademas de conservar su fenotipo epitelial tambiéamplificado de las CEL sin estimulo con respecto
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Fig. 3: Efecto de LPS sobre la expresion de mRNA ¢
TLRA4. Las células epiteliales limbales se expandieron
vitro y al primero o segundo pases fueron cultivadas
diferentes concentraciones de LPS de E.coli (0-10C
ng/ml) durante 24 h. Se realiz6 PCR con el cDNA obt:
nido de la retrotranscripcion del RNA total obtenido de
Fig. 2: Expresion de TLR4 en CEL. Después del primeillas CEL. De lado superior derecho se observa la fotc
o0 segundo pases, las células fueron cosechadas y magrafia de un gel de agarosa al 1,5% tefiido con bromur
cadas con anticuerpos anti-TLR4 conjugados a ficoeri-de etidio; en el carril 1 no hay estimulacion, carriles 2,
trina, las células se analizaron mediante citometria dey 4: 10, 100 y 1.000 ng/ml de LPS respectivament
flujo. Histograma donde se observa en linea negra lascarril 5 es el control de las reacciones tanto de TLR
células epiteliales limbales sin estimulo y en linea rojacomo de GADPH sin cDNA, resultados de tres ensay
las células epiteliales limbales cultivadas con LPSsimilares. Se realiz6 densitometria y se obtuvieron Ic
durante 24 h. Es muestra de al menos tres ensayos reprdatos para la grafica. n=3 (*p<0,05).

sentativos.

i

la densidad de expresion del amplificado a dosis d
10 y 100 ng/ml (p<0,05).

Determinacién de TNF-alfa en sobrenadante de 1
las cultivadasin vitro K

Posterior a la estimulacion con LPS, se determi i
né la secrecion de TNFalfa de las CEL mediante
ELISA. No se observaron diferencias entre las célu :
las estimuladas y las células no estimuladas, aun B

altas dosis como 1.000 ng/ml, ni con LPS de E copii Tl r;ﬂ'm ac e AL o AT R i
Coli, ni con LPS de Pseudomonas (fig. 4), e inclu- = % oy e
so posterior a 48 h de estimulo (resultados no mos LES de P, seruginesy LIPS de E coll

trados). Para determinar que el sistema de activa-

cién y secrecion de TNF-alfa mediante la estimula-Fig' 4: Determinacion de TNF-alfa en sobrenadante d

cién de LPS. se incubaron CMN con las misma<CEL: El sobrenadante de las células epiteliales limbale
traci ' de LPS d te | . . se colectd 24 h posterior al estimulo con diferentes dos
concentraciones ae urante 10S MISMOS Peri(yq | ps ge Pseudomonas y de E. Coli. Se realiz6 det

dos de tiempo, en este ensayo se determin® Qminacion de TNF-alfa mediante ELISA. Se represen
existe una dosis respuesta de LPS, se observd qdel lado izquierdo de la grafica en barras azules la est
hay una secrecion de TNF-alfa dosis dependientémulacién con LPS de Pseudomonas y del lado derec
Lo que indica que se conserva el sistema de activide la gréfica en barras rojas la estimulacién con LPS d
cion mediante LPS (fig. 5). E.coli. n=3 (+ ES).
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TNF-alfa, esto puede conducir a un estado ¢

inmunomodulacion localizada que contribuye

entonces a que la cérnea sea un sitio inmunoprivil

Iﬂ'_ giado. Por otro lado, en un modelo murino se F
i 1 determinado la funcion del TLR4 donde se demue

| . tra que a través de la estimulacion con LPS hay u
® w2 activacién de MyD88, una proteina adaptadora qt
'“: 1 contribuye en la translocacion nuclear del factor c
sinesl 10 SE0° 1000 et Wm0 transcripciéon NFkappaB, lo que indica que el TLR:

higiet. aghl nginl st mgirsl g es capaz de activar genes de proteinas proinflan

P p—— T torias (13), sugiriendo asi una participacion en |

respuesta inmune de esta molécula. En contra:
Fig. 5: Determinacion de TNF-alfa en sobrenadante decon estos resultados existen ensayos donde
CMN.'EI sobrenadante de las CMN se colect6 p_osteriordemuestra que en el caso de la Wolbachia, la via
ﬁ"zgsgglglr%?n‘;'c-izﬁ %‘Z Pfﬁ‘édglgorr‘ﬁ: d)i/a?]?eEgl?IIIS. ASe éi%‘ntrada del patégeno es a través de las células ¢
representa del lado izquierdo de la gréafica en barraste“a.Ies medlada_l esta por TLR4 (8), ademas se h
azules la estimulacion con LPS de Pseudomonas y d% alizado experl’mentos con LPS. de Pseudomon
lado derecho de la grafica en barras rojas la estimula- (20 ng/ml) en celulas epiteliales limbales donde <
cién con LPS de E.coli. n=3 (+ ES). observa que responden con movimiento de calc

intracelular y sobreexpresién de TLR4 (14), estc
hallazgos apoyan los encontrados en el presente 1
bajo, donde se observa una activacion celular
cuanto a la expresion de TLR4, si esta participacic

La identificacion en células de la superficie ocu-esta mediando una respuesta midiendo otras cito

lar y la funcion de receptores de la inmunidad innahas proinflamatoias o reguladoras, esta por detern
ta como los TLR ha sido controversial. En el pre-narse.
sente trabajo se ha determinado que en células epi-En conclusion, nuestros hallazgos indican que I:
teliales del limbo esclero-corneal expandidas incélulas del epitelio limbal son capaces de reconoc
vitro, se expresa constitutivamente el TLR4 y quey activarse mediante LPS, sin embargo no hay e\
su regulacién positiva no favorece la secrecion delencia que muestre que esta activacion favorezce
TNF-alfa. Se ha descrito que la expresion intracelurespuesta inmune proinflamatoria, esto podria tra
lar de TLR2 y TLR4 no es capaz de transducir sefiasomo favorecer el inmunoprivilegio observado el
les al interior de la célula epitelial corneal (12),cornea.
estos resultados indican que la ausencia en la sefia-
lizacion por parte de estas moléculas favorecen a la
cérnea como un sitio inmunosilente, en este trabajo
se observa que posterior a la activacién celular con
LPS, aln a dosis elevadas, de igual manera no ha§‘-
secrecion de TNF-alfa; sin embargo, se alcanza a

DISCUSION
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