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1. RESUMEN

La terapia de reemplazo celular es un tratamiento prometedor para la muerte celular
retiniana en diversas enfermedades, como la degeneracién macular asociada con la edad
(DMAE), la enfermedad de Stargardt, la retinitis pigmentosa (PR) y el glaucoma. Todas
estas enfermedades se caracterizan por la degeneracion de uno o varios tipos de células
retinianas que no pueden regenerarse espontaneamente en los seres humanos. Una vez
que se desencadena la degeneracion de las células de la retina, ningun tratamiento actual
puede revertirla. Se han propuesto enfoques basados en trasplantes como terapia universal
para tratar a pacientes con diversas enfermedades concomitantes. Tanto el reemplazo de
células muertas como la neuroproteccion de las células afectadas son estrategias
utilizadas para preservar y mejorar la funcién visual en modelos animales con

degeneracion retiniana.

Diversos tipos de células retinianas derivadas de células madre pluripotentes, incluyendo
células del epitelio pigmentario de la retina (EPR), fotorreceptores, células ganglionares
de la retina (RGC), ademas de los organoides retinianos; proporcionan fuentes ilimitadas
de células para trasplante. Ademaés, las celulas madre mesenquimales (MSC) son

multifuncionales y protegen a las células degeneradas de la retina.

El objetivo de esta revision es resumir los hallazgos actuales de los estudios preclinicos
y clinicos. Comenzamos con una breve introduccion de la anatomia ocular, el concepto
de la terapia celular y de la célula madre pluripotencial, los procedimientos para la
obtencion de las células a trasplantar, un repaso de los ensayos y estudios preclinicos, las
enfermedades degenerativas de la retina y los tratamientos basados en terapias celulares.
Finalmente, se expone las preocupaciones causadas por esta terapia y se concluye

esbozando las tendencias futuras con este tipo de tratamiento.

PALABRAS CLAVE: Terapia celular, células madre, enfermedad degenerativa

retiniana, trasplante de células madre.






I. INTRODUCCION

El ojo es un drgano importante para la vida humana, debido a que los humanos
capturamos la mayoria de la informacion de nuestro entorno a través de este 6rgano; por
esto es llamado la ventana del cerebro. El 0jo es un 6rgano que detecta la luz. Su funcién
consiste en transformar la energia luminica en sefiales eléctricas que son enviadas al
cerebro a través del nervio Optico. Respecto a su anatomia y de manera general el ojo
posee dos polos, el polo anterior encargado de la refraccion enfocando los rayos de luz
en la retina; y el polo posterior donde se encuentra el humor vitreo y la retina encargada
de la transformacién de la sefial luminosa en impulso eléctrico para que pueda ser

conducido al cerebro (Jin et al., 2018).

En el polo anterior se encuentra la cornea, principal 6rgano refractivo del ojo,
posteriormente encontramos al iris que funciona como un diafragma controlando la
cantidad de luz que ingresa hacia la retina. El cristalino se encuentra detras del iris, tiene
una funcion refractiva en el proceso de acomodacion logrando enfocar los rayos
luminosos en la fovea. Entre la camara anterior (entre la cornea y el iris) y la camara
posterior (entre el iris y el cristalino) se localiza el humor acuoso (Kels, Grzybowski, &
Grant-Kels, 2015). En el polo posterior se encuentra la retina con la macula, donde se
localiza la févea, la zona retiniana con mayor grado de discriminacion. La retina esta
formada por varios tipos de células interconectadas, como los fotorreceptores, células
bipolares, células horizontales, células de Mauller, células amacrinas y células
ganglionares que descansan sobre células del EPR (Kirkwood, 2012).

En la retina el estimulo luminoso es transformado en sefial eléctrica. La sefial visual
comienza en los fotorreceptores, estos expresan proteinas fotosensibles principalmente
en sus segmentos externos. Existen dos tipos de fotorreceptores, los conos y los bastones,
los primeros encargados de la vision fotopica y los segundos de la escotdpica. Las células
bipolares reciben la sefial de los fotorreceptores y la transmiten a las células ganglionares
de la retina. Finalmente, todas las sefiales son reunidas en el nervio optico y transmitidas
al cerebro. Tanto la degeneracion de las células como la disrupcion de sus sinapsis

deterioran el proceso visual (Jin et al., 2018).

El epitelio pigmentario de la retina (EPR) forma una monocapa debajo de los segmentos

externos de los fotorreceptores, constituyendo la barrera hemato-retiniana externa. Las



células del EPR cumplen varios roles, como la absorcion de la luz dispersada, la
regulacion del aporte de los nutrientes, secrecién de diversos factores paracrinos,
regulacion del ciclo retiniano y la fagocitosis de los segmentos externos de los

fotorreceptores favoreciendo su reciclaje (Strauss, 2005).

La membrana de Bruch se encuentra entre la coriocapilaris y la membrana basal de los
fotorreceptores. Sus principales funciones incluyen regular el intercambio molecular
entre la coroides y el EPR, proveer un soporte para la adhesion, migracion y
diferenciacion de éstas células, ademas de formar una barrera para evitar la migracion de
las células. Los cambios en la membrana de Bruch como la aparicion de depdsitos y
desechos en la I&mina basal, la acumulacion de lipidos, cambios en su grosor, y el
desarrollo de drusas, comienzan antes de los 30 afios. No estando claro el limite entre lo
normal y el envejecimiento patoldgico (Booij, Baas, Beisekeeva, Gorgels, & Bergen,
2010). Bajo la membrana de Bruch se encuentra la coroides, que puede ser dividida en la
coriocapilar, la capa de Sattler, la capa de Haller, y la supracoroidea. La coriocapilar es
una capa de vasos finos relativamente densa adyacente a la membrana de Bruch, su
principal funcion es brindar oxigeno y nutrientes al EPR y a la capa de los fotorreceptores,

ademas de remover los desechos de la membrana de Bruch (Huynh et al., 2017).

El ojo es facilmente accesible para la intervencién quirtrgica con un limitado trauma
debido a su estructura anatémica, es un 6rgano relativamente independiente y el trasplante
celular intraocular es improbable que afecte a otros érganos. Por otro lado, el ojo es una
de las pocas areas del cuerpo que goza del privilegio inmune. Con respecto a la retina, el
espacio subretiniano posee propiedades que le brindan un privilegio inmune (Wenkel &
Streilein, 1998). Estas células del EPR juegan un importante rol en el mantenimiento del
estado de inmunosupresién gracias a la secrecion de citoquinas y factores de crecimiento
(Sugita, Horie, Yamada, & Mochizuki, 2010).

Las enfermedades degenerativas de la retina se caracterizan por la pérdida de células del
EPR y/o de los fotorreceptores en caso de la degeneracion macular asociada a la edad
(DMAE), la enfermedad de Best, y la retinitis pigmentosa (RP); y la muerte de las células
ganglionares en caso del glaucoma, entre otras menos frecuentes como la amaurosis
congénita de Leber, coroideremia, distrofias de conos y conos-bastones, atrofia girata,
enfermedad de Oguchi, retinosquisis juvenil. El deterioro visual causado por la
degeneracion y muerte de células retinianas es irreversible debido a que las células

retinianas carecen de capacidad de regeneracion y multiplicacion (Whitmore et al., 2015).



Las terapias avanzadas para las enfermedades oftalmoldgicas constan de productos
medicinales basados en la transferencia de células, de genes, de células modificadas
genéticamente, o en una combinacién de las anteriores. La terapia génica y celular tiene
el potencial de prevenir, detener o revertir enfermedades de la retina en pacientes con
condiciones de ceguera actualmente incurables. En las ultimas dos décadas se han
producido avances en el conocimiento de la patologia de las enfermedades de la retina,
junto con el desarrollo de técnicas de transferencia génica y el trasplante de células, han
creado optimismo en el tratamiento de enfermedades retinianas que antes inevitablemente

conducian a la ceguera de nuestros pacientes (MacLaren, Bennett, & Schwartz, 2016).

El trasplante aut6logo de células del epitelio pigmentarias de la retina periférica al espacio
submacular brind6 pruebas de que el trasplante del EPR es una modalidad terapéutica
viable para la enfermedades degenerativas retinianas, ya que los pacientes con
degeneracion macular sometidos a esta técnica experimentaron una mejoria de su funcién
visual. Sin embargo, la terapia de reemplazo celular esta limitada por la escasez de fuentes
celulares y por los defectos genéticos de las células de los pacientes sometidos a trasplante
autologo (Binder et al., 2004).

Desde la introduccion de las células madre, la terapia de estas ha llegado a convertirse en
otra importante area para el desarrollo de tratamientos en enfermedades retinianas como

lo estan reportando varios investigadores (Mandai, Watanabe, et al., 2017).

Las células madre (stem cell) se encuentran en todos los organismos multicelulares, se
caracterizan por tener la capacidad de dividirse y autorrenovarse para producir mas
células madre junto al potencial para generar cualquier tipo celular especializado de su
huésped. Las células madre son una fuente para la terapia del reemplazo celular. La
obtencion de células retinianas derivadas de células madre embrionarias humanas (hESC:
human embryonic stem cells), de las células madre adultas multipotentes, y de las células
madre pluripotentes inducidas (iPSC: induced pluripotent stem cells); ha sido explorado
ampliamente obteniendo resultados exitosos por muchos grupos. Ademas, las células
madre secretan factores paracrinos que desempefian funciones neuroprotectoras,
inmunomoduladoras, antiapoptdticas y antioxidantes (Jin & Takahashi, 2012). Las
células madre mesenquimales son prometedoras para el tratamiento de las enfermedades
neurodegenerativas. El efecto protector de las celulas madre mesenquimales en la
degeneracion de las células ganglionares de la retina ha sido demostrado en modelos
animales (Tassoni, Gutteridge, Barber, Osborne, & Martin, 2015).






Il. TERAPIA CELULAR

La terapia celular es el conjunto de estrategias que emplea células vivas como agente
terapéutico y cuyo objetivo principal es reparar, reemplazar o recuperar la funcién
bioldgica de un tejido u érgano dafiado. Se basa en la utilizacion principalmente de las
células madre o stem cell (SC) que son capaces de autorrenovarse y diferenciarse hacia
células somaticas especializadas en las condiciones apropiadas y con los estimulos
correctos. Estas propiedades hacen de ellas una herramienta primordial en la medicina

regenerativa (Zarbin, 2019).

La terapia celular para las enfermedades retinianas estan divididas en dos grupos, aquellas
que tienen como meta un efecto protector a través de la secrecion de factores paracrinos
y otra en la cual la finalidad es el reemplazo o la sustitucion de las células retinianas
muertas. Las células candidatas a ser reemplazadas por células diferenciadas derivadas
de células madre incluyen los fotorreceptores, las células del EPR, y las células

ganglionares de la retina. (Maeda, Mandai, & Takahashi, 2019).

Por lo anterior, las enfermedades hereditarias de la retina se pueden beneficiar de la
terapia celular porque tedricamente este tratamiento busca su regeneracion funcional. En
contraste con la terapia génica la cual corrige los genes mutados en células viables, la
terapia celular reemplaza las células muertas (Sengillo, Justus, Tsai, Cabral, & Tsang,
2016). Ademas del mecanismo de reemplazo celular, se ha descrito el efecto protector de
las células madre sobre células retinianas sometidas a diversas agentes etiologicos, esto
seria fruto del efecto trofico e inmunosupresor de las células madre (Jin et al., 2018). Esta
propiedad de las células madre ha sido atribuida al efecto paracrino de las células
trasplantadas. Se ha demostrado un efecto neuroprotector en diferentes modelos de
degeneracion retiniana. Se conoce que las células madre pueden expresar una variedad de
factores que pueden proteger a la retina dafiada, algunos de estos factores son el factor de
crecimiento neurotrofico, el factor neurotrofico derivado del cerebro, factor de
crecimiento de fibroblasto B, factor de crecimiento insulinico tipo 1 y el factor de
crecimiento ciliar. (Rabesandratana, Goureau, & Orieux, 2018) (Osborne, Sanderson, &
Martin, 2018).






I11. CELULAS MADRE, O STEM CELLS

Las células madre se encuentran en todas la etapas del desarrollo de un organismo, desde
el cigoto hasta la muerte. Estas células madre se pueden aislar y cultivarse in vitro.
Dependiendo de la fuente de donde la obtengamos podemos aislar células madre con
diferentes propiedades. Las células madre tienen propiedades similares a las células
cancerosas, como autorrenovacion, proliferacion, baja inmugeneidad y actividad de la

telomerasa (Liew et al., 2005).

-Indiferenciacion: No poseen las caracteristicas fenotipicas ni citoplasméticas de
los tipos celulares diferenciados. Su morfologia es redondeada o fusiforme (Mata-

Miranda, Vazquez-Zapién, & Sanchez-Monroy, 2013).

- Autoperpetuacion: Mediante divisiones mitoticas que originan nuevas células,

de caracteristicas similares (Alison & Islam, 2009).

- Diferenciacion o Pluripotencialidad: Una célula madre puede diferenciarse en
otro tipo de célula. En condiciones experimentales o naturales in vivo, las células
madre pueden abandonar su estado indiferenciado y transformarse en un tipo
celular adulto. Esta caracteristica, junto a su capacidad de proliferacidn convierten
a las células madre en una fuente para la obtencién de tipos celulares,
facultandolas para tratar, mediante terapia regenerativa, algunas enfermedades.
(Liew et al., 2005).

-Autorrenovacion. Las células madre tienen activada la telomerasa por lo que los
telomeros no se acortan después de cada division. Los telémeros de las células
madre pluripotentes inducidas aumentan su longitud después de su
reprogramacion nuclear, hasta alcanzar la longitud de los telomeros de una célula

madre embrionaria (Pereira, Tavares, Camargos, & da Silva Filho, 2012).

-Inmunogenicidad. La respuesta inmune de las células madre es baja en
comparacion con las células madre alogenicas, debido a la escasa expresion del
complejo principal de histocompatibilidad I (MHC 1) y la falta de expresion de
MHC Il (Mata-Miranda et al., 2013).

La clasificacion de las células madre se da segun su potencia (de acuerdo al nimero de

lineas celulares que puede originar) y segun su origen (de donde podemos obtenerlas).



11.1. En base a su Potencia:

11.1.1. Totipotentes
Estas células madre pueden transformarse en cualquier clase celular del organismo al que

pertenecen y, por tanto, podrian dar lugar a un nuevo ser completo. Las Unicas células
totipotenciales son el 6évulo fecundado y, aproximadamente, las cuatro primeras células

que se generan tras su division (cigoto) (Verfaillie, Pera, & Lansdorp, 2002).

111.1.2. Pluripotentes:
Tienen la capacidad de dar lugar a cualquier célula diferenciada del cuerpo, pero no

pueden contribuir a la fabricacion de membranas extraembrionarias (y por tanto, no
pueden sustituir a un évulo fecundado). El tipo més conocido de célula pluripotencial es
la célula madre embrionaria (Alison & Islam, 2009) (Fig. 1).

111.1.3. Multipotentes:
Sélo pueden diferenciarse en un numero limitado de tipos celulares. Se encuentran en

individuos adultos, por esto son conocidas como células madre adultas. La médula 6sea
contiene células madre multipotenciales, que pueden dividirse para formar otras células
de la médula 6sea o dar lugar a cualquier célula sanguinea (glébulos blancos, rojos o
plaquetas), pero no a otros tipos de células (Toh, Foldager, Pei, & Hui, 2014).
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Fig. 1. Desarrollo de las células madre pluripotentes

Se pueden derivar diferentes tipos de células pluripotentes en varias etapas del desarrollo embrionario
temprano. Las células madre pluripotentes inducidas (iPSC) se derivan de la reprogramacion directa
de células somaticas in vitro. Imagen tomada de: Hanna, J. H., Saha, K., & Jaenisch, R. (2010).
Pluripotency and cellular reprogramming: facts, hypotheses, unresolved issues. Cell, 143(4), 508-25.



I11.2.  En base a su Origen:

11.2.1. Células Madre Embrionarias Humanas
Desde los primeros cultivos de células embrionarias derivadas de blastocistos de raton en

1981, se sentaron las bases para la generacion de células madre embrionarias humanas.
A estas células se las denominé células madre embrionarias o stem cell embrionarias
(ESC: Embryonic Stem Cells). Thomson et al. publicé datos sobre la derivacion de lineas
de células madre embrionaria humana (hESC) a partir de blastocistos en fase de

preimplantacion (Thomson et al., 1998).

Las caracteristicas esenciales que permiten que una célula se defina como ESC son
(Verfaillie et al., 2002):

1) Se derivan de células de la masa celular interna del blastocisto.

2) Se pueden reproducir de forma indefinida en el estado embrionario, mediante
ilimitadas divisiones simétricas sin diferenciarse.

3) Se pueden diferenciar de forma espontanea para dar lugar a células de las tres
capas germinales embrionarias (endodermo, mesodermo y ectodermo).
También se diferencian in vitro bajo condiciones apropiadas.

4) Pueden dar lugar a cualquier célula del cuerpo; incluso células germinales
cuando colonizan un blastocisto huésped, son capaces de integrarse en todos

los tejidos fetales durante el desarrollo.

Las caracteristicas esenciales se pueden reducir a dos: que las ESC se puedan cultivar in
vitro y que se puedan expandir de forma indefinida manteniendo el carécter
indiferenciado (Mata-Miranda et al., 2013).

Limitaciones de las Células Madre Embrionarias
Una limitacion es que la derivacion de células diferenciadas de las hESCs tiene un grado

de eficacia bajo, siendo necesarios un gran niamero de embriones. Ademas, hay riesgo
que las hESC formen teratomas al ser implantadas en estado indiferenciado,
desapareciendo si se implantan tras su diferenciacion total Por otro lado, las células
implantadas pueden sufrir un rechazo inmunoldgico. (Cortes et al., 2009). Finalmente, los
aspectos que mas afectan a las investigaciones con hESC son los éticos y morales, debido

a la destruccion de los embriones humanos para utilizarlos en investigacion.



11.2.2. Células Madre Adultas:
Las células madre adultas o somaticas se encuentran quiescentes con una capacidad

limitada de diferenciacion y autorrenovacion, son las encargadas de reemplazar las
células que mueren dentro del organismo. Se han aislado numerosos tipos de células
madre precursoras de algun linaje celular, esto ha conducido al concepto que todos los
tejidos tienen sus propios nichos de células madre (Prosper & Verfaillie, 2003) (Fig. 2).

Subventricular zone

Neurons

g D1

Enterocytes

..o;
= oo

Blood cells

Fig. 2. Células Madre sométicas o adultas.

Estdn presentes en todos los tipos de odrganos y tejidos de los
organismos. Son las encargadas de reemplazar las células muertas.
Imagen tomada de Chagastelles, P. C., & Nardi, N. B. (2011). Biology of
stem cells: an overview. Kidnev International Sunolements. 1(3). 63—67.

La fuente mas comun de células madre adultas es la médula 6sea. Las células madre
mesenquimales se encuentran en este tejido y se cree que los resultados terapéuticos en

enfermedades no hematoldgicas se deben a estas células (Grant et al., 2002).

Los compartimientos de la economia corporal como epitelial, hemotopoyético, adiposo,
muscular, conjuntival y neural; cuentan con nichos donde se encuentran sus células madre

las cuales cuentan con caracteristicas bioldgicas definidas (Alison & Islam, 2009).
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Dentro de los tipos de células madre adultas tenemos las células madre hematopoyéticas,
las células madre mesenquimales, entre otras menos conocidas como las células madre

periodontales.

11.l2.2.1.  Células Madre hematopoyéticas.
Estas células madre se han utilizado en el ambito clinico desde hace mas de 40 afos. Se

encuentran en la circulacion, en la médula 6sea y en el cordon umbilical. El uso de estas
células en enfermedades no hematoldgicas ha sido explorado recientemente, varios

estudios preclinicos y clinicos se estan realizando (Martin-Rendon. Autologous).

1.l2.2.2. Células Madre Mesenquimales
Pueden ser obtenidas de una gran variedad de tejidos, incluyendo la médula dsea y el

tejido adiposo. Las células madre mesenquimales (MSC: mesenquimal Stem Cell) han
sido investigadas durante mas de dos décadas debido a su facil aislamiento. Las MSC
tienen propiedades neuroprotectoras, un alto grado de diferenciacién y una carencia de

rechazo inmune (Ding, Shyu, & Lin, 2011).

La MSC han sido inyectadas dentro del espacio subrretiniano y en la cavidad vitrea de
modelos animales con enfermedades degenerativas de la retina (Emre et al., 2015).
Aungue aln se desconocen los mecanismos subyacentes, se ha observado la mejoria de
la funcidn visual después del trasplante de células madre mesenquimales. Un mecanismo
probable es que se deba a la secrecion de factores neurotroficos por parte de las MSC,
como el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF: brain derived neurotrophic
factor) y el factor neurotréfico ciliar (CNTF: ciliary neurotrophic factor), puedan proteger
células en procesos degenerativos. Por otro lado, las propiedades inmunomoduladoras de
las MSC pueden prevenir la respuesta inmune excesiva de los procesos degenerativos de
la retina (Jin et al., 2018).

Limitaciones de las Células Madre Adultas
Aunque los tres principales problemas de las hESC - problemas éticos, rechazo

inmunologico y potencial desarrollo de teratomas - son evitados con el uso de las células
madre adultas existen inconvenientes para su uso amplio como su dificil obtencién, ya

gue muchos de los marcadores de las célula madre no son expresados en la superficie.

Por otro lado, aln se desconocen muchos de los mecanismos mediante los cuales estas

células actuan terapéuticamente (Chagastelles & Nardi, 2011).
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111.2.3. Células Madre Pluripotentes Inducidas
En el afio 2006, Yamanaka et al demostraron que la manipulacion de cuatro genes en

células somaticas diferenciadas de raton eran capaces de revertir todo el programa de
diferenciacion y reprogramar las células a un estadio embrionario (Takahashi &
Yamanaka, 2006). Estas células, se denominaron células madre pluripotentes inducidas
(iPSCs: induced pluripotent stem cells). La generacion de iPSC a partir de células
somaticas ofrece un inmenso potencial terapéutico, asi como una herramienta para el

estudio de enfermedades, desarrollo embrionario, screening de farmacos, etc.

Es importante sefialar que el proceso de reprogramacion por el cual una célula somatica
adquiere la pluripotencialidad no es una transformacion genética, sino que consiste en
una transformacion epigenémica (Lister et al., 2011). Para la obtencién de iPSCs se
modifica la expresion de cuatro genes en células sométicas. Los métodos més utilizados

para ello son:

» Realizacion de una transformacion retroviral con los genes OCT-4, SOX2, KLF4
y MYC (Daley et al., 2009).

» Realizacion de una integracion lentiviral de los genes OCT-4, SOX2, NANOG y
LIN28A (Yu etal., 2007).

» Reprogramacion sin la utilizacion de vectores episomales integrados (Yu et al.,
2009).

En las células somaticas, los promotores de los genes antes mencionados estan altamente
metilados, reflejando su estado transcripcional reprimido. La formacion de iPSC conlleva

la activacion de estos genes a través de su desmetilacion (Mikkelsen et al., 2008).

La principal ventaja de las iPSC es que elimina la controversia generada en torno al uso
de embriones humanos congelados. Ademas, el origen de lineas iPSC, a partir de una

celula somética de un individuo facilitaria la aplicacion de un transplante aut6logo.

Limitaciones de las Células Madre Pluripotentes Inducidas
La reprogramacion de células somaticas implica la reconfiguracion epigenémica, dotando

a las iPSCs de caracteristicas similares pero no idénticas, a las hESC. Se ha comprobado
que existen diferencias minimas epigenomicas, en la estructura de la cromatina y
expresion de genes entre las hESC y las iPSC. Estos descubrimientos indican que existen

diferencias fundamentales entre las ESC y las iPSC (Hanna, Saha, & Jaenisch, 2010).
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IV. DIFERENCIACION DE CELULAS RETINIANAS A
PARTIR DE CELULAS MADRE.

IV.1.  Obtencion de células del epitelio pigmentario de la retina.

Las células madre pluripotenciales, incluyendo a las células madre embrionarias y a las
células madre pluripotenciales inducidas, son autorenovables y tienen el potencial para
diferenciarse en cualquier tipo celular derivado del ectodermo, endodermo o mesodermo,
tal como las células del EPR, los fotorreceptores, y las células ganglionares de la retina.
La generacion de células pluripotenciales y el establecimiento de la diferenciacion
somatica in vitro proveen una ilimitada fuente de células para la terapia del reemplazo
celular (Jin et al., 2018).

Existen diferentes métodos para la obtencion de EPR derivado de células madre
pluripotenciales. La actividad inductora derivada de células estromales (SDIA: stromal
cell-derived inducing activity): Este método se ha probado en células de primates, después
de 3 semanas de diferenciacion el 8 + 4% de las colonias de células madre embrionarias
(ESC) de los primates que fueron inducidas por SDIA mostraron grandes parches de
células de EPR; este EPR tiene la propiedades y funciones del EPR de la células in vivo.
Si a los cultivos anteriores se inhibe la sefializacion de la vias de Wnt y Nodal por
moléculas pequefias, como CKI-7 y SB431542, se pueden obtener células de EPR a partir
de células madre embrionarias humanas, con este método se obtiene un 26% de EPR
derivado de ESC (Osakada et al., 2009). Otro método incluye la adicion de nicotinamida
y activia A, con este método se obtiene que el 72.9% de las células hECS muestran una
morfologia escamosa y hexagonal, ademas de microvellosidades apicales, granulos de
melanina, membrana basal y uniones estrechas (tight junctions), caracteristicas de las
células del EPR (Idelson et al., 2009). El trasplante de estas células de EPR derivadas de
hECS requiere inmunosupresion por 3 meses. A diferencia del trasplante autélogo de

células madre pluripotenciales inducidas que cuentan con una mejor histocompatibilidad.

Sin importar el método por el cual las células de EPR son obtenidas, ciertas caracteristicas
tipicas deberian ser consideradas. Las células inducidas deberian mostrar una morfologia
hexagonal, y expresar marcadores moleculares que participan en la sintesis de pigmento
(Tirosinasa, Tyrpl, Tyrp2y SILVER), también comprometidos en el ciclo visual (Rpe65,
Lrat, Rdh5, y Rlbpl) y en la secresion de proteinas (Transthyretin, CNTF y PEDF) en

niveles similares a los que muestra el EPR in vivo. Adicionalmente, estas celulas deben
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tener microvellosidades con la habilidad de fagocitosis de los segmentos externos de los
fotorreceptores. Las células del EPR se consideran la mejor opcién para la terapia de
reemplazo celular teniendo en cuenta que tiene una metodologia de produccién bien

establecida y competente (Idelson et al., 2009).

1V.2. Obtencion de células neurorretinianas

Las células progenitoras retinianas, las cuales son un tipo de células madre pueden
diferenciarse en varios tipos de células retinianas, incluyendo células fotorreceptoras,
células ganglionares retinianas, células amacrinas, células bipolares, células horizontales
y células de Muller (Jin et al., 2018).

Este método puede ser aplicado para generar células precursoras retinianas a partir de las
iPSC. Se ha observado que en ratas en el dia 45 de induccion los fotorreceptores derivados
de las iPSC expresaron marcadores precursores de los fotorreceptores como CRX y
Rodopsina, el tltimo marcador indica la presencia de bastones maduros. Con respecto a
las células humanas, las células madre embrionarias o las células madre pluripotenciales
inducidas requiere mucho tiempo para obtener células neurorretinianas; bajo condiciones
establecidas los precursores celulares de los fotorreceptores como CRX se expresan en el
dia 80 aproximadamente y cerca de la mitad de células Recoverina + expresan el

marcador de fotorreceptores maduros Ilamado Rodopsina (Hirami et al., 2009).

Estos fotorreceptores derivados de las iPSC pueden ser usados como un modelo para
revisar los mecanismos de la retinosis pigmentaria y proveer una fuente celular adecuada
para obtener injertos que puedan ser usados en estudios preclinicos en enfermedades
como la retinosis pigmentaria (Jin & Takahashi, 2012).

IV.3.  Obtencion de Organoides Neurorretinianos

La retina neural tiene una compleja morfogénesis, conteniendo varios tipos de células
conectadas por varias uniones sinapticas, por lo que improbable que sean reparadas por
el trasplante de un solo tipo celular cuando los pacientes padecen una enfermedad ocular

en estado terminal.

In vitro se ha intentado generar tejido neurorretiniano de células pluripotenciales, en un
sistema de cultivo bidimensional (2D) se puede inducir una estructura similar a una
vesicula optica que contiene células positivas a la rodopsina. Eiraku et al generaron una

estructura de copa Optica bien organizada a partir de un sistema de cultivo tridimensional
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(3D). En estos organoides retinianos, existen las tres capas de retina neural en forma
similar a las de las retinas in vivo, y los fotorreceptores en el organoide son méas maduros

que los de un sistema de cultivo 2D (Eiraku et al., 2011).

Los sistemas de cultivo celular en 3D han mostrado que inducen la formacion de una copa
Optica en tanto en células madre embrionarias de ratbn como humanas. La copa Optica
derivada de las hESC contienen la mayor cantidad de componentes neurorretinianos

incluyendo fotorreceptores, células ganglionares de la retina y células bipolares.

Un estudio reciente mostro que las iPSC humanas sembradas en matriz polimérica pueden
desarrollar dendritas y axones funcionales; este enfoque es prometedor debido a su

potencial clinico en el futuro (Li et al., 2017).

Durante el desarrollo retiniano, el destino de varios tipos celulares es contralado por la
trascripcién ordenada de varios factores en un espacio-tiempo muy preciso. Se espera que
la comprensidn del perfil de los cambios transcripcionales y epigenéticos que se producen
durante la retinogénesis ayude a optimizar los métodos para generar organoides retinales
mas maduros in vitro. Kaewkhaw et al analizaron el transcriptoma de los organoides
retinianos en 3D, perfilando los cambios temporales en las firmas de los genes en
diferentes etapas. Ademas, la identificacion de marcadores especificos de la superficie
celular proporciona pautas para mejorar el desarrollo de fotorreceptores en diferentes
etapas, estos datos transcripcionales son Utiles para delinear redes reguladoras de genes
durante el desarrollo de la retina (Kaewkhaw et al., 2015). Sin embargo, muchos de los
procesos reguladores del desarrollo de la retina humana permanecen sin conocerse.
Recientemente se ha proporcionado un andlisis molecular completo de la retina fetal y
caracterizaron las bases celulares del desarrollo foveal (Aldiri et al., 2017), este estudio
se centro en la dindamica de la epigenética y la transcriptdmica durante la retinogénesis en
humanos. Todo ello proporcioné un mapa epigenético y transcripcional que nos sirve
como referencia para la estadificacion molecular de los organoides retinianos derivados

de células madre humanas.
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IV.4. Obtencion de células retinianas mediante
transdiferenciacion
La transdiferenciacion o la conversion de un tipo celular en otro sin rediferenciacion en
células madre pluripotenciales, es una forma potencial para generar células o tejidos
especificos para cada paciente. La conversion directa de fibroblastos en neuronas se ha
logrado mediante la expresion de determinados factores de transcripcion tanto en ratones

como en seres humanos (Kim et al., 2011).

La induccion y reprogramacion celular por pequefias moléculas inductoras ha logrado
grandes avances. Por ejemplo, bajo condiciones quimicas establecidas, se pueden obtener

neuronas y cardiomiocitos funcionales a partir de fibroblastos (Cao et al., 2016).

En el campo oftalmoldgico este método ha sido poco estudiado. Un reciente estudio
mostrd que en ratones adultos, las neuronas retinianas pueden ser generadas a partir de
las células de Muller después del dafio del NMDA (N-metil-D-aspartato) por la expresion
forzada del gen Ascll junto a con un inhibidor de la histona deacetilasa Tricostatina A
(TSA) (Jorstad et al., 2017). Estos descubrimientos demuestran el potencial de la
reprogramacion celular, que puede proveer una nueva via de tratamiento para las

enfermedades retinianas (Fig. 3).
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Fig. 3. Neurogénesis y proliferacion de células de Muller expresando Ascll. a. Las imagenes
muestran la morfologia de glias de Muller (GM) y neuronas. Las imdgenes fueron tomadas de 2-
5 semanas post-TSA. Se observan morfologias hibridas en todos los puntos analizados. b Ejemplo
de GM expresando GFP + Otx2 + marcado con EdU en la capa nuclear externa; las células tefiidas
con los tres marcadores fueron muy raras: <1% de GM expresaron GFP + (aproximadamente 1
célula por seccién de retina de 3 ratones). ¢ Diagrama que muestra el paradigma de tratamiento
experimental para el analisis de proliferacion. d Los ratones que sobreexpresan Ascll tratados
con factor de crecimiento epidérmico de raton (mEGF) y NMDA mostraron ejemplos de GM Sox9
+ EdU +. e La mayoria de GM no se marcaron con EdU cuando los ratones con sobreexpresion
de Ascll solo recibieron inyecciones intravitreas de EdU (sin tratamiento). g Los ratones que
sobreexpresan Ascll tratados con mEGF y NMDA expresaron trazas de GM Otx2 + EdU +. h Los
ratones con sobreexpresion de Ascll que solo recibieron inyecciones intravitreas de EdU (sin
tratamiento) no tuvieron GM que expresaran Otx2 y se etiquetara con EdU.

Imagen adaptada de Jorstad, N. L., Wilken, M. S., Grimes, W. N., Wohl, S. G., VandenBosch, L. S.,
Yoshimatsu, T., Reh, T. A. (2017). Stimulation of functional neuronal regeneration from Miiller
glia in adult mice. Nature, 548(7665), 103—107.

17



18



V. ENSAYOS Y ESTUDIOS PRE-CLINICOS LLEVADOS A
CABO CON CELULAS MADRE EN EL TRATAMIENTO
DE ENFERMEDADES RETINIANAS

V.1. Reemplazo Celular del epitelio pigmentario de retina

La atrofia de las células del EPR se considera como una forma de degeneracion retiniana.
Actualmente, las dos estrategias principales para reemplazar las células atroficas de RPE
incluyen una suspension celular de EPR y una lamina de células de EPR. Cuando una
suspension de células del EPR humanas (ARPE-19) fue injertada en ratas, las células se
esparcieron a lo largo de las células del EPR del huésped y evitaron la muerte de las
células fotorreceptoras (S. Wang, Lu, Wood, & Lund, 2005). El trasplante de células de
EPR derivadas de células madre embrionarias humanas en ratas result6 en la recuperacion
funcional y estructural de la retina severamente dafiada. Carr et al. encontraron que las
células de EPR derivadas de hESC trasplantadas eran capaces de fagocitar los desechos
de los fotorreceptores en ratas, no se encontraron pruebas de formacion de teratomas (Carr
et al., 2009).

Considerando que la lamina de células de EPR tiene una matriz extracelular y moléculas
de adhesion que previenen la apoptosis, el trasplante de la ldmina de células de EPR es
mejor que el trasplante de suspension celular para el tratamiento de la DMAE. El
trasplante de laminas de células de EPR derivadas de iPSC aut6logas en primates no
mostrd signos de rechazo ni formacién de tumores, indicando que las ldminas de células
podrian ser una forma preferible de sustitucién de células para la DMAE (Kamao et al.,
2014).

La membrana de Bruch es una importante estructura que mantiene la homeostasis de la
retina y brinda soporte para la adhesion, diferenciacion y migracion de las células del
EPR. Para imitar el soporte brindado por la membrana de Bruch in vitro se crean soportes
a partir de varios materiales, incluyendo polimeros organicos, nanofibras de biomateriales
y biomateriales biodegradables. El tereftalato de polietileno o colageno tipo I y poli (&cido
lactico-glicolico) (PLGA), la fibroina de seda silvestre regenerada o una mezcla de
hialurénico y metilcelulosa. Todos estos materiales son sustratos que brindan sostén a las
células del EPR para mantenerlas vivas y funcionales despues de ser trasplantada, sin

embargo, la supervivencia a largo plazo de las células EPR en el espacio subretiniano y
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la inflamacion o el rechazo después del trasplante requiere una mayor estudio (Xiang et
al., 2014).

Se ha demostrado que la integracion del trasplante de las células de EPR derivadas de
hESC dentro del espacio subretiniano es critica para la restauracion de la funcion retiniana
largo plazo (Idelson et al., 2009).

En seres humanos se han y estan llevando cabo varios ensayos clinicos que trasplantan
células del EPR derivadas de células madre ya sean embrionarias o inducidas. Se han
experimentado estos tratamientos en pacientes con DMAE y enfermedad de Stargart.
Estos pacientes desarrollaron una pigmentacion subretiniana visible que representa la
integracion de las células de EPR derivadas de hESC trasplantadas en el epitelio
pigmentario receptor, esto ha sido observado por medio de OCT y fotografias del fondo
de ojo. En todos estos pacientes la funcion visual se estabiliz6 o0 mejord y no se observo

ningun efecto adverso importante tras un afio de seguimiento (Song et al., 2015).

V.2. Trasplante de fotorreceptores

El trasplante de precursores de fotorreceptores es una forma potencial de tratamiento para
las enfermedades degenerativas retinianas causadas por la pérdida de fotorreceptores,
como en la DMAE o en la retinosis pigmentaria. Fotorreceptores derivados de iPSC son
una fuente viable para la produccion de precursores de fotorreceptores para el reemplazo
celular. Un estudio trasplantd en ratones Gnatl™ los precursores de fotorreceptores
generados a partir de células madre embrionarias de ratones utilizando un protocolo de
diferenciacion en 3D. Los efectos del trasplante de fotorreceptores tipo bastdn estuvieron
influidos por los diferentes defectos genéticos, integridad de la membrana limitante
externa y por la cicatriz glial (Gonzalez-Cordero et al., 2013).

Fotorreceptores derivados de iPSC han sido probados en ratones. Los precursores de
bastones obtenidos de ESC y iPSC podrian generar una nueva capa de fotorreceptores y
restaurar la funcion visual en ratones ciegos, con la reparacion del circuito visual (Barber
etal., 2013).

Las células precursoras de fotorreceptores derivadas de células madre, al ser trasplantadas
podrian integrarse con mayor éxito a la neurorretina receptora mediante la clasificacion

de sus marcadores de superficie celular, en comparacién de aquellas células trasplantadas
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sin clasificar. Este procedimiento también disminuiria el nimero de células proliferantes

perjudiciales (Lakowski et al., 2015).

Por otro lado, la inmunosupresion puede ser util para promover la eficiencia clinica del
trasplante celular. Se ha encontrado que los macrofagos y las células T pueden estar
relacionados con el detrimento de la integracion de los fotorreceptores integrados y que
la supresion inmune podria incrementar significativamente la sobrevivencia de las células
fotorreceptoras (West et al., 2010).

Para su aplicacion clinica, las células de la retina desarrolladas con factores especificos
han sido sometidas a pruebas para testar su capacidad de integracion, obteniendo como
resultado que el trasplante de células progenitoras de la retina en estadio temprano podria
producir un tumor, pero la capacidad de las células en estadio tardio para integrarse en la
retina del raton se reduce en relacion con la de las células progenitoras (West et al., 2012).

Estudios iniciales en modelos animales describieron que el trasplante de células madre
precursoras de fotorreceptores restauraba parcialmente la vision, se asumio que este
fendmeno era gracias a la migracion e integracion de las células donantes en el tejido
receptor. Recientemente este concepto ha sido confrontado por maultiples reportes que
proveen evidencia de que los fotorreceptores donantes intercambian material
citoplasmatico con los fotorreceptores hospederos (Singh et al., 2018). Por estos
novedosos hallazgos se ha creado modelos animales para analizar la integracion y el
intercambio de material entre las células trasplantadas y las receptoras, por ejemplo
Waldron et al. Intentaron determinar si los conos derivados de células madre y de
donantes se integraban y/o intercambiaban material citoplasmatico, encontraron que la
transferencia de material estd presente en una proporcién significativa de células;
sorprendentemente, un nimero considerable de conos también se habia integrado aunque
no en todos los modelos animales de retina receptora. Esto confirma la aparicion de la
integracion de fotorreceptores en ciertos modelos de degeneracion retiniana, todo ello
resalto la importancia del entorno del huésped para determinar el resultado del trasplante
(Fig 4) (Waldron et al., 2018). El hallazgo de que el intercambio de material domina sobre
la integracion celular durante el trasplante de fotorreceptores puede facilitar la
reinterpretacion de los datos de ayuda funcional anteriores y ofrecer nuevos enfoques para

la terapia visual (Nickerson, Ortin-Martinez, & Wallace, 2018).
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Aunque se han hecho grandes avances en la transferencia de fotorreceptores derivados de
células madre, ain solo se han realizado estudios preclinicos en modelos animales, no
habiendo ningun ensayo clinico en pacientes humanos hasta el momento de trasplante de
fotorreceptores, sin embargo si se han llevado a cabo ensayos clinicos con células
progenitoras retinianas y células stem cell retinianas encontrando que las estas células son
capaces de integrarse dentro de la retina degenerada y expresar proteinas especificas de
los fotorreceptores y diferenciarse en células retinianas maduras. Otro ensayo clinico
iniciado en 2019 determinara la seguridad de este procedimiento, mientras que los
resultados secundarios buscaran los fotorreceptores y la preservacion de la funcién visual

con el uso de células madre de linaje retiniano (Jones, Lu, Girman, & Wang, 2017).
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Fig. 4. Esquema del protocolo experimental de Waldron. Después del trasplante de las células
fotorreceptoras se buscd la integracién de las células trasplantadas en la retina hospedera y el
intercambio de materia citoplasmatico por medio de la citometria de flujo.

Waldron, P. V., Di Marco, F., Kruczek, K., Ribeiro, J., Graca, A. B., Hippert, C., ... Pearson, R. A. (2018).
Transplanted Donor- or Stem Cell-Derived Cone Photoreceptors Can Both Integrate and Undergo
Material Transfer in an Environment-Dependent Manner. Stem Cell Reports, 10(2), 406—421.
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V.3. Trasplante de laminas de retina

El trasplante de ldaminas de retina fue realizado en animales y humanos hace décadas
usando laminas retinianas disecadas de ojos donantes fetales (M J Seiler & Aramant,
1998), (Algvere, Berglin, Gouras, & Sheng, 1994). La restauracion de la respuesta visual
en el trasplante demostrd que la conectividad entre el implante y el receptor contribuyeron
a la mejora visual, apoyando la técnica del trasplante de laminas retinianas en modelos

animales y humanos (Nazari et al., 2015), (Magdalene J. Seiler & Aramant, 2012).

El desarrollo de protocolos tridimensionales para la obtencion de organoides retinianos
ha permitido la preparacion de tejido retiniano para injertos clinicos. El trasplante de una
vesicula optica derivada de células madre pluripotenciales inducidas y células madre
embrionarias en ratones condujo a la formacién de una capa de segmentos
internos/segmentos externos (IS/OS) completa, ademas de la formacion de sinapsis entre
el injerto y las células del receptor; incluso mejorando la funcién visual como la respuesta

a laluz y las descargas de las células ganglionares (Mandai, Fujii, et al., 2017).

Radtke llevo a cabo dos ensayos clinicos tipo | y I, donde trasplantd laminas de retina y
EPR de fetos entre 10 y 16 semanas de edad gestacional a pacientes con retinitis
pigmentosa y DMAE, no se observaron efectos adversos y 7 de los 10 pacientes del
ensayo clinico mostraron mejoria de sus funciones visuales (Radtke, Seiler, Aramant,
Petry, & Pidwell, 2002), (Radtke et al., 2008).

A pesar de los avances con el trasplante de organoides retinianos, la aplicacién de estos
injertos aun enfrenta obstaculos en términos de la generacién de tejido retiniano laminado

y la conectividad entre el tejido trasplantado y las células neuronales del hospedero.

V4. Trasplante de células ganglionares

La muerte progresiva de células ganglionares de la retina (RGC: retinal ganglion cell) es
una caracteristica tipica observada en pacientes con glaucoma. Varios estudios han
buscado la diferenciacion de células ganglionares a partir de células madre, y su trasplante

en enfermedades que comprometan a las RGC como en el glaucoma. (Jin et al., 2018).

Dos retos son la migracién de las RGC implantadas a través de la capa nuclear externa 'y

la formacidn de sinapsis precisas que conecten con las areas subcorticales.
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RGC funcionales y maduras han sido obtenidas de células madre pluripotenciales bajo
condiciones quimicas definidas, creando una fuente ilimitada de células para la terapia de
reemplazo celular; mientras que el andlisis transcripcional de las RGC derivadas de

células madre pluripotentes humanas fue realizado por Langer (Langer et al., 2018).

Muchos problemas permanecen sin resolver, como la forma mas adecuada de liberar las
células ganglionares dentro del ojo para evitar un dafio significativo a los fotorreceptores,
mejorar la eficacia de la migracion y la integracion, y mantener la funcion visual durante

un tiempo prolongado después de la implantacion.

Actualmente la gran mayoria de estudios concernientes a las RGC son pre-clinicos en
modelos animales e incluyen el trasplante de células madre mas que el implante de RGC
maduras diferenciadas, esto debido a que la terapia de reemplazo basada en las RGCs
derivadas de células madre exdgenas sigue siendo un reto debido a los complejos circuitos
que tienen los cuerpos de las células ganglionares en la retina interna y a la proyeccién

axonal con un destino preciso en los coliculos cerebrales (Cen & Ng, 2018).

Ante este inconveniente se ha utilizado células precursoras retinianas derivadas de células
madre humanas con el proposito que se integren en la retina receptora y se diferencien en
células ganglionares. Wang et al. demostraron que las células precursoras retinianas
podian migrar e integrarse en la capa de células ganglionares teniendo una distribucion
complementaria en la capa de células ganglionares con las RGS residuales del modelo
animal (raton) receptor, ademas describié que estas células podian diferenciarse en

células ganglionares (S.-T. Wang et al., 2019).

Otra posible estrategia de tratamiento para las disfunciones de las RGC es mediante la
regeneracion de células madre retinianas. Las células gliales de Mdller pueden ser
reprogramadas en células progenitoras retinianas mediante un proceso de diferenciacion
y re-diferenciacion. En retinas de ratones se ha observado que las células de Muller
pueden ser reprogramadas, proliferar y diferenciarse en RCG (Sanges et al., 2013).

Actualmente se estan realizando varios ensayos clinicos para tratar las neuropatias opticas
con celulas madre, resalta entre estos el llevado a cabo en el IOBA-Uva (Valladolid-
Espafia) para tratar la neuropatia Optica isquémica no arteritica con celulas madre

mesenguimales, este ensayo se encuentra registrado con el codigo NCT03173638.
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V.5. Trasplante de células madre mesenquimales.

También se han llevado a cabo estudios preclinicos y ensayos sobre el trasplante de
células madre mesenquimales indiferenciadas (Labrador-Velandia et al., 2016) (en
contraste de las técnicas ya mencionadas anteriormente donde se trasplantaron células

retinianas ya diferenciadas in vitro derivadas de células madre).

Varios investigadores han descrito que el trasplante de células madre mesenquimales
(MSC: mesequimal stem cell) de tejido adiposo y de médula dsea tiene un efecto
neuroprotector de la células RGC degenerativas en modelos animales y no solo de

sustitucion de las células ya muertas (Emre et al., 2015).

Se ha observado que el nimero de RGC y axones se incrementan en un corto periodo de
tiempo después del trasplante de MSC (Fig. 5). La proteccion de RGC ha sido
funcionalmente demostrada en ratas con glaucoma después del trasplante de MSC

obtenidas de la médula 6sea (Hu et al., 2013).

Fig. 5. Recuento con Fluorogold® de las células ganglionares retinianas supervivientes tras la cirugia
para la elevacién de la PIO. (A) Grupo de control (ratones sanos), (B) grupo de cirugia (ratones
intervenidos con laser diodo para bloquear flujo de acuoso), (C) grupo de trasplante con bajo
nimero de células mesenquimales y (D) grupo de trasplante con alto nimero de células
mesenguimales. Imagen tomada de Hu, Y., Tan, H. B., Wang, X. M., Rong, H., Cui, H. P., & Cui, H.
(2013). Bone marrow mesenchymal stem cells protect against retinal ganglion cell loss in aged rats
with glaucoma. Clinical Interventions in Aging, 8, 1467-70.
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El método quirdrgico para el trasplante de las MSC tambien afecta el tiempo de
sobrevivencia de estas células en los ojos receptores de ratas. En tratados con inyeccion
subretiniana, la funcion retiniana puede ser significativamente mejor que en los ojos de
control hasta por 20 semanas, mientras que esta mejora se puede encontrar solo por hasta
12 semanas en los 0jos inyectados por via intravitrea. La inyeccion subretiniana de MSC
puede beneficiar a las células ganglionares retinianas y también a los fotorreceptores
(Tzameret et al., 2014).

El efecto trofico e inmunosupresor de las MSC esta relacionado a los efectos paracrinos
de estas células trasplantadas, que producen factores neuroprotectores. Las MSC pueden
expresar una variedad de factores que protegen la retina dafiada como el NFG, CNTF,
BDNF, Bfgf, y el IGF1. Las MSC ejercen un efecto protector del nervio éptico a través
de las células ganglionares y de sus axones en modelos animales de glaucoma. Existe
evidencia que demuestra que las MSC podrian ejercer sus efectos terapéuticos a través de
la transferencia intercelular a través de taneles formados por nanotubos. Por otro lado, se
ha demostrado que las iPSC y las MSC pueden transferir mitocondrias sanas a células del
epitelio corneal con defectos mitocondriales adquiridos. El papel de la transferencia
mitocondrial de MSC y su mecanismo terapéutico nunca se ha estudiado (Osborne et al.,
2018).

Ensayos clinicos de trasplante de células madre mesenquimales aut6logas estan siendo
Ilevados a cabo, esto gracias a sus propiedades neuroprotectoras, inmunomoduladoras y
regenerativas. Las células madre mesenquimales derivadas de la médula dsea son
preferidas a aquellas derivadas del tejido adiposo. Un ensayo clinico hallé que la
inyeccidn intravitrea de MSC derivadas de médula 6sea mejoré la agudeza visual a los 3,
6, 9 y 12 meses después del trasplante en pacientes con DMAE (Cotrim, Toscano,
Messias, Jorge, & Siqueira, 2017).

Un ensayo clinico fase Il fue realizado en 20 pacientes con Retinitis Pigmentosa, halld
que el trasplante de MSC mejoraba la calidad de vida durante los primeros 3 meses,
aunque estos resultados no permanecieron estables después de los 12 meses de la
intervencion, dentro de estos pacientes se describié un caso con isquemia y edema
macular que obtuvo una mejoria visual y disminucion del edema macular (Siqueira et al.,
2015).
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VI. ENFERMEDADES DE LA RETINA EN LAS QUE SE
APLICA LA TERAPIA CELULAR.

VI.1. Degeneracién Macular Asociada a la Edad (DMAE).

Esta enfermedad afectard aproximadamente a 200 millones de personal en el afio 2020.
En su estadio temprano, el signo principal de esta enfermedad es la aparicion de drusas,
las cuales son visibles con un didmetro mayor de 25um. Las drusas estan compuestas de
lipidos, proteinas, RNA pequefios y granulos de lipofuscina. Algunos de estos
componentes pueden inducir la activacion de la cascada de la inflamacion, lo cual puede
exacerbar la degeneracion de células retinianas. El estadio tardio de la DMAE puede ser
clasificado en dos formas: DMAE himeda neovascular y la DMAE no neovascular seca,
esta ultima también Ilamada atrofia geografica. En algunos de estos pacientes, los
cambios de la coriocapilar pueden ser detectados, observando vasos fantasmas en la
coriocapilar cuando existe muerte de células endoteliales. Una posible causa de la muerte
de células de la coriocapilar es la acumulacion de complejos de ataque a membrana
(MAC: membrane attack complex)(Mullins et al., 2014).

En pacientes con DMAE hdmeda, la vision central puede disminuir en un corto periodo
de tiempo si la neovascularizacion coroidea o la fuga de liquido de los vasos afectan la
maécula. En pacientes con DMAE seca la pérdida de la visidn central es relativamente
lenta y progresiva debido a la disminucion gradual de la densidad de células del EPR. La
disfuncion y la degeneracion del EPR son comunes en ambas formas de la enfermedad
(Jinetal., 2018).

La patogénesis de la DMAE es compleja y asociada tanto a un componente genético,
como a los factores ambientales. La mayoria de estos genes (incluyendo el factor H del
complemento (CFH: complement factor H), C2, C3, CFB, receptor toll-like 3 (TLR3:
toll-like receptor 3), y receptor toll-like 4 (TLR4)), estan comprometidos en las vias del
complemento o relacionados con el sistema inmune. Algunas mutaciones de estos genes
han sido asociadas con la DMAE. El factor del complemento H que puede ser detectado
en las drusas, juega un rol esencial en la regulacion de la activacién del complemento, las
mutaciones en el gen de CFH pueden conducir a la destruccion de los fotorreceptores y
las celulas del EPR (Collard et al., 2000).

Factores ambientales tales como la dieta, el habito tabaquico y la exposicién a la luz,

también han sido asociados a la DMAE.

27



El dafio acumulado en el epitelio pigmentario de la retina, la membrana de Bruch, y la
coriocapilar conducen a la disfuncion y pérdida de las células del EPR. Esto causa una
degeneracion de los fotorreceptores con la consecuente disminucion de la visién en
DMAE seca (atrofia geografica). En la DMAE humeda el crecimiento de capilares
anormales conduce a la hemorragia y fuga de fluido, siendo estas las principales causa de

la disminucion visual (Jones et al., 2017).

Actualmente la DMAE es un proceso irreversible, y no cuenta con una cura. Algunos
tratamientos que tienen como diana la neovascularizacion pueden disminuir la progresion
de la pérdida visual y los sintomas de la enfermedad. Estos tratamientos que incluyen la
inyeccion de anti-VEGF vy la extraccion quirdrgica de la membrana neovascular han
demostrado ser efectivos en la DMAE neovascular. Sin embargo, la atrofia geografica

permanece sin tratamiento efectivo (Binder et al., 2004).

VI.1.1. Tratamiento
Actualmente existen farmacos para el tratamiento de la DMAE himeda, sin embargo, no

hay un tratamiento para la DMAE seca. Ante este escenario, la sustitucion del EPR
muerto o disfuncional por EPR sano puede ser un tratamiento para estos procesos
degenerativos ya que se han obtenido mejorias de la vision en modelos animales de
degeneracion retiniana, esto ha animado al uso de estas técnicas basadas en célula madre

en pacientes, reportandose resultados satisfactorios (Nazari et al., 2015).

El trasplante autélogo de EPR periférico debajo de la macula ha proveido evidencia que
el reemplazo de células de EPR puede mejorar la funcion visual; abriendo un potencial
terapéutico para la DMAE (Algvere, Berglin, Gouras, Sheng, & Kopp, 1997). La limitada
fuente de células autélogas de EPR periférico esta evitando que esta técnica se extienda.

Los trastornos de la retina relacionados con la edad son causados principalmente por la

degeneracion y pérdida de células especializadas de la retina, por lo que las terapias para
incrementar su supervivencia o incluso su reemplazo por parte de descendientes de
células madre pueden ofrecer enfoques de tratamiento eficaces. Se ha observado que las
MSC son productoras de numerosos factores de crecimiento y diferenciacién que pueden
ayudar a la supervivencia de las células en la retina enferma (Mead, Logan, Berry,
Leadbeater, & Scheven, 2017).

El dafio de la retina también estd asociado con una reaccion inflamatoria local que impide

el proceso de curacion. Se ha observado que las MSC, por sus propiedades
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inmunosupresoras, inhiben la produccion de citoquinas proinflamatorias por las células
retinianas. Estas propiedades inmunorreguladoras de las MSC pueden representar un
mecanismo importante para prevenir una reaccion inflamatoria local dafiina y para apoyar

el proceso de curacion (Holan, Hermankova, & Kossl, 2017).

Por otro lado, se ha demostrado que las MSC se diferencian en varios tipos celulares,
expresando marcadores celulares y caracteristicas especificas de las células retinianas. El
trasplante celular representa una estrategia terapedtica prometedora para el reemplazo de
las células muertas en la DMAE en estado avanzado. Varios ensayos clinicos estan siendo
realizados actualmente para evaluar la seguridad y eficacia de células de EPR derivadas
de células madre pluripotenciales para el tratamiento de la DMAE. Los resultados
iniciales son alentadores, demostrando la seguridad del procedimiento, al menos dentro
de los primeros 5 afios, la estabilizacion y la ganancia de la agudeza visual mejor
corregida, lo cual podria explicarse por parcialmente por el trasplante de EPR en
receptores que no padecian una enfermedad avanzada (Gasparini, Llonch, Borsch, &
Ader, 2018).

Da Cruz et al. estdn realizando un ensayo clinico fase 1, reclutara 10 pacientes
diagnosticados de DMAE exudativa, ha publicado los resultados de los primeros dos
pacientes. Para este ensayo su grupo disefi6 un parche de EPR que comprende una
monocapa de EPR totalmente diferenciada, derivada de células madre embrionarias
humanas, sobre una membrana basal sintética recubierta. EI parche fue aplicado,
utilizando una herramienta microquirdrgica en el espacio subretiniano de un ojo en cada
uno de los dos pacientes con DMAE exudativa grave. Las variables principales de
evaluacion fueron la incidencia y la gravedad de los eventos adversos y la proporcién de
sujetos con una mejoria en la agudeza visual corregida de 15 letras 0 mas. El estudio del
implante y la supervivencia del parche de EPR se realiz6 mediante biomicroscopia y
tomografia de coherencia dptica. En los dos pacientes se reporto que el procedimiento de
implante y la sobrevivencia del mismo fue exitoso y en ambos obtuvieron un aumento de
la agudeza visual de 29 y 21 letras, respectivamente, después de 12 meses del trasplante
(Fig. 6). Solo se utilizo la inmunosupresion local a largo plazo. Este trabajo apoya la
viabilidad y seguridad del trasplante de parches de EPR derivado de hESC como
estrategia regenerativa para la DMAE (da Cruz et al., 2018).
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Fig. 6. Se muestra las secuencias de fotografias en color del parche trasplantado en los casos 1y 2. (a)
La secuencia del paciente 1 a las semanas 4, 24 y 52 después del trasplante del implante, muestra la
expansion centrifuga de las areas pigmentadas alrededor del parche y la estabilidad de las zonas
pigmentadas del mismo; también se muestra la regresion del EPR del receptor en el parche, con el
margen original indicado por la linea de puntos. (b) La secuencia en el paciente 2 en la semana 4, 24,y
52 muestra la expansidon centrifuga de las areas pigmentadas alrededor del parche y las areas
relativamente estables de pigmentacion en el parche. La expansién de las areas pigmentada en ambos
pacientes se estabilizd en la semana 24.

Imagen tomada de: da Cruz, L., Fynes, K., Georgiadis, O., Kerby, J., Luo, Y. H., Ahmado, A., Coffey, P. J.
(2018). Phase 1 clinical study of an embryonic stem cell-derived retinal pigment epithelium patch in
age-related macular degeneration. Nature Biotechnology, 36(4), 328—337.
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VI1.2.  Retinitis Pigmentosa (RP)

La RP es una causa de ceguera en pacientes de mediana edad o menores, afecta a cerca
de dos millones de personas alrededor del mundo. La edad de aparicion de la RP varia
desde la infancia hasta la edad media, ademéas de tener amplia variabilidad en sus
fenotipos (Strauss, 2005).

Estos pacientes pueden experimentar ceguera nocturna y pérdida severa de la vision con
el desarrollo de la enfermedad, alrededor de los 40 afios la mayoria de los pacientes son
legalmente ciegos. La ceguera nocturna es causada por la pérdida primaria de los bastones
en la periferia retiniana, encargados de la vision excéntrica en condiciones escotdpicas.
Con la progresion de la enfermedad, aparece la degeneracion de los conos que conduce a

una pérdida de la vision central y de los colores (Jones et al., 2017).

La RP es una enfermedad retiniana degenerativa heredada que muestra una gran
heterogeneidad genética. Los genes causantes de la RP pueden ser categorizados en 8
clases segun sus funciones bioldgicas, estas incluyen: la cascada de la fototransduccion,
el metabolismo de la vitamina A, los factores de empalme de intrones de RNA, estructural
o formacidn del citoesqueleto, interaccion sinaptica, trafico intracelular, pH regulacion,
preservacion de los cilios y la fagocitosis del EPR. A pesar del incremento del nimero de
genes conocidos causantes de la enfermedad, no en todos los pacientes se puede hallar la
predisposicion genética en los genes hasta ahora conocidos (Jin et al., 2014).

La mayoria de casos de RP son debido a la degeneracion celular tanto del EPR, como de

los fotorreceptores que son causados por las mutaciones genéticas (Maeda et al., 2019).

VI1.2.1. Tratamiento
Dado que el mecanismo de muerte celular en esta enfermedad no es bien conocido, no se

han desarrollado tratamientos efectivos. La suplementacion dietética es recomendada por
muchos oftalmdlogos cuando observan progresion en los estadios tempranos de la
enfermedad (Jin et al., 2018).

El trasplante de una retina artificial, el sistema de estimulacion retiniana “El Argus 11”7,
ha sido aprobado por la FDA y ha logrado mejorar la funcién visual en pacientes con RP
en estadios tardios (Luo & da Cruz, 2016).

Los ensayos clinicos consitentes en el trasplante de células ARPE 19 que expresan factor

neurotrofico, como el factor neurotréfico ciliar (CNTF: ciliar neurotrophic factor) han
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dado resultados contradictorios, obteniendo resultados similares al desarrollo natural de
la enfermedad (Birch, Bennett, Duncan, Weleber, & Pennesi, 2016).

La terapia de reemplazo celular es considerada un gran método en expansion para su
aplicacion en esta enfermedad. Para las células madre pluripotenciales inducidas (iPSC)
derivadas de pacientes, las estrategias de edicion del genoma CRISPR / Cas9 también se
pueden integrar para corregir defectos genéticos antes del trasplante (Burnight et al.,
2017).

Li et al. realizaron un ensayo clinico fase 1 (ChiCTR-TNRC-08000193) para establecer
la seguridad y tolerabilidad del trasplante de células progenitoras retinianas en 8 pacientes
con diagnostico de RP avanzada, siendo estudiados por 24 meses. Se trasplantaron 1x10°
de células de fotorreceptores alogénicas derivadas de células madre embrionarias
humanas. Tras llevar a cabo una vitrectomia estandarizada de 3 puertos, se realiz6 una
retinotomia con una aguja de 39G en la regién supero-temporal a la méacula, donde se
inyectd la suspension con las fotorreceptores a trasplantar, creando una ampolla
subretiniana. En este estudio se observd una recuperacion moderada de la vision y la
conservacion del grosor de la capa nuclear externa de la retina (Fig. 7). Ademas no se
hall6 ninguna formacion tumoral ni rechazo inmune, cuando el tratamiento
inmunosupresor no se administrd. En este ensayo clinico 5 pacientes mostraron una
mejoria estadisticamente significativa de su agudeza visual, y un incremento de la
sensibilidad retiniana a las respuestas pupilares en tres de los ocho pacientes entre 2 y 6
meses después del trasplante, pero esta mejoria no aparecio a los 12 meses (Liu et al.,
2017).

Es posible que la pérdida del efecto después de los 6 meses del trasplante se deba a una
reaccion inflamatoria cronica presente en los ojos de pacientes con retinitis pigmentosa.
Conforme la degeneracion retiniana se agrava, un mayor numero de células gliales se
activa secretando factores inflamatorios que disminuyen la posibilidad de sobrevivencia
de las células trasplantadas. (Liu et al., 2013)
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Fig. 7. Representacion de la retina y caracteristicas morfoldgicas antes y después del trasplante celular en
el paciente numero 6, diagnosticado de retinitis pigmentosa avanzada. a: Imagen de OCT con exploracion
horizontal a lo largo del area macular superotemporal antes de la cirugia. Se observa la atrofia de los
fotorreceptores. b: En el dia postoperatorio 7, se visualiza una masa de células trasplantadas (flechas)
con reflectividad media densa, encontrandose entre la capa degenerada de fotorreceptores y el epitelio
pigmentario de la retina. ¢: 1 mes después de la cirugia se puede observar la presencia de células
trasplantadas, aunque el grosor se ha reducido notablemente (flechas).

Imagen toma de Liu, Y., Chen, S. J,, Li, S. Y., Qu, L. H.,, Meng, X. H., Wang, Y., Yin, Z. Q. (2017). Long-term
safety of human retinal progenitor cell transplantation in retinitis pigmentosa patients. Stem Cell
Research & Therapy, 8(1), 209.
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V1.3. Enfermedad de Stargardt

La enfermedad de Stargardt se caracteriza por el deposito de sustancias similares a la
lipofuscina en el EPR con la consecuente muerte de los fotorreceptores en la region
macular. Las mutaciones mas frecuentes ocurren en el gen ABCR (también conocido
como gen ABCA4), el cual consiste de 50 exones y codifica una proteina de 2273
aminoacidos. ABCR es una proteina de casete unida a ATP (ABC: ATP binding casette)
especifica para la retina que desempefia un papel clave en el ciclo de los retinoides, la
disfuncion de este gen conduce a la acumulacion de N-retinilideno-Nretinil-etanolamina
(A2E), un componente principal de la lipofuscina, en células RPE. La acumulacion de
A2E parece ser responsable de la pérdida de fotorreceptores y células del EPR,
conduciendo a una pérdida severa de la agudeza visual en los pacientes que sufren esta

enfermedad.

VI.3.1. Tratamiento
No existe un tratamiento efectivo clinicamente disponible para disminuir la progresion de

la enfermedad de Stargardt en nuestros pacientes.

Se ha propuesto que la terapia de reemplazo celular puede compensar la carencia de
tratamiento. En la Gltima década, dos estudios han intentado el trasplante del EPR
derivado de células madre embrionarias humanas, dentro del espacio subretiniano
macular de pacientes con distrofia macular de Stargardt, obteniendo resultados

promisorios para esta enfermedad (Schwartz et al., 2015).

La reparacion del EPR degenerado mediante el trasplante de células EPR sanas ofrece la
posibilidad de proteger o mejorar la visién mediante la preservacién de la funcién o la
supervivencia de las células fotorreceptoras. Manjit et al llevaron a cabo un ensayo clinico
fase 1-2 (NCT01469832) para evaluar la seguridad y la eficacia potencial del trasplante
alogénico de células de EPR derivadas de célula madre embrionarias humanas (hESC) en
doce pacientes con diagndstico de enfermedad de Stargardt en estado avanzado, los
resultados del ensayo no hallaron evidencia de una respuesta inflamatoria o proliferacion
intraocular o sistémica no controlada, después de la administracion subretiniana de hasta
200000 células de EPR derivado de celulas madre embrionarias humanas (Fig. 8). No
hubo eventos adversos graves relacionados con el procedimiento quirdrgico; los eventos
adversos intraoperatorios no causaron dafio a la funcion visual mas alla del periodo

postoperatorio inmediato (Mehat et al., 2018).
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Fig. 8. Fotografias de fondo de ojo de receptores a los 12 meses del trasplante. En cada imagen, el sitio
de la retinotomia esta indicado por el punto verde, y el drea de administracién subretiniana esta
delineada por la linea negra punteada. P = paciente.

Tomado de Mehat, M. S., Sundaram, V., Ripamonti, C., Robson, A. G., Smith, A. J,, Borooah, S, ...
Bainbridge, J. W. B. (2018). Transplantation of Human Embryonic Stem Cell-Derived Retinal Pigment
Epithelial Cells in Macular Degeneration. Ophthalmology, 125(11), 1765-1775
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Una breve disminucion de la agudeza visual en el ojo operado después de la
administracion de células de EPR derivadas de hESC fue una consecuencia temporal
predecible de la cirugia intraocular. También se observo el desarrollo de membranas
epirretinianas pigmentadas después de la inyeccion de células EPR derivadas de hESC y
esto es debido al reflujo de la suspension celular del espacio subretiniano. Por otro lado,
se constatdé que los eventos adversos relacionados con los medicamentos
inmunosupresores ocurrieron durante el periodo de su administracion, pero no tuvieron

impacto posterior (Mehat et al., 2018).

El desarrollo de la hiperpigmentacion dentro del area de inyeccion en los 12 pacientes
participantes de este estudio, fue dosis dependiente y asociada con una sefial
hiperreflectiva en el OCT, lo cual sugiere la supervivencia de las células de EPR
trasplantadas. La alta densidad de la pigmentacion en estas areas puede reflejar un
contenido alto de melanina, densidad mas alta, hipertrofia o células sobrevivientes del
EPR trasplantado organizado en multicapas (Mehat et al., 2018).

Mehat et al observaron que en los ojos trasplantados hubo una extension local progresiva
de la hiperpigmentacion durante los primeros 3 meses, mostrando predileccion por las
areas de atrofia de la retina receptora, estos hallazgos son consistentes con la migracion
de las células sobrevivientes trasplantadas, aunque puede representar la migracion
subretiniana o la liberacion de pigmento Sin embargo, la presencia de material
subretiniano pigmentado no es una evidencia definitiva de la sobrevivencia de las células
trasplantadas, ya que puede reflejar la persistencia de pigmento de melanina después de
su muerte, una consecuencia del trasplante que también podrias ser dosis dependiente.
Debido a que el trasplante de las células de EPR derivado de las hESC fue alogeénico, se
administrd tratamiento sistémico inmunodepresor para todos los pacientes reclutado en
este estudio, el tratamiento duré 13 semanas, no observandose signos evidentes de

rechazo ni cambios tras la retirada del tratamiento inmunosupresor (Mehat et al., 2018).

En este ensayo no se encontro ningun beneficio significativo para la funcion retiniana a
los 12 meses en los 12 participantes. Aunque tedricamente el trasplante de células de EPR
puede mejorar la funcion de las células fotorreceptoras superpuestas, el potencial de
mejora esta limitado, en esta poblacién de pacientes reclutados, por la gravedad de la

degeneracion retiniana (Mehat et al., 2018).
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V1.4. Glaucoma

Es la enfermedad neurodegenerativa mas prevalente, afectando a mas de 70 millones de
personas alrededor del mundo. La etiologia del glaucoma es relativamente compleja,
observandose, en los pacientes con glaucoma, cambios relacionados a la toxicidad por

glutamato, estrés oxidativo y cambios gliales reactivos (Ycel;, 2007).

La presion intraocular es determinada por la dinamica de la produccion, del flujo y del
drenaje del humor acuoso secretado por el cuerpo ciliar. La malla trabecular y el flujo
uveoescleral son dos vias independientes para el drenaje del humor acuoso. Tanto la
disfuncion de la malla trabecular como el blogueo de la malla por una posicién anémala
del iris pueden conducir a una de las dos diferentes clases de glaucoma: el glaucoma de

angulo abierto y el glaucoma de angulo cerrado (Dascalescu et al., n.d.).

V1.4.1. Tratamiento.
Actualmente, el control de la presion intraocular mediante medicacion o cirugia son los

principales tratamientos que han demostrado disminuir la progresion de esta enfermedad.
Aunque estos tratamientos pueden retrasar el desarrollo de la enfermedad, ellos no pueden
prevenir la neurodegeneracion ni el deterioro de la vision que resulta del dafio del nervio
Optico y la pérdida de las células ganglionares de la retina, siendo este dafio irreversible
(Conlon, Saheb, & Ahmed, 2017).

Se ha probado que las MSC extraidas de la médula ésea pueden ejercer un efecto
neuroprotector y promover la sobrevivencia de la células ganglionares de la retina en ratas
adultas con glaucoma (Hu et al., 2013). Aunque la neuroproteccion de las MSC puede
proveer otra alternativa potencial para el tratamiento del glaucoma, es mucho mas dificil
regenerar las células ganglionares de la retina y el nervio éptico mas alla de los efectos

paracrinos de esta estrategia de tratamiento de reemplazo celular.

I.  Algunos grupos han desarrollado terapias celulares adaptadas para la neuroproteccién
y la regeneracién de RGC. Tras probar diferentes fuentes celulares se ha llegado al
consenso que probablemente las MSC son las mejores células para este proposito. Las
MSC son incapaces de diferenciarse en células retinianas e integrarse en la retina,
pero ha sido reportado que tienen una actividad paracrina que brinda neuroproteccién
a las células RGC en distintos modelos. Este efecto se ha atribuido a la secrecion del
factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF: platelet-derived growth
factor), al factor NGF, BDNF y a la Neurotrofina 3. Estos factores troficos influyen
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en la sobrevivencia de las RGC y en la regeneracion axonal. Ademas, la liberacion de
microvesiculas por las MSC, la liberacion de factores neurotroficos especificos y
miARN, podrian mediar el efecto neuroprotector (Rabesandratana et al., 2018).

Osborne et al realizaron una estudio investigando si las MSC humanas (hMSC) o el factor
de crecimiento derivado de las plaquetas recombinante (PDGF), producido por hMSC;
podrian retrasar la muerte de RGC en un modelo de explante retiniano humano con lesion
del nervio optico. Los resultados mostraron que las hMSC y el factor de crecimiento
secretado PDGF pueden reducir sustancialmente la pérdida y la apoptosis después de la
axotomia de las RGC humanas. Las vias neuroprotectoras AKT, ERK y STAT3 se activan
en la capa RGC poco después de los tratamientos. Se observo un efecto protector
dependiente de la dosis de PDGF en explantes de retina, pero la protecciéon no fue tan
importante como la obtenida en el cultivo de hMSC donde se obtuvo recuentos de células
RGC similares a los inmediatamente después de la diseccion de los explantes (Fig. 9).
Estos resultados demuestran que las hMSC y el PDGF tienen una fuerte accion
neuroprotectora en las RGC humanas y pueden ofrecer una estrategia terapéutica para

reducir la pérdida visual degenerativa (Osborne et al., 2018).

En Espafia, especificamente en el IOBA, se esta llevando a cabo un ensayo clinico con el
objetivo de evaluar la seguridad de la inyeccion intravitrea de células madre
mesenguimales como posible tratamiento para pacientes con neuropatia éptica isquémica

anterior no arteritica aguda (NOIANA).

El objetivo general del proyecto es evaluar la seguridad de la administracion intravitrea
de células madre mesenquimales para el tratamiento de la NOIANA, enfermedad que a
dia de hoy carece de cualquier tratamiento.

Este ensayo clinico se sustenta en estudios preclinicos previos donde se realiz6 evaluacion
de la seguridad y la tolerancia de las células madre mesenquimales tras inyeccion
intravitrea, mediante la observacion de los efectos adversos a nivel ocular (exploracion
oftalmoldgica) y mediante el estudio histopatoldgico de los tejidos oculares en conejo. En
estos estudios se concluy6 que las MSC administradas bajo inyeccién intravitrea en una
dosis de 750.000 cels/50ul, son seguras y bien toleradas, ya que no se ha observado signos
de infeccion y/o inflamacion ni cambios tisulares a nivel histologico, que puedan ser

considerados relevantes durante un periodo de seguimiento de seis semanas en conejos
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macho y hembra. Este estudio condujo a que la dosis a utilizar en el ensayo clinico fase
I/11 serd de 750.000 cels/50pul.

Por otro lado, también se observo que las MSC permanecen dentro de la cavidad vitrea,
tienen especial tropismo por la region vitrea cercana a la cpsula posterior del cristalino
y a la cabeza del nervio Optico. Ademas no se aprecié migracion extraocular hacia los
principales Organos hematopoyéticos ni gonadales en los conejos hembras y
machos.(Labrador Velandia et al., 2018).

En estudios preclinicos previos presentes en la literatura y en un estudio preclinico
desarrollado por el IOBA, se ha visto que la supervivencia de las MSCs administradas
mediante inyeccion intravitrea es de al menos dos, pero no mas de seis semanas tras la
inyeccion intravitrea, lo que seria una gran ventaja para abordar la patologia de estudio
(NOIANA) dentro de la ventana terapéeutica de esta patologia (Labrador-Velandia et al.,
2016).

Todos estos resultados de estudios previos han permitido establecer los parametros de
seguridad, persistencia, distribucion y migracion de las MSC en conejos y el desarrollo y

realizacion del ensayo clinico fase I-11 en seres humanos

Control Control

(50 ng/ml) (150 ngiml)

ODEV 7TDEV
Fig9. Imdgenes ampliadas y representativas de RGCs (NeuN - verde o TUJ1 - azul) en explantes de retina
humanos con células apoptdticas marcadas de rojo. x 40 objetivo, barra de escala = 50 um.

Imagen adaptada de Osborne, A., Sanderson, J., & Martin, K. R. (2018). Neuroprotective Effects of
Human Mesenchymal Stem Cells and Platelet-Derived Growth Factor on Human Retinal Ganglion Cells.
STEM CELLS, 36(1), 65-78.
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VII. TENDENCIAS FUTURAS DEL TRATAMIENTO
BASADO EN CELULAS MADRE

VII.1. Terapia de Reemplazo Celular Combinada de EPR y

Células Progenitoras Retinianas.

La terapia celular basada en células madre para la DMAE se centra principalmente en
reemplazar el EPR para mantener la funcién normal o en sus caracteristicas paracrinas
para retardar-frenar la regeneracion, como la fagocitosis, o trasplantar células
progenitoras retinianas para regenerar elementos retinianos perdidos, incluyendo los
fotorreceptores. Sin embargo, en pacientes con muerte de fotorreceptores en forma
extensa, necesitara la sustitucion de las células fotorreceptoras junto a células del EPR.
Nistor et al desarrollaron un injerto tridimensional que contenia células de EPR y células
progenitoras de la retina, derivadas de células madre embrionarias humanas. Este tejido
expresd marcadores de células ganglionares de la retina, fotorreceptores y otras células

neuronales (Nistor, Seiler, Yan, Ferguson, & Keirstead, 2010).

VIl.2. Terapia Génica Combinada con Células Madre

Las células hESC pueden ser manipuladas genéticamente para modificar un gen
terapéutico, ya sea activo o en espera de activacion posterior una vez que el hESC
modificada se haya diferenciado en el tipo de célula deseada. En las iPSC obtenidas a
partir de las propias células de un paciente se puede reemplazar un gen defectuoso por
una copia normal. Las células madre reparadas podrian entonces ser dirigidas para formar
el tipo de tejido necesario, implantadas dentro del ojo y utilizadas para reconstituir el
tejido enfermo (Simara, Motl, & Kaufman, 2013).

La restauracién de la funcién normal de los genes en los cultivos de iPSC podria lograrse
utilizando vectores virales que se estdn empleando actualmente en los ensayos clinicos
de terapia génica humana. La capacidad de autorrenovacion de las células madre también
sugiere que hay una minima necesidad de proporcionar administraciones repetidas de

terapia génica y un mejor mantenimiento de los efectos terapéuticos (Maeda et al., 2019).
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VI1.3. Ingenieria de Tejidos

La implantacion de células cultivadas en finas peliculas de polimero podria proporcionar
un medio de trasplante de una lamina de células de EPR con caracteristicas
apicales/basales para el restablecimiento de la funcién normal de EPR in vivo. La
evidencia ha demostrado que el uso de un andamiaje de polimeros podria ofrecer una
mejor manipulacion del entorno extracelular y permitir el grado mas apropiado de
aplicacion, diferenciacion y preservacion de las funciones celulares (Kundu, Michaelson,

Baranov, Young, & Carrier, 2014).

VI1.4.  Movilizacion de células madre especificas de tejidos

Se ha diseccionado y cultivado diferentes subregiones de los o0jos humanos de diferentes
rangos de edad y demostré que las células madre podrian derivarse de la pars plicata y la
pars plana con una frecuencia del 0,2%. Para probar la funcionalidad de estas células
madre, fueron trasplantadas dentro de ratones NOD/SCID donde sobrevivieron,
migraron, se integraron y diferenciaron en diferentes células retinianas incluyendo
fotorreceptores (Coles et al., 2004). Por otro lado, se ha demostrado que una subpoblacion
de EPR humano adulto puede mostrar propiedades de autorrenovacién, perder los
marcadores EPR y rediferenciarse en células pigmentadas estables y adoquinadas en una
sola capa con otras caracteristicas EPR. Aln esta por determinarse si los mecanismos
regenerativos estan presentes en la retina humanay si pueden ser movilizado para reparar
la retina dafiada, es decir que haya un potencial regenerativo intrinseco de la retina usando
células retinianas enddgenas; células de EPR vy las células de Muller pueden ser usadas
para este propdsito, siendo capaces de ser reprogramados en una nueva célula retiniana,

por ejemplo fotorreceptores (Zhao et al., 2014).
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VIIl. RETOS FUTUROS

Existen obstaculos potenciales con respecto al uso de MSC en las enfermedades de la

retina.

Primero, es un desafio conocer y controlar los factores secretados por las MSC y como

estos factores podrian cambiar con el tiempo y con la progresion de la enfermedad.

En segundo lugar, siguen existiendo preguntas sobre el potencial tumorigénico de las
células madre, y es que estas células tienen un increible parecido a las células cancerosas.
Hay un riesgo latente de formaciones tumorales como el observado en ratones
inmunodeprimidos donde las células madre trasplantadas formaron teratomas. Una
posible solucion a estos inconvenientes es el trasplante de laminas retinianas donde las
células ya se encuentran diferenciadas, y un estudio riguroso de las anormalidades
cromosoOmicas y los cambios gendmicos que podrian incrementar el potencial tumoral de

las células madre.

En tercer lugar, las MSC también secretan factores que causan una gliosis reactiva extensa
y una inflamaciéon que podria contribuir al desprendimiento de retina. En explantes
humanos, se observo un aumento en la proliferacion de la microglia y la gliosis después
del tratamiento con hMSC. Esto tendria serias consecuencias para la vision de un paciente
y presenta una barrera para el tratamiento basado en MSC sin estrategias antiinflamatorias

adecuadas.

Por otro lado, encontramos la limitacion derivada de la formacién de sinapsis aberrantes
y es que es un verdadero reto que las células madre migren a una localizacién
neuroanatomica especifica y que luego formen las correctas uniones sinapticas con
células que se encuentran en proceso de degeneracion, esto tedricamente podria

distorsionar y empeorar la imagen percibida por los pacientes.
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IX. CONCLUSIONES

1. La evidencia de seguridad respalda ampliamente la justificacion de estudios
adicionales para explorar el impacto de la intervencidn en una etapa mas temprana
de la degeneracion cuando las células de fotorreceptores sobrevivientes pueden
beneficiarse con una mejor funcion y supervivencia.

2. Existe evidencia sobre la seguridad y eficacia de estas células, lo que debe
promover nuevos ensayos clinicos en pacientes con estadios moderados y leves
de las enfermedades degenerativas de la retina.

3. Se necesitan estudios adicionales que intenten solucionar las dudas planteadas por
este nuevo enfoque terapéutico, ademas de ayudar a resolver los obstaculos como
la respuesta inflamatoria y el control de la secrecidn de factores troficos propios
de las células madre.

4. Los siguientes afios traeran gran expectativa por la aparicion de los resultados y
datos de multiples ensayos clinicos basados en las células madre para el

tratamiento de diversas enfermedades oculares.
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