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RESUMEN

La medicina regenerativa contempla cualquier terapia que induzca una renovacion
de las células y la formacion de tejido nuevo, se perfecciona con el avance de la
tecnologia, las investigaciones y la practica. Constituye una opcion de tratamiento
viable para multiples enfermedades del ser humano. La superficie ocular es una de
las areas anatémicas que se ha beneficiado con su aplicaciéon. El sindrome de
insuficiencia de células limbicas es un ejemplo con el cual se puede restablecer el
dafio mediante un trasplante de células madre utilizando membrana amnidtica
descelularizada como andamio biolégico. Se realiz6 una revisidn de la literatura en

bases de datos electronicas como PubMed, MEDLINE, Google Académico vy libros,
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con el objeto de identificar articulos relacionados con el tema y actualizar los
conocimientos sobre medicina regenerativa con el empleo de andamios biolégicos,
especificamente la membrana amniética descelularizada aplicada a la superficie
ocular. En Cuba se cuenta con este dispositivo médico de produccién nacional y se
pretende implementar su uso en el Instituto Cubano de Oftalmologia Ramén Pando
Ferrer y extenderlo al resto del pais.

Palabras clave: medicina regenerativa; andamios biolégicos; membrana amnidtica;

superficie ocular.

ABSTRACT

Regenerative medicine contemplates any therapy that induces a renewal of cells and
the formation of new tissue, it is perfected with the advance of technology, research
and practice. It constitutes a viable treatment option for multiple human diseases.
The ocular surface is one of the anatomical areas that has benefited from its
application. Limbic cell failure syndrome is an example where damage can be
restored by stem cell transplantation using decellularized amniotic membrane as a
biological scaffold. A review of the literature was carried out in electronic databases
such as PubMed, MEDLINE, Google Scholar and books, with the purpose of
identifying articles related to the subject and updating knowledge on regenerative
medicine with the use of biological scaffolds, specifically decellularized amniotic
membrane applied to the ocular surface. This medical device of national production
is available in Cuba and it is intended to implement its use in the Cuban Institute of
Ophthalmology Ramén Pando Ferrer and to extend it to the rest of the country.
Keywords: regenerative medicine; biological scaffolds; amniotic membrane; ocular

surface.
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Introduccion

La medicina o terapia regenerativa es el conjunto de técnicas que utiliza el potencial
de las células madre o progenitoras para estimular la reparacién de tejidos y
restaurar la funcién de 6rganos dafados. Es un campo interdisciplinario nacido en
1980 que, gracias a los avances tecnolégicos ha evolucionado su definicion y sus
técnicas.( Involucra especialidades como la medicina, ingenieria biomédica,
biologia celular y molecular, genética, ciencias de los materiales, mecatronica,
biofisica, programacion, disefio de elementos, desarrollo sustentable, los cuales son
solo algunos de los campos de conocimiento necesarios para que los productos de
la medicina regenerativa trasciendan. (@3

En oftalmologia, permite tratar pacientes afectados de uno o ambos ojos, cuyo dafo
sea parcial o total. Tal es el caso de la superficie ocular (SO), estructura anatomo-
funcional que cuenta con células madre propias, las cuales han despertado el
interés de los investigadores en la ingenieria de tejidos. Constituye ademas una
opcion terapéutica a explotar antes de solicitar un tejido donante para dar solucion

al problema presentado.®

Métodos

Se realizé una revision de bases de datos electronicas como PubMed, MEDLINE,
Google Académico y algunos libros, con el objeto de identificar articulos cientificos
y académicos relacionados con el empleo de medicina regenerativa con andamios
bioldgicos, especificamente la membrana amniética, en afecciones de la superficie
ocular. Las palabras clave empleadas fueron medicina regenerativa, andamios

bioldgicos, membrana amnidtica y superficie ocular.

Medicina regenerativa

El término medicina regenerativa se refiere a cualquier terapia que contemple la

renovacién de células y la formacion de tejido nuevo utilizando estrategias comola
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ingenieria tisular, regeneracion tisular, terapia celular, terapia génica e ingenieria
biomédica, conceptos que se comentan a continuacion.(z34)

El campo de la ingenieria tisular fue iniciado por Langer y Vacanti y se menciono en
1987 en la reunion de la Fundacién Nacional de Ciencias de Estados Unidos de
América, aunque otro registro nombra a Leland Kaiser como la persona que lo
introdujo en 1992.6 Tiene como fin la construccién de tejidos bioldgicos artificiales
(equivalentes tisulares) para su utilizacién con fines médicos y se logra mediante la
combinacion de células, andamios y factores de crecimiento o biomoléculas. El
andamio garantiza la organizacion celular en la forma propia del tejido que se desea
regenerar.(36)

La regeneracion tisular promueve el crecimiento celular sobre el propio tejido
dafiado utilizando biomateriales, factores de crecimiento y control especifico en la
administracion de farmacos para alcanzar un desarrollo adecuado del tejido. Por su
parte, la terapia celular, es un trasplante directo, que puede ser autélogo o alogénico,
de células expandidas in vitro que pueden provenir de biopsias de tejido
especializado o de la diferenciacion de células madre. Se considera ademas como
la administracion de productos celulares utilizando vias de administracion sobre
soportes (membrana amnidtica o fibrina), inyecciones locales (subconjuntivales o
intraglandulares) o incluso, la via tépica ocular. Un ejemplo son las células madre
derivadas de médula 6sea que se utilizan en tratamientos de alteraciones
oculares.(”#)

Las vias de administracion empleadas en las alteraciones graves de la superficie
ocular se iniciaron con trasplantes sobre soportes de membrana amniética o fibrina,
lo mas adecuado, en principio, para la insuficiencia de células limbicas (ICL), pero,
intentando usar rutas mas faciles y que eviten el uso del quiréfano, se ensayan las
inyecciones locales (subconjuntivales o intraglandulares) ademas, la via tépica
ocular con productos derivados de células y no las células en si.®

En cuanto a la terapia génica, esta se basa en la modificacién del material genético
(ADN vy diferentes tipos de ARN) en las células del tejido de interés para dirigir su

comportamiento hacia uno benéfico para la salud. Como parte de la medicina
4
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regenerativa, la ingenieria biomédica se enfoca en el desarrollo de dispositivos para
terapia, monitoreo y diagndstico. Independientemente de si el producto es
desarrollado en el mismo organismo o en laboratorio, existen algunos aspectos
fundamentales como la fuente celular, el sustrato biocompatible en el que se
cultivan y trasplantan las células y, los factores de crecimiento empleados.®
Basado en el vertiginoso avance en los conocimientos sobre las células madre,
investigadores como el Dr. Camacho Assef, centra la atencién en su potencial para
formar muchos de los tipos diferentes de células encontradas en el cuerpo y
destaca los beneficios de ello en el tratamiento de enfermedades.('? Estas son
capaces de dividirse morfoldgica y funcionalmente de manera indefinida. Al analizar
su origen se dividen en embrionarias y adultas, las primeras tienen la informacion
genética y la capacidad de formar a un individuo completo en cambio, las segundas
solo pueden originar ciertos tipos de células especializadas.® Tienen las
caracteristicas de ser indiferenciadas, con un citoplasma primitivo, una vida
prolongada, son capaces de replicarse sin fallos, pueden dar lugar a células
diferenciadas y se mantienen quiescentes hasta que, por el mecanismo de
cicatrizacion o su puesta en cultivo, se activa su proliferacién. Segun el potencial de
diferenciacién, se pueden clasificar en totipotenciales, pluripotenciales,
multipotenciales y unipotenciales.(®11.12

Se reportan a las células madre limbares (CML) y las mesenquimales como
fundamentales en la practica de la medicina regenerativa de la SO, estas ultimas se
definen como tipo multipotentes, con una gran capacidad de diferenciacién e
inmunosupresion, se encargan de dar apoyo a las CML y de secretar citoquinas
antiinflamatorias y factores de crecimiento, ademas se ha reportado la seguridad y
eficacia de su empleo a nivel ocular pues tienen capacidad para diferenciarse en
células epiteliales corneales, queratocitos y células endoteliales.(®1314)

Las CML habitan en las empalizadas de Vogt del limbo esclerocorneal, son las
encargadas de regenerar el epitelio corneal, por lo que son la base en las que se
sustenta la medicina regenerativa en esta &area.®®'® Se encuentran en mayor

proporcién en la cornea superior e inferior. La actividad de la mismas esta regida
5
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por factores extrinsecos e intrinsecos que en su conjunto forman un microambiente

necesario para su desarrollo y funcionabilidad.('®

Andamios

Gracias a la continua investigacion sobre el tema y al desarrollo tecnoldgico de los
ultimos afos, hoy se cuenta con una variedad de materiales y productos naturales
que se utilizan como andamios. Se pueden diferenciar por su naturaleza biolégica o
sintética, composicion, forma, tamafo, resistencia y elasticidad. Su matriz
extracelular permite la adhesion, diferenciacién y proliferacion celular mediante la
conduccion e induccion de sustancias bioactivas.(®10)

Para lograr el crecimiento de tejido sobre el andamio, este debe permitir que las
células se integren a él, con el proposito de que sobrevivan, proliferen y cumplan con
su funcién celular. Se requiere ademas que pueda manipularse sin dificultad, que
sea de facil produccién, biocompatible y biodegradable. También debe tener
propiedades mecanicas consistentes con el sitio anatdmico de implantaciéon como
ser fisicamente resistentes, contar con una microarquitectura para la distribucion
del estrés, mantener un espacio acorde al tejido en formacidon y permitir una correcta
distribucion y flujo de células. Ademas de permitir el transporte de nutrientes, gases,
factores reguladores y no generar un grado significativo de inflamacion o toxicidad
en la zona de implantacion.(16.17)

En la elaboracion de los andamios se pueden utilizar biomateriales bioldgicos o
sintéticos, dicho origen define la clasificacion del andamio como producto
medicamento de terapia avanzada. El colageno en forma de gel, colageno vitrigel,
membrana amnidtica, estromas descelularizados, lentes de hidrogel y polimeros
biodegradables, son algunos de los materiales que se han utilizado en ingenieria de
tejidos como andamios, cada grupo con sus ventajas y desventajas, de todos ellos
son los polimeros los mas utilizados. Existen andamios de nanotubos, nanocables,
nanoparticulas, nanocristales, nanocapsulas, esféricos, de geles/porosos, de fibras

o fibrinas.23)
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Membrana amniotica

Andlisis realizados sobre la membrana amnidtica (MA) destacan que posee
propiedades biofisicas que estan muy relacionadas con sus caracteristicas
biomecanicas y con las propiedades de su matriz extracelular, que le confirieren un
enorme potencial en la ingenieria de tejidos.('® Contiene células inherentes y
factores de crecimiento, por lo que representa un producto natural adecuado para
la siembra, proliferacion y/o diferenciacion de células, listo para usar.(1920)

Fenelon y otros('”) describen muchas de las propiedades de la MA que demuestran
por qué es considerada un andamio ideal para la ingenieria de tejidos: presenta baja
inmunogenicidad, efecto antinflamatorio, antifibrético, antimicrobiano, analgésico y
antiangiogénico. Presenta multiples proteinas de matriz extracelular, factores de
crecimiento, citocinas; favorece la reepitelizaciéon y cicatrizacion de heridas,
constituye una barrera anatomica, su permeabilidad facilita el intercambio de gases,
es elastica, flexible y biodegradable. Su uso como terapia no incurre en problemas
éticos, sus posibilidades de almacenamiento son variadas, el procesamiento es de
bajo costo.

Entre las ventajas de su empleo en la SO estan las siguientes: se logra fortalecer la
adherencia de las células epiteliales basales, se previene la apoptosis epitelial lo
que prolonga la vida media de las células epiteliales progenitoras y mantiene su
clonogenicidad, promueve la diferenciaciéon de las células epiteliales no
caliciformes y la diferenciacién de las caliciformes cuando se combina con
fibroblastos conjuntivales, previene la diferenciacién miofibroblastica al suprimir el
sistema de sefializacion del factor de crecimiento tisular beta (TGF- ).(1819.2021,2223)
Los primeros reportes de su aplicacion en la especialidad de oftalmologia, datan de
1940, cuando Rotth, la utilizé para reconstruir la superficie conjuntival, aunque los
resultados no fueron los esperados.@¥ El interés de los investigadores en el érgano
visual, se debe a que las enfermedades de la cérnea representan la quinta causa de
ceguera a nivel mundial.?® La Organizacion Mundial de la Salud reporta que las
opacidades corneales afectan al 4 % de la poblacion mundial y son la cuarta causa

de ceguera.®?
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Se reportan mas de 15 enfermedades en las que se ha utilizado la MA como la
insuficiencia limbica, defectos epiteliales persistentes, pterigion, quemaduras,
simbléfaron, queratopatia bullosa, queratopatia en banda, queratitis neurotréfica,
Ulceras corneales, perforaciones corneales y esclerales, necrdlisis epidérmica
toxica, sindrome de Stevens—Johnson, conjuntivocalasia, tumores conjuntivales,
cicatrices, entre otras.(19202627) También se ha utilizado en cirugia refractiva.(?®) La
principal indicacién del trasplante de MA son las enfermedades cicatrizantes con
pérdida aguda o cronica de las CML; se ha utilizado en forma de injerto, como parche
o combinado.(20)

En los pacientes con ICL, inicialmente se utilizaron trasplantes de tejido limbar.
Kenyon y Tseng, en 1989, los primeros en reportar buenos resultados con esta
técnica utilizando tejido del ojo sano contralateral. El inconveniente de esta técnica
en el caso de los autoinjertos es el riesgo que conlleva para el ojo sano el extraer
una muestra relativamente grande de tejido limbar; en el caso de los injertos
alogénicos, es la necesidad de inmunosuprimir al receptor durante un minimo de
tres afios o incluso mas, si se quiere evitar un rechazo inmunoldgico. Una variacion
moderna es la denominada técnica de SLET (simple limbal epithelial
transplantation), que elimina el riesgo del ojo sano contralateral, pero no la
necesidad de inmunosupresion si la ICL es bilateral y se debe utilizar material
alogénico. Se reconoce como un método seguro con una tasa muy baja de
infecciones y rechazo.® La asociacion de esta técnica con la membrana amniética
se justifica porque la matriz extracelular de la membrana proporciona un
microambiente que favorece los procesos de regeneracion tisular, prefiriéndose su
uso de forma descelularizada o desvitalizada.(293031)

Para lograr la mencionada descelularizacion se describen métodos tanto
enzimaticos como quimicos: dispasa, acido etilenediaminetetraacético (EDTA),
tripsina/EDTA (T/E), urea, etanol, termolisina, dodecil sulfato de sodio (SDS), ciclos
de congelacién-descongelacion.3? Con esta variante se logran eliminar los
principales componentes celulares inmunogénicos, los antigenos asociados a la

membrana y las proteinas solubles, lo que evita el inicio de una respuesta immune
8
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mediada por células o humoral y la posterior degradacién y rechazo después de la
implantacion clinica. El amnio desepitelizado promueve una mayor proliferacién y
diferenciacién celular, mejor integridad estructural y un crecimiento celular mas
uniforme en comparacion con el formato intacto. Por lo tanto, ha sido preferida para
la reconstruccion de la SO. Con la descelularizacion, la MA queda con menor grosor,
pero sin disminuir significativamente la resistencia a la traccién, extensibilidad o
elasticidad final.('”) Tal es el desarrollo en la ciencia actual, que la implementacion
de la terapia basada en células madre, e incluso la utilizacién de sus derivados con
la combinacion de andamios bioldgicos, permite que esta estrategia constituya una

opcién viable para el tratamiento de afecciones de la SO.(3334)

Aplicacién de la membrana amnioética descelularizada en Cuba

En La Habana, Cuba, se encuentra el Centro de Aplicaciones Tecnolégicas y
Desarrollo Nuclear (CEADEN), que cuenta con mas de 20 afios de experiencia en la
aplicacién y produccion de la MA como aposito. Estos han sido utilizados por
algunos hospitales, con muy buenos resultados en cirugia reconstructiva y
oftalmica, entre otras. Con ella es posible cubrir dreas extensas, lo cual no es posible
con autoinjertos. En los ultimos 10 afios, el 30 % de la produccién de membrana
amnidtica se ha destinado a procederes de oftalmologia, sin reportes de reacciones
adversas. También se ha evidenciado la disminucion del estrés del paciente y los
costos hospitalarios. (3335

Con la introduccién de la MA descelularizada, proporcionada por el CEADEN, se
propone su empleo como andamio en la técnica de SLET para el tratamiento de
pacientes con diagnostico de ICL unilateral. Con esta accion se espera mejorar la
calidad de vida de estos pacientes, disminuir la discapacidad visual y su repercusion
en la esfera psicologica, familiar y social. Ademas, ofrecer alternativas terapéuticas
que permitan mejorar la asistencia médica, asi como la efectividad de los servicios
de salud. Este proyecto comenzara en el Instituto Cubano de Oftalmologia Ramén
Pando Ferrer y posteriormente se proyecta su generalizacién al resto de las

instituciones oftalmoldgicas del pais, ya que la técnica quirdrgica propuesta puede
9
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ser transferida y utilizada por otros oftalmélogos lo que amplia su impacto y
sostenibilidad.

La membrana amnidtica descelularizada utilizada como andamio en la practica de
la medicina regenerativa se esta convirtiendo en un fuerte aliado de los
oftalmédlogos para el tratamiento de problemas relacionados con la superficie
ocular. Se reportan resultados favorables con su implementacion en el
restablecimiento de la poblacién de células madres de limbo. Esto permite
revitalizar el epitelio corneal con células de estirpe propias del tejido, mejorando la
transparencia del mismo o preparando la superficie para un futuro trasplante

corneal.
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