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Medicina regenerativa
en patologias de la superficie
ocular en oftalmologia veterinaria

En la dltima década, la medicina regenerativa ha supuesto una novedosa alternativa terapéutica para reparar

O regenerar lesiones en tejidos oculares afectados por enfermedad o trauma.

ARGOS

Antonio J Villatoro Jiménez'22,
Viviana Fernandez Gensini'?,
Fernando Farinas Guerrero',

José Becerra Ratia®3*
"ImmuneStem. Instituto de Inmunologia
Clinica y Terapia Celular. Malaga.
Espafia. www.immunestem.com
2Labret. Laboratorio de Bioingenieria y
Regeneracion Tisular. Departamento de
Biologfa Celular. Facultad de Ciencias.
Universidad de Malaga. Mélaga.
Espafia.

Bionand. Centro Andaluz de
Nanomedicina y Biotecnologia. Parque
Tecnolégico de Andalucia. Malaga.
Espana.

4Ciber bnn. Centro de Investigacion
Biomédica en Red en Bioingenieria,
Biomateriales y Nanomedicina.
Imagenes cedidas por los autores

Las patologias de la superficie ocular
representan el motivo de consulta mas fre-
cuente en oftalmologia veterinaria.

La medicina regenerativa emplea diferen-
tes estrategias terapéuticas, que se pueden
dividir en tres pilares fundamentales y que
son empleadas solas o asociadas entre ellas:
® Biomateriales: diversos tipos de compo-

nentes empleados fundamentalmente

como soporte o andamio para favorecer
la integracion y reparacion tisular (ejem-
plo: membrana amnidtica).

® Moléculas bioactivas: diferentes compo-
nentes, con gran variedad de funciones
biolégicas, que actian como inductores
en la reparacion/regeneracion tisular

(ejemplo: suero autélogo o plasma rico

en plaquetas).
® Células: fundamentalmente

tipos de células madre, procedentes de
diferentes fuentes.

distintos

B,

En este articulo vamos a revisar de una
manera practica las diferentes y mas habi-
tuales estrategias terapéuticas empleadas
actualmente en oftalmologia veterinaria en
la reparacion/regeneracion de la superficie
ocular.

Biomateriales

El empleo de diferentes tejidos de ori-
gen biologico, como biomateriales, ha sido
una de las primeras terapias regenerativas
empleadas en oftalmologia veterinaria.
Tejidos como pericardio, capsula renal,
omento, mucosa oral o membrana amnio-
tica han sido utilizados en reparacion de
lesiones de la superficie corneal.

De todos ellos, la membrana amnidtica
sigue siendo universalmente la mas acep-
tada como sustitutivo conjuntival y es en
ella en la que vamos a profundizar.

Membrana amniética (MA)

La MA (figura 1) fue empleada por pri-
mera vez por Rotth en el ano 1940, en que-
maduras oculares en el ser humano. Fue
en 1998 cuando Barros y colaboradores
describieron su uso por primera vez en
oftalmologia veterinaria.

LA MA es la capa interna de la placenta.
Histologicamente estd compuesta de una
ldmina epitelial, una membrana basal y un
estroma avascular. Contiene grandes can-
tidades de coldgeno de diferentes tipos (I,

Comparacion entre los componentes de lagrimas y suero autélogo
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Su similitud con la conjuntiva bace que la membrana amniotica

sea un eficaz sustitutivo para el tratamiento de diversas condiciones

que cursan con pérdida de la continuidad de la superficie

ocular, ya que actiia como sustrato que facilita la migracion,
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Medicina regenerativa en superficie ocular

Figura 1. Medicina regenerativa en superficie ocular en oftalmologia veterinaria.

III, IV, V y VID, proteoglicanos, laminina,
fibronectina, citocinas y diferentes factores
de crecimiento. Actualmente la comerciali-
zada para su empleo en veterinaria suele
proceder de placenta de bovinos o equinos.
Su similitud con la conjuntiva hace que
la MA sea un eficaz sustitutivo para el tra-
tamiento de diversas condiciones que cur-
san con pérdida de la continuidad de la
superficie ocular, ya que actda como sus-
trato que facilita la migracion, proliferacion
y diferenciacion de las células epiteliales.
Por otro lado, evita la vascularizacion de la
superficie corneal y previene la apoptosis
de las cé€lulas epiteliales corneales.
Se le atribuyen diferentes actividades:
¢ Antiinflamatoria: inhibe el sistema de
senalizacion del factor de crecimiento
transformante beta (TGF-f), ya que
disminuye la produccion de citocinas
proinflamatorias como interleucinas (IL-
1o, IL-2, IL-8), interferén (INF-A) y factor
de necrosis tumoral (TNF-o, y TNE-f).
® Antiangiogénico: tanto por su accion
antiinflamatoria como a través de la libe-

Lagrimas Suero autélogo
74 74
298-300 296
98 91
0,39 4-53
0,27 2,3
0,2-0,3 0,1-0,2
2-10 6-33
107,5-468 54-401
1,33 15-17
- 34,7-160
16 372
0,117 0,02
1,4 6
21 30-205
1650 266

racion de factores antiangiogénicos como
el receptor antagonista de IL-1, inhibido-
res tisulares de la metaloproteinasa, 1L-10,
trombospondina-1 y PEDF (factor deri-
vado del epitelio pigmentario).

* Antifibrético: de manera que la matriz
estromal de la MA suprime la prolife-
racion y diferenciacion miofibroblastica
de los fibroblastos corneales norma-
les, limbares y conjuntivales a través
de un mecanismo inhibidor sobre el
TGF-B, responsable de la activacion
fibroblastica. La MA ayuda a reducir la
formacion de cicatrices en la reparacion
de la superficie corneal.

¢ Antibacterianas y antivirales: por la pre-
sencia de diversos compuestos que pro-
mueven la inmunidad antimicrobiana
como interleucinas, interferones, TNF-c,
activina A, inhibina A, factor potenciador
de crecimiento de células B, entre otros.
Como factores que pueden condicionar

su empleo, cabe resaltar la composicion

variable de la MA por las diferencias del
donante y su preparacion, que podrian
influir en sus resultados.

Moléculas bioactivas

El uso de diferentes hemoderivados en
el tratamiento de patologias de la superficie
ocular ha dado lugar a un avance notable
en el tratamiento de casos graves refracta-

rios a terapia convencional. Actualmente, »
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Figura 2. Plasma rico en plaguetas activado
y convertido en una matriz tridimensional de
fibrina y liberadora de factores de crecimiento
apta para ser aplicada sobre la superficie
ocular.

las preparaciones mas comunes son el uso
de suero autélogo y de plasma rico en pla-
quetas (Villatoro y col., 2017).

Suero autdlogo (SA)

El suero es la fraccion liquida de la sangre
total obtenida después de su coagulacion.
Adecuadamente manipulado y preparado,
es empleado en gotas para diferentes tras-
tornos de la superficie ocular.

Su empleo ya fue descrito en 1975 para
tratar lesiones por quemaduras en la
superficie ocular humana. Las ventajas
terapéuticas del uso de SA vienen dadas
por su similitud con las lagrimas en ciertas
caracteristicas, como el pH, la osmolaridad
y propiedades biomecinicas. Ademds de
una funcion lubricante, el SA tiene funcio-
nes antiinflamatorias, antimicrobianas y
epiteliotroficas a través de ciertas biomolé-
culas de su composicion similar a las lagri-
mas naturales (ver tabla).

=

Algunos de ellos tienen una concen-
tracion mayor que las lagrimas naturales,
como la vitamina A, la lisozima, el TGF-y
la fibronectina, mientras que otros poseen
concentracion menor, como la inmunoglo-
bulina A, EGF epitelial y vitamina C.

El TGF-f es conocido por tener pro-
piedades antiproliferativas dependientes
de la dosis, y sus niveles promedio son
generalmente cinco veces mayores en el
SA que en lagrimas naturales, por lo que
generalmente se recomienda su empleo a
una dilucién del 20 % para evitar el efecto
potencialmente danino de retraso de la
curacion de lesiones corneales.

En oftalmologia humana, a pesar de los
muchos estudios clinicos que demuestran
su eficacia, no existe un protocolo estan-
dar para su obtencion. Particularidades
individuales, estado de salud del paciente,
recoleccion de sangre completa, protocolo
de produccion, dilucion, almacenamiento
y regimenes de tratamiento, se han des-
crito como factores que afectan la compo-
sicion y la eficacia del producto, lo que
lleva a la variabilidad en los resultados.
Sin embargo, la presencia de leucocitos
durante el procedimiento de preparacion
aumenta el nivel de citocinas proinflama-
torias (IL-6, IL-1, TNF-0,, etc.), lo que, afia-
dido a la presencia de inmunoglobulinas y
complemento, puede ser perjudicial para
muchos pacientes que sufren alteraciones
inmunologicas. A pesar de su empleo en
oftalmologia veterinaria, son necesarios
mds estudios para la protocolizacion de su
obtencion y conservacion.

Como consejos bdsicos para su empleo,
el SA debe almacenarse congelado a
-20 °C, descongelarse antes de su empleo
y mantenerse en el refrigerador a +4 °C
durante su uso. Las gotas oculares de SA,
deben aplicarse en los tres meses poste-
riores a la fecha de produccion, y los via-
les se deben mantener alejados de la luz

Las ventajas terapéuticas del uso de SA vienen dadas por su

similitud con las lagrimas en ciertas caracteristicas, como

el pH, la osmolaridad y propiedades biomecdnicas. N

Cabe destacar en su composicion fac-
tores de crecimiento como TGF-, PDGF
(factor de crecimiento derivado de pla-
quetas), EGF (factor de crecimiento epi-
dérmico), NGF (factor de crecimiento
nervioso), asi como factores neurotréficos
(sustancia P), citocinas, factores bacterios-
taticos (lactoferrina, lisozima, inmunoglo-
bulinas), fibronectina y vitamina A y E.

Células madre limbares

Regeneracion epitelial
Anticonjuntivizacion
Antiangiogénico
Transparencia corneal

para evitar la degradacion de la vitamina
A. Considerar que la falta de conservantes,
tedricamente, aumenta el riesgo de infec-
ciones oculares.

Plasma rico en plaquetas (PRP)
Bajo el término genérico de PRP se

incluyen una variedad de productos deri-

vados de la propia sangre del paciente

Células madre mesenquimales

Inmunomodulador
Antiinflamatorio
Antiangiogénico

Transdiferenciacion

Figura 3. Tipos y mecanismos de accion de los principales tipos celulares empleados en terapia
celular para la reparacion de la superficie ocular en oftalmologia veterinaria.

obtenidos por centrifugacion, de los que
se obtiene una fraccion de plasma con una
concentracion de plaquetas mas alta que
la de la sangre circulante. Las plaquetas se
pueden activar artificialmente y liberar su
contenido alojado en los granulos alfa, que
son ricos en una gran cantidad de protei-
nas y factores de crecimiento (EGF, PDGF,
TGF-B, VEGF, IGF-1, HGF, NGF, PF-4, entre
otros), involucrados en el proceso de repa-
racion de la superficie ocular.

Dependiendo de su preparacion, com-
posicion y, especialmente, de la concentra-
cién de plaquetas y presencia o ausencia
de leucocitos, hay diferentes productos:
plasma rico en factores de crecimiento
(PRGPF), plasma rico en plaquetas y facto-
res de crecimiento (PRPGF), concentrado
de plaquetas (PC), plasma rico en plaque-
tas y en leucocitos (LR-PRP), plasma rico
en plaquetas y pobre en leucocitos (LP-
PRP), entre otros.

-

oftalmologia, donde sus resultados indican
efectos beneficiosos sobre la proliferacion
y la capacidad de migracion de las célu-
las epiteliales corneales en reparacion de
la superficie ocular (Rushton et al., 2017).

Por tanto, la preparacion del PRP depen-
derd de su aplicacion clinica, cuyo objetivo
serd optimizar la concentracion de plaquetas
y leucocitos para lograr los mejores resulta-
dos terapéuticos (figura 2).

Células

Indudablemente, las células madre son
la estrella en medicina regenerativa. Entre
todos los tipos celulares candidatos a ser
usados en terapia celular son dos los mas
empleados habitualmente en regeneracion
de la superficie corneal: células madre
limbares y células madre mesenquimales
(figura 3).

Actualmente, en medicina bumana el trasplante de LESC

cultivadas permite restaurar la vision tras una lesion o

enfermedad en la superficie ocular con afectacion de la poblacion

celular del limbo esclerocorneal, y ba supuesto una auténtica

revolucion en la regeneracion de la superficie corneal. N

Actualmente, existen en veterinaria dife-
rentes sistemas de preparacion, lo que
hace que sea dificil comparar sus resulta-
dos cientificos en términos de eficacia y
seguridad (Carr y col., 2016).

Su calidad y actividad biolégica estin
directamente relacionadas con la com-
posicion celular (plaquetas, leucocitos y
hematies) del PRP, que condiciona las con-
centraciones de los factores de crecimiento
y citocinas proinflamatorias:
® La concentracion de plaquetas se corre-

laciona positivamente con todos los fac-
tores de crecimiento. Se considera que
el PRP debe tener de 4 a 7 veces mis
concentracion de plaquetas que la san-
gre circulante.

* Los componentes no plaquetarios de la
sangre, en particular los glébulos rojos y
blancos, contribuyen de manera nega-
tiva en su actividad biologica, al parti-
cipar en reacciones inflamatorias no
deseadas, debido a la liberacion de mul-
tiples citocinas proinflamatorias.

En oftalmologia humana, diferentes
investigaciones han evaluado la seguridad
y eficacia del uso de preparaciones de PRP
en el tratamiento del 0jo seco y reparacion
de la superficie ocular, y han demostrado
una mejora en la calidad de la pelicula
lagrimal y la gravedad de los sintomas.
En veterinaria son muy escasas las publi-
caciones relacionadas con su empleo en

. Células madre limbares

Conjuntiva

Células madre limbares (LESC)

Las LESC desempefian un papel funda-
mental en la integridad de la superficie
corneal, ya que intervienen en la renova-
cion y reparacion de la superficie ocular
y, por tanto, mantienen su transparencia y,
con ello, la vision.

Son la fuente primaria de las células
del epitelio corneal, y residen en la capa
basal de este epitelio a lo largo del limbo
esclerocorneal, en una estructura llamada
empalizada de Vogt. Desde su localiza-
cion, y mediante una migracion centripeta
y crecimiento vertical (mecanismo XY, Z),
se encargan de mantener la homeostasis
del epitelio corneal (Thoft y col, 1983)
(figura 49).

Otra funcion muy importante de las
LESC es su interaccion con otras c€lulas
corneales, como las células estromales
mesenquimales, que tienen un importante
papel inmunosupresor. Por ello, la defi-
ciencia de células madre se asocia frecuen-
temente con inflamacion de la superficie
corneal (figura 5).

En oftalmologia humana estd mas que
descrito el sindrome de insuficiencia lim-
bar, tanto por disfunciéon como por des-
truccion de las propias LESC, responsable
de la opacificacion corneal a través de la
conjuntivizacién y vascularizacion de la
cornea transparente e ineficaz reparacion
de la superficie corneal.

g

Células

transicionales

Figura 4. Células madre limbares. Estén localizadas en la capa basal del imbo esclerocorneal.
Las células transicionales (TA) son células progenitoras epiteliales que se diferencian desde las
células madre limbares y migran hacia la cérnea central. Desde su localizacion y mediante una
migracion centripeta y crecimiento vertical (mecanismo X, Y, Z) se encargan de mantener la

homeostasis de la regeneracion epitelial corneal.

>
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Figura 5. Resultado de la terapia celular en un caso de leucoma corneal grave en perro
con pérdida total de la transparencia corneal e hiperpigmentacion.

recientemente
también se ha relacionado una variedad

En nuestras mascotas,

de enfermedades de la cérnea con insufi-
ciencia de LESC vy, por tanto, con pérdida
de vision, por opacificacion/pigmentacion
y vascularizacion de la cornea, como en
el simblefarén en gatos con Herpesvirus
felino tipo 1, queratitis cronica superficial
O queratitis pigmentaria en carlinos o en
caso de dano quimico en cérnea (Sinchez
y col., 2016).

Actualmente, en medicina humana el
trasplante de LESC cultivadas permite res-
taurar la vision tras una lesion o enferme-
dad en la superficie ocular con afectacion
de la poblacion celular del limbo esclero-
corneal, y ha supuesto una auténtica revo-
lucién en la regeneracion de la superficie
corneal.

En medicina veterinaria, las aplicacio-
nes de LESC en patologia corneal son atn
escasas y poco conocidas, pero sin duda
estan suponiendo una interesante alterna-
tiva en las patologias anteriormente cita-
das. Su implantacion se realiza tanto via
subconjuntival como cultivadas sobre dife-

-

rentes biomateriales de soporte, depen-
diendo de las indicaciones clinicas (Nam y
col.,, 2015) (Janjatovicy col., 2015).

Células madre mesenquimales
(MSC)

Las MSC desempenan un papel funda-
mental como reservorio de células indife-
renciadas para la regeneracion/reparacion
de los tejidos donde se ubican. En el ojo
estin descritos distintos tipos de MSC,
localizadas en limbo basal, estroma cor-
neal, malla trabecular, coroides y grasa
periorbitaria (Dhamodaran y col., 2014).

Cada vez existen mas evidencias de
que el mecanismo de accion de las MSC
se realiza por efectos inmunomodula-
dores y antiinflamatorios, a través de la
liberacion de una gran variedad de sus-
tancias bioactivas con efectos autocrinos
y paracrinos englobados en el concepto
de secretoma. Entre todos sus efectos, la
habilidad de modular el sistema inmuni-
tario desempena un papel fundamental
en casi todos los efectos terapéuticos
atribuidos a estas células. Dicha influen-

La implantacion de MSC ha demostrado resultados muy

interesantes en el tratamiento del ojo seco y en la regeneracion

de la superficie ocular, gracias a sus diversas capacidades.

Figura 6. Resultado de la terapia celular en un caso de
queratoconjuntivitis seca refractaria canina a los 9 meses
(Villatoro y col. Use of adipose-derived mesenchymal stem
cells in keratoconjunctivitis sicca in a canine model. Biomed
Research International. 2015).
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cia es ejercida tanto sobre la inmunidad

innata como adaptativa, a través de dife-

rentes mecanismos, como es el contacto
directo célula a célula y la secrecion de
diferentes sustancias solubles (IDO, NO,

IL-10, PgE2, TGF-B, etc.), que varian con

la especie y la fuente celular.

Ademis, tienen la habilidad de migra-
cién y anidamiento hacia el lugar de la
lesion en respuesta a las sustancias alli
liberadas.

La implantacion de MSC ha demostrado
resultados muy interesantes en el trata-
miento del ojo seco y en la regeneracion
de la superficie ocular, gracias a sus diver-
sas capacidades (figuras 3y 5):

e Capacidad inmunomoduladora, mediante
la regulacion de las células T (CD4+y
CD8+), las células B y potenciando la
generacion y el mantenimiento de la
actividad de diferentes tipos de células
T reguladoras (mediadores celulares de
tolerancia inmunoldgica).

e Capacidad antiangiogénica sobre la
superficie ocular, al incrementar la
expresion de trombospondina-1 (TSP-
1, un poderoso factor antiangiogénico)
y disminuir la de metaloproteinasa 2
(MMP-2, potente factor proangiogénico
relacionado con la inflamacion).

e Capacidad regenerativa de la superficie
ocular, disminuyendo la infiltracién de
neutréfilos y macréfagos, facilitando la

e-leet/shutterstock.com

-

Nuestro equipo demostro por primera vez el efecto

terapéutico de la terapia celular con MSC, implantadas

alrededor de las glandulas lagrimales en perros con QCS

primaria refractaria al tratamiento convencional.

recuperacion epitelial, de las glandulas

de Meibomio y de células caliciformes.
e Capacidad antifibrética, tanto por su

efecto antiinflamatorio a través de su
secretoma como modulando de manera
muy importante la migracion de fibro-
blastos corneales (queratocitos estroma-
les activados) y, con ello, la formacion
de cicatrices y escaras en la superficie
corneal (que es la complicacion mas
grave de la cicatrizacion corneal).

Nuestro equipo demostré por primera
vez el efecto terapéutico de la terapia celu-
lar con MSC, implantadas alrededor de las
glandulas lagrimales en perros con QCS
primaria refractaria al tratamiento conven-
cional. Los resultados demostraron que el
75 % de los animales tratados manifesto
una mejoria significativa de la produccion
lagrimal y de los signos oculares (secrecion
ocular, hiperemia y danos de la superficie
corneal) al menos durante 9 meses. (Villa-
toro y col., 2015) (figura 6).

Otros estudios demostraron que el uso
de MSC en ojo seco mejoro el volumen
y la estabilidad de la pelicula lagrimal, asi
como la regeneracion epitelial, incremen-
tando el ndmero de células caliciformes y
disminuyendo el nimero de glindulas de
meibomio lesionadas. Ademads, disminuy6
la cantidad de células T CD4+ y factores
proinflamatorios (IL-2, IFN-y, IL-17 y MMP-
2) y se incremento el nimero de células T
reguladoras, lo que detuvo la progresion
del proceso (Li y col., 2016).
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Futuras perspectivas

Es indudable que la evoluciéon de nue-
vas técnicas relacionadas con la medicina
regenerativa e ingenieria tisular es impara-
ble y nos va a permitir el desarrollo de pro-
ductos, medicamentos y terapias que hasta
hace unos dias eran impensables.

En lo relativo a la superficie ocular, cabe
destacar el desarrollo de nuevos biomateria-
les para la proteccion de la misma, o bien
que permitan la liberacion constante de
medicamentos o el desarrollo de cérneas
artificiales de distintos componentes (quera-
toprostesis) desarrolladas por cultivo celular
en el laboratorio a partir de distintos tipos
celulares, que permita eliminar el rechazo.

En el uso de nuevas moléculas existe un
enorme avance en la utilizacion de dife-
rentes productos secretados por las pro-
pia células o asociados a nanoparticulas
(<100 nm) para permitir su integracion en
la propia superficie ocular. Nuestro equipo
trabaja actualmente en el empleo de exo-
somas producidos por MSC (microvesicu-
las de menos de 30 nm) en reparacion de
superficie ocular sin necesidad de uso de
las propias células.

Por ultimo, la modificacién genética de
distintos tipos celulares (terapia génica),
para potenciar algunas de sus capacida-
des, abre otra puerta de esperanza para el
tratamiento de aquellas patologias con difi-
cil solucién tanto en oftalmologia humana
como en veterinaria. O
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