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RESUMEN
Objetivo. Determinar la eficacia en la cicatrización del implante

de células madre pluripotentes de ratón en un modelo murino con
lesión retiniana traumática.

Material y métodos. Se cultivaron células madre embrionarias
de ratón; posteriormente se implementó un modelo en rata con
retinotomía con trócar de 27G. Se utilizaron cuatro grupos, cada
uno con diez ratas Rattus norvegicu (40 ojos). Los grupos se trata-
ron como sigue: Grupo Control no recibió tratamiento, Grupo 1
recibió 0.025 mL intravítreo de solución salina balanceada, Grupo
2 se le implantaron 20,000 células intravítreas y Grupo 3 recibió
50,000 células intravítreas re suspendidas en 0.025 mL de solución
salina balanceada; se trataron a la primera, segunda y cuarta sema-
nas posterior a la retinotomía. Tres meses después de la lesión se
sometieron a estudio histopatológico.

Resultados. En todos los grupos se valoró histológicamente la
respuesta inflamatoria e integridad anatómica, encontrando en el
Grupo Control y Grupo 1 inflamación y alteración anatómica mo-
derada, mientras que en los Grupos 2 y 3 la inflamación fue de
escasa a nula, restaurándose la integridad anatómica.

Conclusiones. El implante de células madre embrionarias de
ratón es eficaz para una mejor cicatrización de lesiones retinianas
traumáticas al reducir la respuesta inflamatoria y restaurar la inte-
gridad anatómica.
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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 cells in a murine model with
a retinal injury.

Material and methods. Mouse embryonic stem cells were
cultured; later on a rat model with retinotomy was implemented
using a 27G trocar. 4 experimental groups were studied, each one
containing 10 rats Rattus norvegicu (40 eyes). The groups received
different treatments in a intravitreal way as follows: 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 cells is effective for better cicatrization of traumatic retinal
injuries in order to reduce the inflammatory response and the ana-
tomical changes.

Key words: Stem cells; retina; retinal injury.
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Introducción

Casi en la mitad de los traumatismos oculares graves se
afecta la retina, cuyas lesiones se asocian en mayor propor-
ción con pérdida visual permanente. En trauma orbitario con
secuelas intraoculares significativas la lesión más frecuente
es la conmoción o edema de la retina, la cual se caracteriza por
tumefacción pálida y oscurecimiento del relieve coroideo.1,2

El trauma ocular ocasiona uno de cada diez desprendi-
mientos de retina (algunas series indican hasta 17%), y el
pronóstico del desprendimiento de retina no es bueno, ya
que puede atrofiarse.2

El trauma ocular es una causa importante de ceguera pre-
venible en todo el mundo y casi 50% de las lesiones oculares
ocurren en menores de 18 años de edad.3

Se estima que hay 2.4 millones de lesiones oculares en
Estados Unidos cada año. El 35% de estas lesiones ocurren
en niños menores de 17 años y 55% en niños menores de 15
años.4

En el trauma ocular abierto el paciente deberá ser interve-
nido quirúrgicamente de inmediato.2 El cierre quirúrgico de la
penetración ocular deberá restaurar la anatomía y la arqui-
tectura funcional, evitar complicaciones posibles y preparar
el globo ocular para futuras intervenciones.5

La retina es una parte del sistema nervioso central y como
el cerebro es en gran parte incapaz de reemplazar las neuro-
nas perdidas por enfermedad o lesión. Dependiendo del tipo
neuronal, las enfermedades neurodegenerativas de la retina
se pueden dividir en los que afectan a la retina externa y las
que afectan a la retina interna.6

El término célula madre (SC) fue acuñado a finales del
siglo XX, cuando el científico alemán Darwinist Ernst Haec-
kel y cols. fusionaron los conceptos de filogenia y ontoge-
nia para describir stammzelle (stem cell), un concepto nuevo
para definir a las células primordiales que se diferencian en
diferentes tipos de células y en organismos multicelulares.7

Si estas células se clasifican según su descendencia y
potencial de desarrollo, es posible reconocer cuatro niveles
de SC: 8

• Totipotentes.
• Pluripotentes.
• Multipotentes.
• Unipotentes.

Las células madre pluripotentes surgen de células totipo-
tentes y pueden originar la mayor parte de los tipos de célu-
las especializadas necesarias para el desarrollo fetal. Es de-
cir, las SC pluripotentes humanas pueden generar todas las
células del cuerpo, pero ninguna célula del tejido extraem-
brionario.8

La diferenciación adicional de SC pluripotentes conduce
a la formación de células madre multipotentes y unipotentes.
Las células multipotentes sólo pueden crear un número limi-
tado de tipos celulares, y las células unipotentes sólo célu-
las de su mismo tipo.8,9

Dos propiedades de las SC sustentan su utilidad y expec-
tativas: tienen la capacidad de originar células diferenciadas
y se renuevan por sí mismas, ya que cada división de la SC
crea cuando menos otra SC.8

El trasplante de SC parece una herramienta prometedora
para la regeneración de tejidos enfermos, dañados o defec-
tuosos. Las células madre hematopoyéticas ya se han utili-
zado para restaurar células hematopoyéticas. Los rápidos
adelantos en la investigación con SC, han planteado la posi-
bilidad de usar otros tipos de células madre para el reemplazo
celular y tisular.10

Para las terapias con SC, la retina tiene la combinación
óptima de la facilidad de acceso quirúrgico, combinado con
una capacidad de observar células trasplantadas directamen-
te a través de los medios oculares claros. La pregunta ahora
es: ¿qué enfermedades retinianas son blancos más apropia-
dos para los ensayos clínicos con células madre pluripoten-
ciales?11

No solamente para enfermedades vasculares retinianas
se han empleado ESC como tratamiento de éstas, también se
han empleado en enfermedad de Stargardt, retinitis pigmen-
tosa y distrofia de fotorreceptores con diferentes métodos
de aplicación de las mismas.11-13

Dos ensayos clínicos de las terapias basadas con SC en
enfermedades de la retina ya han sido aprobados por la FDA,
ambos iniciados por Advanced Cell Technology (Santa
Monica, CA), la cual planea incluir pacientes con enferme-
dad de Stargardt y atrofia geográfica secundaria a degenera-
ción macular relacionada con la edad (AMD).13

Existen estudios que demuestran la ausencia de factores
adversos secundarios al empleo de SC en retina como son:
hiperproliferación, tumorigenicidad, tejido ectópico o recha-
zo evidente después de cuatro meses de seguimiento.14

Objetivo

Determinar la eficacia en la cicatrización al implantar célu-
las madre pluripotentes de ratón en un modelo murino con
lesión retiniana traumática, analizando histopatológicamen-
te la respuesta inflamatoria y la integridad anatómica.

Material y métodos

Expansión de células madre embrionarias de ratón
(mESC)

Las mESC (ATCC, SCRC-1011) se sembraron a una densi-
dad de 50,000 células x cm2 sobre una monocapa de fibro-
blastos embrionarios (MEF) de ratón previamente arresta-
dos en su ciclo celular, utilizándose medio basal de mESC
(ATCC, cat: SCRR-2010) suplementado con 15% de suero
fetal bovino (FBS), 2-mercaptoetanol al 0.1 mM (Invitrogen,
cat: 21985023) y factor inhibidor de leucemia (LIF) a razón de
1 000 U/mL (Chemicon, cat: ESG1107); se incubaron a 37 oC y
5% CO2. Una vez que las placas de cultivo se encontraban
confluentes, se procedió a despegar las mESC con tripsina y
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 solución salina balanceada al 0.09% (SSB).

Modelo murino con retinotomía
El manejo de los animales se realizó de acuerdo con la

Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999 y los residuos
se dispusieron de acuerdo con la NOM-087-ECOL-1995. Los
animales fueron machos de la cepa Rattus norvegicu de 12
semanas de edad y se aclimataron durante una semana antes
de iniciar el proyecto en jaulas metabólicas con ciclos de 12
h de luz/oscuridad, con humedad controlada (50-60%) y con-
diciones de temperatura constante (21 ± 1 oC).

Bajo sedación con 5 mg de ketamina más 8 mg de xilacina
intraperitoneal, se realizó una retinotomía en área temporal,
por fuera de las arcadas con un trocar 27G bajo observación
directa con oftalmoscopio indirecto, la cual que fue realizada
por un mismo retinólogo.

Implante de células madre pluripotentes
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 forma aleatoria (ojo izquierdo de cada rata, sien-
do un total de 40 ojos).

El implante de mESC fue intravítreo con aguja de 27G, el
cual fue realizado por un mismo médico oftalmólogo; al gru-
po control no se le aplicó ningún tratamiento; el primer
grupo experimental recibió 0.025 mL intravítreo de solución
salina balanceada (SSB); al Grupo 2 se le implantaron 20,000
mESC intravítreas re suspendidas en 0.025 mL SSB; el Grupo
3 recibió 50,000 mESC intravítreas re suspendidas en 0.025
mL SSB; Todos los grupos experimentales recibieron las in-
yecciones intravítreas a la primera, segunda y cuarta sema-
nas posterior a la retinotomía.

Estudio histopatológico
Posterior a tres meses de la lesión, se sacrificaron los

animales para proceder a enucleación del ojo izquierdo afec-
tado, colocando la pieza patológica en formol amortiguado al
10%, se realizó inclusión del tejido en parafina y se obtuvieron
cortes histológicos de 3 m de grosor, tiñéndolos posterior-
mente con hematoxilina & eosina (HE) para ser analizadas pos-
teriormente por un médico patólogo mediante microscopía
directa (microscopio Olympus BC50), el cual desconocía a
qué grupo pertenecía cada corte histológico.

Resultados

Expansión de células madre embrionarias de ratón (mESC)
Las mESC son células adherentes que tienen como carac-

terística principal su crecimiento en colonias, mismas que
crecieron sobre una monocapa de MEF de ratón (Figura 1).

La confluencia de las mESC se alcanzaba cada 72 h, requi-
riendo un pase celular. Posterior a éste, la formación de las
nuevas colonias se presentaba después de las primeras 24 h,
siendo el tamaño de las colonias observadas heterogéneo.

Modelo murino con retinotomía
La retinotomía se realizó de manera homogénea de 1 mm

en todos los grupos, sin presencia de complicaciones duran-
te y posterior a la lesión como son: endoftalmitis, hemoví-
treo, desprendimiento de retina y ptisis bulbi.

Implante de células madre pluripotentes y estudio histo-
patológico

Las aplicaciones intravítreas se llevaron a cabo en el tiem-
po establecido y sin complicaciones. Durante un lapso de 11
semanas posteriores a la primera aplicación intravítrea de
mESC, no se observaron datos de rechazo, endoftalmitis ni
alguna otra complicación secundaria a la misma.

De acuerdo con la histopatología retiniana normal de rata,
un médico patólogo designó grados según el nivel de res-
puesta inflamatoria en nula, leve, moderada y severa, utilizan-
do como criterio la cantidad de infiltrado inflamatorio crónico
constituido por linfocitos y macrófagos; por otra parte, de-
signó grados de integridad anatómica en conservada, con
alteración leve, moderada y severa, en base a la integridad de
las capas de la retina y al desplazamiento anterior de las
mismas por la presencia de infiltrado inflamatorio.

Referente al criterio de respuesta inflamatoria, en el gru-
po control se observó una respuesta leve en 30% de las
muestras y 70% presentó una respuesta inflamatoria mode-
rada, mientras que en el Grupo 1 se observó una respuesta
inflamatoria leve en 50% de las muestras y 50% con res-
puesta moderada. En el Grupo 2 no se observó respuesta
inflamatoria en 20% de las muestras, sin embargo, 60% pre-
sentó respuesta inflamatoria escasa, 10% con respuesta infla-
matoria leve y 10% con respuesta inflamatoria moderada. En el
Grupo 3 no se observó respuesta inflamatoria en 50% de las
muestras, 40% presentó respuesta inflamatoria escasa y 10%
presentó una respuesta leve (Figura 2).

Con respecto a la integridad anatómica, 30% del grupo con-
trol sufrió una alteración leve y 70% presentó una alteración

Figura 1. Cultivo de células madre embrionarias de ratón. Colonia de
mESC sobre una monocapa de MEF (10X).
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moderada, mientras que en el Grupo 1, 50% presentó una alte-
ración leve y el otro 50% de las muestras una alteración mode-
rada. En el Grupo 2, 80% de las muestras mantuvo conservada
su integridad anatómica, 10% presentó alteración leve y 10%
restante una alteración moderada. En el Grupo 3 90% de las
muestras mantuvo conservada su integridad anatómica y el
10% sólo sufrió una alteración leve (Figura 2).

Al analizar en conjunto los resultados obtenidos en la
respuesta inflamatoria de los cuatro grupos, se observó una
tendencia a disminuir esta condición en los grupos que reci-
bieron el implante intravítreo con mESC en comparación con
los grupos no tratados, así como una respuesta notoriamen-
te favorable en el Grupo 3, mismo que recibió 50,000 células
por dosis (Figura 3).

De igual forma, se puede apreciar que el Grupo 3 mantuvo
conservada su integridad anatómica en casi todos los casos,
a diferencia del grupo control y el Grupo 1 que se vieron
afectados en su mayoría presentando una alteración de la
anatomía de moderada a leve (Figura 4).

En virtud de que en el Grupo control y en el Grupo 1 hubo
una pérdida de la anatomía y no se encontró una mejora en la
cicatrización, podemos afirmar que la solución salina balan-
ceada que se utilizó como vehículo para re suspender las
mESC, de ninguna manera influyó para que en los grupos 2 y
3 se presentara una menor respuesta inflamatoria y se con-

servara la integridad anatómica, conllevando a una significa-
tiva cicatrización.

Análisis estadístico

Los tratamientos fueron asignados aleatoriamente. Las
dos variables (respuesta histológica e integridad anatómica)
se midieron en escala ordinal. Se usó ANOVA de un factor
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Figura 2. Respuesta inflamatoria e integridad anatómica en cortes histológicos de retina. Fondo de ojo (polo posterior) de rata con tinción
HE. (40X). A. Infiltrado Inflamatorio crónico leve () con discontinuidad y desplazamiento anterior de las capas superficiales de la retina. B.
Infiltrado inflamatorio crónico moderado () con desplazamiento anterior importante de las capas superficiales de la retina. C. Infiltrado
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para juzgar la significancia estadística (software estadístico
empleado: Statistica 8.0). Para las dos variables se encontró
que entre el Grupo control y el Grupo 1 no mostraron diferen-
cia estadísticamente significativa. Lo mismo ocurrió en los
grupos 3 y 4. Sin embargo, entre los dos pares de grupos así
agrupados, se comprobó diferencia estadísticamente signifi-
cativa (p < 0.000001).

Discusión

El empleo de SC en enfermedades retinianas es un trata-
miento prometedor hoy en día que está en investigación
activa y que cada vez es más empleado para estudios expe-
rimentales, sin embargo, los estudios clínicos son muy es-
casos y los que existen son con un número de muestra no
significativo, los cuales están más enfocados a enfermeda-
des vasculares de la retina como es la retinopatía diabética,
así como retinopatías degenerativas o distrofias retinianas
(AMD, retinitis pigmentosa y enfermedad de Stargardt).12,13

Los primeros enfoques de las terapias con SC en retina han
sido empleados para regenerar tejidos dañados como son el
epitelio pigmentario de la retina y los fotorreceptores, en
tanto el reemplazo de toda la retina con SC diferenciadas es
un objetivo más ambicioso.

En virtud de que el objeto del empleo de SC en retina es
reemplazar las células dañadas y preservar la función celular,
el presente estudio trata de demostrar que en el trauma ocu-
lar en donde se ve afectada la integridad anatómica de la
retina y como consiguiente su función provocando una dis-
minución o pérdida de la visión, la cual afecta severamente la
calidad de vida de los pacientes y sus familias, asociándose
con un impacto económico profundo. De acuerdo con nues-
tros resultados, podemos decir que el tratamiento con tera-
pia de remplazo celular en trauma ocular es útil para preser-
var la anatomía de la retina y probablemente presentaría una
mejoría de la agudeza visual.

En nuestro estudio no se encontraron datos histoló-
gicos de neoplasias (teratomas) a las 11 semanas poste-

riores al implante de mESC a diferencia de Arnhold y
Chaudhry y cols., quienes reportaron la presencia de te-
ratomas a las seis y ocho semanas, respectivamente, pos-
teriores al implante de ESC diferenciadas,15,16 lo cual nos
puede sugerir una mayor utilidad al implantar SC indife-
renciadas. Igualmente no se encontraron datos de re-
chazo, hiperproliferación o tejido ectópico en tres meses
de seguimiento, los cuales son similares a lo reportado
por Steven y cols.14

Actualmente no se cuentan con estudios clínicos de trau-
ma ocular con manejo de células pluripotentes, sin embargo,
se llevan a cabo estudios clínicos con distrofias retinianas
como el de James Bainbridge y cols. (2011), quienes están
implantándolas en dosis de 50,000 a 200,000 ESC a pacientes
mayores de 18 años con alguna distrofia de retina.

En nuestro estudio se implantaron 20,000 y 50,000 células
por dosis, sin observar una diferencia estadísticamente sig-
nificativa en los resultados entre ambos grupos, sin embar-
go, en el grupo en el que se implantaron 50,000 no hubo un
solo caso de respuesta inflamatoria ni alteración de la anato-
mía moderada que clínicamente pudiera ser muy útil. Por lo
anterior, este estudio abre las puertas a futuras investigacio-
nes en las cuales se pueda valorar la efectividad versus cos-
to-beneficio del empleo de células pluripotentes a diferentes
concentraciones.

Se necesitan más ensayos clínicos controlados aleato-
rios del empleo de SC en retina, no solamente para enferme-
dades vasculares, distrofias o degeneraciones, sino para
cualquier patología en la que se vea afectada la anatomía y
la función de la retina como es el trauma ocular, para eva-
luar la toxicidad, establecer la seguridad, la dosis y determi-
nar si el empleo de estas células es eficaz en el tratamiento
de una condición en particular.

Conclusiones

El implante de mESC es eficaz para una mejor cicatrización
de lesiones retinianas traumáticas al reducir la respuesta infla-
matoria y restaurar la integridad anatómica, pero es necesario
continuar con protocolos de investigación para determinar
otros parámetros como localización y biodistribución de las
mESC, dosis terapéuticas y seguimientos a largo plazo.

Consideraciones finales

Este trabajo experimental de ciencia básica fue galar-
donado con el “XIII Premio Bienal de Oftalmología”, reco-
nocimiento Nacional que otorga la Sociedad Mexicana de
Oftalmología y la Universidad Nacional Autónoma de Méxi-
co, como estímulo al mejor trabajo de investigación en el
área de Oftalmología.
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