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RESUMEN

El endotelio corneal es su capa mas interna y, a pesar de ser una monocapa de células, es
capaz de preservar la transparencia del tejido con dos funciones fundamentales: de barrera
y de bomba endotelial sodio-potasio (Na-K). Las células endoteliales tienen muy poca
capacidad de regeneracion, por lo que cualquier lesion endotelial es compensada por la
expansion y migracion de las células residuales adyacentes. La disfuncion endotelial
corneal se caracteriza por un edema de la cornea que puede llevar hasta el transplante de
este tejido. Nuevas terapias farmacoldgicas con inhibidores de Rho-Kinasa y terapias
basadas en ingenieria tisular se han propuesto recientemente. Se realiz6 una busqueda
automatizada sobre los principales avances en estas terapias utilizando la plataforma
Infomed, especificamente la Biblioteca Virtual de Salud. La informacion se resumio en
el informe final. Concluimos que existe un progreso significativo en el entendimiento de
la patogénesis, y en el desarrollo de los nuevos tratamientos.
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The corneal endothelium is its innermost layer and, despite being a monolayer of cells, is
able to preserve tissue transparency with two fundamental functions: barrier and
endothelial sodium-potassium (Na-K) pump. Endothelial cells have very little
regenerative capacity, so any endothelial injury is compensated by the expansion and
migration of adjacent residual cells. Corneal endothelial dysfunction is characterized by
corneal edema that can lead to corneal tissue transplantation. New pharmacologic
therapies with Rho kinase inhibitors and tissue engineering-based therapies have recently
been proposed. An automated search on the main advances in these therapies was
performed using the Infomed platform, specifically the Virtual Health Library. The
information was summarized in the final report. We conclude that there is significant
progress in the understanding of pathogenesis, and in the development of new treatments.
Keywords: corneal endothelium; Rho kinase inhibitor; Fuchs' dystrophy.
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Introduccion

La transparencia Optica de la cornea se debe al espaciamiento regular, didmetro pequefio
y uniforme de las fibras de colageno, dispuestas ortogonalmente y por el balance de sus
componentes celulares. EIl endotelio corneal es su capa mas interna y a pesar de ser una
monocapa de células, es capaz de preservar la transparencia del tejido con dos funciones
fundamentales: de barrera y de bomba endotelial sodio-potasio (Na-K), asi se logra un
equilibrio de entrada y salida de agua al estroma corneal, lo que mantiene un estado de
hidratacién relativo. La unién estrecha de estas células presenta zonas de transporte por
difusion pasiva que permiten el fluido de nutrientes de la cAmara anterior al estroma, que
si es excesivo reduce su transparencia, pero la funcién de bomba endotelial contrarresta
esta entrada al estroma creando un fluido hacia la cAmara anterior por gradiente osmotico,
conduciendo al estado de equilibrio y manteniendo la transparencia corneal.®

Las células endoteliales tienen muy poca capacidad de regeneracion, por lo que cualquier

lesion endotelial es compensada por la expansion y migracion de las células residuales
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adyacentes para cubrir el area dafada, afectando secundariamente la densidad celular
endotelial, llegando en ocasiones a niveles criticos (menos de 500 cel / mm?) que conduce
a la descompensacion corneal, con edema y pérdida visual significativa. Los
procedimientos para tratar la pérdida visual por disfuncion endotelial incluyen desde la
micropuncion corneal anterior hasta el trasplante corneal, con técnicas como la conocida
queratoplastia penetrante y el mas reciente trasplante endotelial, mas utilizado
actualmente por las ventajas sobre la anterior, pero se encuentran limitados como opcién
quirdrgica por la disponibilidad de corneas donantes, la dificultad de las cirugias y el fallo
del injerto.®? Patologias como la distrofia corneal endotelial de Fuchs (FECD) y la
queratopatia pseudofaquica, pueden alterar esta funcién del endotelio corneal, por lo que
son importantes causas de trasplante de este tejido en el mundo. La prevalencia de FECD
esta estimada en el 4 % de individuos por encima de los 40 afios de edad, pero en América
puede llegar hasta un 22 %.®) Es por ello que muchos investigadores se han dedicado a
buscar nuevas terapias farmacoldgicas y terapias basadas en ingenieria tisular.*

En relacion con la terapia médica para la disfuncion endotelial, los inhibidores de la Rho-
kinasa (ROCK) reciben especial atencion en la actualidad en vias de lograr un potencial
terapéutico diverso de cambio del comportamiento de las células endoteliales en varias
enfermedades como hipertension, vaso espasmo, y glaucoma,® y mas recientemente
FECD. Estos son proteinas serina/treonina quinasas con varias funciones en el cuerpo,
con diferentes efectos terapéuticos.”#)

Se realiz6 una busqueda automatizada sobre el tema teniendo en cuenta las publicaciones
de los Gltimos cinco afios. Se utilizé la plataforma Infomed, especificamente la Biblioteca
Virtual de Salud (Ebsco, Hinari, PERIi, SCIELO Cuba, SciELO regional, PLoS Medicine,
Pubmed Central, Biomed Central, DOAJ, Free Medical Journals). La informacion fue

resumida para la elaboracion del informe final.

Endotelio corneal

El endotelio corneal es la capa mas interna de la cdrnea, responsable de mantener la
transparencia del tejido al regular la hidratacion estromal gracias a su funcion de barrera
y de bomba Na-K. Estad compuesta por una monocapa de células hexagonales que separa

el estroma corneal del humor acuoso. El promedio de células endoteliales en un adulto es
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de 2000 células/mm?, el cual se ha demostrado por estudios morfoldgicos que disminuye
durante toda la vida con un promedio de 0,3 - 0,6 % de pérdida celular al afio. Se piensa
que el dafio oxidativo de la luz puede tener un rol en la apoptosis y necrosis de estas
células. In vivo presenta poca actividad mitética por lo que, con el paso de los afios, puede

presentarse polimegatismo y pleomorfismo en el endotelio corneal (figura 1).%

Fig. 1- Aumento del tamafio asimétrico de las células endoteliales con los afios: A) 20 afios B)
44 afios C) 59 afios D) 69 afios E) 89 afios. Joyce NC 9

A excepcion de las células basales del epitelio, la mayoria de células en el eje visual de
la cornea no se dividen normalmente, por lo que se plantea que la proliferacion celular

puede afectar negativamente la calidad visual. Esta caracteristica la hace un tejido muy
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fragil, por lo que una pérdida excesiva de células por trauma, distrofia u otra patologia,
puede causar disminucion grave de la agudeza visual.

Se ha reportado que la reparacion del endotelio corneal después de una lesion se da gracias
al aumento de tamafio y aplanamiento de las células vecinas.*? La formacion del
endotelio corneal depende de la proliferacion y migracion de células mesenquimales
derivadas de la cresta neural. Después de la formacion de la monocapa celular endotelial,
la proliferacion disminuye y las células se mantienen en la fase G1 de divisién mitética.
Numerosos estudios de laboratorio indican que el endotelio corneal in vivo posee
capacidad proliferativa, pero es detenida en la fase Gldel ciclo celular. En una
investigacion ex vivo donde compararon el ciclo celular de células endoteliales de corneas
donantes jovenes (< 30afios) con mayores de 50 afios, observaron la evidencia que en las
corneas de donantes mayores de 50 afios se completd el ciclo celular, pero se necesitd
mayor estimulacion para la mitosis y el ciclo fue mas largo, que en las corneas de donantes
jévenes. Aparentemente, son incapaces de responder a la estimulacion autocrina. El factor
de crecimiento transformante B(TGF-f) exdgeno y en el humor acuoso suprime la entrada
a la fase S en células endoteliales en cultivo, lo que sugiere que esta citoquina pudiera
inhibir su proliferacion in vivo. Durante el desarrollo corneal también ocurre la inhibicion
de la proliferacion celular por contacto celular (célula-célula), lo cual ayuda a mantener
la monocapa endotelial madura en estado no proliferativo, por un conocido inhibidor de
la fase G1, el p27kip1, un inhibidor quinasa dependiente de ciclina. EI TGF-p parece tener
la funcion de mantener el estado no replicativo del endotelio maduro en casos de pérdida
del contacto entre las células endoteliales.%1112)

El efecto de retencion de la capacidad proliferativa del endotelio corneal humano ha
conducido a recientes esfuerzos para inducir la division y el incremento de la densidad de
estas importantes células. En estudios recientes se ha demostrado que las células
endoteliales de la crnea humana adulta pueden ser inducidas a crecimiento en cultivo y
entonces trasplantadas a cornea receptora ex vivo.? Los conocimientos logrados hasta
ahora por trabajos de laboratorio en relacién con la capacidad de proliferaciéon y la
regulacién del ciclo celular se utilizan en el desarrollo de nuevas terapias para tratar

pacientes con riesgo de pérdida visual debido al bajo conteo celular endotelial.
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Inhibidores de Rho quinasa

La ROCK es una serina/treonina quinasa que participa en la regulacién y modulacion del
citoesqueleto de actina. Ademas, esta relacionada con la regulacion independiente de
calcio de la contraccion del musculo liso, las fuerzas contréctiles de la actomiosina, la
adhesion tisular, la rigidez celular, la reorganizacion de la matriz extracelular, la
morfologia celular y la apoptosis.*'® Debido a las numerosas funciones celulares
controladas por la Rho quinasa, diversos investigadores han planteado la idea que los
inhibidores de la ROCK podrian aumentar la adhesion celular y la proliferacion del
endotelio corneal lo que permitiria preservar células del endotelio y disminuir su
apoptosis.*31 La ruta Rho / ROCK nparticipa en la regulacion del citoesqueleto, la
migracion celular, la apoptosis celular y la proliferacion celular.®®

Los inhibidores de la Rho quinasa aumentan los niveles de ciclina D y suprimen la
fosforilacion de p27kipl al activar la via de sefializacion de la fosfatidilinositol-3-kinasa.
La ciclina D y P27 son reguladores de la progresion G1/S del ciclo celular, eso explica el
mecanismo de los inhibidores ROCK para promover la proliferacion de las células
endoteliales corneales. Asimismo, los inhibidores de la Rho quinasa aumentan la
adhesion celular al mejorar la contractibilidad acto-miosina.¢1”) La Rho quinasa también
regula la fuerza contractil del citoesqueleto de actina, lo que permite la contraccion
celular, la formacion de ampollas en la membrana celular y la desintegracion del nucleo.
Por tanto, se puede detener la apoptosis del endotelio corneal usando inhibidores de la
Rho quinasa.®®

La posibilidad del tratamiento con gotas oculares podria recuperar la funcién endotelial
de la cornea estimulando la proliferacién in vivo de las células endoteliales residuales en
pacientes con disfuncion endotelial. Okumura y otros, en el 2009, demostraron in vitro
que un inhibidor especifico de la Rho quinasa, el Y-27632, aumentaba la proliferacion de
las células endoteliales cultivadas, en primates,*> y posteriormente demostraron su uso
in vivo con aplicaciones topicas después de una herida endotelial en conejos. En este
ultimo estudio, el grupo con el tratamiento recuperaba la transparencia corneal mas rapido
que el grupo control.®”) Por ello, propusieron que la instilacion topica de este inhibidor
podria ser un efectivo para la disfuncion endotelial corneal pues a la biomicroscopia en
lampara de hendidura la transparencia y el grosor corneal se recuperaban de forma mas

rapida y se promovid la cicatrizacion in vivo.
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Recientemente, un grupo de investigadores encontraron un marcador (LGR5) que se
expresa en las lesiones periféricas de las células endoteliales corneales humanas y que las
células marcador positivas tienen algunas caracteristicas tipicas de las células madre, lo
que sugiere que la inhibicion de ROCK estimula la proliferacion in vivo de las CEC, por
lo que pudiera ser posible un tratamiento médico exitoso, como el uso de gotas oculares
inhibidoras ROCK u otros agentes farmacoldgicos como alternativa a la cirugia de injerto
para las fases tempranas de la disfuncion endotelial corneal. Aunque las células madre
del endotelio corneal no se han identificado, se informa que en el area periférica de esta
capa de la cornea las células conservan una alta capacidad proliferativa.®*®

El ripasudil (Glanatec, solucion oftalmica al 0,4 %), un inhibidor de la Rho quinasa fue
aprobado en el 2014 en Japon para el tratamiento del glaucoma e hipertension ocular
cuando los otros medicamentos no fueran efectivos. El efecto maximo en la presion se da
en la primera o segunda hora después de la administracion. El principal efecto adverso es
la hiperemia conjuntival. Al séptimo dia de tratamiento, cada 12 horas en 8 hombres
voluntarios, se encontr6 una méaxima concentracion plasmatica de 0,662 ng/ml alcanzada
después de 0,083 horas.*® Actualmente, un medicamento inhibidor de la Kinasa Rho
(Netarsudil), obtuvo la aprobacion de la Administracion de Alimentos y Medicamentos
(FDA), siendo el primero de su tipo en lograrlo hacerlo en los Estados Unidos de

América.®

Distrofia corneal endotelial de fuchs

La FECD es un trastorno degenerativo y progresivo del endotelio corneal que se
caracteriza por pérdida de células endoteliales y alteraciones en la membrana de
Descemet, lo que puede causar una alteracion en la transparencia corneal que evoluciona
a disfuncion del tejido con deterioro de la agudeza visual.*%20:21)

En el 2010, el equipo de trabajo del Dr. Okumura obtuvo el permiso para probar un colirio
a base de inhibidor del Rho quinasa en pacientes con distrofia endotelial de Fuchs,®4
pacientes que habian sido programados para un DSEK participaron en el estudio divididos
en 2 grupos: un primer grupo con edema corneal central y un segundo grupo con edema
difuso en toda la cornea. El endotelio corneal central fue removido y luego tratado con

gotas de Y-27632, 6 veces al dia por 7 dias. Se observd una disminucién del grosor
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corneal central en el grupo con edema central; por el contrario, no hubo cambios en el
grupo con edema difuso (figura 2). La poca cantidad de pacientes y la falta de un grupo
control impiden sacar conclusiones estadisticamente significativas por lo que se necesitan
mayores estudios para validar la efectividad de este tratamiento. ©®® Estos resultados
coinciden con los obtenidos por Koizumi y otros en su reporte de 24 meses de seguimiento
a un paciente con distrofia de Fuchs candidato a queratoplastia lamelar posterior que
recupera una agudeza visual de 20/20 y disminuye su paquimetria gracias a la eliminacion
el endotelio enfermo prepupilar a través de una varilla de acero transcorneal enfriada por
nitrégeno liquido asociada a la aplicacion topica de un inhibidor de la Rho quinasa seis

veces al dia por una semana.*®

Fig. 2- Paciente con edema corneal central por distrofia endotelial de Fuchs tratado con
Inhibidor de Rho quinasa en gotas. Antes del tratamiento, se observa edema corneal central (A),
pero el edema desaparece y la agudeza visual se recupera con el tratamiento (B). Okumura?

En un estudio publicado en el 2019, Macsai y otros®? compararon los resultados de
realizar DWEK — descemetorexis sin queratoplastia — asociada o no a Ripasudil en
pacientes con distrofia de Fuchs con densidad endotelial periférica superior a 1000
celulas/mm?. Se concluyd que los pacientes tratados con DWEK asociado a Ripasudil
recuperaron la vision més réapido y presentaron niveles mas altos de densidad endotelial
que aquellos tratados con DWEK sin Ripasudil. Algunos pacientes del estudio también
fueron operados de catarata y no se observd disminucion de la densidad endotelial

postoperatoria en este grupo cuando recibian Ripasudil.?%
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Descompensacion corneal aguda

La causa secundaria méas frecuente de edema corneal es la queratopatia bullosa
pseudofaquica lo que refleja la alta popularidad de la cirugia de catarata en las ultimas
décadas. Este fallo en la bomba endotelial puede ser debido a una lesion mecénica,
quimica, inflamacion o infeccion posoperatoria y la preexistencia de un compromiso
endotelial.?2®) Se ha encontrado alteraciones en la acuaporinas - una pequefia familia de
proteinas estructurales de membrana, cuya funcion es esencial en el transporte de liquidos
entre células y su entorno en respuesta a cambios osmoticos en pacientes con edema
corneal pseudofaquico y distrofia endotelial de Fuchs.?"")

La densidad de células endoteliales disponibles para su redistribucion es el principal
factor que determina si una cornea se recupera del edema corneal o se descompensa.
Estudios preliminares sobre la seguridad y efectividad de los inhibidores de la Rho
quinasa topicos apoyan su uso como tratamiento para el dafio endotelial posterior a cirugia
de catarata. Sin embargo, se necesitan mas estudios para validar estos resultados. Se ha
demostrado que el uso de estos farmacos no produce cambios morfolégicos irreversibles
en coOrneas de pacientes sanos. Sin, embargo pueden aparecer pseudoguttas
transitorias.(1'2'3'4'5'6'7'8'9'10'11'12*13*14'15'16'17'18'19'20'21'222324252627*28)

En un estudio realizado por Alkharashi y otros en el 2019, se estudié la aplicacion de un
inhibidor de la Rho quinasa tdpico perioperatorio en la cirugia de facoemulsificacion y
su efecto beneficioso en el endotelio corneal. Se aplicd Ripasudil tres veces al dia
preoperatoriamente y la misma dosis una semana después de la cirugia. Se estudiaron 4
ojos de 3 pacientes. El ojo derecho fue operado y recibié tratamiento tdpico en los
pacientes 1 y 2, mientras que ambos ojos fueron operados en el paciente 3 y sélo el ojo
derecho recibid tratamiento. Se obtuvo, que el rango de pérdida endotelial de los ojos que
recibieron Ripasul tépico fue menor que el valor promedio normal. Ademas, el ojo
derecho del paciente operado de ambos ojos que recibié tratamiento con Ripasubil y
obtuvo 23,9 % menos de pérdida de células endoteliales en comparacion con el otro ojo
con el mismo poder para los dos. Este estudio esta limitado por el pequefio nimero de
pacientes, pero nos permite pensar en un posible efecto protector endotelial de este

medicamento en la cirugia de catarata.®
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Ingenieria tisular

La idea de trasplantar células endoteliales cultivadas fue propuesta en 1970. Sin embargo,
se necesito el desarrollo de métodos y técnicas de cultivo para que pueda ser factible esta
terapia.®”

En el 2013, el equipo de trabajo del Dr. Okumura comenzo a probar la inyeccion en
camara anterior de una suspension de células endoteliales cultivadas en combinacion con
un inhibidor de Rho quinasa. Recientemente, se han reportado los resultados del primer
ensayo clinico en 11 pacientes con descompensacion endotelial tratados con esta terapia.
Todos los pacientes recuperaron la transparencia corneal y no se reporto ningun efecto
adverso local ni sistémico. Para este ensayo, las células endoteliales se obtuvieron de
cérneas donantes y fueron cultivadas en la Universidad de Medicina de la Prefectura de
Kyoto. Actualmente, se busca la aprobacion de esta terapia por las autoridades
reguladoras como la FDA. Esta aprobacion permitira considerar las células endoteliales
como un producto al que podran acceder oftalmélogos y pacientes en todo el mundo. Por
el momento se esta trabajando en optimizar el protocolo para mejorar la eficiencia a gran
escala, los métodos de transporte, el control de calidad y los procedimientos de
criopreservacion. Se considera que la inyeccidn celular tiene ventajas sobre el trasplante
laminar al ser un procedimiento menos invasivo, con mas facil preparacion, lo que
demuestra la regeneracion del endotelio corneal y la restauracion de la transparencia
corneal. Se han acumulado pruebas que confirman la seguridad y la eficacia de las
inyecciones de CEC cultivadas en combinacion con un inhibidor de ROCK en modelos

animales. (¢1:32:33)
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