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RESUMEN

Obj etivo. Determinar laeficaciaen lacicatrizacion del implante
de células madre pluripotentes de ratén en un modelo murino con
lesién retinianatraumatica.

Material y métodos. Se cultivaron células madre embrionarias
de ratén; posteriormente se implementd un modelo en rata con
retinotomia con trécar de 27G. Se utilizaron cuatro grupos, cada
uno con diez ratas Rattus norvegicu (40 0jos). Los grupos setrata-
ron como sigue: Grupo Control no recibié tratamiento, Grupo 1
recibié 0.025 mL intravitreo de solucién salinabalanceada, Grupo
2 se le implantaron 20,000 células intravitreas y Grupo 3 recibio
50,000 célulasintravitreas re suspendidas en 0.025 mL de solucién
salinabalanceada; setrataron alaprimera, segunday cuartasema-
nas posterior ala retinotomia. Tres meses después de lalesion se
sometieron a estudio histopatol dgico.

Resultados. En todos los grupos se val oré histol 6gicamente la
respuesta inflamatoria e integridad anatémica, encontrando en el
Grupo Control y Grupo 1 inflamacion y alteracion anatémicamo-
derada, mientras que en los Grupos 2 y 3 la inflamacion fue de
escasaanula, restaurandose laintegridad anatomica.

Conclusiones. El implante de células madre embrionarias de
raton es eficaz para unamejor cicatrizacion de lesiones retinianas
trauméticas al reducir larespuestainflamatoriay restaurar lainte-
gridad anatémica.
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Efficacy in healing traumatic retinal lesions by implanting
mouse pluripotent stem cells. Experimental rat model

SUMMARY

Objective. To determine the efficiency of the cicatrization af-
ter implanting mouse pluripotent stem cellsin amurine model with
aretinal injury.

Material and methods. Mouse embryonic stem cells were
cultured; later on arat model with retinotomy was implemented
using a 27G trocar. 4 experimental groups were studied, each one
containing 10 rats Rattus norvegicu (40 eyes). The groupsreceived
different treatmentsin aintravitreal way asfollows: control group
did not received any treatment, Group 1 received 0.025 mL of
balanced salt solution, Group 2 received 20,000 cells resuspended
in 0.025 mL of balanced salt solution and Group 3 received 50,000
cells resuspended in 0.025 mL of balanced salt solution. All the
groups received the treatment at the first, second and fourth weeks
after the retinotomy. Three months after the retinal injury and
histopathological study was done.

Results. The inflammatory response and histological integrity
were studied in all the groups. The findings were as follows: Con-
trol Group and Group 1 showed moderate inflammation and ana-
tomical changes, moreover Groups 2 and 3 showed a low or null
inflammation and the anatomical integrity was restored.

Conclusions. Intravitreal implantation of Mouse embryonic
stem cellsis effective for better cicatrization of traumatic retinal
injuriesin order to reduce the inflammatory response and the ana-
tomical changes.

Key words: Stem cells; reting; retinal injury.
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Introduccion

Casi en la mitad de los traumatismos oculares graves se
afecta la retina, cuyas lesiones se asocian en mayor propor-
cion con pérdida visua permanente. En trauma orbitario con
secuelas intraoculares significativas la lesion més frecuente
eslaconmocion o edemadelareting, lacual secaracterizapor
tumefaccion paliday oscurecimiento del relieve coroideo.*?

El trauma ocular ocasiona uno de cada diez desprendi-
mientos de retina (algunas series indican hasta 17%), y €
prondstico del desprendimiento de retina no es bueno, ya
que puede atrofiarse.?

El trauma ocul ar es una causaimportante de ceguerapre-
venibleentodo el mundoy casi 50% delaslesionesoculares
ocurren en menores de 18 afios de edad.®

Se estima que hay 2.4 millones de lesiones oculares en
Estados Unidos cada afio. El 35% de estas | esiones ocurren
en nifios menores de 17 afios y 55% en nifios menores de 15
anos.*

En el traumaocular abierto el paciente deberaser interve-
nido quirdrgicamente deinmediato.? El cierrequirdrgico dela
penetracion ocular debera restaurar la anatomiay la arqui-
tecturafuncional, evitar complicaciones posiblesy preparar
€l globo ocular para futuras intervenciones.®

Laretinaesunapartedel sistemanervioso central y como
el cerebro es en gran parte incapaz de reemplazar las neuro-
nas perdidas por enfermedad o lesion. Dependiendo del tipo
neuronal, las enfermedades neurodegenerativas de laretina
se pueden dividir en los que afectan alaretinaexternay las
gue afectan alaretinainterna.®

El término célula madre (SC) fue acufiado a finales del
siglo XX, cuando el cientifico aleman Darwinist Ernst Haec-
kel y cols. fusionaron los conceptos de filogenia'y ontoge-
niaparadescribir ssammzelle (stem cell), un concepto nuevo
para definir alas células primordial es que se diferencian en
diferentes tipos de células y en organismos multicelulares.”

Si estas células se clasifican segin su descendencia y
potencial de desarrollo, es posible reconocer cuatro niveles
deSC:®

Totipotentes.
Pluripotentes.
Multipotentes.
Unipotentes.

L as células madre pluri potentes surgen de célul as toti po-
tentesy pueden originar la mayor parte de |los tipos de célu-
las especializadas necesarias para el desarrollo fetal. Esde-
cir, las SC pluripotentes humanas pueden generar todas las
células del cuerpo, pero ninguna célula del tejido extraem-
brionario.®

Ladiferenciacion adicional de SC pluripotentes conduce
alaformacion de células madre multipotentesy unipotentes.
L as células multipotentes sdl o pueden crear un ndmero limi-
tado de tipos celulares, y las células unipotentes solo célu-
las de su mismo tipo.8°
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Dos propiedades de las SC sustentan su utilidad y expec-
tativas: tienen lacapacidad de originar células diferenciadas
y serenuevan por si mismas, ya que cada division dela SC
crea cuando menos otra SC.2

El trasplante de SC parece una herramienta prometedora
paralaregeneracion de tejidos enfermos, dafiados o defec-
tuosos. Las células madre hematopoyéticas ya se han utili-
zado para restaurar células hematopoyéticas. Los rapidos
adelantos en lainvestigacion con SC, han planteado la posi-
bilidad de usar otrostipos de células madre parael reemplazo
celulary tisular. X

Para |as terapias con SC, la retina tiene la combinacion
Optimade lafacilidad de acceso quirlrgico, combinado con
unacapacidad de observar célulastrasplantadas directamen-
teatravés de los medios oculares claros. La pregunta ahora
es: ¢gqué enfermedades retinianas son blancos més apropia-
dos paralos ensayos clinicos con células madre pluripoten-
ciaes?

No solamente para enfermedades vasculares retinianas
se han empleado ESC como tratamiento de éstas, también se
han empleado en enfermedad de Stargardt, retinitis pigmen-
tosay distrofia de fotorreceptores con diferentes métodos
de aplicacion delas mismas 113

Dos ensayos clinicos de las terapias basadas con SC en
enfermedades delaretinayahan sido aprobados por laFDA,
ambos iniciados por Advanced Cell Technology (Santa
Monica, CA), lacual planeaincluir pacientes con enferme-
dad de Stargardt y atrofiageograficasecundariaadegenera-
cion macular relacionadacon laedad (AMD). =

Existen estudios que demuestran la ausencia de factores
adversos secundarios a empleo de SC en retina como son:
hiperproliferacién, tumorigenicidad, tejido ectdpico o recha
zo evidente después de cuatro meses de seguimiento.™

Objetivo

Determinar laeficaciaenlacicatrizacién a implantar célu-
las madre pluripotentes de ratdn en un modelo murino con
lesion retinianatraumética, analizando histopatol 6gicamen-
telarespuestainflamatoriay laintegridad anatomica.

Material y métodos

Expansion de células madre embrionarias de raton
(MESC)

LasmESC (ATCC, SCRC-1011) sesembraron aunadensi-
dad de 50,000 células x cm? sobre una monocapa de fibro-
blastos embrionarios (MEF) de raton previamente arresta-
dos en su ciclo celular, utilizandose medio basal de mESC
(ATCC, cat: SCRR-2010) suplementado con 15% de suero
fetal bovino (FBS), 2-mercaptoetanol a 0.1 mM (Invitrogen,
cat: 21985023) y factor inhibidor deleucemia(LIF) arazén de
1000 U/mL (Chemicon, cat: ESG1107); seincubarona37°Cy
5% CO2. Unavez que las placas de cultivo se encontraban
confluentes, se procedi6 adespegar lasmESC con tripsinay
mediante conteo celular (Invitrogen Cell Counter) se obtu-
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vieron dosis de 20,000 y 50,000 células re suspendidas en
0.025 mL de solucion salinabalanceadaal 0.09% (SSB).

M odelo murinocon retinotomia

El manejo de los animales se realizd de acuerdo con la
NormaOficia MexicanaNOM-062-Z00-1999y losresiduos
sedispusieron de acuerdo conlaNOM-087-ECOL-1995. L os
animales fueron machos de la cepa Rattus norvegicu de 12
semanas de edad y se aclimataron durante una semana antes
deiniciar el proyecto en jaulas metabdlicas con ciclosde 12
h deluz/oscuridad, con humedad controlada (50-60%) y con-
diciones de temperatura constante (21 + 1 °C).

Bajo sedacion con 5 mg de ketaminamas 8 mg de xilacina
intraperitoneal, se realiz6 unaretinotomia en areatemporal,
por fueradelas arcadas con un trocar 27G bajo observacion
directacon oftalmoscopio indirecto, lacua quefuerealizada
por un mismo retindlogo.

Implantedecéulasmadrepluripotentes

Los grupos de estudio se dividieron en un grupo control
y tres grupos experimentales, cada uno con diez ratas de
laboratorio raza Rattus norvegicus, los cuales fueron con-
formados en formaaleatoria(ojoizquierdo de cadarata, sien-
do un total de 40 0jos).

El implante de mESC fueintravitreo con agujade 27G, €l
cual fuerealizado por un mismo médico oftalmdélogo; a gru-
po control no se le aplicé ningun tratamiento; el primer
grupo experimental recibié 0.025 mL intravitreo de solucion
salinabalanceada (SSB); a Grupo 2 seleimplantaron 20,000
mMESC intravitreasre suspendidasen 0.025 mL SSB; el Grupo
3 recibié 50,000 mESC intravitreas re suspendidas en 0.025
mL SSB; Todoslos grupos experimentalesrecibieron lasin-
yecciones intravitreas ala primera, segunday cuarta sema-
nas posterior alaretinotomia.

Estudio histopatol 6gico

Posterior a tres meses de la lesion, se sacrificaron los
animales paraproceder aenucleacion del ojo izquierdo afec-
tado, colocando la pieza patol 6gicaen formol amortiguado al
10%, serealizdinclusiéon del tejido en parafinay se obtuvieron
cortes histolégicos de 3 m de grosor, tifiéndolos posterior-
mente con hematoxilina& eosina(HE) paraser analizadas pos-
teriormente por un médico pat6logo mediante microscopia
directa (microscopio Olympus BC50), el cual desconociaa
gué grupo pertenecia cada corte histol dgico.

Resultados

Expansén decdulasmadreembrionariasder aton (mMESC)

Las mESC son célul as adherentes que tienen como carac-
teristica principal su crecimiento en colonias, mismas que
crecieron sobre unamonocapa de MEF deraton (Figura 1).

LaconfluenciadelasmESC sealcanzabacada 72 h, requi-
riendo un pase celular. Posterior a éste, laformacién de las
nuevas col onias se presentaba después de las primeras 24 h,
siendo el tamafio de las colonias observadas heterogéneo.
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Figura 1. Cultivo de células madre embrionarias de ratén. Colonia de
mMESC sobre una monocapa de MEF (10X).

M odelomurinoconretinotomia

Laretinotomiaserealizd de manerahomogéneade 1 mm
en todos|os grupos, sin presenciade complicaciones duran-
tey posterior alalesion como son: endoftalmitis, hemovi-
treo, desprendimiento deretinay ptisis bulbi.

Implantedecélulasmadrepluripotentesy estudio histo-
patolégico

Lasaplicacionesintravitreassellevaron acabo en el tiem-
po establecido y sin complicaciones. Durante unlapso de 11
semanas posteriores a la primera aplicacion intravitrea de
MESC, no se observaron datos de rechazo, endoftalmitis ni
algunaotracomplicacién secundariaalamisma.

De acuerdo con lahistopatol ogiaretiniananormal derata,
un médico pat6logo designéd grados segin €l nivel de res-
puestainflamatoriaen nula, leve, moderaday severa, utilizan-
do como criterio lacantidad deinfiltrado inflamatorio crénico
constituido por linfocitos y macréfagos; por otra parte, de-
signd grados de integridad anatdbmica en conservada, con
alteracion leve, moderaday severa, en basealaintegridad de
las capas de laretina'y a desplazamiento anterior de las
mismas por lapresenciadeinfiltrado inflamatorio.

Referente al criterio de respuestainflamatoria, en el gru-
po control se observd una respuesta leve en 30% de las
muestrasy 70% present6 unarespuestainflamatoriamode-
rada, mientras que en el Grupo 1 se observo unarespuesta
inflamatoria leve en 50% de las muestras y 50% con res-
puesta moderada. En el Grupo 2 no se observoé respuesta
inflamatoria en 20% de las muestras, sin embargo, 60% pre-
sentd respuestainflamatoria escasa, 10% con respuestainfla:
matorialevey 10% con respuestainflamatoriamoderada. Enel
Grupo 3 no se observo respuesta inflamatoria en 50% de las
muestras, 40% presentd respuestainflamatoriaescasay 10%
present6 una respuesta leve (Figura 2).

Con respecto alaintegridad anatémica, 30% del grupo con-
trol sufrié una ateracion levey 70% presentd una alteracion
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Figura 2. Respuesta inflamatoria e integridad anatémica en cortes histolégicos de retina. Fondo de ojo (polo posterior) de rata con tincién
HE. (40X). A. Infiltrado Inflamatorio crénico leve (T) con discontinuidad y desplazamiento anterior de las capas superficiales de la retina. B.
Infiltrado inflamatorio crénico moderado (T) con desplazamiento anterior importante de las capas superficiales de la retina. C. Infiltrado
inflamatorio crénico escaso (1), tejido de proliferacién y pérdida leve de la anatomia. D. Ausencia de infiltrado inflamatorio, tejido de

proliferacién y con integridad de la anatomia.

moderada, mientrasqueen el Grupo 1, 50% present6 unaalte-
racionlevey e otro 50% delas muestras unaal teracion mode-
rada. En el Grupo 2, 80% delas muestras mantuvo conservada
su integridad anatémica, 10% present6 alteracion levey 10%
restante una alteracion moderada. En el Grupo 3 90% de las
muestras mantuvo conservada su integridad anatémicay el
10% solo sufrié una ateracion leve (Figura 2).

Al analizar en conjunto los resultados obtenidos en la
respuesta inflamatoria de |os cuatro grupos, se observo una
tendenciaadisminuir esta condicién en los grupos que reci-
bieron el implanteintravitreo con MESC en comparacion con
los grupos no tratados, asi como una respuesta notoriamen-
tefavorable en € Grupo 3, mismo querecibié 50,000 células
por dosis (Figura 3).

Deigual forma, se puede apreciar que €l Grupo 3 mantuvo
conservada su integridad anatémica en casi todos | 0s casos,
a diferencia del grupo control y el Grupo 1 que se vieron
afectados en su mayoria presentando una alteracion de la
anatomia de moderada a leve (Figura 4).

Envirtud de que en el Grupo control y en el Grupo 1 hubo
unapérdidadelaanatomiay no seencontré unamejoraenla
cicatrizacion, podemos afirmar que la solucion salinabalan-
ceada que se utilizé como vehiculo para re suspender las
MESC, de ningunamanerainfluyé paraqueenlosgrupos2y
3 se presentara una menor respuesta inflamatoriay se con-
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Severa Moderada Leve Escasa Nula
Respuesta inflamatoria

[ Grupo1 [ Grupo2 [] Grupo 3

Il Grupo Control

Figura 3. Respuesta inflamatoria en los cuatro grupos de estudio.
servaralaintegridad anatémica, conllevando aunasignifica
tivacicatrizacion.
Andlisisestadistico

L os tratamientos fueron asignados a eatoriamente. Las

dos variables (respuesta histol 6gica e integridad anatomica)
se midieron en escalaordinal. Se usd ANOVA de un factor

306



Eficaciaen lacicatrizacion de lesiones retinianas con células madre pluripotentes de ratén

10
9
8
% 7
o 6
[}
O 5
o
T 4
5,
=
2
1 -
0
Ateracion  Alteracion Alteracion
Severa Moderada Leve Conservada

Integridad anatémica

Il Grupo Control [ Grupo 1 [ Grupo 2 [ Grupo 3

Figura 4. Integridad anatémica en los cuatro grupos de estudio.

parajuzgar la significancia estadistica (software estadistico
empleado: Statistica8.0). Paralas dos variables se encontro
queentreel Grupo control y el Grupo 1 no mostraron diferen-
cia estadisticamente significativa. Lo mismo ocurrié en los
grupos 3y 4. Sin embargo, entre los dos pares de grupos asi
agrupados, se comprobo diferencia estadisticamente signifi-
cativa(p < 0.000001).

Discusion

El empleo de SC en enfermedadesretinianas esun trata-
miento prometedor hoy en dia que esta en investigacion
activay que cadavez es mas empleado para estudios expe-
rimentales, sin embargo, los estudios clinicos son muy es-
casos y los que existen son con un nimero de muestra no
significativo, los cuales estdn mas enfocados a enfermeda-
des vasculares de laretina como es la retinopatia diabética,
asi como retinopatias degenerativas o distrofias retinianas
(AMD, retinitis pigmentosay enfermedad de Stargardt).'2*®
Los primeros enfoques de las terapias con SC en retina han
sido empleados para regenerar tejidos dafiados como son el
epitelio pigmentario de la retina y los fotorreceptores, en
tanto el reemplazo detodalaretina con SC diferenciadas es
un objetivo méas ambicioso.

En virtud de que el objeto del empleo de SC en retina es
reemplazar las célulasdafadasy preservar lafuncion celular,
el presente estudio trata de demostrar que en el trauma ocu-
lar en donde se ve afectada la integridad anatémica de la
retinay como consiguiente su funcion provocando una dis-
minucion o pérdidadelavision, lacual afectaseveramentela
calidad de vida de los pacientes y sus familias, asociandose
con un impacto econémico profundo. De acuerdo con nues-
tros resultados, podemos decir que el tratamiento con tera-
piaderemplazo celular en traumaocular es (til para preser-
var laanatomiadelaretinay probablemente presentariauna
mejoriadelaagudezavisual.

En nuestro estudio no se encontraron datos histol 6-
gicos de neoplasias (teratomas) alas 11 semanas poste-

riores al implante de mESC a diferencia de Arnhold y
Chaudhry y cols., quienes reportaron la presencia de te-
ratomas alas seisy ocho semanas, respectivamente, pos-
teriores al implante de ESC diferenciadas,***¢ 1o cual nos
puede sugerir unamayor utilidad al implantar SC indife-
renciadas. lgualmente no se encontraron datos de re-
chazo, hiperproliferacion o tejido ectdpico en tres meses
de seguimiento, los cuales son similares a lo reportado
por Steveny cols.*

Actuamente no se cuentan con estudios clinicos de trau-
maocular con manejo de células pluripotentes, sin embargo,
se llevan a cabo estudios clinicos con distrofias retinianas
como el de James Bainbridge y cols. (2011), quienes estan
implanténdol as en dosis de 50,000 2200,000 ESC a pacientes
mayores de 18 afios con alguna distrofia de retina.

En nuestro estudio seimplantaron 20,000y 50,000 células
por dosis, sin observar una diferencia estadisticamente sig-
nificativa en los resultados entre ambos grupos, sin embar-
go, en el grupo en el que seimplantaron 50,000 no hubo un
solo caso derespuestainflamatoriani alteracion delaanato-
miamoderada que clinicamente pudiera ser muy Util. Por lo
anterior, este estudio abre | as puertas afuturas investigacio-
nes en las cuales se pueda val orar la efectividad versus cos-
to-beneficio del empleo de células pluripotentesadiferentes
concentraciones.

Se necesitan mas ensayos clinicos controlados aleato-
riosdel empleo de SC en retina, no solamente paraenferme-
dades vasculares, distrofias o degeneraciones, sino para
cualquier patologiaen laque se vea afectadala anatomiay
lafuncién de laretina como es el traumaocular, paraeva-
luar latoxicidad, establecer laseguridad, ladosisy determi-
nar si el empleo de estas células es eficaz en el tratamiento
de una condicién en particular.

Conclusiones

El implante demESC eseficaz paraunamejor cicatrizacion
delesionesretinianastrauméticasal reducir larespuestainfla:
matoriay restaurar laintegridad anatomica, pero es necesario
continuar con protocolos de investigacion para determinar
otros parametros como localizacion y biodistribucion de las
MESC, dosisterapéuticasy seguimientos alargo plazo.

Consideracionesfinales

Este trabajo experimental de ciencia basica fue galar-
donado con el “ X111 Premio Bienal de Oftalmologia’, reco-
nocimiento Nacional que otorgala Sociedad Mexicanade
Oftalmologiay laUniversidad Nacional Autonomade Méxi-
co, como estimulo al mejor trabajo de investigacién en el
areade Oftalmologia.
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