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Resumen

En el mundo hay mucha gente que a causa de su trabajo o de algunas actividades de alto
riesgo pueden provocarse lesiones en los 0jos, mas especificos en la retina que es parte
fundamental para la vision, dichas lesiones pueden causar que las personas vean borroso o
que pierdan la vision completamente, hasta el momento se sabe el proceso de curacion de
este tipo de lesiones en la retina, pero no se ha logrado con éxito aparte de que son
demasiado tardadas; por lo que estamos llevando a cabo un experimento con células madre
para disminuir la inflamacién y acelerar la curacién de las lesiones en la retina, lo que se
espera en estos modelos murinos con los que se esta trabajando es que logren una
recuperacion total tanto de la retina como de la visién y la integridad anatémica del ojo, para
que en un futuro si se tiene éxito, se pueda empezar a trabajar la aplicacion de células

madre en seres humanos para la regeneracion y recuperacion en lesiones retinianas.

Summary

In the world there are many people that because of their work or certain risk-activities can be
induced eye injuries, specifically in the retina which is a fundamental part of vision, these
injuries can cause in people blurred vision, or lose sight completely, until today we know the
healing process of these kind of injuries in the retina, but it has no succedded That besides
are too time-consuming; That besides are too time-consuming; so we are conducting an
experiment with stem cells to reduce inflammation and speed healing of lesions in the retina,
what is expected in these murine models with which we are working is to achieve full
recovery of both the retina and the vision and the anatomical integrity of the eye, so that in
the future if you are successful , you can start working applying human stem cells for

regeneration and recovery in retinal lesions .



INTRODUCCION
Planteamiento del problema.

¢, Cual es el efecto de los implantes de células madre Pluripotenciales de ratén en la

recuperacion de una lesion en la retina en los modelos murinos?
Hipotesis.

Los implantes de células madre pluripotentes de raton son eficaces para la cicatrizacién en

lesion retiniana trauméatica de un modelo murino.
Sustento teodrico.

Casi en la mitad de los traumatismos oculares graves se afecta la retina, cuyas lesiones se
asocian en mayor proporcion con pérdida visual permanente. En trauma orbitario con
secuelas intraoculares significativas la lesiébn mas frecuente es la conmociéon o edema de la

retina, la cual se caracteriza por tumefaccion palida y oscurecimiento del relieve coroideo.

El trauma ocular ocasiona uno de cada diez desprendimientos de retina y el pronéstico de

desprendimiento no es bueno, ya que puede atrofiarse.

El trauma ocular es una causa importante de ceguera prevenible en todo el mundo y casi

50% de las lesiones oculares ocurren en menores de 18 afos de edad.

En el trauma ocular abierto el paciente debera ser intervenido quirdrgicamente de inmediato.
El cierre quirdrgico de la penetracion ocular debera restaurar la anatomia y la arquitectura
funcional, evitar complicaciones posibles y preparar el globo ocular para futuras

intervenciones.

La retina es una parte del sistema nervioso central y como el cerebro es en gran parte
incapaz de reemplazar las neuronas perdidas por enfermedad o lesién. Dependiendo del
tipo neuronal, las enfermedades neurodegenerativas de la retina se pueden dividir en los

gque afectan a la retina externa y las que afectan a la retina interna.

El termino célula madre fue acufiado a finales del siglo XX, cuando el cientifico
aleman Darwinist Ernst Haeckel y Cols, fusionaron los conceptos de filogenia®y
ontogenia® para descubrir stammzelle (Stem cell), un concepto nuevo para definir a

las células primordiales que se diferencian en diferentes tipos de células y en organismos

multicelulares.

Filogenia: La filogenia es la historia del desarrollo evolutivo de un grupo de organismos.
2 . . . .1s .
Ontogenia: Describe el desarrollo de un organismo, desde el ovulo fertilizado hasta su senescencia.



Si estas células se clasifican segun su descendencia y potencial de desarrollo, es posible
reconocer cuatro tipos de SC: Totipotenciales, Pluripotenciales, Multipotenciales,
Unipotenciales. El presente proyecto esta enfocado principalmente a las células
pluripotenciales ya que las células madre pluripotenciales surgen de células totipotenciales y
pueden originar la mayor parte de los tipos de células especializadas necesarias para el
desarrollo fetal. Es decir, las SC pluripotentes humanas pueden generar todas las células

del cuerpo, pero ninguna célula del tejido extraembrionario.

La diferencia adicional de SC pluripotentes conduce a la informacion de células madre
multipotentes y unipotentes. Las multipotentes solo pueden crear un numero limitado de

tipos celulares, y las células unipotentes solo las de su mismo tipo.

Dos propiedades de las SC sustentan su utilidad y expectativas: tienen la capacidad de
originar células diferenciadas y se renuevan por si mismas, ya que cada divisién de la SC
crea cuando menos otra SC.

El trasplante de SC parece una herramienta prometedora para la regeneracion de tejidos
enfermos, dafiados o defectuosos. Las células madre hematopoyéticas® ya se han utilizado
para restaurar células hematopoyéticas. Los rapidos adelantes en la investigacion con Sc,

han planteado la posibilidad de usar otro tipo de células para el reemplazo celular y tisular.

Para las terapias con SC, la retina tiene la combinacién 6ptima de la facilidad de acceso
quirdrgico, combinado con una capacidad de observar células trasplantadas directamente a
través de medios oculares claros. La pregunta ahora es: ¢ Qué enfermedades retinianas son

blancos mas apropiados para los ensayos clinicos con células madre pluripotenciales?

No solamente para enfermedades vasculares retinianas se han reemplazado con ESC como
tratamiento de estas, también se han empleado en enfermedad Stagardt, retinitis
pigmentosa y distrofia de fotorreceptores con diferentes métodos de aplicacion de las

mismas.
Objetivo General

Determinar la eficacia en la cicatrizacion de implantes de células madre pluripotentes de

ratébn en un modelo murino con lesiéon retiniana traumatica.
Fundamentacioén tedrica.

Células Madre

3 . .z .z
Hematopoyesis: Es el proceso de formacidn, desarrollo y maduracién de los elementos formes de la sangre a
partir de un precursor célula comun e indiferenciado conocido como célula madre hematopoyética.



Una célula madre es capaz de dividirse indefinidamente y diferenciarse en distintos tipos de

células especializadas, no solo morfolégicamente sino también de forma funcional.

Tienen la capacidad de dividirse simétricamente dando lugar a dos células hijas, una de las
cuales tiene las mismas propiedades que la célula madre original y la otra adquiere la
capacidad de poder diferenciarse si las condiciones ambientales son adecuadas. La mayoria
de los tejidos de un organismo adulto poseen una poblacién residente de célula madre que
permite su renovacion perioddica y su regeneracion cuando se produce un dafio tisular.
Algunas células madre adultas son capaces de diferenciarse en méas de un tipo células
como las células madre mesenquimales’ y las células madre hematopoyéticas, mientras que

otras son precursoras directas de las células del tejido en el que se encuentran.

Las células madre embrionarias son aquellas que forman parte de la masa celular interna de
un embrién de 4 a 5 dias de edad. Estas son pluripotentes lo cual significa que pueden dar
origen a tres capas germinales: ectodermo, mesodermo y endodermo. Una caracteristica
fundamental de las células madre embrionarias es que pueden mantenerse de forma
indefinida, formando al dividirse una células idéntica a ellas mismas y mantener una

poblacion estable de células madre.
CLASIFICACION DE LAS CELULAS MADRE.

Totipotenciales. Unicamente el cigoto y las descendientes de las dos primeras divisiones
son células totipontenciales ya que tienen la capacidad de formar tanto el embrién como el

trofoblasto de la placenta.

Pluripontenciales. A los 4 dias las células pluripotenciales empiezan a diferenciarse,

formando el blastocisto y la masa celular interna.

Multipontenciales. Son células capaces de producir un rango limitado de linajes de células

diferenciadas de acuerdo a su localizacién
Unipotenciales. Son células capaces de generar un solo tipo de célula especifica.
Anatomiay fisiologia del ojo humano

El ojo es un 6rgano que detecta la luz y es la base del sentido de la vista. Su funcién
consiste basicamente en transformar la energia luminica en sefales eléctricas que son

enviadas al cerebro a través del nervio éptico.

* Células Madre Mesenquimales: Son un ejemplo de tejido o de células madre “Adultas” pluripotentes, pueden
producir varios tipos de células de los tejidos esqueléticos tales como el cartilago, hueso y grasa.



El ojo humano funciona de forma muy similar al de la mayoria de los vertebrados y algunos
moluscos; posee una lente llamada cristalino que es ajustable segun la distancia, un
diafragma que se llama pupila cuyo diametro esté regulado por el iris y un tejido sensible a
la luz que es la retina. La luz penetra a través de la pupila, atraviesa el cristalino y se
proyecta sobre la retina, donde se transforma gracias a unas células Illamadas
fotorreceptoras en impulsos nerviosos que son trasladados a través del nervio éptico al

cerebro.

Su forma es aproximadamente esférica, mide 2,5 cm de diametro y esta lleno de un gel
transparente llamado humor vitreo que rellena el espacio comprendido entre la retina y el

cristalino.

En la porcién anterior del ojo se encuentran dos pequefios espacios: la cAmara anterior que
esta situada entre la cérnea y el iris, y la cAmara posterior que se ubica entre el iris y el
cristalino. Estas cAmaras estan llenas de un liquido que se llama humor acuoso, cuyo nivel
de presion, llamado presion intraocular, es muy importante para el correcto funcionamiento

del ojo.

Para que los rayos de luz que penetran en el ojo se puedan enfocar en la retina, se deben
refractar. La cantidad de refraccion requerida depende de la distancia del objeto al
observador. Un objeto distante requerira menos refraccién que uno mas cercano. La mayor
parte de la refraccion ocurre en la cornea, que tiene una curvatura fija. Otra parte de la
refraccion requerida se da en el cristalino. El cristalino puede cambiar de forma, aumentando
o disminuyendo asi su capacidad de refraccion. Al envejecer, el ser humano va perdiendo

esta capacidad de ajustar el enfoque, deficiencia conocida como presbicia o vista cansada.

Conjuntiva

La conjuntiva es una membrana mucosa y transparente que tapiza el globo ocular desde el
limbo hasta los fondos de saco conjuntivales. Ayuda a lubricar el globo ocular, produciendo

mucosidad y lagrimas, aunque éstas en una cantidad menor que las glandulas lagrimales.

Cérnea

Es la estructura hemisférica (cénica) transparente localizada al frente del 6rgano ocular, y
que permite el paso de la luz a las porciones interiores y que protege al iris y cristalino no

posee vasos sanguineos pero si esta inervado. Se nutre de la lagrima y del humor acuoso.

Humor acuoso



Es un liquido claro que fluye por la cdmara anterior (entre la cornea y el iris) y la cAmara
posterior (entre iris y cristalino). También tiene la funcion de mantener su presién constante,

lo que ayuda a conservar la convexidad original de la cérnea.

Iris

Es la membrana coloreada y circular del ojo que separa la cAmara anterior de la caAmara

posterior. Posee una apertura central de tamafio variable que comunica las dos camaras: la

pupila.
Cristalino

El cristalino es una lente biconvexa que esta situada tras el iris y delante del humor vitreo.

Su propdsito principal consiste en permitir enfocar objetos situados a diferentes distancias.

Ligamento suspensor del cristalino

El ligamento suspensor del cristalino se encarga, junto con el cristalino, de dividir el ojo en
dos secciones: la camara anterior y la posterior. Sin embargo, su principal funcién es la de
aumentar o reducir la tensién del cristalino para que este adopte una forma mas o menos

esférica y se logre el enfoque de los objetos.

Cuerpo ciliar

El cuerpo ciliar es una parte del ojo situada entre el iris y la regién de la ora serrata en la
retina. Es el responsable de la produccion del humor acuoso y del cambio de forma del
cristalino necesario para lograr la correcta acomodacion (enfoque). Esta formado por dos

estructuras, el muasculo ciliar y los procesos ciliares.

Ora serrata

Es el limite de la retina. Existe una ora serrata nasal o medial y una ora serrata lateral o
temporal. Por delante de la ora serrata la retina que compone la porcién ciliar y la porciéon

iridea de la retina no es fotosensible.

Tend6n y musculo ocular

Los musculos oculares extrinsecos son musculos que se insertan en el exterior del globo

ocular y en los huesos de la orbita. Tienen la funcién principal de mover el globo ocular en la



direccién deseada y de manera voluntaria. Son los muasculos rectos superior, interno u

externo y los musculos oblicuos mayor y menor.
Esclerdtica

Es la "parte blanca del ojo". Es una membrana de color blanco, gruesa, resistente y rica en
fibras de colageno. Constituye la capa mas externa del globo ocular. Su funcién es la de

darle forma y proteger a los elementos mas internos.
Coroides

Es una membrana profusamente irrigada con vasos sanguineos y tejido conectivo, de
coloracién oscura que se encuentra entre la retina y la esclerética del ojo. La funcién de la
coroides es mantener la temperatura constante y nutrir a algunas estructuras del globo

ocular.
Retina

Es la capa de tejido sensible a la luz que se encuentra en la parte posterior interna del ojo y
actlia como la pelicula en una cadmara: las imagenes pasan a través del cristalino del ojo y
son enfocadas en la retina. La retina convierte luego estas imagenes en sefiales eléctricas y
las envia a través del nervio Optico al cerebro. La retina normalmente es de color rojo debido
a su abundante suministro de sangre. Un oftalmoscopio le permite al médico ver a través de
la pupila y el cristalino hasta la retina. Si el médico observa cualquier cambio en el color o

apariencia de la retina, esto puede ser indicio de una enfermedad.

Cualquier persona que experimente cambios en la percepcion de la nitidez o del color,
destellos de luces, moscas volantes o distorsidn en la vision debe hacerse examinar la

retina.

Fovea

La févea es una pequefia depresion en la retina, en el centro de la llamada mécula lutea.
Nervio Optico

El nervio Optico esta compuesto por axones de las células fotorreceptoras situadas en la
retina, capaces de convertir la luz en impulsos nerviosos. Transmite la informacién visual
desde la retina hasta el cerebro para realizar funciones de reconocimiento de imagenes o

patrones.



Es un nervio sensorial que emerge del globo ocular; es el nervio que nos permite la vision.

Mide aproximadamente 4 centimetros de longitud.
Humor vitreo

El humor vitreo es un liquido gelatinoso y transparente que rellena el espacio comprendido
entre la retina y el cristalino (cumple la funcibn de amortiguar ante posibles traumas). El
humor vitreo igual que el humor acuoso proveen los elementos necesarios para el
metabolismo de los tejidos vasculares como la cornea y el cristalino. Ambos junto a la

cérnea y el humor acuoso constituyen los 4 medios transparentes del ojo.

Patologia de laretina
Retinopatia Diabética

La diabetes afecta a la capacidad del organismo de usar y almacenar el azUcar y puede
causar trastornos graves en los ojos: cataratas, glaucoma, vision borrosa y alteraciones en
los vasos oculares.

El 60% de pacientes con diabetes de 15 o mas afios de duracién, presenta vasos
sanguineos dafiados en los ojos. So6lo un porcentaje reducido de los que desarrollan
retinopatias tienen problemas serios de vision y un porcentaje alin mas pequefio se vuelve
ciego.

Hay dos tipos de retinopatia diabética. En el primero, la retinopatia no proliferativa, los vasos
sanguineos de la retina presentan cambios, estos vasos gotean y sufren hemorragias, en
algunos casos, el liquido exudativo se deposita en la méacula, con lo que los objetos situados
en la zona central de la vision se vuelven borrosos, dificultando la lectura y el trabajo
detallado. Si el proceso sigue avanzando, puede convertirse en ceguera. La retinopatia es
una sefial de peligro: puede avanzar a etapas mas graves y dafar la vista.

El segundo tipo es la retinopatia proliferativa, donde hay neoformaciones de vasos, de gran
fragilidad, que pueden desgarrarse y sangrar dentro del humor vitreo, pudiendo ocasionar

también desprendimiento de retina y glaucoma.

Moscas volantes

Las "moscas volantes" son pequefios puntitos moviles que muchas personas ven en su
campo de vision. Realmente son pequefios grumos gelatinosos que flotan en el liquido
vitreo del interior del ojo. La retina los percibe como sombras en forma de puntos, circulos,
lineas o telas de arafia. Generalmente no tienen gran importancia y se deben al

envejecimiento del vitreo o a la miopia. No obstante, a veces pueden ser las primeras



manifestaciones de una rotura o desgarro de la retina, con grave riesgo de desprendimiento

de la misma.

Desgarros y desprendimientos de retina

El desprendimiento de retina afecta a una de cada 10.000 personas por afio. Se trata de un
problema visual grave que puede ocurrir a cualquier edad, aunque normalmente suele darse
en individuos de edad media o en personas de la tercera edad. Suele ser mas frecuente en
personas que son miopes o0 en aquellos que han tenido anteriormente algun trastorno en la
retina. Un golpe fuerte puede causar el desprendimiento de retina. Con menor frecuencia, se
relaciona con enfermedades de tipo hereditario, asi puede presentarse incluso en nifios. El
tratamiento no debe demorarse ya que puede acabar en deterioro o pérdida irreversible de
la vision.

La mayoria de los desprendimientos de retina son causados por la presencia de
hemorragias o desgarros en la estructura tisular de la retina. En el interior del ojo se
encuentra el humor vitreo que esta firmemente adherido a la retina en algunos puntos

concretos.
Metodologia de Investigacién.
Expansion de células madre embrionarias de ratobn (MESC).

Las mESC se sembraron a una densidad de 50,000 células por centimetro cuadrado, sobre
una monocapa de fibroblastos embrionarios de ratén previamente arrestados en su ciclo
celular, utilizandose medio basal de mESC suplementado con 15% de suero fetal bovino, 2-
mercaptoetanol al 0.1 m factor inhibidor de leucemia a razén de 1000 U/MI; se incubaron a
37 grados centigrados y 5% CO2. Una vez que las placas de cultivo se encontraban
confluentes, se procedié a despegar las mMESC con tripsina y mediante conteo celular se
obtuvieron dosis de 20,000 y 50,000 células re suspendidas en 0.025 mL de solucién salina

balanceada al 0.09%.
Modelo murino con retinotomia.

El manejo de los animales se realizé de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-
062.Z00-1999 vy 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 metabdlicas con
ciclos de 12 hrs de luz/oscuridad, con humedad controlada (50-60%) y condiciones de

temperatura constante.



Bajo sedacion con 5 mg de ketamina mas 8 gm de xilacina intraperitoneal, se realiz6 una
retinotomia en &rea temporal, por fuera de las arcadas con un trocar de 27G bajo
observacion directa con oftalmoscopio indirecto, la cual que fue realizada por un mismo

retinologo.
Implante de células madre pluripotentes.

Los grupos de estudio se dividieron en grupo control y tres grupos experimentales, cada uno
con diez ratas de laboratorio raza Rattus norvegicus, los cuales fueron conformados en

forma aleatoria (ojo izquierdo de la rata, siendo un total de 40 0jos).

El implante de mESC fue intravitreo con aguja de 27G, el cual fue realizado por un mismo
médico oftalmdlogo; al grupo control no se le aplicé ningln tratamiento; el primer grupo
experimental recibidé 0.025 intravitreo de soluciéon salina balanceada; al grupo 2 se le
implantaron 20,000 mESC intravitreas re suspendidas en 0.025 ml de solucién salina
balanceada; el grupo 3 recibié 50,000 mESC intravitreas re suspendidas en 0.025. ml de
solucidn salina balanceada; todos los grupos experimentales recibieron las inyecciones a la

primera, segunda y cuarta semanas posterior a la retinotomia.
Estudio histopatoldgico.

Posterior a tres meses de la lesion, se sacrificaron los animales para proceder a enucleacion
del ojo izquierdo afectado, colocando la pieza patoldgica en formol amortiguado al 10%, se
realizé incluso del tejido parafina y se obtuvieron cortes histoldgicos de 3 m de grosor,
tinéndolos posteriormente con hematoxilina y eosina para ser analizadas posteriormente por
un médico patélogo mediante microscopia directa, en el cual desconocia a qué grupo

pertenecia cada corte histoldgico.
Implante de Células Madre Pluripotentes y Estudio Histopatolégico.

Las aplicaciones intravitreas se llevaron a cabo en el tiempo establecido y sin
complicaciones. Durante un lapso de 11 semanas posteriores a la primera aplicacion
intravitrea de mMESC, no se observaron datos de rechazo, endoftalmitis ni alguna otra

complicacién secundaria a la misma.
Resultados Obtenidos.

De acuerdo con la histopatologia retiniana normal de rata un médico patélogo designé
grados segun el nivel de respuesta inflamatoria en nula, leve, moderada y severa, utilizando
como criterio la cantidad de infiltrado inflamatorio cronico constituido por linfocitos vy

macrofagos; por otra parte, de signo grados de integridad anatémica en conservada, con



alteracion 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 grupo control se observé una respuesta
leve en 30% de las muestras y 70% presento una respuesta inflamatoria moderada,
mientras que en el grupo 1 se observé una respuesta inflamatoria leve en 50% de las
muestras y 50% con respuesta moderada. En el Grupo 2 no se observo respuesta
inflamatoria en 20% de las muestras sin embargo, 60% presento respuesta inflamatoria
escasa, 10% con respuesta inflamatoria leve y 10% con respuesta inflamatoria moderada.
En el Grupo 3 no se observo respuesta inflamatoria en 50% de las muestras, 40% presento
respuesta inflamatoria escasa y 10% presento una respuesta leve.

Con respecto a la integridad anatdmica, el 30% del grupo control sufrié una alteracion leve y
70% presento una alteracibn moderada, mientras que el grupo 1, 50% presento una
alteracion leve y el otro 50% de las muestras una alteracion moderada. En el grupo 2, 80%
de las muestras mantuvo conservada su integridad anatémica, 10% presento alteracion leve
y 10% restante una alteracion moderada. En el grupo 3 90% de las muestras mantuvo

conservada su integridad anatémica y el 10% sufrié una alteracion leve.

Al analizar en conjunto los resultados obtenidos en la respuesta inflamatoria de los cuatro
grupos, se observo una tendencia a disminuir esta condicion en los grupos que recibieron el
implante intravitreo con mESC en comparacion con los grupos no tarareados, asi como una

respuesta notoriamente favorable en el grupo 3, mismo que recibié 50,000 células por dosis.

De igual forma, se puede apreciar que el grupo 3 mantuvo conservada su integridad
anatomica en casi todos los 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.

En virtud de que en el grupo control y en el grupo 1 hubo una pérdida de la anatomia y no se
encontré una mejora en la cicatrizacion, podemos afirmar que la solucion salina balanceada
gue se utiliz6 como vehiculo para re suspender las mMESC, de ninguna manera influyé para
gue en los grupos 2 y 3 se presentard una menor respuesta inflamatoria y se conservaré la

integridad anatomica, conllevando a una significativa cicatrizacion.
Conclusiones

El implante mESC es eficaz para una mejor cicatrizacion de lesiones retinianas traumaticas
al reducir la respuesta inflamatoria y restaurar la integridad anatomica, pero es necesario
continuar con protocolos de investigacion para determinar otros parametros como

localizacion y biodistribucion de las mESC, dosis terapeuticas y seguimientos a largo plazo.
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Propuesta

Nuestra propuesta consiste en que se sigan haciendo estudios e investigaciones con
respecto al conocimiento y manejo de este tipo de celulas llamadas celulas madre para que
en un futuro no muy lejano se pueda experimentar con seres humanos y generar una mayor

facilidad en la cura de este tipo de enfermedades como lo son las lesiones retinianas.
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