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INTRODUCCION

La medicina regenerativa es una rama de la medi-
cina que tiene como objetivo aportar estrategias des-
tinadas a restaurar la funcién de los 6rganos y/o teji-
dos. Supone una nueva forma de terapia para
pacientes con enfermedades agudas o crénicas en
las que el propio organismo es incapaz de restaurar
la funcién tisular. Se estima que en EEUU mas de 60
millones de personas podrian beneficiarse de este
tipo de tratamiento, ya que presenta un amplio
espectro de aplicaciones clinicas en el campo de las
enfermedades metabdlicas, ortopédicas, cardiovas-
culares, hematopoyéticas, neuronales, etc. (1-6). La
trascendencia de esta nueva forma de terapia ha
sobrepasado los limites del debate cientifico y ha
generado en la sociedad un importante debate ético
y mediatico, que ha llevado a las autoridades guber-
namentales a legislar su contenido y ambito de apli-
cacion. En nuestro pais, el Real Decreto 1301/2006
de 10 de noviembre establece, en aplicacion de una
directiva del Parlamento Europeo del ano 2004, las
normas de calidad y seguridad para la donacién,
obtencion, evaluacién, procesamiento, preservacion,
almacenamiento, distribucion e implantacion de
células y tejidos humanos, asi como las normas de
coordinacion y funcionamiento. En este mismo Real
Decreto se establecen tres tipos de establecimientos
sanitarios: centros de obtencién, centros de procesa-
miento, almacenamiento y distribucion, y centros o
unidades de aplicacion.

FUNDAMENTOS DE LA MEDICINA
REGENERATIVA

La medicina regenerativa esta basada en la simu-
lacion de los mecanismos biolégicos necesarios para
la regeneracion tisular. Estos mecanismos son intrin-
secos a los tejidos y su conocimiento es basico para
el desarrollo de este tipo de terapia, precisando del

esfuerzo conjunto de profesionales pertenecientes a
varias disciplinas como medicina, biologia, quimica,
ingenieria, etc.

Fisiol6gicamente existen tres mecanismos de
regeneracion tisular:

— Hiperplasia compensadora mediante el
aumento de mitosis para mantener o restaurar la
masa tisular, como hacen las células hepaticas y las
células B del pancreas (7).

— Activacién de células madre con produccion
de células progenitoras, maduracion y diferenciacién
de éstas. Es la forma de regeneracion de los epitelios,
los endotelios, el tejido conectivo y las células hema-
topoyéticas.

— Produccion de células madre por desdiferen-
ciacion de células adultas, un mecanismo por el cual
las células adultas pierden sus caracteristicas fenoti-
picas y se transforman en células madre, recuperan-
do parte del potencial biolégico que tenian. Este es
un mecanismo comun de regeneracién en algunas
especies de anfibios (8), pero desconocido en huma-
nos hasta que en el ano 2007 el cientifico japonés
Shinya Yamanaka revoluciona la medicina regenera-
tiva al obtener la clave para desbloquear e invertir el
curso biolégico de las células adultas humanas y
conseguir, con la ayuda de cuatro factores de trans-
cripcion, convertir células adultas en células madre
pluripotenciales, denominadas células madre de ter-
cera generacion o iPS (células madre inducidas), tan
versatiles como las células madre embrionarias
(9,10). Estos mecanismos de desdiferenciacion estan
intimamente relacionados con los mecanismos que
promueven la oncogénesis, jugando el factor p53 un
importante papel en ambos procesos, y siendo este
caracter oncogénico el principal factor limitante para
la utilizacién clinica de estas células (11). En un tra-
bajo reciente, investigadores de la Universidad de
Stanford han conseguido, con la ayuda de tres facto-
res de transcripcion (Asc11, Brn2 y Mytt11), transfor-
mar fibroblastos en neuronas sin necesidad de pasar
por la fase de célula madre y, por tanto, con un
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menor riesgo oncogénico (12). Estas son las llamadas
iN (neuronas inducidas) y abren una nueva via de
obtencion de células gracias a la transformacion de
células adultas.

Ante una agresion o pérdida tisular, el organismo
va a responder con un proceso de restauracion del
tejido afectado. Esta restauracién puede dar como
resultado un tejido con distinta arquitectura, funcién
y propiedades al tejido original, proceso conocido
como reparaciéon o, por el contrario, la restauracion
puede originar un tejido similar al original, denomi-
nandose en este caso regeneracion (fig. 1). Las técni-
cas de medicina regenerativa van encaminadas a
procurar la regeneracion tisular guiada. La capacidad
de regeneracion es intrinseca al propio tejido y sus
mecanismos son similares en casi todos ellos, preci-
sando unos sistemas de anclaje, que sirven de guia a
las células, y de unas senales reguladoras del meta-
bolismo que forman parte del denominado microam-
biente tisular y que controlan los procesos de proli-
feracion, diferenciacion y migracion celular asi
como la formacion de matriz extracelular.

Los fibroblastos juegan un papel primordial en
estos procesos de reparacion tisular. Son las células
mas comunes y menos especializadas del tejido
conectivo. Su gran capacidad para diferenciarse a
otros fenotipos celulares mas especializados ha sido
ampliamente utilizada en medicina regenerativa
(12,13). Los fibroblastos son los responsables de la
formacion de la matriz extracelular, una estructura
imprescindible para mantener la integridad del tejido
conectivo y que proporciona un soporte, en forma de
entramado, que resulta fundamental en la reparacion
de las heridas. Estas células sintetizan todos los ele-
mentos que integran la matriz extracelular como
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Fig. 1: Esquema de los mecanismos de restauracion tisular.

coldgeno (sobre todo colageno tipo 1), proteoglica-
nos y glucosaminoglicanos de la sustancia amorfa,
proteinas fibrosas como la fibronectina y laminina, y
fibras eldsticas como la elastina.

Los fibroblastos tienen una gran importancia
durante la cicatrizacion y reparacion de las heridas
al migrar hacia la zona lesionada y proliferar,
aumentando la produccién de matriz extracelular
para reparar el defecto tisular. Se trata de células
morfolégicamente muy heterogéneas segin su loca-
lizacion y actividad. Podemos distinguir varios tipos,
o estados de diferenciacién, que son regulados por
sefales especificas del microambiente que les
rodea:

— Fibrocitos. Son fibroblastos relativamente
quiescentes pero, en condiciones normales, son los
responsables de la formacién y mantenimiento de la
matriz extracelular. Son células con poca capacidad
para dividirse y sin actividad contractil.

— Fibroblastos. Son células mas activas con una
mayor produccién de matriz extracelular. Presentan
un importante citoesqueleto de microtdbulos y
microfilamentos de actina que les permite la movili-
dad celular.

— Miofibroblastos. Los miofibroblastos son una
subpoblacion de fibroblastos que presentan caracte-
risticas intermedias entre los fibroblastos y las células
del musculo liso. Por una lado, son células formado-
ras de matriz extracelular y por otro presentan carac-
teristicas contractiles y expresan la o-SMA (actina o
del musculo liso) (14,15). Los miofibroblastos exhi-
ben diferencias fenotipicas segiin los 6rganos en los
que se encuentren. Con el microscopio 6ptico son
indistinguibles de los fibroblastos, pero con micros-
copia electrénica se pueden ver los filamentos de
actina bajo la membrana plasmatica. En los tejidos
normales, los miofibroblastos son poco activos, sin
embargo, tras lesiones tisulares se activan, proliferan
y aumentan la produccién de coldgeno y otros inte-
grantes de la matriz extracelular y, a medida que
avanza la cicatrizacién, se contraen contribuyendo a
reducir el area danada. En algunas enfermedades
que cursan con fibrosis de los tejidos como la cirro-
sis hepatica, el enfisema y la fibrosis pulmonar y
renal existe una alteraciéon de los miofibroblastos
(16).

ESTRATEGIAS DE LA MEDICINA REGENERATIVA

Basdndonos en estos principios fisiologicos, la
medicina regenerativa utiliza tres tipos de estrategias:
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Induccién quimica o biolégica

Representa el area de la medicina regenerativa
que mas impacto ha tenido hasta la actualidad (17).
Muchos agentes tépicos han sido utilizados en medi-
cina por su eficacia en acelerar la reparacion tisular
de las heridas (18). Moléculas como la angiotensina,
acido retinoico, aminodcidos como la L-arginina,
factores solubles como citoquinas o interleuquinas
(IL), derivados de purinas sintéticas, preparados sin-
téticos de matriz extracelular (Alloderm®, Integra®) y
Factores de Crecimiento (FC) han sido utilizados para
estimular la funcién y produccién de células endége-
nas (19,20). De todos ellos, los FC son los mas
importantes.

Factores de crecimiento: Generalidades

El buen funcionamiento y la interrelacion de las
células diferenciadas dentro de los tejidos, precisa
de la existencia de unas senales de comunicacién
intercelular que incluyen una gran variedad de
proteinas como las citoquinas, IL, FC, hormonas y
neurotransmisores. Los FC son un conjunto de sus-

tancias, mayoritariamente de naturaleza proteica,
cuya funcion es regular una gran variedad de pro-
cesos celulares como la proliferacion y el metabo-
lismo celular, la quimiotaxis, migracién y diferen-
ciacion dirigida, y la produccién de matriz extrace-
lular. Estos factores juegan un importante papel en
la reparacién tras agresiones tisulares, de ahi su
importancia en medicina regenerativa asi como
en oncologia experimental, siendo muy dtil el estu-
dio de estas moléculas reguladoras en el diagnosti-
co, seguimiento y tratamiento de algunas neopla-
sias (21).

Los FC estan presentes en casi todos lo tejidos y
son producidos por la mayoria de las células, pero
sobre todo por fibroblastos, células endoteliales y
leucocitos (monocitos y macréfagos), almacendndo-
se en la médula 6sea y en las plaquetas. Se suelen
sintetizar en forma de moléculas precursoras, o pro-
factores, que posteriormente son procesados por
enzimas proteoliticas para completar la sintesis de la
molécula madura que interacciona con receptores
especificos de la membrana celular. Su efecto es
multifuncional dependiendo de la célula diana sobre
la que actien, de su estado fisiologico, de su rela-
cién con otras células y con la matriz extracelular, y

superficie ocular

TABLA 1. Caracteristicas mas importantes de los principales factores de crecimiento que actdan a nivel de la

Factores de crecimiento

FC Is c.p. Accion
TGF-B 5 Pm,n o Quimiotaxis, prod. colageno, angiogénesis, inhibe la prolif. de cel
epiteliales y migracion de queratocitos, induce diferenciacion de
fibroblastos, favorece apoptosis, induce la expresion de receptores
para PDGF, disminuye la sintesis de MMP
PDGF 5 Pm,o,f Angiogénesis, quimiotaxis, proliferacién de cel. mesenquimales,
facilita la formacion de colageno y prolif. y migracion epitelial,
induce diferenciacién de fibroblastos
IGF 2 P,m, o Estimula la sintesis de hueso, potente quimiotactico de cel.
endoteliales
EGF 1 P, f, cel endot. | Prolif. migracion y diferenc. de cel epiteliales, fibroblastos. Efecto
antiapoptético
FGF 2 f,m, o, P Prolif. y diferenciacién de los fibroblastos y otras cel. mesénquima.
Aumenta la prod. de fibronectina y favorece la angiogénesis
TGFa P,f,mn Prolif. y migracién de cel. epiteliales. Efecto angiogénico

FC: Factores de crecimiento; TFG-f: Factor de crecimiento transformante ; PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas; IGF:
factor de crecimiento tipo insulina; EGF: factor de crecimiento epitelial; FGF: factor de crecimiento de fibroblastos; TGF-o: factor de
crecimiento transformante o, Is: isoformas; c.p.: células productoras; P: plaquetas; m: macréfagos; n: neutrdfilos; o: osteoblastos; f:
fibroblastos; cel. endot: células endoteliales.
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de la presencia de otros FC. La mayoria de los facto-
res actian de forma local (paracrina, autocrina o
yuxtacrina), pero también pueden actuar a distancia.
Segun su especificidad celular, podemos diferenciar
entre factores selectivos como la IL-2 y la eritropoye-
tina, que actdan sobre células muy especificas, y
otros poco selectivos como el Factor de Crecimiento
Epitelial (EGF) y el Factor de Crecimiento Derivado
de Plaquetas (PDGF) que actian sobre una gran
variedad de células. En la tabla 1 quedan recogidas
las caracteristicas mas importantes de los principales
FC que acttan a nivel de la superficie ocular.

Como se ha comentado anteriormente, los FC
actdan a través de receptores de membrana especifi-
cos (fig. 2). Estos son proteinas o glicoproteinas, loca-
lizadas en el espesor de la membrana plasmatica, que
presentan tres partes bien definidas: un extremo exte-
rior (dominio externo) responsable de la unién al
ligando, una parte transmembrana y otro extremo
interior (dominio interno o intracelular). Cuando un
FC se une al dominio externo desencadena en el
dominio interno una reaccién secuenciada de res-
puestas intracelulares, genéricamente conocida como
«transduccion de la sefial», que van a producir un
efecto o accion determinada. Segtn el dominio inter-
no podemos distinguir varios tipos de receptores
transmembrana. Algunos presentan actividad tirosina
quinasa intrinseca como los receptores de factores
como el EGF, Factor de Crecimiento Transformante o
(TGF-0), Factor de Crecimiento de Hepatocitos

Receptor con
actividad tirosina-
quinasa intrinseca

° Factor de Crecimiento

AMPc, GMPc,
ICa, proteina G

.

MAP-guinasas

Fosfoinositol-3

Nicleo

Activacién de genes

Fig. 2: Receptor de membrana con actividad tirosina qui-
nasa intrinseca. La estimulacion del receptor inicia la acti-
vacion de genes en el nicleo a través de diferentes siste-
mas de transduccion de la sefial (2°° mensajeros).

(HGF), PDGF, Factor de Crecimiento del Endotelio
Vascular (VEGF), Factor de Crecimiento de Fibroblas-
tos (FGF) y Factor de Crecimiento tipo Insulina (IGF-
1). Tras la unién al ligando, estos receptores inician
una fosforilacion en cascada de moléculas efectoras,
segundos mensajeros, que van a transducir la sefial a
través de sistemas como el MAP quinasas, implicado
en la produccion de nuevos FC, de receptores para
dichos factores y de proteinas que controlan la entra-
da en el ciclo celular, o sistemas como el fosfoinosi-
tol 3 quinasa, implicado en la proliferaciéon celular e
inhibicion de la apoptosis. Otros FC como el TGF-
presentan un receptor transmembrana con un domi-
nio interno con actividad serina-treonina quinasa.
Existen otras moléculas de transduccién intracelular,
o segundos mensajeros, como la proteina G, AMP
ciclico, GMP ciclico, i6n calcio o el 6xido nitroso
que intervienen en el proceso de respuesta celular a
estimulos, incluyendo la regulacién de la expresion
genética, regulacion de vias metabélicas o modifica-
ciones del citoesqueleto. A pesar de la gran diversi-
dad de receptores y estimulos, los sistemas de trans-
duccién son limitados y universales. La intensidad del
efecto de los FC va a depender de su concentracién
(actian a concentraciones muy bajas, del orden de
picogramos), de la cantidad de receptores presentes
en la membrana, de la existencia de otras moléculas
que interfieran con la unién ligando-receptor, de la
vida media del complejo receptor-ligando y de la dis-
ponibilidad intracelular de segundos mensajeros acti-
vados. Las propias células pueden modificar la sensi-
bilidad del receptor y su ndmero.

Trasplantes celulares

La terapia con células madre se ha propuesto
como solucién a mdltiples problemas clinicos que
van desde la reparacién estructural, o reemplaza-
miento de tejidos danados, hasta la restauracion
fisiolégica de los defectos funcionales o metabdlicos
de los mismos (22). Estas terapias celulares estin
basadas en la capacidad de respuesta de las células
madre y su versatilidad para proliferar y diferenciar-
se en distintas lineas celulares segiin el microam-
biente que las rodea (23). Podemos definir una célu-
la madre como aquella célula indiferenciada y no
especializada que puede autorrenovarse de forma
indefinida y diferenciarse a determinados fenotipos
celulares (24).

Las primeras evidencias cientificas relativas a la
existencia de células madre en el organismo adulto
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provienen de experimentos realizados por Till y
McCulloch a finales de la década de los 50 (25), aun-
que, es a raiz de la identificacion, caracterizacion y
aislamiento de estas células cuando se produce un
aumento exponencial del interés por su utilizacién
en medicina. Ademas de su empleo en medicina
regenerativa, las células madre pueden actuar como
vehiculos en terapias génicas y antitumorales.

Segln su capacidad de diferenciacion, las pode-
mos clasificar en:

— Células totipotenciales. Capaces de diferen-
ciarse en cualquier tejido ya sea embrionario o
extraembrionario (placenta y anejos). Se obtienen de
embriones en la fase de blastocisto.

— Células pluripotenciales. Capaces de diferen-
ciarse a células de cualquier tejido adulto. Se aislan
del embrién preimplantacional.

— Células multipotenciales. Capaces de diferen-
ciarse a cualquier tejido adulto, pero dentro de una
misma capa embrionaria (endodermo, mesodermo y
ectodermo). Se aislan en tejidos adultos, cordén
umbilical, liquido amniético y placenta (fig. 3).

Seguln su origen, las podemos clasificar en:

— Células madre embrionarias. Son células pluri-
potenciales, con una gran capacidad regenerativa y
un cariotipo normal. No expresan niveles de antige-
nos HLA clase Il y muy bajos niveles de antigenos
HLA clase I. Son células con una importante capaci-
dad cancerigena y su utilizacién en clinica plantea
muchos problemas éticos (26,27).

— Células madre gonadales. Son pluripotencia-
les, con gran capacidad regenerativa y faciles de
expandir aunque dificiles de extraer ya que se obtie-

Fig. 3: Placenta, cordon umbilical y membrana amnidtica.
Estos tejidos se obtienen tras un parto por cesarea progra-
mada.

nen de la cresta gonadal en fetos de entre 5-10 sema-
nas. Al igual que las anteriores, su utilizacién plantea
numerosos problemas éticos y tienen importante
capacidad cancerigena.

— Células madre adultas. Son multipotenciales
y tienen menor capacidad de regeneracién que las
anteriores aunque son mas faciles de obtener y de
expandir, tienen poca capacidad cancerigena, pue-
den utilizarse de forma autéloga y su utilizacién no
plantea problemas éticos. Son las células madre
mas utilizadas en medicina regenerativa y se
encuentran en miultiples tejidos como la médula
6sea, musculo esquelético, epidermis, intestino,
testiculo, higado, sistema nervioso central, corazén
y tejido adiposo. Dentro de las células madre adul-
tas tenemos que destacar, por su importancia, a las
células madre mesenquimales. Estas células se
encuentran en la médula ésea, en el tejido adipo-
so, en la sangre y el cordén umbilical. Presentan
unas caracteristicas similares a las células embrio-
narias en cuanto a capacidad inmunosupresora,
inmunomoduladora y regenerativa, pero sin el
potencial oncogénico de éstas. Las células mesen-
quimales no expresan antigenos HLA clase Il (HLA
DR) y esta muy disminuida la expresién de antige-
nos HLA clase I. Por otro lado, actdan suprimiendo
la produccién de linfocitos y por tanto reduciendo
la incidencia y severidad de cuadros de rechazo
(28,29).

— Células madre del liquido amniético, placenta y
cordon umbilical. Son pluripotentes, expresando mar-
cadores y caracteristicas comunes a células embriona-
rias y adultas. Presentan una buena capacidad regene-
rativa y son faciles de obtener y expandir, aunque su
utilizacion plantea problemas éticos (30,31).

Trasplante de tejidos y 6rganos artificiales

La obtencion de tejidos y organos artificiales
supone, actualmente, el mayor reto para la medicina
regenerativa por la falta de 6rganos para trasplantes,
motivo que ha impulsado el desarrollo de esta forma
de terapia que ofrece prometedoras expectativas.

La utilizacién de células madre, sobre todo las
mesenquimales, junto con el mejor conocimiento
de sus interacciones con la matriz extracelular y los
factores biologicos presentes en el microambiente,
asi como la mejora en los sistemas de anclaje con la
utilizaciéon de biomateriales sintéticos de tercera
generacion (hidrogeles) ha permitido el desarrollo
de tejidos artificiales (32,33). Estos pueden ser auté-
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logos, generados a partir de células del propio
paciente, o alogénicos, sintetizados a partir de célu-
las de donante. Los tejidos autélogos representan la
mejor opcién para reparaciones tisulares permanen-
tes (34), pero se precisan al menos dos semanas para
disponer de estos tejidos, por lo que en casos de
defectos estructurales pasajeros o agudos se pueden
utilizar tejidos alogénicos ya preparados y listos
para su uso. Estos tejidos alogénicos acabaran sien-
do inmunolégicamente rechazados por el receptor,
pero nos permiten una adecuada aproximacion tera-
péutica durante la fase aguda de procesos como
quemaduras, estimulando la regeneracion del tejido
propio y dando tiempo para utilizar tejidos autélo-
gos si fuera preciso (33,35). A pesar de que la FDA
ha aprobado la utilizacién de estos tejidos sintetiza-
dos a partir de células procedentes de donante (33),
el empleo de tejidos alogénicos sigue generando
importantes debates (36). El Epicel® fue el primer
tejido sintético elaborado a partir de células epidér-
micas autélogas (37).

La creacion de tejidos artificiales precisa no sélo
aprovechar el potencial regenerativo de las células
madre, sino también la utilizacién de biomateriales
sintéticos que, ademds de aportar un andamiaje o
esqueleto, actden de forma interactiva mediante
senales biolégicas con las propias células, como
ocurre fisiolé6gicamente en la matriz extracelular
(38,39). Podemos diferenciar tres generaciones de
biomateriales: los de la primera generacién (afios
60-70) trataban de imitar las propiedades fisicas del
tejido sin aportar toxicidad; los de la segunda gene-
racion (anos 80-90) son ya bioactivos y biodegrada-
bles (poliglicol), mientras que los de la tercera gene-
racion (hidrogeles) tienen las propiedades quimicas
y fisicas de la matriz extracelular incorporando
senales bioldgicas y FC que permiten una mayor
adhesion y diferenciacién celular (23,40). Gracias a
la utilizacién de estos biomateriales asi como al
potencial regenerativo de las células mesenquima-
les, se ha logrado sintetizar segmentos de intestino,
traquea y hueso, asi como una vejiga artificial y una
mandibula (41,42).

MEDICINA REGENERATIVA A NIVEL CORNEAL:
CARACTERISTICAS DE LA CORNEA

Los mecanismos de regeneracion tisular son muy
similares en la mayoria de los tejidos. La cérnea, sin
embargo, presenta unas caracteristicas especificas en
cuanto a morfologia, tensién, permeabilidad y trans-

parencia 6ptica que la diferencian del resto de teji-
dos del organismo. Se trata de un tejido altamente
diferenciado para permitir la transmisién y refraccién
de la luz, siendo el principal elemento 6ptico del
ojo.

Histol6gicamente, la cérnea estd formada por un
epitelio escamoso no queratinizado, una zona acelu-
lar de unas 10 pm bajo la membrana basal del epite-
lio que se conoce como capa de Bowman, un estro-
ma de tejido conectivo, una membrana basal de
unos 10 uym producida por el endotelio que se deno-
mina membrana de Descemet y una monocapa de
células hexagonales, sin capacidad de division,
denominada endotelio y cuya principal misién es
actuar de barrera evitando el paso de agua al estro-
ma corneal y extraer agua de forma activa del estro-
ma hacia el humor acuoso.

El epitelio corneal esta compuesto de unas 5-7
capas de células cuya morfologia varia segln estén
localizadas a nivel basal, intermedio o superficial.
Las células epiteliales estan unidas entre si y a la
membrana basal a través de complejas estructuras
(desmosomas, hemidesmosomas, uniones estrechas
«tight junctions» y uniones comunicantes «gap junc-
tions») y de un entramado intercelular, compuesto
por proteinas de adhesion, como la cadherina e inte-
grinas, y por microfilamentos, que confiere al epite-
lio gran estabilidad y le permite realizar sus funcio-
nes de barrera, refractivas y metabdlicas. Todo este
complejo entramado celular estd en continua reno-
vacion y cada 7-10 dias el epitelio corneal es reem-
plazado por completo. Las células madre responsa-
bles de la renovacion del epitelio corneal se locali-
zan en las empalizadas de Vogt (fig. 4). En
condiciones normales, el epitelio tiene una gran
capacidad para regenerarse tras agresiones. Al dafio
epitelial sigue una primera fase latente, de unas 4-6
horas de duracion, en la que se eliminan restos celu-
lares y se reducen los hemidesmosomas localizados
alrededor de la lesion para facilitar la migracién de
las células vecinas en lo que se denomina fase de
migracion celular que dura entre 24-48 horas y en la
que se recupera el efecto barrera al quedar cubierta
la lesion. En una tercera fase, denominada de proli-
feracion celular, se activan las células madre del
limbo y se restablecen las terminaciones nerviosas,
las uniones intercelulares y los complejos de uniéon
con la membrana basal (43,44).

El estroma corneal constituye el 90% del espesor
corneal y en un 80% estd compuesto por agua. Las
fibras de coldgeno suponen el 80% del peso en seco
de la cérnea. El coldgeno tipo | es el predominante
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y en menor proporcion el coldgeno tipo VI, V y lll.
Estas fibras se distribuyen en unas 250-300 capas o
[dminas paralelas a la superficie, y en toda la longi-
tud de la coérnea, teniendo todas las fibras una
direccion similar dentro de cada capa y estando las
[dminas orientadas de forma oblicua entre ellas
(43,44). Por otro lado, el didmetro de las fibras de
coldgeno en el estroma corneal es el mds pequefio
del organismo, entre 25-30 nm, lo que permite el
paso de un 90% del espectro visible de la luz (400-
700 nm). La capacidad de transmisién de la luz en
la cérnea se encuentra entre 310 nm (radiacion
ultravioleta) los 780 nm (radiacién infrarroja). La
mayor absorcion de luz en la cornea se sitia en el
epitelio, y sobre todo para longitudes de onda corta
(45). Esta disposicion de las fibras de coldgeno, asi
como el didmetro de las mismas, determina la
transparencia Optica de la cérnea y también permi-
te el soporte tecténico necesario para mantener la
curvatura corneal, tan importante para su funcién
refractiva. El mantenimiento de esta disposicion de
las fibras de colageno tras las agresiones del estro-
ma corneal es fundamental para mantener las pro-
piedades y funciones de la cornea, pero, dada la
complejidad y estricta organizacion de esta estruc-
tura, es muy dificil que ésta se pueda regenerar tras
las agresiones por lo que, en la actualidad, la rege-
neracion del estroma corneal continda siendo un
importante reto y en la mayoria de los casos de
dafio sobre el estroma nos tendremos que confor-
mar con la reparacion del tejido.

Los elementos celulares constituyen sélo un 5%
del peso en seco del estroma, pero son los respon-

Fig. 4: Empalizadas de Vogt. Imagen macroscépica con lampara de hendidura (A

S * e el

) y con microscopia optica (B y C).

sables del mantenimiento y renovacion del estroma
corneal. Como en cualquier otro tejido conectivo, a
nivel corneal podemos encontrar fibroblastos en
diferentes estadios de diferenciacién y activacion:
queratocitos (fibrocitos), fibroblastos y miofibro-
blastos. Los queratocitos son unas células altamen-
te especializadas que se encuentran en el estroma
corneal. Son células sin actividad contractil, quies-
centes y con elevada expresion de proteoglicanos
como el queratan sulfato. Los fibroblastos son célu-
las con actividad contractil y mas activas, en cuan-
to a proliferacion y produccién de matriz extracelu-
lar, que los queratocitos. Los miofibroblastos tienen
una marcada actividad contractil y una mayor
expresion de proteoglicanos como el dermatén sul-
fato. Las diferencias en su fenotipo definen el rol de
cada una de estas células en el mantenimiento de la
transparencia corneal y en la respuesta de la cérnea
ante las agresiones. Asi los queratocitos son los res-
ponsables del mantenimiento y remodelacién fisio-
l6gica de la matriz extracelular del estroma y de la
transparencia corneal. Los fibroblastos repueblan y
remodelan los tejidos tras agresiones y los miofibro-
blastos producen la contraccién de las heridas.
Fibroblastos y miofibroblastos tienen en comin una
gran capacidad para producir matriz extracelular,
muy Gtil en los procesos de agresién tisular, pero
con diferencias estructurales en cuanto a la produc-
cién de coldgeno y proteoglicanos que favorecen la
fibrosis y, por tanto, la pérdida de transparencia del
estroma corneal (46,47). Como en otros tejidos, la
diferenciacion de estas células es controlada por
senales especificas del microambiente (48,49),
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jugando también el epitelio un importante papel en
el inicio de los procesos de regeneracion estromal
en un proceso mediado por FC como el TGF-B y
sobre todo el PDGF. Asi el IGF-1 y la IL-Ta favore-
cen la proliferacion de queratocitos, pero sin alterar
su fenotipo (50). El TGF-B induce diferenciacién a
miofibroblastos (51). El FGF-2 y el PDGF favorecen
la diferenciacion y proliferacion de fibroblastos, asi
como la migracién de los queratocitos, sin embar-
go, el FGF-2 aumenta la expresion de queratan sul-
fato y disminuye la expresién de o-SMA, mientras
que el PDGF participaria en un mecanismo sinérgi-
co con el TGF-B en la diferenciacién a fenotipo
miofibroblasto (52,53). Esta diferente respuesta de
fibroblastos al PDGF y al FGF-2, ha llevado a plan-
tear a algunos autores como Jester et al., la posibi-
lidad de que existan dos tipos de fenotipo fibroblas-
to: los fibroblastos tipo | que en presencia de FGF-
2 aumentan la expresién de queratan sulfato vy
participarian en respuestas no fibréticas sin altera-
cion de la transparencia, y los fibroblastos tipo Il o
protomiofibroblastos que en presencia de PDGF
expresan mas dermatan sulfato y una mayor ten-
dencia a diferenciarse a miofibroblastos, partici-
pando en respuestas cicatriciales fibréticas con
alteracion de la transparencia corneal (48). La
reversibilidad del proceso de diferenciacién o, lo
que es lo mismo, el retorno de fibroblastos y miofi-
broblastos a queratocitos no esta tan clara y ésta
suele ser incompleta. La adiciéon de factores como
el IGF-1 y la IL-To. favorecen esta desdiferencia-
cién, aunque se piensa que los miofibroblastos y
los fibroblastos tipo Il inician un proceso de apop-
tosis una vez finalizada la cicatrizacién (48).

ESTRATEGIAS DE LA MEDICINA REGENERATIVA
EN LA CORNEA

A nivel corneal, y a pesar de sus caracteristicas
especificas, podemos actuar mediante las tres estra-
tegias de la medicina regenerativa. Como en otros
tejidos, la induccién quimica o biolégica de la rege-
neracion mediante FC u otras sustancias ha sido la
que mas desarrollo ha tenido y a la que dedicaremos
varios capitulos de esta monografia al hablar del
suero autélogo, de los derivados plaquetarios y los
adhesivos tisulares biolégicos. En este capitulo
vamos a repasar, de forma breve, las otras dos estra-
tegias de la medicina regenerativa, como son la tera-
pia con células madre y el trasplante de tejidos y
6rganos artificiales.

Terapia con células madre

En pacientes con insuficiencia limbar se produce
una incapacidad de las células madre del limbo para
mantener la integridad del epitelio corneal. Este cua-
dro se produce por diversas entidades nosolégicas
que, actuando por diferentes mecanismos patogéni-
cos, van a producir una disfuncion cuantitativa o
cualitativa de estas células o del microambiente que
las rodea. Las diferentes etiologias capaces de produ-
cir insuficiencia limbar se pueden dividir en dos gru-
pos segln que el dafio se produzca por una afecta-
cién extrinseca, como ocurre en casos de enferme-
dades inflamatorias (penfigoide ocular cicatricial,
sindrome de Stevens-Johnson, Lyell, acné rosacea),
quemaduras, infecciones, lentes de contacto, cirugia
limbar repetida y por farmacos como la mitomicina
o 5-fluoracilo, o por afectacion intrinseca como ocu-
rre en enfermedades como la aniridia congénita, la
eritroqueratodermia congénita, sindromes de neo-
plasia endocrina miltiple o la insuficiencia limbar
idiopdtica. Estas células madre del limbo son la
Unica fuente de células epiteliales con fenotipo cor-
neal (expresan citoqueratinas como la CK12 y CK3),
por lo que el dafo sobre ellas va a conllevar el cre-
cimiento de células epiteliales de estirpe conjuntival
(CK19) sobre la cérnea, lo que constituye el hallazgo
mas caracteristico de la insuficiencia limbar. Este
proceso de conjuntivalizacién se asocia a destruc-
cién de la membrana basal con aparicién de neovas-
cularizacién superficial, fibrosis subepitelial, infla-
macion crénica, hiperemia conjuntival, inestabilidad
e irregularidad de la superficie ocular que clinica-
mente se va a traducir en defectos epiteliales persis-
tentes o recurrentes y disminucién progresiva de la
transparencia corneal que conduce a la pérdida de
visién (54-56) (fig. 5).

El tratamiento de la insuficiencia limbar debe
estar encaminado a repoblar el limbo esclerocorneal
de células madre limbares y/o a restaurar el micro-
ambiente que las rodea. Los derivados hematicos
como el suero autélogo o los concentrados plaque-
tarios, asi como el trasplante de membrana amniéti-
ca, van a estimular sobre todo el microambiente lim-
bar aportando sustancias activas que favorecen el
desarrollo y expansién de las células madre residua-
les tras la agresién, mejorando los mecanismos
implicados en la renovacién y mantenimiento de los
epitelios de la superficie ocular. Sin embargo, en
pacientes con insuficiencia limbar grave necesitamos
aportar células madre limbares para restaurar una
superficie epitelial con fenotipo corneal (57). Estas
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Fig. 5: Manifestaciones clinicas del sindrome de insuficiencia limbar. Neovascularizacién corneal (A) y neovascularizacion
y fibrosis subepitelial en pacientes con aniridia (B). Neovascularizacion y opacidad corneal (C). Defecto epitelial persisten-

te en paciente con penfigoide ocular cicatricial (D).

células se pueden aportar mediante la realizacion de
un trasplante de limbo o mediante el trasplante de
células madre.

El trasplante de limbo lo podemos realizar con
tejido limbar procedente de donante vivo, ya sea
aut6logo o heterélogo, o con tejido limbar proceden-
te de donante cadaver, aprovechando el anillo lim-
bar que se desecha tras la queratoplastia (58) (figs. 6
y 7). La realizacién conjunta de trasplante de limbo
y trasplante de membrana amnidtica incrementa el
beneficio obtenido con cada una de las técnicas por
separado (59).

Recientemente han sido publicados nuevos méto-
dos de reconstruccién de la superficie ocular en
pacientes con insuficiencia limbar bilateral utilizan-
do cultivos de células madre adultas obtenidas del
limbo o la mucosa oral (60-62). La principal ventaja
de esta técnica de cultivo de células madre es que a

partir de una pequena cantidad de tejido limbar, o de
mucosa oral, podemos obtener tejido suficiente para

Fig. 6: Preparacion del anillo limbar de donante cadaver
tras haber obtenido el boton corneal para queratoplastia.
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Fig. 7: Trasplante de limbo realizado con tejido limbar
(360°) procedente de donante cadaver.

implantarlo nuevamente en la superficie ocular des-
pués de su expansién sobre membrana amnidtica u
otros sustratos. Estas técnicas permiten la reconstruc-
cién de la superficie ocular con epitelio autélogo,
evitando el riesgo de rechazo y la necesidad de
medicacion inmunosupresora necesaria en casos de
trasplantes de limbo heterélogos (63,64).

Las células madre, independientemente de su
localizacion, presentan una serie de caracteristicas
comunes como larga vida, un potencial ilimitado
para dividirse, un ciclo celular lento, poca o nula
diferenciacién y estar ubicadas en lugares protegidos
(65). Estas células son influenciadas por factores séri-
cos que participan en la regulacién de los procesos
celulares. Al contrario de lo que sucede con otras
células madre como las hemapoyéticas, en las que
existen marcadores especificos para su identifica-
cion, las células madre del limbo sélo son demostra-

Limbus

Conjunctiva

Differentiative __ 100

! compartment
Goblet cells Suprabasal cells PMC
Proliferative compartment TAC ’
A Basalcells \— sc -~

bles por evidencias indirectas, habiéndose propuesto
numerosas moléculas como marcadores si bien su
importancia real en la identificacion de estas células
sigue siendo controvertida (66,67). Cuando una célu-
la madre se divide, una de ellas mantiene su condi-
cién de célula madre y la otra, después de algunas
mitosis, inicia la diferenciaciéon (68). Esta forma de
division asimétrica permite la renovacién celular asf
como la autoperpetuacion de la célula madre (69).

Las células madre del limbo son células multipo-
tenciales pero muy comprometidas hacia células epi-
teliales de fenotipo corneal. Estas células se dividen
por mitosis en otras células con gran capacidad mité-
tica denominadas células amplificadoras transientes o
transitorias las cuales, después de varias divisiones,
inician un proceso de diferenciacién hacia las células
alares y superficiales del epitelio corneal, migrando
de forma centripeta y hacia la superficie en lo que se
ha denominado hipétesis XYZ (70) (fig. 8).

La expansién ex-vivo de las células madre puede
realizarse sobre laminas de fibrina, sobre la superfi-
cie céncava de una lente de coldgeno o sobre mem-
brana amnidtica. La membrana amniética es un sus-
trato bioldgico ideal para la expansién ex-vivo ya
que proporciona una gruesa membrana basal, que
facilita la migracién y adhesion de las células epite-
liales, y un estroma avascular con abundantes FC
(fig. 9). Existen varias técnicas de cultivo segin el
tipo de membrana amnidtica utilizada (intacta o
denudada al quitarle el epitelio), segtn se utilicen o
no capas nutrientes fibroblasticas 373, o que el
explante limbar sea completo o sélo se cultiven las
células epiteliales. Los trasplantes de células madre
se pueden hacer con células limbares del propio
paciente (autotrasplante) o con células procedentes
de donante (alotrasplante). También se pueden reali-

Fig. 8: Esquema de la renovacion del epitelio corneal (A). Biopsia limbar que muestra la migracién y diferenciacién de las

células epiteliales de la cornea.
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Fig. 9: Fragmento de membrana amniética. Las caracteris-
ticas de este tejido le permiten ser un sustrato biolégico
ideal para la expansion de células en cultivos.

zar con células procedentes de mucosa oral y con
células madre mesenquimales.

Corneas artificiales

Las peculiares caracteristicas de la cornea deter-
minan que cuando se produce un dafo sobre el estro-
ma corneal la reparacion del tejido va a conllevar,
generalmente, una alteracion de la transparencia
optica con disminucién de vision que, en muchos
casos, va a precisar la realizacién de queratoplastias
lamelares o penetrantes. Segtn la Organizacién Mun-
dial de la Salud, las enfermedades corneales son una
de las principales causas de ceguera, afectando a mas
de 10 millones de personas en el mundo y diagnosti-
candose cada afio entre 1,5 y 2 millones de pacientes
nuevos con problemas de transparencia éptica secun-
daria a traumatismos o Ulceras corneales (71).

Como ocurre con otros 6rganos, la demanda de
coérneas para trasplantes es mucho mayor que la dis-
ponibilidad de las mismas. Este balance esta empeo-
rando por el incremento de la esperanza de vida de
los potenciales donantes, que aumenta la frecuencia
de enfermedades degenerativas incompatibles con la
donacién y que convierten a estos potenciales
donantes en potenciales receptores, y sobre todo por
el incremento de la cirugia refractiva. En EEUU se
hacen al afio unos 45.000 trasplantes de cérnea, por
lo que la necesidad de encontrar sustitutos corneales
artificiales que puedan ser utilizados para reempla-
zar, total o parcialmente, estas cérneas puede apor-
tar importantes beneficios en el futuro.

La primera aproximacion a lo que podriamos con-
siderar una cornea artificial es la queratoprotesis. Los

modelos mas antiguos requieren para su implanta-
cién cirugias complejas con alta incidencia de com-
plicaciones y presentan un bajo indice de permeabi-
lidad y de biointegracién que, en muchos pacientes,
condicionan el fracaso de las mismas. Estas protesis
han de tener transparencia, un apropiado indice
refractivo, una tensién adecuada para realizar sus
funciones de barrera, una buena permeabilidad a
nutrientes y la capacidad de ser repoblada por célu-
las del receptor que faciliten la integracién de la pro-
tesis y disminuyan los procesos inflamatorios (72).
Materiales como el polimetilmetacrilato (PMMA)
aportan transparencia, mientras otros mas hidrofilicos
y flexibles como el poli-2 hidrometilmetacrilato
(PHEMA) presentan una mayor transparencia y una
mejor permeabilidad, pero se calcifican precozmente
y presentan poca o nula capacidad de integracion
(73,74). La permeabilidad al oxigeno y a otros
nutrientes es fundamental para la supervivencia de las
células que rodean el implante. Algunos materiales
como el perfluoropoliéter y derivados como el PDMS
presentan una permeabilidad a glucosa similar a la de
la cornea (75).

Una linea de investigacién actual en medicina
regenerativa es mejorar la biointegracién de estas
prétesis facilitando su colonizacién por células epi-
teliales y neuronas. Esto se puede conseguir utili-
zando polimeros que generen una respuesta biol6-
gica e interactiva con las células, como el perfluo-
ropoliéter, o aumentando la capacidad de adhesion
de estos polimeros sintéticos con sustancias bioac-
tivas (76-78). El revestimiento de las protesis con
proteinas de la matriz extracelular como colageno,
laminina o fibronectina mejoran in vitro la prolife-
raciéon y adhesién de las células, aunque estos
resultados no han sido tan satisfactorios en vivo
(78). La utilizacién de FC como el EGF mejora la
proliferacién y migracién de las células epiteliales
sobre las protesis (79), mientras que el TGF-B pare-
ce prevenir la formacién de membranas en la parte
interna de la prétesis (80).

Por otro lado, la ingenieria tisular ha tratado de
conseguir equivalentes corneales artificiales que pre-
tenden reproducir la estructura de la cornea normal.
Estas cérneas artificiales pueden ser bioldgicas, utili-
zando para su fabricacion coldgeno, matriz extrace-
lular y células del limbo esclerocorneal (81,82), o,
sobre todo, semisintéticas utilizando colageno y
materiales sintéticos. Las corneas artificiales sintéti-
cas estan basadas en la idea de utilizar estructuras de
soporte que mejoren las condiciones del microam-
biente e interactien con las células. Con todo, imitar
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la cérnea es muy complejo y en muy pocos polime-
ros sintéticos las células crecen en tres dimensiones,
por lo que los biopolimeros que podemos utilizar
son muy limitados. El hidrogel de colageno tipo 1 es
el biopolimero predominante en la cérnea y, por
tanto, el mas atractivo para ser utilizado como sopor-
te para estas matrices, sin embargo, la biodegrada-
cion del colageno y la poca resistencia de estos
hidrogeles a bajas concentraciones hacen que sea
preciso reforzarlos con técnicas de Cross-linking
(83). EI TERP5 es un polimero sintético que, como el
hidrogel de colageno, permite el crecimiento tridi-
mensional de las células y con el cual se puede mez-
clar formando un copolimero que permite ser molde-
ado con la curvatura y dimensiones de la cérnea
(84). Este hidrogel presenta una muy buena transpa-
rencia optica y permeabilidad al oxigeno y a la glu-
cosa, poca reaccién inmune e inflamatoria y posibi-
lita el crecimiento epitelial, endotelial y la regenera-
cion neuronal del injerto. Sus propiedades
mecanicas pueden ser mejoradas mediante la accién
del Cross-linking con el fin de conseguir una mayor
dureza que nos permita suturarlas (85-87). En un tra-
bajo reciente, Fagerholm et al. utilizan implantes
biosintéticos en queratoplastias de pacientes con
queratocono, encontrando una buena integracion
del implante con restauracién de la pelicula lagri-
mal, crecimiento de células estromales y epiteliales
sobre el implante y regeneracion neuronal con recu-
peracion parcial de la sensibilidad corneal (88). En
este trabajo, encontraron que tras 24 meses de segui-
miento, el implante permanecié estable y avascular
sin la necesidad de inmunosupresion.
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