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ALDH  Aldehído deshidrogenasa 

Células ADASC  Células madre adultas derivadas del tejido adiposo  

Células LPA Células derivadas del lipoaspirado procesado 

cDNA  Ácido desoxirribonucleico complementario 

CPC Células progenitoras cardiacas 

DALK  Queratoplastia lamelar anterior profunda 

DELK  Queratoplastia lamelar endotelial profunda 

DMEM  Medio de Eagle modificado por Dulbecco  

End  Endotelio 

Epi Epitelio 

EPC Células progenitoras endoteliales  

ESC Células madre embrionarias 

Est  Estroma 

FACIT Colágenos asociados a fibrillas con triple hélice interrumpida 

FACS Análisis de citometría de flujo fluorescente  

FBS  Suero bovino fetal 

FVS Fracción vascular estromal  

HBSS Solución salina balanceada de Hanks 

HSC Células madre hematopoiéticas 

LASIK Láser in situ keratomileusis 

mRNA  Ácido ribonucleico mensajero 

MSC  Células madre mesenquimales 

NSC  Células madre neurales 

pb Pares de bases 

PBS Solución tampón fosfato salino 

PRK Qeratectomia fotorefractiva 

PSC Células madre pancreáticas  

RNA Ácido ribonucleico 

RT-PCR Transcripción reversa más reacción en cadena de la polimerasa 

SLRP  Proteoglicanos pequeños ricos en leucina  
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La mayoría de las patologías corneales, incluyendo las de origen infeccioso o inmune, la 

patología ectásica, las cicatrices traumáticas y las distrofias corneales, afectan al estroma 

corneal. Aunque el trasplante de córnea es una opción válida en estos casos, sus actuales 

limitaciones han propiciado el desarrollo de nuevos abordajes terapéuticos, entre los que cabe 

resaltar la terapia celular con células madre. En este trabajo de investigación se ha planteado 

como objetivo central estudiar la capacidad de las células madre humanas derivadas del 

lipoaspirado procesado (células LPA) para repoblar y regenerar el estroma corneal.  

 

Para ello, en primer lugar, se han realizado experimentos in vitro encaminados a 

caracterizar la población celular LPA. Posteriormente, se realizaron experimentos in vivo, 

utilizando como modelo experimental conejos de raza New Zealand con córneas sanas en un 

primer experimento o lesionadas mediante ablación del estroma corneal con láser excimer en 

un segundo experimento. Las células LPA eran depositadas con una microjeringa Hamilton en 

un bolsillo estromal creado con tecnología láser femtosegundo en el experimento con córneas 

sanas, o con microqueratomo de Moria en el experimento con corneas ablacionadas. El 

experimento de conejos con córneas sanas se realizó para valorar los perfiles de bioseguridad e 

inmunogenicidad de las células transplantadas. No se observó respuesta inmune alguna tras el 

transplante, a pesar de que se realizó un xenotransplante y los animales eran 

inmunocompetentes. Las células transplantadas sobrevivieron en el lecho estromal 10 semanas 

después de la cirugía, mantuvieron su morfología y permanecieron imbricadas en el estroma 

corneal a nivel de la interfase donde fueron depositadas, sin alterar el patrón histológico de la 

córnea. Más aún, se comprobó que la transparencia corneal se mantuvo a lo largo de 10 

semanas tras el transplante, momento en el cual, las células LPA se organizaban en una capa 

discontinua en el estroma. En el segundo grupo de conejos, con la córnea lesionada, se analizó 

la capacidad de regeneración del estroma corneal que poseían las células LPA transplantadas. 

Tras 12 semanas, las células humanas se disponían en multicapa, y se diferenciaron a células 

que, funcionalmente, se comportaban como queratocitos, a tenor de su capacidad para 

expresar la enzima 3-aldehído deshidrogenasa y el proteoglicano específico de córnea, 

queratocan.  

 

En conjunto, los resultados de nuestro estudio indican que las células madre derivadas 

del tejido adiposo pueden ser una fuente celular apropiada para la regeneración y repoblación 

de córneas patológicas. La relativa inocuidad del procedimiento quirúrgico para obtener 
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células LPA le confiere una ventaja adicional para un futuro uso autólogo de estas células en 

humanos.  
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Most corneal diseases involve the corneal stroma, including immune or infectious 

diseases, ecstatic disorders, traumatic scars and corneal dystrophies. Although corneal 

transplantation remains the elective treatment for these conditions, its current disadvantages 

have favoured the development of new therapeutic approaches, such as cell-based therapy.  In 

this research project, the main objective was to study the ability of processed lipoaspirate 

derived human stem cells (PLA cells) to repopulate and regenerate corneal stroma. 

 

Thus, in the first place, in vitro experiments were conducted to characterize the PLA 

population. Subsequently, in vivo experiments were conducted in a first experiment in healthy 

corneas, and in a second experiment in damaged corneas of New Zealand white rabbits by 

means of laser excimer ablation of the corneal stroma. PLA cells were delivered by a Hamilton 

microsyringe into a corneal pocket created using either femtosecond laser technology in the 

non-ablated corneas group, or Moria microkeratome in the ablated corneas group.  The non-

ablated rabbit experiment was meant to test the biosafety and immunogenicity profile of the 

transplanted cells. No immune response was elicited even though a xenotransplant was 

performed and immunecompetent animals were used. PLA cells survived on the corneal 

stromal bed up to 10 weeks after the transplant, maintained their shape and remained 

intermingled between the stroma without disrupting its histological pattern. Interestingly, 

transparency was preserved at least 10 weeks after the transplant, when PLA cells formed a 

discontinuous layer in the stroma. In the second group of rabbits, with partially ablated 

corneas, regeneration of the corneal stroma by PLA cells was assessed.  After 12 weeks, 

human cells layed out following a multilayered pattern, and differentiated into functional 

keratocytes, as verified by the expression of aldehyde-3-dehydrogenase and the cornea-specific 

proteoglycan keratocan.   

 

In summary, the results of our study point out adipose-derived adult stem cells as a 

cell source for stromal regeneration and repopulation of diseased corneas. The low health 

impact of the surgical procedure performed to obtain the PLA cells provides this cell source 

with an additional beneficial feature for their possible future autologous use in human 

patients. 
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Tradicionalmente, el concepto de recambio de órganos y tejidos supone que el órgano 

transplantado proviene íntegramente y sin modificar de un donante. De ahí que la posibilidad 

de regenerar órganos a partir de células abra nuevos y esperanzadores horizontes. El propósito 

de la ingeniería celular y tisular es generar nuevos tejidos funcionales capaces de reemplazar 

aquéllos que han perdido su función, han resultado dañados o han muerto. La utilidad de las 

células madre adultas con este fin ya ha sido demostrada en diversos campos de la Medicina 

Regenerativa, como es el caso de las enfermedades hematopoyéticas, óseas, cutáneas o 

neurodegenerativas. Dado que el transplante corneal es quizás el procedimiento de transplante 

más frecuentemente realizado en medicina, existe la posibilidad de que este tejido pueda 

también beneficiarse de los avances en bioingeniería a tenor de los resultados obtenidos 

gracias a la terapia celular en otros órganos o tejidos.  

 

 

1 CÉLULAS MADRE: APLICACIÓN CLÍNICA EN MEDICINA 

REGENERATIVA 

 
Por definición, se conoce como célula madre aquella que posee la capacidad de auto-

renovarse y diferenciarse en distintos linajes celulares (Weissman, 2000). La utilidad 

terapéutica de las células madre ha sido ya postulada en distintas áreas de la medicina: 

 

• El transplante de células madre hematopoyéticas (HSC) ha demostrado su 

utilidad en el tratamiento de inmunodeficiencias, enfermedades autoinmunes, y 

trastornos hematológicos como la anemia aplásica, la trombocitopenia 

congénita, mediante la restauración celular de la hematopoyésis y del sistema 

inmune de defensa (Bryder y cols., 2006). Además el transplante de estas células 

puede  reponer la hematopoyesis y el sistema inmune tras la mieloablación 
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secundaria a tratamientos intensivos de quimioterapia, o radioterapia. (Resnick y 

cols., 2005; Thomas y cols., 1975a; Thomas y cols., 1975b). 

• Las células progenitoras endoteliales (EPC) pueden ser usadas para reparar 

trastornos vasculares de distinto tipo, promoviendo la neoangiogénesis y la 

reparación endotelial, como se ha comprobado en modelos de lesión de arteria 

carótida (Friedrich y cols., 2006).  

• Las células progenitoras cardiacas (CPC), localizadas en el ápex y en el atrium 

del corazón, se postulan como fuente regenerativa en procesos de isquemia o 

infarto de miocardio (Dawn y Bolli, 2005). Otras células madre de distintos 

orígenes como las células madre embrionarias (ESC), o las células madre 

mesenquimales derivadas de médula ósea (BM-MSC) también pueden producir 

cardiomiocitos funcionales (Mimeault y cols., 2007).  

• Las células madre neurales (NSC) localizadas en la región lateral subventricular 

del ventrículo lateral del cerebro y en el giro dentado del hipocampo (Lim y 

cols., 2007) representan una atractiva estrategia para las terapias celulares de 

reparación neuronal, en enfermedades degenerativas como el Parkinson, el 

Alzheimer, la enfermedad de Hungtinton, o la esclerosis lateral amiotrófica, y en 

lesiones traumáticas del cerebro o la medula espinal (Ourednik y cols., 2002). 

Otras fuentes celulares podrían reemplazar neuronas defectuosas como ya se ha 

demostrado en  el tratamiento de la enfermedad de Parkinson con células madre 

fetales productoras de dopamina (Freed y cols., 2001).  

• Otras células madre adultas podrían ser utilizadas en enfermedades genéticas, 

degenerativas, o traumáticas, como ocurre con la regeneración hepática por 
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medio de células BM-MSC capaces de transdiferenciarse en hepatocitos (Ong y 

cols., 2006), la regeneración pancreática con células ESC (Jiang y cols., 2007) o 

células madre pancreáticas (PSC) (Bonner-Weir y Weir, 2005) que se diferencian 

en células productoras de insulina, los injertos cutáneos de células madre 

cutáneas residentes en el folículo piloso en quemados (Jahoda y Reynolds, 

2000), o la restauración del epitelio corneal en la aniridia congénita mediante 

células madre corneales limbales (Grueterich y cols., 2003; Nishida y cols., 

2004a).  

 

1.1 El origen de las células madre  

Todas las células que componen nuestro organismo (células sanguíneas, epidérmicas, 

cardiacas, etc.) provienen de una sola célula, el óvulo fecundado. En los primeros estadios, el 

óvulo fecundado (totipotencial) comienza a dividirse, dando lugar a células indiferenciadas, sin 

función específica, pero con la capacidad intacta para poder formar cualquier tejido u órgano 

del individuo a excepción de las cubiertas extraembrionarias. Por ello, a estas células se las 

conoce como “pluripotenciales” o “células madre embrionarias” (embryonic stem cells o 

ESC).  

 

También existen células madre en el organismo adulto, conocidas como “células 

madre adultas”, aunque su grado de auto-renovación y potencial de diferenciación está más 

restringido (multipotenciales) que el de las embrionarias pluripotenciales. Las células madre 

adultas mejor caracterizadas son las células madre hematopoyéticas (HSC), capaces de 

proliferar y diferenciarse en todos los tipos celulares sanguíneos, así como de regenerar el 

sistema hematopoyético en animales o humanos tras mieloablación (Bhatia y cols., 1997; 

Osawa y cols., 1996; Spangrude y cols., 1988). También se han identificado células madre 
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neurales (NSC) (McKay, 1997), mesenquimales (MSC) (Fridenshtein, 1982; Pittenger y 

cols., 1999; Prockop, 1997), y epidérmicas (Watt, 2001), entre otras. En este grupo también 

se incluyen células progenitoras determinadas a un solo tipo celular (unipotenciales) que 

cuentan con amplia capacidad de auto-renovación, pero que no son capaces de diferenciarse a 

un tejido distinto del que provienen; este es el caso de las células madre epiteliales corneales 

(Daniels y cols., 2001), o las espermatogonias testiculares (Russell y Brinster, 1996) 

 

1.2 Fuentes de células madre 

 
La principal aplicación clínica de las células madre radica en su utilidad para reemplazar 

células mediante el transplante. Hasta ahora las células madre podrían obtenerse de las 

siguientes fuentes: 

• Embriones no utilizados, esto es, de pre-embriones (antes de la implantación) 

almacenados en clínicas de fertilidad y que no van a ser utilizados para 

concebir. 

• Embriones creados con fines terapéuticos, creados mediante fertilización in 

vitro con el único propósito de extraer sus células madre.  

• Embriones clonados en el laboratorio, usando el método de la transferencia 

nuclear somática, con el fin de cultivar sus células madre.  

• Fetos procedentes de abortos naturales producidos durante las fases precoces 

del desarrollo embrionario.  

• Cordón umbilical obtenido tras el nacimiento del niño. 

• Sangre, ya que mediante quimioterapia se pueden movilizar progenitores 

hematopoyéticos al compartimento sanguíneo. Desde aquí pueden ser 

extraídos y después transplantados auto o alogénicamente para reconstituir por 

ejemplo una aplasia de médula ósea inducida mediante tratamiento intensivo 

mielosupresor (Schwartzberg y cols., 1992).   
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• Tejidos u órganos adultos obtenidos de individuos vivos durante un 

procedimiento quirúrgico o por aspiración como en el caso de la grasa o la 

médula ósea.   

• Cadáveres. De hecho se ha descrito el aislamiento y la supervivencia de células 

progenitoras neurales en tejidos humanos post-mortem, hasta 20 horas tras la 

muerte (Palmer y cols., 2001).  

 
En el caso de las células madre embrionarias, éstas deben ser obtenidas durante el 

periodo temprano del desarrollo embrionario cuando el óvulo fertilizado se ha dividido hasta 

formar unas 1,000 células aproximadamente. Dado que, en estas condiciones, se está 

interfiriendo con el desarrollo del embrión hacia un individuo pleno, la utilización de estas 

células embrionarias ha generado un amplio debate ético. Recientes estudios apuntan a la 

posibilidad de obtener células ESC a partir de un solo blastómero, lo cual no tendría porqué 

interferir con el posterior desarrollo embrionario (Wiland y cols., 2008). Aun así, la utilización 

de células madre adultas, aún a expensas de que el potencial terapéutico pudiera no ser el 

mismo, representa un menor dilema ético. Además al estar ya relativamente condicionadas, el 

proceso de inducción a la diferenciación sería más sencillo. En la Tabla 1 se muestran las 

principales ventajas y desventajas del uso de las células madre embrionarias o adultas. 
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Tabla 1. Principales diferencias entre las células madre embrionarias y adultas  

Células madre embrionarias Células madre adultas 

Ventajas 

o Pluripotencialidad 

o Fuente celular de número ilimitado 

o Fácil de obtener a partir de clínicas de 
fertilidad 

Ventajas 

o Inducción de diferenciación más sencilla.  

o Evita respuesta inmune (en uso autólogo) 

o Algunos tipos celulares son más fáciles de 
extraer que otros  

Desventajas 

o Complejo proceso de inducción de 
diferenciación (necesita optimización) 

o Pueden inducir respuesta inmune y 
teratomas. 

o Problemas éticos 

o Las células pueden presentar cambios 
genéticos que contraindicarían su uso 

Desventajas 

o Fuente celular limitada 

o Las células autólogas pueden presentar 
cambios genéticos que contraindicarían su 
uso.  

o Multipotencialidad, en lugar de 
pluripotencialidad.  

 

 

1.3 Células madre adultas: transdiferenciación  

Durante mucho tiempo ha prevalecido la idea de que las células madre adultas tenían 

el potencial de diferenciación restringido hacia el tipo celular del órgano original del que eran 

extraídas. Sin embargo, en la última década, numerosos datos experimentales han demostrado 

que estas células, en las condiciones apropiadas, pueden originar otros tipos celulares, 

mediante un proceso conocido como “transdiferenciación”. Así, se ha podido observar que 

células madre neurales (NSC) pueden dar lugar a células sanguíneas y a células musculares 

esqueléticas (Almeida-Porada y cols., 2005). De igual manera, se ha demostrado que células 

madre mesenquimales de médula ósea pueden dar lugar a miocitos, hepatocitos o astrocitos 

(Schwartz y cols., 2002; Woodbury y cols., 2000)   

 

A la hora de la aplicación clínica de la terapia celular con células madre adultas, es 

fundamental conocer los medios de inducción adecuados para conseguir la transdiferenciación 
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de la célula madre a cada una de las estirpes específicas; sin embargo, el conocimiento actual 

en este campo está restringido a unas pocas estirpes celulares. Existen indicios de que el tejido 

receptor puede dirigir, en algunos casos, el proceso de diferenciación de las células 

transplantadas hacia el resultado deseado. Así, cuando las NSC han sido usadas para formar 

músculo, el mero hecho de co-cultivarlas con células progenitoras musculares (mioblastos) o 

inyectarlas directamente en músculo produce la transdiferenciación de las primeras a la estirpe 

deseada  (Galli y cols., 2000). En el mismo sentido, resultados recientes obtenidos en modelos 

animales de infarto de miocardio revelan que las células madre mesenquimales transplantadas 

son capaces de migrar sistémicamente, de forma natural, a las regiones donde se localizan las 

células infartadas, limitando la lesión isquémica (Freyman y cols., 2006; Krause y cols., 2007).  

 

Los anteriores resultados parecen sugerir la posibilidad de que el transplante directo de 

las células madre adultas en el tejido defectuoso, o bien la administración intravenosa de las 

mismas, puede inducir su diferenciación hacia el tipo celular del tejido lesionado. Ello 

cuestionaría la idea preexistente de que el proceso de transdiferenciación debe realizarse 

artificialmente in vitro, previamente al transplante. 

 

1.4 Las células madre mesenquimales adultas  

La médula ósea es un tejido derivado del mesodermo embrionario; en ella se han 

identificado no sólo células madre hematopoyéticas (HMC), sino también otro tipo de 

células madre derivado del estroma, las células madre mesenquimales (MSC) (Caplan, 1991; 

Fridenshtein, 1982; Friedenstein y cols., 1968; Paul y cols., 1991). Las MSC adultas han podido 

ser también aisladas de otros tejidos, como el tejido adiposo (Gronthos y cols., 2001), el 

músculo (Howell y cols., 2003), el pericondrio (Arai y cols., 2002) y dientes deciduales (Miura 

y cols., 2003). 
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Las MSC derivadas del estroma de médula ósea han demostrado su capacidad de 

diferenciarse en distintos linajes de células mesodérmicas como los adipocitos, condrocitos, 

mioblastos u osteoblastos (Ferrari y cols., 1998; Grigoriadis y cols., 1988; Johnstone y cols., 

1998; Pittenger y cols., 1999). También  son capaces de diferenciarse en derivados del 

neuroectodermo (Woodbury y cols., 2000) y del endodermo (Schwartz y cols., 2002). Por todo 

ello, este tipo celular representa una herramienta terapéutica muy interesante en el campo de la 

regeneración tisular.  

 

Sin embargo, uno de los mayores inconvenientes del empleo de células MSC extraídas 

de médula ósea es que el método para obtener el tejido suele ser doloroso, requiere anestesia 

general o epidural y, tras el procesamiento de la médula, el rendimiento obtenido es bajo (1 

MSC por cada 105 células estromales adherentes obtenidas) (Gronthos y cols., 2001). Por 

tanto, estas células han de pasar por la expansión celular ex vivo, que retrasa, encarece, y 

dificulta el proceso, además de incrementar el riesgo de contaminación y transformación 

génica durante el procedimiento.  

 
Parece, por tanto, que el tejido ideal a utilizar como fuente de células madre adultas 

debería: a) tener la capacidad de generar células con posibilidad de diferenciación múltiple 

semejante a las MSC de médula ósea; b) ser de fácil obtención, por procedimientos poco 

iatrogénicos; y c) producir un número suficiente de células madre para no tener que someter a 

éstas a procesos de expansión excesivamente largos.  

 
1.5 Las células madre derivadas de tejido adiposo como agente terapéutico 

El tejido adiposo humano parece una fuente ideal de MSC ya que cumpliría todas las 

anteriores premisas; es decir, capacidad de diferenciación de las MSC en múltiples estirpes 

celulares, fácil accesibilidad al tejido, y alto rendimiento celular. Diferentes estudios han 
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demostrado la capacidad de diferenciación de estas células, similar a la ya descrita para las 

MSC aisladas del estroma de médula ósea, como mioblastos, adipocitos, osteoblastos, 

condroblastos, neuronas, hepatocitos, y células epiteliales, entre otras (Brzoska y cols., 2005; 

Gimble y Guilak, 2003; Ogawa y cols., 2004; Seo y cols., 2005; Zuk y cols., 2002; Zuk y cols., 

2001).  

 

En la literatura se pueden encontrar distintos acrónimos para referirse a este tipo de 

células madre obtenidas del tejido adiposo, como células PLA (processed lipoaspirated cells) o 

células ADASC (adipose-derived adult stem cells) (Gimble y Guilak, 2003; Ogawa y cols., 2004; 

Zuk y cols., 2002; Zuk y cols., 2001). Sin embargo, en estos estudios previos no se han 

definido cuál o cuáles son los marcadores de estas células madre, además de que usan 

poblaciones heterogéneas de células adherentes de la fracción vasculoestromal del tejido 

adiposo. Cabe decir que en esta fracción se encuentran también células hematopoyéticas 

circulantes, fibroblastos, células endoteliales, pericitos y macrófagos, que, aunque aún es 

materia de controversia, se cree que pueden generar también otros tipos celulares (Ruehl y 

cols., 2005).  
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2 LA TERAPIA CELULAR Y SU IMBRICACIÓN EN LA BIO-INGENIERÍA 

TISULAR 

 
La idea de sustituir un tejido dañado por otro sano es tan antigua como nuestra 

Civilización (J.G.Deaton, 1974.). Desde la Efigie egipcia, pasando por la Quimera griega hasta 

los receptores de órganos transplantados de nuestros días, la idea del intercambio de órganos y 

tejidos ha inspirado e intrigado a la humanidad durante siglos. Hay datos que permiten pensar 

que los indios nativos americanos ya practicaban el transplante de nariz en el 1000 A.C. Con el 

progresivo avance en las técnicas quirúrgicas, y con el cada vez mayor número de fármacos 

inmunosupresores, es posible alargar la vida de nuestro organismo más allá del tiempo que 

biológicamente cabría esperar.  

 

Un paso por delante en el campo del intercambio de tejidos, se encuentra el fascinante  

terreno de la Terapia Celular y la Bioingeniería Tisular, ambas integradas en la disciplina 

de la Medicina Regenerativa. Esta nueva estrategia terapéutica podría obviar algunos de los 

inconvenientes del transplante de órganos, tal y como lo concebimos hoy día, como pudieran 

ser la inmuno-incompatibilidad, la escasez de órganos, o la enfermedad injerto contra huésped. 

 

La Terapia Celular tiene un futuro prometedor como una nueva herramienta médica 

en los tiempos que han de venir. Como su propio nombre indica, se basa en el uso de células 

para restaurar, mantener e incluso mejorar la función de órganos o tejidos en el tratamiento de 

las enfermedades. Básicamente,  este tipo de terapia presenta cuatro mecanismos distintos: 

 
1) La utilización directa de células sanas obtenidas de otras fuentes, autólogas o no, entre 

ellas células madre, las cuales son transplantadas para tratar un amplio rango de 

enfermedades. El transplante de médula ósea resulta un buen ejemplo de una exitosa 

aplicación clínica de la terapia celular y el transplante de células madre. Las células 
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transplantadas son capaces de repoblar la médula ósea y de diferenciarse en los 

distintos tipos celulares hematopoyéticos después del uso de altas dosis de 

quimioterapia y radioterapia en el tratamiento de distintas neoplasias, sanguíneas o no.  

2) La reparación ex-vivo de las células defectuosas fuera del organismo, mediante terapia 

génica, para luego ser nuevamente implantadas una vez corregido el defecto. 

3) Las células transplantadas servirían como células secretoras de factores tróficos o 

terapéuticos que ayuden al órgano dañado a auto-repararse (supervivencia). 

4) Las células transplantadas podrían secretar factores que indujeran la actuación de 

progenitores sanos del organismo receptor (reclutamiento). 

 

La Bioingeniería Tisular integraría los principios de la Bioingeniería y la Terapia 

Celular hacia el desarrollo de sustitutivos biológicos capaces de reemplazar el órgano o tejido 

en cuestión (Langer y Vacanti, 1993). Por tanto, es aquella disciplina que  combina el empleo 

de biomateriales, factores de crecimiento y células madre con la finalidad última de reparar o 

regenerar órganos dañados o no funcionales.  

 

Hasta la fecha existen diversos ejemplos de tejidos vivos, preparados ex-vivo con células 

madre adultas y matrices para sustituir tejidos dañados, como el cóndilo articular, cartílago, 

hueso, dentina, piel,  hígado, tráquea, tejido nervioso, fotorreceptores retinianos o el 

miocardio (Barrilleaux y cols., 2006; Lavik y cols., 2005; Leor y cols., 2006). En fase de 

experimentación avanzada existen ya modelos animales que demuestran la eficacia de los 

anteriores preparados ex vivo en el campo de la cirugía plástica y reconstructiva como rellenos 

(Moseley y cols., 2006), en la ingeniería de tejido muscular (Kim y cols., 2006), para reparar 

defectos óseos (Conejero y cols., 2006), como estrategia terapéutica en la regeneración del 

tejido cardiaco infartado (Miyahara y cols., 2006), o para reparar lesiones de médula espinal 

(Kang y cols., 2006). Ya en fase de experimentación humana se encuentran estudios de 
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bioingeniería de menisco, cartílago, hueso, y válvula cardiaca (Cebotari y cols., 2006; Hoben y 

Athanasiou, 2006; Marcacci y cols., 2007). 

 

Por otro lado, la Biología del Desarrollo es una ciencia que intenta contestar a la 

pregunta de cómo una célula es capaz de diferenciarse en el sitio y en el momento correcto, y 

en la estirpe adecuada para contribuir a la formación del tejido u órgano del que forma parte. 

El conocimiento de la compleja relación de señales, estímulos e interacciones entre el tejido y 

la célula son la clave para el ulterior empleo en el desarrollo de la terapia celular. Aunque 

separados en la escala evolutiva, desde los gusanos pasando por los peces o llegando hasta los 

humanos, los tejidos se originan a partir de una serie de secuencias coordinadas de 

duplicación, especialización y ensamblaje celular. Durante el desarrollo embrionario, se 

suceden una serie muy precisa de señales específicas entre la célula y su entorno. Comprender 

cómo durante el periodo embrionario, a partir de un grupo de células indiferencias se 

desarrolla un tejido u órgano con funciones plenas, permitirá un mejor control y diseño del 

tejido u órgano a replicar en los tratamientos con células madre. La necesidad de estimular a 

las células con la correcta señal para que de forma predecible y reproducible forme el tejido 

deseado es la aspiración última de estas técnicas (Ingber y cols., 2006). Todo esto requiere un 

conocimiento más profundo de la genética celular, y de las relaciones entre las células y sus 

matrices extracelulares.  

 

A la inversa, diversos estudios han conseguido demostrar que es posible reprogramar 

células humanas somáticas para que adquieran un estado pluripotencial, siendo entonces 

factible crear células madre específicas para el paciente y la enfermedad en cuestión sin 

necesidad de usar células madre embrionarias o clonar células de un determinado paciente. En 

un reciente estudio (Takahashi y cols., 2007), la transducción, en fibroblastos de la dermis 

humanos, de los factores de transcripción Oct3/4, Sox2, Klf4, y c-Myc,  producía unas células 
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madre semejantes en cuanto a morfología, expresión génica y actividad telomerasa a las ESC, 

capaces de diferenciarse in vitro en representantes celulares de las tres capas embrionarias.  En 

otro estudio, la transferencia al núcleo de una célula somática de Oct 4, Sox2, Nanog, y Lin28 

fueron suficientes para reprogramar células somáticas humanas en células madre 

pluripotenciales similares a ESC (Yu y cols., 2007).  Estas células podrían ser de suma utilidad 

en la medicina regenerativa una vez que las limitaciones técnicas, como la mutación después 

de la integración viral en el genoma, y la formación de tumores en los animales experimentales 

sean superadas.  

 

 

3 DIFERENTES APROXIMACIONES TERAPÉUTICAS EN EL 

TRANSPLANTE CORNEAL 

 
La córnea está formada por tres capas celulares que, desde la superficie externa hacia el 

compartimento interno, son: un epitelio estratificado escamoso que conforma la superficie 

ocular, un estroma poco celular que compone la mayor parte del espesor corneal, y una 

monocapa de endotelio separado por el estroma por una membrana acelular, la membrana de 

Descemet.  

 

 

 

 

 

Figura 1- Corte transversal de una córnea con 
tinción de hematoxilina-eosina. Epi- Epitelio; 
Stro- Estroma; End- Endotelio; Desc- 
Membrana de Descemet. (100x).  
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Cada capa puede ser afectada, de forma aislada o conjuntamente, por un proceso 

patológico o lesión que podría originar una opacidad irreversible o un daño estructural y, 

consecuentemente, una disminución de la agudeza visual. Aunque el transplante corneal 

tradicional, también conocido como queratoplastia penetrante o de espesor completo, ha sido 

y sigue siendo el procedimiento terapéutico estándar para el transplante de córnea, el método 

más racional consistiría en sustituir exclusivamente el estrato dañado, disminuyendo así el 

riesgo de rechazo inmune, y alterando lo menos posible el resto de la arquitectura corneal. 

 

El transplante alogénico tradicional tiene una tasa de éxito del 80%, la cual depende, 

en buena medida, de la patología y condición del huésped. Las córneas de bajo riesgo, 

normales y no vascularizadas, como en el queratocono o tras cicatrices corneales, tienen altas 

tasas de supervivencia. Por el contrario, las córneas de alto riesgo como aquellas dañadas con 

álcali, o con ulceras neurotróficas secundarias al virus del varicela-zoster, las vascularizadas o 

las previamente transplantadas, se asocian a una alta tasa de rechazo o de fallo (Alldredge y 

Krachmer, 1981). Además la disponibilidad de tejidos corneales de calidad condiciona el 

resultado del transplante. El envejecimiento de la población y la mayor esperanza de vida, hace 

que las donaciones de calidad disminuyan (cada vez las córneas son más viejas), y que se 

necesiten más (cuanto mayor esperanza de vida, más posibilidades de necesitar un 

transplante). Por último, la posibilidad de transmisión de enfermedades infecciosas (HIV, 

hepatitis, enfermedad de Creutzgeldt-Jakob) y el aumento de la cirugía refractiva, pueden 

agravar estas carencias, ya que las córneas tratadas con láser no son, hasta la fecha, 

consideradas aptas (Manuelidis y cols., 1977).  

 

 El transplante lamelar ha ganado popularidad en los últimos tiempos aunque aún 

requiere un mayor desarrollo técnico para alcanzar los resultados visuales y la durabilidad de la 

queratoplastia penetrante. La queratoplastia lamelar anterior profunda (DALK) (Shimmura y 
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Tsubota, 2006) utilizada en patologías estromales como las distrofias, o las cicatrices corneales, 

consiste en sustituir, exclusivamente, el tejido estromal situado por encima de la membrana de 

Descemet. Por otra parte, la queratoplastia lamelar endotelial profunda (DELK) (Terry y 

Ousley, 2005) reemplaza solamente  la membrana de Descemet y el endotelio, y ha 

demostrado su utilidad  en patologías endoteliales como la queratopatía bullosa del 

pseudoafáquico. 

 

 

4 AVANCES EN TERAPIA CELULAR EN OFTALMOLOGÍA 

 
4.1 Tipos de células madre en el ojo 

En el organismo adulto, el recambio y la regeneración tisular depende, en último 

término, de las células madre presentes en cada tejido, y el ojo no resulta ninguna excepción. 

En este órgano se han caracterizado, por el momento, 5 tipos de células progenitoras distintas: 

 
4.1.1 Células madre epiteliales corneales.  

Encargadas de la homeostasis epitelial de la córnea, se localizan en la región limbal 

basal (Cotsarelis y cols., 1989; Schermer y cols., 1986; Thoft y Friend, 1983). 

4.1.2 Células madre estromales corneales:  

Recientemente caracterizadas (Du y cols., 2005). Constituyen una población localizada 

en la región limbal, que expresa marcadores distintos a los queratocitos.  Producen 

ABCG2 (ATP binding cassette G2)  y PAX-6 (Paired Box 6), que aunque no 

específicos de córnea, son marcadores de células madre adultas. Además son capaces 

de diferenciarse en cultivo a queratocitos funcionales produciendo queratocan y 

ALDH (aldehído deshidrogenasa). Si son estimuladas bajo condiciones condrogénicas, 

producen una matriz cartilaginosa que se tiñe con azul de tolouidina por la presencia 

de condroitín sulfatos, mientras que si son estimuladas con condiciones neurogénicas 
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producen proteínas específicas de neurona, como la proteína fibrilar glial ácida, o la 

beta tubulina II.  

4.1.3 Células epiteliales del cristalino:  

Por su lenta tasa de duplicación y su habilidad para diferenciarse en fibras celulares, se 

han considerado como un linaje de células madre (Boulton y Albon, 2004). 

4.1.4 Células madre conjuntivales epiteliales: 

Presentes en los fórnices como población cicladora lenta (Chen y cols., 2003; Wei y 

cols., 1995).  

4.1.5 Células progenitoras retinianas: 

No tienen capacidad de regeneración en el periodo postnatal (Tropepe y cols., 2000). 

 

4.2 Aplicación clínica 

Hasta la fecha, se han desarrollado y aplicado distintos abordajes de terapia celular para 

reparar la córnea cuando la opción del transplante no ha producido resultados positivos, o 

bien cuando la terapia celular representa un avance con respecto al transplante corneal, como 

en el caso del daño endotelial. Así, entre los abordajes que se han desarrollado se encuentran:  

a) Las células epiteliales autólogas de mucosa oral, las cuales pueden restaurar visión y 

reconstruir la superficie ocular en pacientes con alteraciones severas de la 

superficie ocular bilateral, como pueden ser las causticaciones, o el síndrome de 

Steven-Johnson.  Esta lámina epitelial se construye sobre una base de membrana 

amniótica (Nakamura y Kinoshita, 2003), o sobre un injerto no celular (Nishida y 

cols., 2004b). 

b) Las células madre corneales pueden expandirse ex vivo para luego ser reimplantadas 

en caso de alteraciones severas de la superficie ocular, como el penfigoide ocular 

cicatricial o el síndrome de Steven-Johnson, o en casos de déficit de células madre 

limbales, como sucede en pacientes con aniridia congénita (Grueterich y cols., 

2003; Nishida y cols., 2004a). 
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c) La membrana amniótica se ha utilizado con éxito para la reconstrucción corneal en 

pacientes con deficiencias en células madre limbales, úlceras corneales o 

perforaciones, y queratopatía bullosa (Amano, 2003; Gomes y cols., 2005). En este 

tipo de abordaje, el beneficio no es atribuible a la acción regenerativa por parte de 

las células transplantadas presentes en la membrana amniótica, sino a la posible 

liberación de factores de crecimiento y citoquinas que propician un ambiente 

favorable a la regeneración por parte de las células del propio huésped.  

d) Las células endoteliales corneales también han sido cultivadas ex-vivo para servir de 

futuro transplante (Amano, 2003). 

e) La expansión ex-vivo de los queratocitos, células residentes en el estroma, es un 

proceso factible (Alaminos y cols., 2006; Germain y cols., 1999; Hu y cols., 2005; 

Webb y cols., 2003). Más aún, se ha propuesto la posibilidad de producir estroma a 

partir de la célula madre estromal caracterizada recientemente (Du y cols., 2007). A 

pesar de estos avances, hay que tener en cuenta que la obtención de grandes 

cantidades de estas células mediante subcultivo es muy difícil. Además los 

queratocitos no son ni numerosos, ni fáciles de extraer sin dañar la córnea 

donante, lo que hace difícilmente factible la idea de poder realizar un transplante 

autólogo.  

 

Aunque menos numerosos, también existen ciertos estudios preliminares que intentan 

explorar la posibilidad de que ciertas patologías de la retina puedan beneficiarse con terapia 

celular usando, bien células madre adultas mesenquimales derivadas de la médula ósea que 

retrasarían la degeneración de los fotorreceptores (Inoue y cols., 2007), o incluso células 

embrionarias derivadas de la estructura que, en el ojo del embrión,  darían lugar a las células 

ganglionares de la retina (Aoki y cols., 2008). 
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5 OBJETIVO: EL ESTROMA CORNEAL 

 

Aunque hasta ahora, todos los esfuerzos se han centrado en regenerar, mediante terapia 

celular, el tejido epitelial y endotelial de la córnea, la mayoría de las enfermedades corneales 

implican, primaria o secundariamente el estroma que, como se ha descrito previamente, ocupa 

el 90% del grosor corneal. Entre ellas destacan las enfermedades autoinmunes, las infecciones, 

las ectasias corneales, las distrofias o el rechazo corneal. Además la mayoría de las 

complicaciones de la cirugía refractiva involucran preferentemente al tejido estromal.  

 

Hasta la fecha, como se ha descrito previamente, la mayoría de los protocolos de 

terapia celular llevados a cabo en el ojo utilizan células residentes del propio órgano, con la 

excepción de las células de mucosa oral (Nishida y cols., 2004b), o muy recientemente, las 

células madre mesenquimales en la regeneración retiniana (Aoki y cols., 2008). Así, cuando se 

diseñó el presente trabajo de investigación, no había ningún estudio que mostrara resultados 

claros utilizando células madre de otros tejidos en patología corneal (las células de la mucosa 

oral no se consideran células madre). Una vez comenzado nuestro estudio, y en paralelo al 

desarrollo del mismo, apareció un trabajo en la literatura empleando células madre 

mesenquimales extraoculares para regeneración corneal (Ma y cols., 2006). Las diferencias 

entre ambos estudios radican en que, mientras en el trabajo de Ma y cols. se valora la 

reconstrucción del epitelio corneal lesionado por una abrasión química utilizando células 

madre mesenquimales derivadas de médula ósea, en nuestro trabajo se pretende estudiar la 

reconstrucción del estroma corneal, utilizando células madre mesenquimales derivadas del 

tejido adiposo. Por otra parte, la principal conclusión del estudio de Ma y cols., es que las 

células trasplantadas sólo favorecen la regeneración epitelial por parte de las propias células del 

huésped ya que al final del estudio, el análisis histológico no detecta células del donante 

formando el epitelio.  
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5.1 Estructura del tejido estromal corneal 

 El estroma corneal es un tejido conectivo denso, con alto nivel de organización de la 

matriz extracelular, responsable de la resistencia y la transparencia corneal. Está constituido 

por células y matriz extracelular: 

5.1.1 Células.  

Los queratocitos son células quiescentes derivadas de la cresta neural, de aspecto 

aplanado y morfología estrellada, que secretan la matriz extracelular estromal. Además, 

participan en la cicatrización de las heridas corneales (Matsuda y Smelser, 1973) para,  

finalmente, cerrar la herida mediante transdiferenciación a miofibroblastos (Garana y 

cols., 1992), cambiando la expresión de proteoglicanos y colágenos (Funderburgh y 

cols., 2001). La capacidad de renovación de los queratocitos estromales no está muy 

bien definida y, hasta hace poco, se dudaba de la presencia de células madre de esta 

población. Estudios previos habían demostrado que los queratocitos corneales 

expresan CD34, un marcador de células madre hematopoyéticas (Toti y cols., 2002). 

Otros autores han rebatido  que sean realmente queratocitos corneales, sino más bien 

células hematopoyéticas circulantes que migran a través de la zona vascular limbar y 

los vasos linfáticos, ya que se ha visto que hay leucocitos CD45 en la córnea de ratón 

(Sosnova y cols., 2005). La literatura más reciente ha puesto de manifiesto un posible 

precursor de queratocitos que expresa marcadores de células madre como el ABCG2 y 

PAX6,  el cuál es, además, capaz de diferenciarse a cartílago y a células nerviosas en el 

medio adecuado (Du y cols., 2005). 

 

5.1.2 Matriz extracelular   

Formada por: 

• Colágenos: el colágeno tipo I representa casi el 75% del colágeno estromal 

corneal, y se estructura en fibrillas heterotípicas de colágeno, junto con el colágeno 

tipo V que representa un 2% del colágeno estromal (Lee y Davison, 1984). El 

colágeno tipo VI forma estructuras microfibrilares mediante agregación lateral y 

constituye el 17% del colágeno total (Zimmermann y cols., 1986). Los colágenos 

tipo XII y XIV, también presentes en el estroma aunque en escasa proporción, 
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pertenecen a la familia de los colágenos asociados a fibrillas con triple hélice interrumpida 

(FACIT) (Shaw y Olsen, 1991), cuya función es asociarse a las fibrillas de colágeno 

para modificar sus propiedades estructurales y funcionales (Michelacci, 2003). 

• Proteoglicanos, macromoléculas compuestas por un núcleo proteico unido 

covalentemente a cadenas laterales de glicosaminoglicanos (Hassell y cols., 1986). 

Estudios en córnea han demostrado que, a diferencia de otros tejidos, predominan 

los de tipo queratán sulfato sobre los de dermatán/condroitín sulfato. El lumican, 

que es el más abundante,  pertenece a la familia de los SLRP (small leucine-rich 

proteoglycan), es decir de los proteoglicanos pequeños ricos en leucina. Forma parte 

de los queratán sulfatos presentes en la matriz extracelular estromal (Chakravarti y 

cols., 1998; Ying y cols., 1997). El queratocan, también pertenece a la familia de los 

SLRP tipo queratán sulfato. En adultos, el estroma corneal es el único lugar donde se 

expresa y, por ello, se considera marcador de queratocitos (Liu y cols., 2003; Meek 

y cols., 2003). El mimecan completaría los SLRP de tipo queratan sulfato, y la 

decorina que pertenece a la familia de los dermatán sulfato,  es el proteoglicano menos 

abundante en el estroma corneal.  

 

5.2 Candidato celular del estudio 

A modo de resumen, y de acuerdo con todo lo expuesto previamente, para considerar 

una célula madre apta para la aplicación en medicina regenerativa, ésta debe cumplir los 

siguientes requisitos: 

 encontrarse en abundantes cantidades (millones o billones de células), 

 poder ser extraída mediante un procedimiento mínimamente invasivo con la menor 

repercusión en la salud del paciente o donante 

 tener la capacidad de diferenciarse en diferentes estirpes celulares, 

 poder ser transplantada de forma eficaz y segura en un receptor autólogo o alogénico. 

 poder realizarse todo lo anterior de acuerdo a las normas de buena conducta científica 

que rigen en la actualidad. 
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Las células madre derivadas del tejido adiposo, se obtienen en grandes cantidades con 

mínima invasión (liposucción), y son capaces de diferenciarse a diferentes estirpes celulares, 

especialmente de origen mesenquimal como los propios queratocitos. Por ello, este tipo 

celular parece ser, a priori, un candidato ideal para investigar su capacidad de regeneración de 

tejido estromal. 
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El objetivo central de este trabajo de investigación es estudiar si las células madre 

adultas derivadas del tejido adiposo humano tienen la capacidad de repoblar y regenerar el 

tejido estromal corneal. Para ello se ha diseñado un estudio preclínico que combina 

experimentos in vitro e in vivo utilizando células madre de lipoaspirado procesado (LPA) 

aisladas de muestras de tejido adiposo humano obtenidas durante procedimientos rutinarios 

de liposucción intraoperatoria. Para los experimentos in vivo se han utilizado conejos New 

Zealand, con el estroma corneal sano o lesionado mediante ablación láser. Con objeto de 

hacer frente al objetivo central de este trabajo, se van a abordar los siguientes objetivos 

parciales: 

 

i. Comprobar la expresión in vitro de marcadores de queratocitos y distintos tipos de 

colágenos en células LPA en cultivo.  

ii. Obtener un trazador para las células LPA que permita identificar las mismas in vivo, 

una vez transplantadas en la córnea de conejo. 

iii. Conocer los perfiles de bioseguridad e inmunogenicidad de las células LPA 

transplantadas en el estroma corneal sano de conejo. 

iv. Analizar si el tejido corneal receptor puede dirigir el proceso de diferenciación de las 

células transplantadas hacia queratocitos y a la producción de matriz extracelular 

semejante a la que existe en el  estroma corneal. 

v. Comprobar la supervivencia a largo plazo de las células madre transplantadas. 

vi. Estudiar la funcionalidad de las mismas.   

 

Este trabajo de investigación ha sido previamente aprobado por el Comité de Ética 

Clínica del Hospital Universitario La Paz de Madrid y los Comités Éticos de Experimentación 

Animal del Instituto Oftalmológico Vissum de Alicante y del Hospital Universitario La Paz de 

Madrid. Todos los protocolos realizados en animales de experimentación están de acuerdo a la 

normativa Comunitaria y Estatal (R.D. 1201/2005, de 10 de Octubre, B.O.E.). 
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6 AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN IN VITRO DE LA POBLACIÓN 

CELULAR DE LPA  

 

6.1 Procesamiento del tejido adiposo humano: obtención de la población celular 

LPA 

 
El tejido adiposo subcutáneo se obtuvo de varias mujeres donantes sanas que se 

sometieron, por razones ajenas a nuestro estudio, a una liposucción electiva previa obtención 

del consentimiento oral y escrito de las pacientes. Toda la muestra de tejido adiposo necesaria 

para el estudio se extrajo por  liposucción intraoperatoria. Se descartó la infección activa por 

VIH, VHC y sífilis mediante los correspondientes análisis serológicos, siguiendo las directivas 

del BOE para la utilización de células y tejidos humanos con fines experimentales (BOE n.126 

de 27-5-2006, páginas 19947-19956).  

 

El lipoaspirado se procesó para obtener la fracción vascular estromal (FVS) siguiendo 

protocolos descritos previamente (Hauner y cols., 1987; Katz y cols., 1999). De forma 

resumida: 

1. La muestra de tejido adiposo (300 cc) se digirió a 37º durante 30 minutos, en un 

volumen 1:1 de solución de colagenasa tipo I (Gibco-BRL, Grand Island, NY, 

USA) disuelta al  0,075% en tampón fosfato salino (PBS). 

2.  La actividad de la colagenasa se neutralizó con medio de Eagle modificado por 

Dulbecco (DMEM) suplementado con suero bovino fetal (FBS) al 10%, y 

penicilina y estreptomicina al 1% (Gibco-BRL). 

3. Tras la incubación, el tejido se centrifugó a 1.200 rpm (300 G) durante 10 minutos. 

Se descartó el sobrenadante, conteniendo gotas lipídicas y adipocitos maduros, 

dejando el pellet con la denominada fracción vascular estromal.  

4. Se utilizó un tampón de NH4Cl 160 mM a fin de lisar los eritrocitos contaminantes 

de esta fracción durante 10 minutos a temperatura ambiente.  
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5. La FVS fue finalmente recogida por centrifugación en las mismas condiciones 

anteriores. Una vez separados los eritrocitos contaminantes, la FVS se sembró en 

placas Petri de 10 cm de diámetro. (Corning, Corning, NY, USA) a una densidad 

de 30.000 células/cm2, manteniendo las células en cultivo en medio completo 

(DMEM con 10% FBS y antibióticos) durante toda la noche en incubador a 37º C, 

en una atmósfera de 5% de CO2 y 95% 02. 

6. Transcurrido ese periodo, el cultivo fue lavado con PBS para eliminar las células 

no adheridas. La población celular restante, denominada lipoaspirado procesado 

(LPA, o PLA en inglés), se mantuvo en cultivo hasta alcanzar una sub-confluencia, 

del 80-90% de la superficie de la placa. Durante este proceso se cambió el medio 

de cultivo tres veces por semana. 

7. Una vez alcanzada la sub-confluencia, las células fueron sometidas a un proceso de 

congelación en medio apropiado (FBS con 10% DMSO, Sigma, San  Louis, MS, 

USA,  conservándose en N2 líquido hasta su uso.  

 

6.2 Caracterización de las células LPA en cultivo  

Mediante técnicas de inmunohistoquímica, se llevó a cabo la caracterización de la 

población de células adherentes en cultivo, utilizando marcadores de células madre, así como 

marcadores específicos de poblaciones celulares presentes en el tejido adiposo, como 

fibroblastos, endotelio, etc.  

 

Las células adherentes en pases avanzados (superior a 4), resuspendidas en medio de 

cultivo DMEM, fueron sembradas en placas de 24 pocillos sobre cubreobjetos de 12 mm de 

diámetro. Los cultivos fueron mantenidos 24-48 h en incubador a 37ºC, en una atmósfera de 

5% de CO2 y 95% O2. Posteriormente se procedió a la inmunotinción de acuerdo al siguiente 

protocolo: 

 Se fijaron durante 10 minutos, a temperatura ambiente, con paraformaldehído 

disuelto al 4% en PBS, pH 7,4.  
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 Tras lavar con PBS, se procedió al bloqueo de los “antígenos inespecíficos”, 

incubando las células durante 40 minutos con un tampón de bloqueo de que 

contenía 3% de suero de cabra (Vector Labs. Burlingame, CA, USA), 3% de suero 

de caballo (Vector Labs) y 0,1% de Tween-20 (Sigma) en PBS.  

 Las células fueron incubadas, a temperatura ambiente durante 2 horas, con los 

anticuerpos primarios específicos enumerados en la Tabla 2, los cuales estaban 

disueltos en PBS conteniendo 0,1% de Tween-20 y 1% de suero de albúmina 

bovina (BSA, Sigma, San Louis, MS, USA). 

 Posteriormente las células fueron lavadas 3 veces, durante 10 minutos a 

temperatura ambiente, con PBS conteniendo 1% de BSA. 

  Las células se incubaron en oscuridad durante 30 minutos con el anticuerpo 

secundario apropiado disuelto en una solución de PBS que contenía 0,1% de 

Tween, 1,5% de suero de cabra, 1,5% de suero de caballo, y 1% BSA. Cuando el 

anticuerpo primario era de conejo, se usó anticuerpo secundario anti-conejo 

conjugado con rodamina a 1:50 (Boehringer Ingelheim GMBH, DL), en tanto que 

si el anticuerpo primario utilizado era de ratón, se utilizó anti-ratón conjugado con 

fluoresceína a una concentración de 1:100 (Sigma).  

 Finalmente las células fueron lavadas con PBS y 1% de BSA y montadas en una 

solución con DAPI (VectaShield, Vector Labs) para detectar el núcleo celular. 

 

Todos los anticuerpos utilizados del laboratorio farmacéutico Dako fueron cedidos 

por el Dr. Nistal, del Servicio de Anatomía Patológica del Hospital Universitario La Paz. 
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Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados para la caracterización celular 

ANTICUERPO Concentración Casa comercial 

Anti-c-Kit 1:200 Dako, Glostrup, DK 

Anti-CD34 1:25 Dako 

Anti-Stro1 1:100 Chemicon, (CA, USA) 

Anti-vimentina 1:100 Dako 

Anti-CD45 1:100 Dako 

Anti-desmina 1:100 Dako 

Anti-VCAM 1:50 Dako 

Anti-telomerasa 1:100 Calbiochem, Darmstadt, DL 

Anti-citoqueratinas AE1/AE3 1:100 Dako 

Anti-SSEA-1 1:1 Sobrenadante de células de hibridoma 
TG1, American Type Culture Collection 

Anti-CD49d 1:100 Dako 

Anti-CD90 1:100 Dako 

 

 

6.3 Detección in vitro de la expresión de colágeno por inmunofluorescencia 

En estos experimentos se procedió a estudiar  la expresión de los dos colágenos más 

abundantes en el estroma de la cornea, como son el colágeno tipo I y el colágeno tipo VI asó 

como la expresión del colágeno tipo III, que abunda en el tejido conjuntivo laxo, en las 

paredes de los vasos sanguíneos, la dermis de la piel y el estroma de varias glándulas; y 

también estudiamos el colágeno IV que forma la lámina basal que subyace a los epitelios. 

Ninguno de estos dos últimos tipos de colágeno, muy abundantes en el organismo, se expresa 

de forma constitutiva en el estroma corneal (Lee y Davison, 1984; Zimmermann y cols., 1986). 
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El procedimiento de tinción inmunohistoquímica fue idéntico al del apartado anterior, 

con la excepción de los anticuerpos primarios usados, que en este caso eran anticuerpos 

contra los diferentes colágenos. El anticuerpo primario anti-colágeno I (Sigma), se utilizó a 

una dilución de 1:100, el anti-colágeno III (Abcam, Cambridge, UK) a una dilución de 1:500, 

el anti-colágeno IV (Sigma) a una dilución de 1:20, mientras que el anti-colágeno VI (Abcam, 

Cambridge, UK) a una dilución de 1:50. 

 

En el caso  de los colágenos I, III y  IV el anticuerpo secundario utilizado fue el anti-

ratón conjugado con biotina (Vector Labs, Burlingame, CA, USA), o con FITC (Sigma) a 

1:100 y 1:50 respectivamente, mientras que para el  colágeno tipo VI se usó el anti-conejo 

conjugado con rodamina a 1:65 (Boehringer Ingelheim GmbH, Ingelheim, Alemania). Cuando 

se usaron los anticuerpos anti-ratón o anti-conejo biotinilados, se incubaron con avidina-

aminocumarina (AMCA) (Vector) a una dilución de 1:100 para detectar expresión con 

microscopía de fluorescencia.  

 

Los cubreobjetos conteniendo las células inmunomarcadas se montaron en 

portaobjetos con Vectashield (Vector). En todos los casos se realizó un control negativo, 

siguiendo un protocolo similar al que se acaba de describir, pero omitiendo la incubación con 

el anticuerpo primario. La señal fluorescente fue visualizada a mediante microscopía óptica de 

fluorescencia.   

 

6.4 Inmunodetección in vitro  de la expresión de queratocan y ALDH 

El procedimiento de tinción inmunohistoquímica es idéntico al descrito previamente, 

pero esta vez en cortes de parafina, utilizando los anticuerpos frente a marcadores de 

queratocitos, anti-ALDH humano hecho en conejo (Abcam, dilución 1:100) y el anti-

queratocan humano hecho en cabra (Santa Cruz Biotechnology ,Santa Cruz, CA, USA; 
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dilución 1:25), ambos incubados durante toda la noche. Se utilizaron los anticuerpos 

secundarios anti-conejo y anti-cabra respectivamente, conjugados con biotina (Vector) a una 

dilución 1:100, e incubados durante 30 minutos. Después se incubaron con avidina-AMCA 

(Vector) a una dilución de 1:100 para detectar la fluorescencia en azul. El montaje de los 

cubreobjetos y la visualización del marcaje se realizaron como ha sido descrito previamente.  

 

6.5 Capacidad de transdiferenciación por parte de las células LPA 

 
6.5.1 Inducción de diferenciación en linaje condrogénico 

Para la inducción de la población PLA hacia linaje condrogénico, se sembraron las 

células por el procedimiento descrito en la literatura como “micromass culture 

technique” (Denker y cols., 1995). Los pasos seguidos fueron los siguientes: 

• Se sembró, en medio de cultivo convencional, una gota de 10 µl de medio de 

cultivo con una concentración de células LPA de 8x106/ml de suspensión.  

• Pasadas 5 horas, el medio de cultivo convencional se reemplazó con medio 

de cultivo específico para la inducción a diferenciación condrogénica (Zuk y 

cols., 2001), compuesto por: DMEM, ITS (insulina-transferrina-selenio) 1x 

(Sigma), 0,1µM dexametasona (Merk, Darmstadt, Germany), y 50µg/ml de 

ácido ascórbico 2-fosfato (Fluka, Ronkonkoma, NY, USA).  

• Los cambios de medio se realizaron 3 veces por semana, durante 4 semanas 

completas.  

• Para comprobar si había o no tenido lugar la diferenciación condrogénica, se 

utilizó tinción con azul Alcián en medio ácido; una tinción positiva demuestra 

que se están produciendo proteoglicanos sulfato característicos del 

cartílago(Lev y Spicer, 1964). 
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6.5.2 Inducción de diferenciación en linaje osteogénico. 

 Para la inducción de la población PLA hacia linaje osteogénico se siguieron los 

siguientes pasos descritos en la literatura (Zuk y cols., 2001): 

• Las células se sembraron a una concentración de 2x104 células/cm2, y se 

cultivaron durante 24 horas en medio de cultivo convencional (no inductivo). 

• Tras ese periodo se sustituyó el medio convencional por un medio de 

inducción osteogénica compuesto por: DMEM,  10% SBF, 0,1µM 

dexametasona, 50µg/ml de ácido ascórbico 2-fosfato. El medio se cambió 3 

veces por semana durante 1 mes.  

• La diferenciación hacia el linaje osteogénico se confirmó detectando la 

actividad fosfatasa alcalina mediante el uso de 1mg/ml de Fast Red-TR 

(Sigma) y Naphtol AS-MX al 0,04% (Sigma). 

 

 

7 PREPARACIÓN DE LAS CÉLULAS LPA PARA SU TRANSPLANTE IN VIVO 

 
7.1 Aislamiento y cultivo de las células LPA 

El lipoaspirado obtenido del donante se lavó abundantemente con PBS, digiriéndose y 

procesándose  como ya se ha descrito previamente.  El pellet conteniendo la fracción celular 

de interés se cultivó en medio no inductivo DMEM, con piruvato-sódico 1mM, glutamina 

2mM, 10% FBS y 100 U/ml de penicilina G y estreptomicina.  

 

7.2 Marcaje celular y recolección  

Las células LPA en cultivo, en pase 2, fueron incubadas con una solución fluorescente 

de dialquilcarbocianina (dilución 1:200 en D-PBS) de nombre comercial Vybrant CM-DiI 

(Molecular Probes, Eugene, OR, USA) durante 4, 8, 16 ó 20 minutos. Tras su posterior 

lavado, las células se mantuvieron en medio de cultivo hasta su utilización para la 
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experimentación in vivo. Mediante este procedimiento, las membranas de los orgánulos 

intracitoplasmáticos de las células que se iban a transplantar quedaban marcadas con 

fluorescencia en rojo al objeto de poder distinguir estas células, por microscopía de 

fluorescencia, en  los cortes histológicos de las córneas de los animales de experimentación a 

los que se les había hecho el transplante celular.  

 
Media hora antes de realizar el transplante, las células previamente marcadas se 

tripsinizaron y resuspendieron en solución salina balanceada de Hanks (HBSS). 

 

7.3 Inducción de quiescencia y análisis por citometría de flujo  

Como los queratocitos son células quiescentes y a fin facilitar la adhesión celular y 

evitar sobrecrecimiento in vivo, se indujo quiescencia celular en los cultivos de células LPA 

mediante el uso de medio de cultivo no enriquecido (DMEM con un 0,5% de SBF). Tras 

20,40, 60 u 80 horas de ayuno, se comprobó la quiescencia celular mediante análisis del 

contenido de DNA celular y, por tanto, de la fase del ciclo celular. Las células fueron 

tripsinizadas y centrifugadas, y el precipitado celular fue resuspendido en una solución de PBS 

que contenía 0.1% de glucosa (BDH Chemicals Ltd., Poole, UK). Posteriormente se añadió 

ioduro de propidio (Sigma) 69µM en citrato sódico a 38mM con un pH de 7.4 y 10mg/mL de  

RNAsa (Molecular Probes), incubando durante 45 minutos a 37º. Las células teñidas se 

identificaron mediante análisis de citometría de flujo fluorescente (FACS), utilizándose para el 

análisis el programa CellQuest Pro program (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ USA). 

 

 

8 MODELO EXPERIMENTAL DE TRANSPLANTE CELULAR SOBRE 

CÓRNEAS NO LESIONADAS PARA ESTUDIOS DE BIOSEGURIDAD, 

RECHAZO INMUNE,  SUPERVIVENCIA E INTEGRACIÓN  

 

Este grupo de experimentos se diseñaron para analizar in vivo la bioseguridad, la posible 

respuesta inmune y la supervivencia de las células humanas LPA transplantadas en la córnea 

de conejo. Como modelo experimental se utilizó el conejo adulto albino de raza New Zealand, 
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crecido en la Granja San Bernardo en España. Para la realización de estos experimentos, se 

utilizaron 7 conejos de esta raza. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Conejo adulto de raza New Zealand utilizado en el estudio.  
 

 

8.1 Procedimiento quirúrgico 

El procedimiento quirúrgico constaba de las siguientes etapas: 

 Anestesia. Se administró a los conejos intramuscularmente una combinación de 

ketamina (25 mg/kg)  y medetomidina (0,5 mg/kg).  

 Elaboración de un flap de 6 mm de diámetro con tecnología láser femtosegundo. Los conejos 

fueron colocados bajo la plataforma láser conocida como intra-lase femtosecond 

30 KHz (IntraLaseCorp., Irvine, CA, USA). Cada ojo fue fijado y centrado 

mediante un aparato de succión, y los pulsos de láser se guiaron utilizando un 

scanner computerizado. El rayo guía se programó a una profundidad de 120 µm 

en el estroma corneal para realizar una solapa o flap de 6 mm de diámetro, lo más 

centrado posible en la córnea.  Se produjo entonces una lisis óptica inducida por el 

láser a baja energía, lo que provocó una vaporización de un volumen insignificante 
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de estroma sin crear daño térmico o ultrasónico del tejido circundante, creando 

únicamente un plano de corte paralelo a la superficie corneal a la profundidad 

indicada, sin dañar planos profundos o superficiales a éste. La exactitud en la 

profundidad del corte era ± 4 µm. El rayo láser comenzaba generalmente en la 

zona nasal, en la bisagra, y se extendía hacia la zona temporal (Figura 3). Cuando el 

plano profundo estaba conseguido, el láser realizaba un corte vertical a la cornea a 

lo largo de los márgenes del plano horizontal, es decir, en el perímetro periférico 

hasta unirse con el corte del plano horizontal, salvo en la zona de la bisagra, 

creando así un flap completo. Con la tecnología intralase, el flap queda adherido a 

su superficie y por tanto no existe espacio virtual, ni posible desplazamiento.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Progresión del frente de láser desde la 

región nasal hacia la temporal, disecando un plano 

intraestromal a 120 micras de profundidad. 

 

 

 

• Creación de un bolsillo estromal estanco dentro del flap inicialmente creado. Bajo una 

magnificación de 10x, se realizó una pequeña entrada utilizando un gancho de  

Sinskey (Katena Products Inc, Denville, NJ, USA) para acceder al plano profundo, 
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a través del cuadrante superior cercano a la bisagra. Como hemos mencionado 

anteriormente, el láser femtosegundo crea un flap virtual pero no se despega salvo 

que no se liberen intencionadamente las microadhesiones. Para despegar estas 

adhesiones en la interfase del plano de corte profundo se utilizó una espátula de 

Alió-Rodríguez (Katena),  realizando movimientos suaves paralelos a la superficie. 

La intención era disecar 5 mm de diámetro sin llegar a los limites externos del flap, 

excepto en la zona inicial donde se inició la apertura. Así, se creó únicamente un 

bolsillo, con la menor apertura posible, con la intención de producir un 

compartimento estanco donde alojar las células transplantadas y evitar que éstas se 

filtrasen por los bordes del flap.  

• Transplante celular. Se depositó en el bolsillo estromal del ojo derecho, mediante una 

microjeringa de Hamilton de 100 µl con una aguja de 22G (Fisher Hamilton, 

Pittsburgh, PA, USA), un volumen de 10µl de HBSS que contenía 3x105 células 

LPA (Figura 4). La misma operación fue repetida en el ojo contralateral utilizado 

como control negativo ya que, en este caso, la  solución de HBSS no tenía 

contenido celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4. Inyección de solución celular en el 
bolsillo estromal con microaguja de Hamilton 
de 22 G.  
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8.2 Observación clínica 

 Transcurrida una semana después de la intervención quirúrgica, se examinaban los 

ojos con una lámpara de hendidura portátil. Posteriormente, se repetía el examen cada 2 ó  3 

semanas hasta la fecha de sacrificio del animal. Durante el examen se determinaba  la 

presencia o no de reacción inflamatoria corneal, de opacidades corneales o cualquier otra 

alteración de la superficie ocular o de la cámara anterior. 

 

8.3 Obtención del tejido para el análisis 

 Los tres primeros conejos fueron sacrificados a la 3º semana post-transplante para una 

evaluación preliminar de los resultados. El cuatro conejos restantes fueron evaluados 10 

semanas después del transplante celular. Los animales fueron sacrificados utilizando por vía 

intravenosa una solución de eutanasia conocida como T-61 que contiene una combinación de 

embutramida, ioduro de mebezonio y hidrocloruro de tetracaína. Los ojos fueron enucleados 

acto y seguido, fijados en formalina durante 24 horas, e incluídos posteriormente en parafina. 

Uno de los ojos tratados con células fue enucleado y congelado instantáneamente con 

nitrógeno líquido para el posterior análisis de los mRNAs expresados mediante técnicas de 

transcripción reversa y reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR).  

 

 

9 MODELO EXPERIMENTAL DE TRANSPLANTE CELULAR EN CÓRNEAS 

LESIONADAS, TALLADAS MEDIANTE ABLACIÓN LASER: ESTUDIOS DE 

SUPERVIVENCIA Y REGENERACIÓN CORNEAL  

 
 El propósito de este segundo modelo experimental fue el de estudiar la capacidad de las 

células LPA para regenerar in vivo el estroma corneal previamente dañado utilizando tecnología 

láser excimer. En este grupo de experimentos se utilizaron 6 conejos de la misma raza que en 

el caso anterior.  

 

9.1 Procedimiento quirúrgico  

 El procedimiento quirúrgico consistió en los siguientes pasos: 
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 Anestesia. Los conejos fueron anestesiados siguiendo el mismo protocolo utilizado 

en el primer experimento. 

 Elaboración de un flap de 6 mm de diámetro con microqueratomo. Una vez bajo el efecto de 

la anestesia, los conejos fueron colocados bajo el microscopio de la plataforma 

láser excimer Schwind Esiris (Frankfurt, Germany). Utilizando un anillo de 

succión Moria M2 sobre uno de los ojos, se aplicó la fuerza de succión. 

Seguidamente el microqueratomo Moria M2 (Moria, Antoni, France) se utilizó 

para crear un flap a una profundidad estimada de 120 a 140 µm.  

 Ablación estromal con LASER excimer. Una vez realizado el flap completo, éste era 

replegado, y se programaba sobre el lecho central de 4 mm de diámetro una 

ablación de 50 µm de grosor sobre el lecho central, de 4 mm de diámetro, tal y 

como se haría en un procedimiento rutinario de LASIK (láser in situ 

keratomileusis). 

 Anclaje del flap con puntos de sutura de nylon 10/0. Terminado de tallar el lecho 

estromal, el flap se colocaba en su posición natural. Aunque en su utilización en 

humanos, el flap se adhiere sin problemas al lecho tras una serie de peinados y 

manipulaciones por parte del cirujano, en este caso necesitábamos manipular el 

flap lo menos posible y mantener lo más estanco posible el espacio intraestromal 

para que no se filtrase la solución celular que íbamos a introducir. Por ello dimos 

tres puntos de sutura periféricos en los bordes con nylon de 10/0. 

 Transplante celular. Nuevamente, utilizando una microjeringa de Hamilton de 100µl 

con una aguja de 22G se depositó una solución de 10 µl de HBSS, con un total de 

3x105 células LPA quiescentes, en el lecho estromal creado en uno de los ojos 
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aleatoriamente. En el otro ojo, que sería utilizado como control negativo y donde 

también habíamos realizado la ablación láser y seguido los pasos anteriormente 

descritos, se introdujo exclusivamente una solución acelular de HBSS. 

 

9.2 Observación clínica 

Cada uno de los ojos intervenidos quirúrgicamente fue examinado con una lámpara de 

hendidura portátil pasadas 1 semana después de la cirugía, y posteriormente cada 2 ó 3 

semanas hasta la fecha en que los animales fueron sacrificados. Se trataba de determinar  la 

presencia o no de reacción inflamatoria corneal, de opacidades corneales o cualquier otra 

alteración de la superficie ocular o de la cámara anterior. Además se evaluó concienzudamente 

el grado de “haze”, que es como se denomina a la fina turbidez que puede aparecer en la 

interfase entre lecho y flap. Para ello se recurrió a un oftalmólogo ajeno a los experimentos, 

que valoró la turbidez (Figura 5) en función de una escala de severidad utilizada en la práctica 

clínica (Seiler y Wollensak, 1991) que consiste en: 

• Haze grado 0- Transparencia total. 

• Haze grado 1- Turbidez leve. 

• Haze grado 2- Turbidez moderada. 

• Haze grado 3- Turbidez severa.  

• Haze grado 4- Turbidez muy severa que no deja ver las estructuras internas del 
ojo.  
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Figura 5.- Valoración del Haze. A la izquierda (A) se muestra una córnea perfectamente 
transparente que clasificaríamos como haze 0. A la derecha (B) se observa una turbidez parcial del 
flap que, en algunas zonas,  no deja ver estructuras internas del ojo que clasificaríamos como haze 4.   

 

 

9.3 Obtención del tejido para el análisis 

En este grupo de experimentos, uno de los conejos fue sacrificado a la 8ª semana 

mientras que el resto fueron sacrificados a los 3 meses (12 semanas) del procedimiento 

quirúrgico. Nuevamente, y siguiendo los protocolos ya especificados para el primer modelo 

experimental, los conejos se sacrificaron utilizando por vía intravenosa la solución T-61. De 

igual modo, los ojos fueron enucleados acto y seguido, fijados en formalina durante 24 horas e 

incluidos posteriormente en parafina mientras que en el conejo sacrificado a la 8ª semana, 

ambos ojos fueron enucleados y congelados de modo instantáneo con nitrógeno líquido para 

un posterior análisis de mRNAs por RT-PCR.  

  

 

10 ANÁLISIS DE SUPERVIVENCIA Y FUNCIONALIDAD DE LAS CELULAS 

LPA TRANSPLANTADAS IN VIVO 

 

10.1 Exámen histológico y localización de las células LPA  en el estroma corneal  

Se realizaron  varios cortes sagitales del ojo enucleado, prestando atención a la zona de 

la córnea. La mayoría de los cortes fueron utilizados para análisis con microscopía de 

epifluorescencia utilizando el filtro de excitación-emisión a 546/590 nm para localizar las 

células teñidas con CM-DiI, que correspondían a la población celular LPA de origen humano.  
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Algunos cortes se tiñeron con DAPI (2µg/ml, Sigma) para localizar los núcleos 

celulares y comprobar la disposición de las células humanas respecto a los queratocitos de 

conejo residentes en el estroma corneal. Se reservaron unos pocos cortes teñidos con 

hematoxilina-eosina para su examen con microscopía óptica para verificar si se alteraba el 

patrón histológico normal del estroma corneal. 

 

10.2 Tinción inmunohistoquímica del colágeno I, III, IV y VI  

Se siguieron los mismos protocolos inmunohistoquímicos ya descritos para el marcaje 

celular in vitro pero, en estos experimentos, se examinó la expresión in vivo de los distintos tipos 

de colágeno en microsecciones de córnea de conejo de 3 a 5 µm. 

 

10.3 Tinción inmunohistoquímica del proteoglicano queratocan y la enzima 

ALDH  
 

Con el fin de demostrar que las células LPA eran capaces de diferenciarse en 

queratocitos funcionales, se procedió a inmunodetectar el queratocán, proteoglicano 

específico del estroma corneal y marcador de queratocitos, y la ALDH, también marcador de 

queratocitos en córnea, en secciones de córnea incluidas en parafina. Se siguieron los mismos 

protocolos de inmunohistoquímica descritos pormenorizadamente con anterioridad para el 

marcaje celular in vitro. Brevemente, los cortes de córnea fueron incubados toda la noche con 

el anticuerpo primario anti-queratocan humano producido en cabra (dilución 1:25). 

Posteriormente, se incubó durante 30 minutos con el anticuerpo secundario anti-cabra 

conjugado con biotina (dilución 1:100). Seguidamente, se adicionó la avidina-AMCA, que 

fluoresce en azul, por lo que en el mismo corte se podía, simuláneamente, identificar el 

queratocan y localizar las células humanas teñidas en rojo con CM-DiI.  
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Como control negativo se utilizó el ojo contralateral al tratado con células y como 

control positivo se utilizaron córneas humanas de una autopsia realizada en el Hospital 

Universitario La Paz. La expresión de queratocan humano y de ALDH se confirmó por 

microscopía de fluorescencia.  

 

10.4 Determinación por RT-PCR de la expresión del mRNA de queratocan 

humano  
 

Para descartar posibles reacciones cruzadas del anticuerpo anti-queratocán humano 

con el queratocán propio de la córnea del conejo, se realizó un análisis específico de expresión 

del mRNA de queratocan humano. Con estos experimentos se pretendía conocer si se había 

producido diferenciación de las células humanas del LPA transplantadas hacia queratocitos a 

través de la expresión de queratocan. Para ello, se utilizaron técnicas convencionales de RT-

PCR, utilizando cebadores específicos para amplificar el mRNA humano de interés. La 

identidad de los productos amplificados fue confirmada ademas de por el tamaño, por 

secuenciación y comparación con las secuencias publicadas de keratocán humano y de conejo 

respectivamente.  

 Diseño de cebadores. Se procedió a la búsqueda de las secuencias nucleotídicas completas 

del queratocan humano y de conejo, utilizando la base de datos Entrez Nucleotides 

(GenBank, EMLB, DDBJ). Se identificó la secuencia completa del queratocan 

humano (nº de acceso NM_007035), con  un tamaño de 2543 pares de bases (pb). No 

se dispone aún de la secuencia nucleotídica completa de queratocan de conejo 

(Oryctolagus cuniculus), pero si se pudo encontrar una secuencia parcial (nº de acceso 

DQ_239829) de 550 pb, que conseguimos solapar con fragmentos nucleotídicos EST 

de queratocan de conejo, dando lugar a una secuencia  de 1947 pb con un extremo que 

contenía el codón de terminación CGT. La secuencia nucleotídica elaborada, 
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supuestamente de queratocan de conejo, tenía una homología superior al 90% con el 

queratocan humano. Se seleccionaron y utilizaron dos parejas de cebadores que 

estaban formados por secuencias nucleotídicas de queratocan que diferían entre ambas 

especies. Adicionalmente, las secuencias nucleotídicas elegidas a la hora de diseñar las 

parejas de cebadores se encontraban localizadas en exones distintos (exón 2 y exón 3), 

a fin de evitar la amplificación de DNA genómico (Uchida y cols., 2005). El producto 

de amplificación generado por estos cebadores tenía una longitud predicha de 358 pb.  

 

  Sentido:   hKER: 5´-GCC TCC AAG ATT ACC AGC CAA-3´  

  Antisentido:  hKER: 5´-ACG GAG GTA GCG AAG ATG AGGT-3´  
 

 Aislamiento de RNA. La extracción del RNA total de la córnea de conejo (tanto control 

como inyectado con la suspensión celular) y el anillo de una  córnea humana (donada a 

Vissum tras una queratoplastia), se realizó con el kit comercial RNA-bee Isolation 

System (Tel-Test, Temecula, TX, USA)). La concentración y calidad del RNA se 

evaluó mediante la determinación de la relación de absorbancia A260/A280. Todas las 

soluciones y materiales empleados para trabajar con RNA estaban libres de 

ribonucleasas.   

 Transcripción Reversa y Reacción en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR). La síntesis de cDNA 

se realizó por transcripción reversa (RT) a partir de 5 µg de RNA total, utilizando 400 

U de la enzima transcriptasa reversa (Moloney Murine Leukemia Virus, de 

Gibco/BRL) y cebadores hexámeros al azar, en un volumen total de 20 µl. La reacción 

de PCR se realizó en un volumen de 40 µl que contenía 4 µl de cDNA, 0.4 µM de 

cada oligonucleótido cebador específico diseñado, 100 µM de dNTPs y 5 U/µl de la 
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enzima Taq polimerasa (Quiagen Inc., Alemania). La reacción de PCR consistía en 40 

ciclos, utilizando como temperatura de hibridación  la recomendada por el programa 

Oligo 4.0 para cada pareja de cebadores (60º C durante 1 minuto), y una temperatura 

de extensión de 72º C durante 1 minuto. Como control positivo de la PCR se utilizó la 

amplificación de la β-actina humana de una muestra humana donada por el Servicio de 

Anatomía Patológica del Hospital Universitario La Paz, usando los siguientes 

cebadores que amplificaban un fragmento de DNA de 350 pb de tamaño: 

 
 

 Sentido:  hBactin: 5'-AAC CGC GAG AAG ATC ACC CAG ATC ATG TTT-3' 

 Antisentido: hBactin: 5'-AGC AGC CGT CAT CTC TTG CTC GAA GTC-3' 
 
 

 Como control negativo de la PCR se omitió el cDNA en la muestra a amplificar. 

Como control positivo de la expresión de queratocán humano como se ha 

especificado antes, se utilizó un anillo corneal desechado de un paciente sometido a 

una queratoplastia, que provenía de la unidad de investigación del Instituto Vissum de 

Alicante.  Como control negativo de la expresión de queratocan humano se utilizó el 

cDNA de la córnea de conejo no tratado con células humanas. Para descartar que el 

producto amplificado proviniese del DNA genómico que hubiera contaminado la 

muestra de RNA,  se realizaron amplificaciones de  DNA genómico procedente de 

tejido humano de una autopsia del Hospital Universitario La Paz y DNA genómico de 

conejo, utilizando las parejas de cebadores específicas. 

 Electroforesis. Los fragmentos amplificados durante la PCR de 358 pb (queratocan  

humano) y 350 pb (β-actina humana) se separaron mediante electroforesis en un gel 

al 1 % de agarosa y 1µl de Bromuro de Etidio, utilizando el marcador de peso 

molecular de DNA 1Kb plus DNA ladder (Invitrogen).  
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 Secuenciación de los productos amplificados. Los productos amplificados por PCR de tamaño 

similar al previsto se extrajeron del gel utilizando el kit “QIAquick gel extraction” 

(Qiagen, CA, USA). Posteriormente se purificaron y secuenciaron por el método de 

“Big Dye” (Rosenblum y cols., 1997), utilizando el secuenciador automático ABI 

PRISM 377 (Perkin Elmer). A continuación se muestran los fragmentos nucleotídicos 

amplificados correspondientes al queratocán humano y de conejo que corresponden a 

la secuencia humana que teóricamente sería amplificada con los cebadores diseñados. 

En rojo se marcan los nucleótidos que difieren (51 pb), lo que indica que el grado de 

homología entre las dos secuencias es del 86%.   

 
Queratocán humano 
 

5’gcctccaagattaccagccaatacaatgcagttgtttttagacaacaattccattgaaggaataccagaaaattattttaatgtga

ttcctaaagtggcctttttgagactaaatcacaacaaactgtcagatgagggtctcccatcaagaggatttgatgtatcatcaattctagatcttc

aactgtcgcacaatcaactcacaaaggttccccgaatcagtgctcatctgcagcaccttcaccttgatcataacaaaattaaaagtgtgaatgt

ctctgtaatatgtcccagcccatccatgctgcctgcagaacgagattccttcagttatggacctcatcttcgctacctccgt-3’  

 
 
Qeratocán conejo  
 

5’gccaccaagactgccagccaatacaatgcaattatttttagacaacaattccattgaaggaataccagaaaattactttaatgtg

attcctaaagtggccttcctgaggctaaatcataacaaaatatcagatgcaggtctcccctcacgtggctttgatgtgtcatcgattctagatct

ccagctgtctcacaatcgcctcacaaaggtcccccgaatcagtgctcatctacagcaccttcaccttgatcacaacaaaattaaaagtgtgaa

tgtctcgctaatatgtcctaccaccagcacactgcacactgaacaagattcgttcatccatggacctcagcttagctacctccgc-3’ 

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Resultados 
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11 CARACTERIZACIÓN IN VITRO DE LOS MARCADORES DE LAS 

CÉLULAS LPA 

 
Tras una liposucción de 300 ml, se obtuvo un cultivo primario con 1,5x107 células 

adherentes LPA. Después de 1 semana en cultivo, se alcanzó una confluencia del 80-90 % 

(Figura 6), procediéndose a continuación al inmunomarcaje de las mismas con los 

anticuerpos mencionados anteriormente. El 100% de las células fueron positivas para 

vimentina y CD90 tras el primer pase, propio de células mesodérmicas. Un 44% mostraban 

positividad para CD34, en tanto que sólo un 0.1% tenían doble positividad para c-Kit y 

Stro-1, todos ellos maracadores de células madre mesenquimales. El resto de marcadores 

usados, detallados en la Tabla 3,  no se encontraron en la población celular. 

. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 6.- Células LPA en cultivo. Contraste de fase  (x10) 
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Tabla 3- Marcadores específicos de líneas celulares 

ANTÍGENO MARCADOR DE % LPA 

positivas 

CD90 Células mesodérmicas 100 

SSEA-1 Células madre embrionarias y células germinales 
embrionarias en primer tercio del desarrollo 
embrionario 
 

0 

Vimentina Citoesqueleto de células mesodérmicas 100 

CD45 Células hematopoyéticas 0 

VCAM Células endoteliales 0 

Citoqueratinas 
AE1/AE3 

 

Células epiteliales 0 

CD49 d Células progenitoras de mastocitos 0 

Desmina Citoesqueleto de células musculares lisas. 0 

CD 34* Células madre mesenquimales y 
hematopoyéticas 
 

44 

Stro1* Células madre mesenquimales y 
hematopoyéticas 
 

0,1 

c-Kit* Células madre mesenquimales y células 
embrionarias primordiales, y células 
hematopoyéticas.  

0,1 

* No existe consens y/o son marcadores propuestos 

 

 

12 PATRÓN DE EXPRESIÓN DE COLÁGENOS Y DE MARCADORES DE 

QUERATOCITOS EN LAS CÉLULAS LPA 

 
Las células LPA mostraban inmunotinción positiva para los colágenos I y VI, que se 

encuentran de forma constitutiva en el estroma corneal, pero no mostraron producción de 

los colágenos III y IV, los cuales no se encuentran de forma habitual en el estroma corneal 

(Figura 7).  
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Figura 7- Expresión de los colágenos tipo I (A) y VI (B) por las células LPA. (20x) 

 
 

La población de células LPA en cultivo no expresa, de forma espontánea, ninguno de 

los dos marcadores de queratocitos que hemos seleccionado para este trabajo; ALDH o 

queratocán (Figura 8).    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Figura 8- Las células LPA en cultivo no producen queratocan (B) ni ALDH (D), 
como muestra la ausencia de inmunotinción fluorescente en los dos campos (20x). 
A la izquierda (A y B) aparecen las mismas células fotografiadas en contraste de 
fases (20x). 
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En la Tabla 4 se muestra una recopilación de los resultados cualitativos obtenidos en 

relación con la expresión de diferentes tipos de colágenos y marcadores de queratocitos en 

células LPA cultivadas in vitro o tras su transplante, así como en córnea humana y de 

conejo.   

 

Tabla 4. Patrón de expresión de colágeno, queratocan y ALDH humanos in vitro e in vivo, en 

células LPA humanas, y córneas control de conejo y de humano.   

 

 

13 MARCAJE DE LAS CÉLULAS LPA CON COLORANTE VITAL CM-Di I  

 
La exposición de las células LPA al colorante vital CM-DiI produjo un marcaje del 

100% en la población celular; la máxima señal fluorescente se alcanzó tras una incubación 

de 16 minutos (Figura 9). Por ello los experimentos in vivo se realizaron con células que 

permanecieron durante un periodo de 16 minutos de incubación en solución fluorescente.  

 
 

 
Figura 9- Tinción celular tras incubación con CM-DiI durante 4 minutos (A), 8 minutos (B) y 
16 minutos (C).  

 

 Células LPA 

in vitro 

Córnea 

humana 

Córnea de 

conejo 

Células LPA in vivo en 

cornea de conejo 

Colágeno I     +/- + + + 

Colágeno III - - - - 

Colágeno IV - - - - 

Colágeno VI + + + + 

Queratocan-h - + - + 

ALDH-h - +        +/- + 
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Una subpoblación de células marcadas con CM-DiI fue mantenida en proliferación 

a lo largo de 7 semanas. Durante este periodo, el porcentaje de células teñidas fue 

disminuyendo hasta alcanzar el 10% inicial debido a un proceso de dilución sucesiva de la 

tinción por la proliferación celular. Aun así, la intensidad de la señal fluorescente en las 

células teñidas seguía siendo muy alta al final de ese periodo (Figura 10).   

                                           

                                              

 
 
 
 
 
Figura 10. Conservación de la 
fluorescencia celular en cultivo, 50 días 
después del marcaje con CM-DiI.   
 

 

 

14 DIFERENCIACIÓN DE LAS CÉLULAS LPA EN LINAJES 

CONDROGÉNICO Y OSTEOGÉNICO 

 
Con el fin de verificar que las células LPA obtenidas en nuestro laboratorio, 

conservaban, como esta descrito en la literatura, la capacidad de diferenciarse en múltiples 

linajes celulares,  se estimularon las mismas para que se diferenciaran hacia linajes 

condrogénico y osteogénico. El resultado fue el esperado ya que se produjo la 

diferenciación de las células LPA a ambos tejidos, quedando así patente su potencial de 

diferenciación (Figura 11).  
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Figura 11- Diferenciación de las células LPA a linajes 
condrogénico y osteogénico. La diferenciación a linaje 
condrogénico se detecta con tinción Azul Alcian con la 
técnica de cultivo de la micromasa a 40x (A), y a 200x 
(B). La diferenciación osteogénica se detecta mediante 
actividad fosfatasa alcalina a 400x (C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

15 INDUCCIÓN DE QUIESCENCIA CELULAR IN VITRO 

 

Los queratocitos presentes en el estroma corneal son células quiescentes, sin actividad 

proliferativa reseñable. Por ello, previo al transplante, las células LPA fueron privadas de 

suero para inducir su quiescencia  ya que, en teoría, aumentaría tanto la adherencia celular 

al estroma como la producción de matriz extracelular una vez transplantadas las células.  

 

 



Resultados 

 64

 

Tras 60 horas de deprivación de suero, aproximadamente el 90% de las células se 

estacionaban en la fase G1 del ciclo celular, como se comprobó (Figura 13) mediante 

marcaje con ioduro de propidio y análisis de citometría de flujo fluorescente (FACS). Por 

todo ello, las células que a posteriori se utilizaron en el estudio in vivo, permanecieron, al 

menos, 60 horas sin suero antes del transplante.   

 

                                      

 
 
 
 
 
 
 
Figura 12- Marcaje con ioduro de propidio y 
análisis de citometría de flujo fluorescente 
tras deprivación de suero.  Se observa que la 
mayoría de la población se encuentra parada 
en fase G0-G1 del ciclo celular. 

 

 

 

 

 

 

 

16 SUPERVIVENCIA, RECHAZO Y BIOSEGURIDAD DEL TRANSPLANTE 

DE CÉLULAS LPA EN CÓRNEA DE CONEJO INTACTA 

 

16.1 Cirugía y seguimiento clínico 

Los siete conejos toleraron bien la cirugía, no presentando ninguna complicación 

perioperatoria. En la primera semana, uno de los ojos transplantados con células en un 

conejo y dos de los ojos control de otros dos conejos presentaban un desplazamiento 
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parcial del flap con respecto al lecho estromal. Así, en estos 3 ojos, la aposición del flap 

sobre el lecho no era perfecta, por lo que había una zona del lecho estromal cubierto por el 

flap desplazado, y otra zona de la interfase descubierta hacia la superficie ocular. Como 

consecuencia de este desplazamiento, se produjo una opacidad y vascularización del flap y 

de la interfase.  

 

No se observó ni opacidad corneal ni haze a la iluminación directa en ninguna de 

las córneas restantes de los demás conejos en ningún momento del seguimiento clínico 

desde el transplante hasta la eutanasia (Figura 13).  

 

 

 
 

Figura 13.- Valoración de bioseguridad y rechazo inmune del trasplante de celular en córnea de 
conejo. No se observa opacidad corneal mediante iluminación directa en el ojo control (A) ni en el 
ojo injyectado con las células LPA (B). Imágenes ampliadas 2x. 
 

 

En la Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos tras evaluar el haze subepitelial en 

córneas de conejo sometidas a láser femtosegundo. El haze fue evaluado en diferentes 

momentos en una escala del 0 al 4. El Haze grado 0 indicaba transparencia total; Haze 

grado 1, turbidez leve;  Haze grado 2, turbidez moderada; Haze grado 3, turbidez severa; 

Haze grado 4, turbidez muy severa que no deja ver estructuras internas del ojo.  
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Tabla 5- Evaluación del haze subepitelial en córneas de conejo sometidas láser 
femtosegundo (primera fase experimental).  

 

1ª semana 3ª semana 10ª semana 
Conejo 

Control LPA Control LPA Control LPA 

1 0 0 0 0 0 0 

2 0 1 0 1 0 1 

3 4 0 4 0 NA NA 

4 0 0 0 0 0 0 

5 4 0 4 0 NA NA 

6 0 4 0 4 NA NA 

7 0 0 0 0 0 0 

 
NA: No aplicable (el conejo ya había sido sacrificado). Control: córneas inyectadas con  
HBSS. LPA: córneas inyectadas con células LPA. 
 

 

16.2 Análisis histológico de las córneas transplantadas  

No se encontraron diferencias histológicas entre las córneas control y las córneas 

transplantadas con células LPA. En la interfase no se apreciaba reacción inflamatoria ni 

signos de rechazo inmune, a pesar de que se trataba de un xenotransplante y de que los 

conejos utilizados en el experimento no habían recibido ningún tratamiento 

inmunosupresor (Figura 14).  
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Figura 14.- Experimento de bioseguridad y rechazo inmune. Tinción hematoxilina-eosina de cortes 
histológicos de 4 µm de la córnea control (A) y de la córnea transplantada con células LPA (B). No 
se observó diferencia histológica entre ambos cortes. Barra 200µm (100x). 

 

 

Como hemos mencionado previamente, durante el seguimiento clínico, tres ojos 

presentaron un desplazamiento lateral parcial del flap después de la cirugía. Uno de ellos 

correspondía al transplantado con células LPA y los otros dos ojos eran ojos control 

tratados con HBSS sin células LPA. Esta complicación técnica ocasionó una respuesta 

inflamatoria y vascularización del flap y del lecho estromal, como puede comprobarse 

macroscópicamente (Figura 5B)  y en cortes histológicos (Figura 15). A pesar de ello, 

seguían siendo visibles células transplantadas en la interfase de la córnea del conejo.  

 

 

 
 
 
Figura 15. Vascularización y 
respuesta inflamatoria en la 
interfase de la córnea con 
desplazamiento parcial del flap. 
Barra 200µm (200x). 
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16.3 Localización y supervivencia de las células LPA mediante marcaje 

fluorescente 
 

Las células LPA extraídas del donante humano se identificaron en la interfase 

formada por el flap y el lecho estromal del tejido huésped o receptor, como se pudo 

comprobar por marcaje fluorescente con el colorante CM-DiI. Así, a las tres semanas de la 

inyección en el bolsillo estromal, las células LPA se localizaban exclusivamente en la 

interfase flap-estroma, de manera muy similar a como se localizan los queratocitos en el 

estroma corneal, es decir, esparcidos en la interfase entre fibras de colágeno, con una 

disposición aplanada y alargada (Figura 16).  

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16.- Experimento de bioseguridad y rechazo 
inmune: Córneas transplantadas tres semanas después 
de la inyección de células LPA (200x). (A:) 
Microscopía de contraste de fase, mostrando 
preservación de la morfología normal del estroma 
corneal. (B) Microscopia de fluorescencia con tinción 
nuclear con DAPI; no es posible distinguir en el 
estroma las células humanas de las células de conejo. 
(C) Microscopía de fluorescencia mostrando las células 
LPA humanas que fluorescen en rojo en la interfase 
estromal. Epi: epitelio; Est: Estroma.  200x.    
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Diez semanas después de la inyección, las células LPA seguían siendo identificadas 

en la interfase, formando una capa celular discontinua (Figura 17). De los cuatro conejos 

que fueron sacrificados transcurrido ese periodo, tres de ellos mostraron este patrón de 

disposición celular. En el cuarto conejo, no se consiguió visualizar las células 10 semanas 

después del transplante.   

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figura 17.- Experimento de bioseguridad y 
rechazo inmune: Córnea transplantada diez 
semanas después de la inyección de células 
LPA. Las células humanas siguen siendo 
visibles por fluorescencia (rojo), formando 
una capa celular discontinua en la interfase 
del estroma corneal.  (A) contraste de fases y 
(B) fluorescencia. Epi, epitelio; Est., 
estroma. 400x 

40

 

 

 

 

En este grupo de experimentos de bioseguridad y rechazo inmune, se seleccionó 

una de las córneas transplantadas con células LPA con el objetivo de realizar una RT-PCR 

para detectar la posible presencia de mRNA de queratocán humano en el tejido. El 

resultado fue negativo, lo que indica que no hay expresión de queratocán humano en la 

córnea de conejo tras el transplante celular sin mediar ablación estromal.   
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17 REGENERACIÓN IN VIVO DE CÓRNEAS LESIONADAS TRAS EL 

TRANSPLANTE DE CÉLULAS LPA   

 

17.1 Cirugía y seguimiento clínico 

La cirugía fue exitosa en los seis conejos utilizados para estos experimentos. En el 

conejo # 4, durante la creación del flap en el ojo que iba a ser inyectado con la suspensión 

celular, se apreció la aparición de un ojal en el flap, por lo que la ablación corneal se hizo 

periférica en vez de centrada.  

 

Los animales fueron revisados a las 2, 5, 8 y 12 semanas después de la cirugía. A las 8 

semanas, el conejo # 3 mostraba un severo haze en el ojo no inyectado con células LPA, y 

un haze leve en el ojo que sí recibió la inyección de células humanas. Este conejo fue 

sacrificado, y sus córneas fueron las que se utilizaron para comprobar la producción de 

mRNA de queratocan humano mediante la técnica de RT-PCR.  

 

El resto de animales fueron sacrificados a las 12 semanas. Por entonces, dos 

conejos mostraban haze moderado en las córneas que habían sido inyectadas con células 

LPA, y otro conejo mostraba haze moderado en ambos ojos. El resto de animales 

presentaban transparencia completa de ambos ojos (Figura 18). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 18.- Experimento de regeneración corneal  No se observa opacidad 
corneal mediante iluminación directa en el ojo control (A) ni en el ojo en el 
que se inyectaron células LPA (B). Ampliación  2x. 
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Nuestros resultados indican que la diferencia en cuanto a la presencia y severidad 

del haze entre los ojos que recibieron células humanas y los que no lo recibieron, no es 

importante, ya que se observó haze tanto en los ojos transplantados como en los no 

transplantados (Tabla 6).  El haze fue evaluado en diferentes momentos en una escala del 0 

al 4. Haze grado 0, indicaba transparencia total; grado 1-turbidez leve.; grado 2- turbidez 

moderada; grado 3- turbidez severa y grado 4- turbidez muy severa que no deja ver 

estructuras internas del ojo.  

 
 
Tabla 6- Evaluación del haze subepitelial en córneas de conejo sometidas a ablación estromal 
 

 
NM: No medido. NA: No aplicable (el conejo ya había sido sacrificado). Control: córneas 
inyectadas con  HBSS. LPA: corneas inyectadas con células LPA. 
 

 

17.2 Análisis histológico de las córneas transplantadas  

Como ocurría en el grupo anterior de experimentos in vivo en córneas no lesionadas, 

no se observaron diferencias en la arquitectura estromal entre las córneas inyectadas con la 

solución acelular y aquellas que recibieron células humanas LPA (Figura 19). 
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Figura 19.- Experimento de regeneración corneal. Tinción hematoxilina-eosina de cortes 
histológicos de 4 µm de la córnea control (A) y de la córnea transplantada con células LPA (B). Se 
aprecia un mayor grosor de la córnea transplantada pero la estructura estromal es similar (10x). 

 

 

17.3 Localización y supervivencia de las células LPA mediante marcaje 

fluorescente 

 
Las células LPA seguían siendo visibles en la interfase estromal del tejido huésped, 

como se pudo comprobar mediante fluorescencia con CM-DiI pasadas 12 semanas (Figura 

20). Las células se disponían más frecuentemente en varias capas que en una sola.  

 

                         

                                                         

 

 
 
 
Figura 20.- Evaluación de la regeneración corneal. 
(A) Sección corneal incluida en parafina al 
microscopio óptico. (B) Patrón de fluorescencia 
sobre el mismo corte mostrando que las células se 
disponen en varias capas. 
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17.4 Expresión in vivo de colágeno en células LPA humanas transplantadas  

Para caracterizar la producción de colágeno por parte de las células LPA una vez 

transplantadas, se aplicaron técnicas de inmunohistoquímica para los  colágenos I, III, IV y 

VI en las córneas de conejos que experimentaron una ablación estromal seguida del 

transplante de células LPA. Como se esperaba, los colágenos tipo I y VI se expresaban 

constitutivamente en la córnea de conejo, pero además se detectaba una expresión mayor 

por parte de las células transplantadas (Figuras 21 y 22). Por el contrario, los colágenos tipo 

III y IV, que normalmente no se expresan en el estroma corneal humano, tampoco se 

encontraban en el estroma del conejo huésped, ni se expresaban  en las células LPA 

humanas que residían en la interfase estromal (Figuras  22 y 23). 

 

Figura 21.- Regeneración corneal 12 semanas después de la cirugía: expresión de colágeno tipo-I. 
(A) Fotomicrografía de contraste de fases mostrando un estroma (Est) no alterado 
morfológicamente. (B) El mismo corte mostrando las células LPA humanas marcadas con CM-DiI 
en el estroma corneal. (C) Se aprecia, en el mismo corte, la expresión de colágeno tipo-I tanto en el 
estroma receptor como en las células LPA transplantadas (400x).  

 

 
Figura 22.- Regeneración corneal 12 semanas después de la cirugía: expresión de colágeno tipo-VI. 
(A) Fotomicrografía de contraste de fases, muestra un estroma no alterado morfológicamente (Est). 
(B) El mismo corte que en (A) mostrando las células LPA humanas marcadas con CM-DiI en el 
estroma corneal. (C) Idéntico corte mostrando que la expresión de colágeno tipo VI está presente 
tanto en el estroma receptor como en las células LPA transplantadas. (400x). 
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Figura 23.-  Regeneración corneal 12 semanas después de la cirugía: expresión de colágeno tipo III. 
(A) Fotomicrografía de contraste de fases, muestra un estroma no alterado morfológicamente Epi: 
epitelio. Est: estroma. End: endotelio. (B) El mismo corte  que en (A) mostrando las células LPA 
humanas marcadas con CM-DiI en el estroma corneal. (C)Idéntico corte, esta vez, indicando que la 
expresión de colágeno tipo III no está presente ni en el estroma receptor ni en las células LPA 
transplantadas (200x).  
 

 

 

Figura 24.-  Regeneración corneal 12 semanas después de la cirugía: expresión de colágeno IV. (A) 
Fotomicrografía de contraste de fases, muestra un estroma no alterado morfológicamente Epi: 
epitelio. Est: estroma. End: endotelio. (B): El mismo corte  que en (A) mostrando las células LPA 
humanas marcadas con CM-DiI en el estroma corneal. (C): Idéntico corte  a (A), la expresión de 
colágeno tipo IV no está presente ni en el estroma receptor ni en las células LPA transplantadas. 
(200x).  

 
 

17.5 Expresión in vivo de ALDH y queratocán en las células LPA humanas 

transplantadas  

 
Con el objetivo de confirmar la diferenciación de las células LPA a queratocitos 

funcionales, se estudió la expresión de los marcadores de queratocitos ALDH y queratocan 

(proteoglicano específico del estroma corneal) en secciones de córnea 12 semanas después 

de la cirugía. Mediante inmunofluorescencia se comprobó que la inmunotinción de ALDH 

era ligeramente positiva en los queratocitos de las córneas no transplantadas, y fuertemente 

positiva en los cortes de córnea humana control. Aunque se ha utilizado un anticuerpo anti-

ALDH humano, la leve positividad encontrada en las córneas controles de conejo sugiere 
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que existe una ligera reacción cruzada del anticuerpo humano frente a la ALDH de conejo. 

En la cornea de conejo inyectada con células LPA, se encontró expresión intensa de ALDH 

en algunas de las células humanas marcadas con CM-DiI (Figura 24). 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 24.- Regeneración corneal: expresión de ALDH humana. (A) Córnea de conejo control 
inyectada con suero. (B) Córnea humana control. (C) Córnea de conejo transplantada con células 
humanas; marcaje con CM-DiI. (D) El mismo corte que (C) mostrando expresión de ALDH 
humano en alguna de las células transplantadas. Todas las imágenes 200x. 

 
 
 

De igual forma, el queratocan humano también se expresaba en las células humanas 

transplantadas. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurría con el anticuerpo anti-ALDH 

humano, el anticuerpo anti-queratocan utilizado resultó ser muy específico para queratocan 

humano, ya que no hubo reacción cruzada con el queratocan de la córnea del conejo. En la 

Figura 25 se puede comprobar cómo en las córneas de conejo se detecta expresión de 

queratocán exclusivamente en las células humanas transplantadas marcadas con CM-DiI en 

las córneas inyectadas con células LPA 
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Figura 25.- Regeneración corneal: expresión de queratocán humano. (A) Córnea de 
conejo inyectada con HBSS, 200x. (B) Córnea humana control, 200x. (C) Córnea de 
conejo transplantada con células humanas; marcaje con CM-DiI, 400x. (D) El mismo 
corte que (C), mostrando expresión de queratocán humano en alguna de las células 
transplantadas. 
 

 

17.6 Expresión de mRNA de queratocan humano en córneas de conejo 

transplantadas y no transplantadas  

 
Para confirmar que la expresión del mRNA correspondiente al queratocan se debía 

exclusivamente al queratocan humano en las córneas de conejo transplantadas con células 

humanas, se realizaron los correspondientes experimentos de RT-PCR utilizando una 

pareja de oligonucleótidos específicos. La pareja de cebadores se diseñó en base a la 

secuencia nucleotídica de dos exones diferentes del gen humano, para asegurar que el 

fragmento amplificado correspondía al mRNA del queratocán y no al DNA genómico. 

Para asegurar la especificidad de la amplificación de la PCR se utilizaron los siguientes 

controles: 

 
Controles positivos: 
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  Amplificación de mRNA de queratocan humano a partir de RNA total extraído de 

un anillo de córnea donante humana obtenido en el Instituto Vissum una vez había 

sido utilizado el botón para una queratoplastia electiva (carril 2).  

 Como control de carga, amplificación de β-actina a partir de DNA humano (carril 

7). El producto amplificado tiene u tamaño de 350 pb.  

 

Controles negativos: 

 Amplificación de solución sin  cDNA (carril 1),  

 Amplificación de cDNA proveniente de córneas de conejo no sometidas a 

transplante con células LPA humanas (carril 3) 

 Amplificación de DNA genómico de tejido humano (carril 5) 

 Amplificación de DNA genómico de tejido de conejo (carril 6) 

 

Los resultados obtenidos (Figura 26) ratifican los hallazgos de inmunofluorescencia 

anteriores ya que los únicos carriles que se amplificaron eran los que correspondían a los 

controles positivos, es decir a la beta actina en DNA humano y al keratocán humano en el 

cDNA de la córnea humana, y al experimental de la córnea de conejo transplantada con 

células LPA (banda 4). La banda de 358 pb correspondiente teóricamente al keratocán 

humano expresado por las células LPA transplantadas se extrajo del gel, se secuenció y se 

comparó con las secuencias ya publicadas de queratocan humano y de conejo. La banda 

amplificada a partir del cDNA del conejo inyectado con células LPA se correspondía de 

forma exacta con la secuencia humana, y difería de la de conejo en los mismos términos 

que lo hacía la secuencia humana previamente publicada.   
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Figura 28.- Identificación, mediante RT-PCR, del mRNA de queratocan humano en córneas de 
conejo y humanas. (1) Control negativo sin cDNA. (2) Control positivo con cDNA de córnea 
humana, muestra una banda del tamaño esperado (358 pb). (3) cDNA de córnea de conejo no 
transplantada (4) cDNA de cornea de conejo transplantada con células LPA. (5) Control negativo 
con DNA genómico humano. (6) Control negativo con DNA genómico de conejo. (7) Control 
positivo de carga, amplificación de β-actina de DNA genómico humano, se observa una banda del 
tamaño esperado (350 pb). PM: Marcador de peso molecular. 
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En este estudio se ha examinado la capacidad de las células madre humanas derivadas 

del lipoaspirado procesado para repoblar y regenerar el estroma corneal en un modelo 

experimental de conejo New Zealand con la córnea intacta o lesionada. Para ello se han 

empleado técnicas de biología celular y molecular, inmunohistoquímica, microscopía óptica y 

de fluorescencia, a la vez que se han utilizado las últimas aplicaciones tecnológicas de cirugía 

refractiva. Nuestros datos sugieren que el tejido adiposo puede ser una buena alternativa a la 

médula ósea,  fuente de células madre adultas por excelencia en la actualidad.  

 

 

18 LA FRACCIÓN VASCULOESTROMAL (FVS) DEL TEJIDO ADIPOSO ES 

UNA POBLACIÓN HETEROGÉNEA  

 

 En el presente estudio se ha seleccionado como fuente de células madre el tejido adiposo 

humano ya que este tejido es relativamente accesible y abundante, a la vez que es capaz de 

volver a rellenarse con facilidad. Otra ventaja adicional es que la capacidad de obtener 

unidades formadoras de colonias (UFC) del tejido adiposo humano es tres órdenes de 

magnitud mayor de lo estimado para las células madre mesenquimales derivadas de la médula 

ósea (Stenderup y cols., 2001). Conviene tener en cuenta que la FVS aislada de tejido adiposo 

es heterogénea. De hecho, sólo 1 de cada 30 células se adhiere al soporte plástico de cultivo; 

esta población celular adherida es la que podrá ser expandida y se denominará células LPA o 

células madre derivadas del tejido adiposo (Mitchell y cols., 2006). 

 

Existen numerosos estudios, realizados por distintos laboratorios, demostrando que 

las células LPA son capaces de diferenciarse, por diferentes caminos, en linaje adiposo, 

cartilaginoso, endotelial, epitelial, hepático, neuronal, óseo y muscular (Mitchell y cols., 2006). 

Los resultados de nuestro estudio demuestran que las células que posteriormente utilizaríamos 

para el transplante estromal en conejos poseían al menos la capacidad de diferenciarse en dos 
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tipos celulares distintos del original del cual provenían, en concreto, tejido cartilaginoso y 

tejido óseo. Por tanto las células que se estaban transplantando eran multipotenciales.  

 

Conviene tener en cuenta que las preparaciones celulares derivadas del tejido adiposo 

obtenidas por distintos laboratorios difieren entre sí, debido a múltiples factores. Entre ellos 

destacan el distinto lugar anatómico de donde se extrajo el lipoaspirado, la edad del paciente, 

la calidad de la grasa, la efectividad de la colagenasa, o el número de pase de dichas células. 

Aunque la mayoría de los grupos, entre los que nos encontramos, obtienen las células LPA 

mediante un procedimiento ligeramente modificado del originalmente descrito (Rodbell, 

1964), existe poca reproducibilidad en cuanto a la población celular finalmente aislada además 

de una deficiente caracterización de la misma. Por ello, nuestro estudio comenzó con la 

caracterización in vitro de las células LPA aisladas.  

 

Existen datos previos en la literatura indicando que la FVS, o las células adherentes en 

pases tempranos, poseen marcadores típicos del linaje endotelial,  como el receptor de VEGF, 

Flk-1, CD31, VE-cadherina y el Factor von Willebrand (Martinez-Estrada y cols., 2005; 

Planat-Benard y cols., 2004).  También se ha sugerido que las células LPA contienen 

precursores hematopoyéticos ya que son capaces de reconstituir la médula ósea de ratones 

irradiados (Cousin y cols., 2003). Además, en la población celular de la FVS hay progenitores 

de macrófagos y de otros linajes hematopoyéticos, así como mastocitos, pericitos, 

preadipocitos y células musculares lisas (Charriere y cols., 2003; Cousin y cols., 1999). Por 

tanto, dada la diversidad de marcadores de distintos linajes encontrados en la FVS, se puede 

concluir que ésta es una población celular muy heterogénea. Curiosamente, se ha podido 

constatar que la expresión de estos marcadores se pierde a medida que avanza el pase celular 

(Mitchell y cols., 2006), por lo que las células no mesenquimales serían poco relevantes en la 

población celular adherente. Adicionalmente, el protocolo experimental seguido en el presente 
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estudio incluye la congelación de las células LPA antes de su transplante, lo cual permite 

eliminar al menos la población celular endotelial, como comprobamos posteriormente por la 

ausencia del marcador de células endoteliales VCAM.   

 

De hecho, los resultados in vitro de nuestro estudio indican que un 100% de las células 

en pase 3, las utilizadas posteriormente para el transplante, expresan CD90 y vicentina, dos 

marcadores de tejido estromal. Por el contrario, estos cultivos tardíos no expresan  

marcadores de células endoteliales (VCAM), de células musculares lisas perivasculares 

presentes en la grasa (desmina), ni de células epiteliales (citoqueratinas). Nuestros resultados, 

por tanto, están de acuerdo con datos previos de la literatura mostrando que en las primeras 

etapas, tras la extracción de las células del tejido adiposo, las células de la FVS exhiben un 

perfil bajo de marcadores de estroma (CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD166), 

porcentaje que aumenta en pases sucesivos (Mitchell y cols., 2006). El perfil más homogéneo 

de marcadores estromales se manifiesta durante los pases 3 y 4 (Mitchell y cols., 2006). De 

hecho, el 99% de la población celular en cultivo en pase 4 expresa, nítidamente, cinco de los 

marcadores estromales (CD13, CD29, CD44, CD73, y CD90).  Además, se ha comprobado 

que el 50% de los clones celulares en este último pase son capaces de diferenciarse en dos o 

más estirpes celulares diferentes (Guilak y cols., 2006).  

 

Una vez que nuestros resultados in vitro mostraban que el pase 3  era idóneo para 

iniciar los experimentos in vivo, (perfil celular homogéneo, comprometido a tejido estromal, y 

con una alta capacidad de diferenciación en múltiples linajes), se seleccionaron las células de 

este pase para ser inyectadas en la córnea del conejo. De esta manera, el transplante celular in 

vivo puede remedar lo que sería el pase 4 de un cultivo celular. En este punto, nuestro estudio 

no permite conocer el porcentaje de células madre presentes en la población celular 

transplantada. La principal dificultad para este recuento es que aún existe mucha controversia 
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acerca de cuáles son los antígenos o marcadores enzimáticos capaces de definir a las células 

madre derivadas del tejido adiposo, al contrario de los bien definidos marcadores (CD34, 

CD45, ABCG2, o ALDHbr) utilizados para  aislar y caracterizar las células madre 

hematopoyéticas (HSC) obtenidas de médula ósea (Kondo y cols., 2003).  

 

La utilización de un número de pases mayor se descartó debido a qué se ha 

demostrado experimentalmente  la posibilidad de transformación celular hacia malignidad en 

pases muy avanzados. (Rubio y cols., 2005). 

 

 

19 SUPERVIVENCIA DE LAS CÉLULAS LPA IN VIVO 

 

Nuestros resultados mostraron que las células LPA eran capaces de sobrevivir y ser 

viables hasta 12 semanas después del transplante. Durante ese tiempo, las células  mantuvieron 

su morfología ahusada, permaneciendo imbricadas entre las láminas de colágeno del estroma 

corneal, sin alterar su estructura histológica. Más aún, las células que fueron depositadas en la 

interfase, entre el flap y el lecho estromal, no migraron fuera de esta interfase, sino que 

permanecieron en ella formando una capa celular discontinua en el experimento no ablativo 

(Figuras 16 y 17). Curiosamente, en algunas regiones de la interfase,  se observó la formación 

de varias capas celulares, tanto en el experimento no ablativo como en el experimento en el 

que se ablacionó parte del tejido estromal con impulsos de láser (Figuras 17 y 20) 

 

La no detección de células humanas en uno de los siete conejos que formaron parte de 

los experimentos de bioseguridad y rechazo en el presente estudio, y en otro de los seis 

conejos utilizados para evaluar la regeneración corneal es, probablemente, debida a un fallo en 

el procedimiento de transplante más que a un problema de viabilidad celular. Hay que 

considerar que, durante la creación del bolsillo estromal se tiene que conseguir una cavidad 
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estanca idónea que evite la fuga de la suspensión celular. Así, es probable que, en los dos 

conejos anteriores, se haya practicado una apertura excesiva de la cavidad en la interfase 

corneal, con la consiguiente pérdida de las células humanas depositadas en la misma. Además, 

hay que considerar una dificultad añadida a la técnica de transplante celular empleada en este 

estudio ya que, una vez depositadas las células en la cavidad, no se puede aposicionar y peinar 

concienzudamente el flap, tal como se hace tras un procedimiento refractivo habitual, por 

riesgo a exprimir el contenido celular fuera de la cavidad. Esta limitación técnica, podría haber 

favorecido la fuga de la suspensión celular depositada en la interfase en los dos conejos 

anteriores.  

 

Otros estudios también han valorado la viabilidad de las células LPA transplantadas en 

tejidos vivos. Así, se ha descrito que estas células son capaces de sobrevivir in vivo y 

permanecer viables más de 12 semanas, tanto en uretra y vejiga de roedores (Jack y cols., 

2005), como en tejido óseo craneal de ratas (Yoon y cols., 2007).  En el primero de estos 

estudios, los investigadores inyectaron en la uretra 10 µl de una solución conteniendo 1x106 

células aunque no llegaron a cuantificar el porcentaje de células viables que permanecían en el 

tejido receptor después de 12 semanas.  En nuestro estudio resta aún por determinar la 

cantidad óptima de células  LPA que es necesario transplantar para obtener una buena 

colonización de la interfase. Creemos que esta cantidad va a depender, en buena medida, del 

tamaño del bolsillo creado, de la cantidad de daño corneal que se haya inflingido, así como de 

la viabilidad y subtipo de células transplantadas.   
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20 ADQUISICIÓN DE PROPIEDADES ESPECÍFICAS CORNEALES DE LAS 

CÉLULAS LPA TRANSPLANTADAS 

 

Los resultados inmunocitoquímicos del presente estudio indican que las células LPA 

multipotenciales cultivadas in vitro son capaces de producir, intrínsecamente, colágeno I y VI 

sin el concurso de factores ni medios de inducción específicos (Figura 7), posiblemente 

porque estas células secretan in vivo estos colágenos formando parte de la matriz extracelular 

del tejido adiposo.  Ya que estos colágenos son los expresados mayoritariamente en el estroma 

corneal, nuestros datos confieren a las células LPA un interés especial a la hora de ser 

consideradas como potenciales células regeneradoras de córnea. Estos datos están de acuerdo 

con los obtenidos por otros autores que demuestran que las células LPA cultivadas in vitro son 

capaces de producir diferentes proteínas, incluyendo colágenos tipo I, VI y XIV (Boquest y 

cols., 2005).  

 

Nuestros datos in vivo revelan que tras el transplante de las células LPA en el estroma 

corneal del conejo, éstas adquieren una morfología muy similar a la del queratocito, con forma 

dendrítica, a la vez que presentan una distribución dispersa entre las lamelas de colágeno 

(Figura 16 y 20). Más aún, cuando se examinan los cortes corneales de conejo transplantado 

mediante microscopía de contraste de fases, no es posible discernir entre los queratocitos 

propios del conejo y los derivados del tejido adiposo humano (Figura 16).  

 

Un resultado muy interesante del presente trabajo es que las células LPA 

transplantadas no sólo remedan morfológicamente a los queratocitos, sino que presentan 

características funcionales específicas de éstos. Así, estas células sólo producen los colágenos I 

y VI, expresión típica de los queratocitos, sin producir colágenos III y IV, frecuentes en 

numerosos tejidos pero ausentes en el estroma corneal. Además los datos principales a favor 

de la capacidad de diferenciación de las células LPA hacia linaje estromal corneal derivan de  
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nuestros resultados de inmunohistoquímica y RT-PCR mostrando la producción de 

queratocan y ALDH humano en las córneas de conejo transplantadas. Interesantemente,  

nuestros estudios muestran que la producción del queratocán, proteoglicano específico de 

queratocitos que regula la disposición de las fibras de colágeno influyendo en la transparencia 

corneal, sólo se producía en respuesta a un estímulo adecuado en el estroma corneal, en 

nuestro caso la creación de un nicho por medio de ablación parcial del estroma. Lo mismo se 

observó con la expresión de ALDH, marcador no específico de queratocitos.   

 

En este punto, cabría preguntarse cuales son los estímulos que, aplicados al estroma 

corneal, son responsable de la diferenciación morfológica y funcional de las células LPA hacia 

queratocitos in vivo. Nuestros datos indican que dicha diferenciación es la respuesta de las 

células multipotenciales al microambiente corneal dañado. De hecho, tanto el ALDH como el 

queratocan se expresaron sólo en las células LPA transplantadas en córneas sometidas a un 

proceso ablativo, pero no en córneas sin dañar, en las que sólo se había creado un bolsillo 

estromal, ni en los cultivos celulares in vitro. Estos resultados sugieren que la creación de un 

nicho adecuado para contener las células LPA, junto con la secreción paracrina de factores de 

crecimiento y citoquinas, aún por determinar por los queratocitos circundantes, son estímulos 

esenciales para que se produzca la diferenciación de las células madre hacia queratocitos, y la 

consiguiente regeneración corneal (Arnalich-Montiel y cols., 2008; Chamberlain y cols., 2007).  

 
Existen algunos estudios que demuestran que las células LPA inyectadas en otros 

teijidos, sin preparación previa de un nicho en el tejido receptor, son capaces de diferenciarse 

a tejido urotelial (Jack y cols., 2005) o producir la regeneración muscular en el cuello de 

ratones (Kim y cols., 2006). Sin embargo, como ocurre en nuestro estudio, la mayoría de los 

trabajos publicados inyectan o transplantan las células en tejidos previamente acondicionados, 

mayoritariamente a través de una lesión, con el propósito de inducir un estímulo regenerativo 
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por parte del tejido receptor. Esto se ha constatado en un modelo de defecto óseo craneal en 

ratones (Yoon y cols., 2007), en defecto periodontal en ratas (Tobita y cols., 2007), o con un 

modelo experimental de corazón isquémico (Miyahara y cols., 2006).  

 
La observación de una ligera opacidad estromal en algunas de las córneas lesionadas y 

transplantadas con las células LPA, similar a lo que ocurría en los pacientes operados de 

cirugía refractiva por el antiguo procedimiento de queratectomia fotorefractiva (PRK), sugiere 

que en ese área se está produciendo un cierto  grado de regeneración y restauración anatómica 

tras la ablación aunque en forma de expresión desorganizada e inmadura de colágenos. Aún 

resulta prematuro establecer cómo este hallazgo puede repercutir en la regeneración del 

estroma corneal, y en la calidad visual subsiguiente. Esta ligera opacidad podría ser debida a 

que no todas las células transplantadas terminan diferenciándose a queratocitos funcionales 

productores de queratocan. De hecho, nuestros datos indican que este es el caso ya que no 

todas las células transplantadas fueron inmunoreactivas para qeratocan y ALDH. Ya que el 

queratocan resulta esencial para la preservación de la transparencia corneal (Carlson y cols., 

2005), una producción insuficiente de este proteoglicano podría ser responsable del haze 

observado.  

 

Si la anterior hipótesis es correcta, la prediferenciación in vitro hacia queratocitos de las 

células LPA posteriormente utilizadas para el transplante podría mejorar la transparencia 

corneal en futuros estudios in vivo. De hecho, se ha comprobado que el transplante de células 

LPA prediferenciadas a tejido osteogénico representa una ventaja frente al transplante celular 

convencional en diversas patologías esqueléticas (Yoon y cols., 2007). Actualmente se conoce 

bien la forma de producir la diferenciación de las células LPA a tejido osteogénico, 
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adipogénico, muscular e incluso cardiogénico (Song y cols., 2007); sin embargo, los factores 

necesarios para comprometer estas células hacia queratocitos permanecen aún por identificar.   

 

21 PROPIEDADES INMUNOLÓGICAS DE LAS CÉLULAS LPA 

 
En el presente trabajo se han utilizado animales inmunocompetentes, frente a los 

animales inmunodeprimidos, genéticamente o químicamente, que se utilizan clásicamente en 

los estudios que implican transplante entre especies (xenotransplante). La razón de la elección 

de animales no inmunodeprimidos en nuestro estudio se debió al hecho de que la córnea es un 

tejido no vascularizado y, por tanto, teóricamente inmunoprivilegiado. Así, consideramos que, 

a priori, existía una baja probabilidad de que el tejido receptor produjera un rechazo inmune 

de  las células transplantadas. Nuestros resultados ratificaron la anterior suposición ya que no 

se observó ningún tipo de reacción inmune en las córneas de los conejos sometidas al 

transplante celular. La compatibilidad entre las células LPA humanas y el tejido receptor de la 

córnea de conejo puede sustentarse en varias observaciones experimentales previas, no 

excluyentes entre si: 

 

1) Numerosos estudios han resaltado la excepcional propiedad de la córnea y la cámara 

anterior del ojo como lugares de privilegio inmune (Niederkorn, 1999; Streilein, 2003). 

Así, se ha demostrado que: 

• La córnea es un tejido sin vasos sanguíneos y linfáticos y, por tanto, después 

de un transplante corneal, el injerto está protegido de la vía aferente y eferente 

del sistema inmune.  

• Existe un microambiente inmunosupresor local en el humor acuoso. 
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A pesar de este supuesto privilegio inmune, es bien conocido que en el transplante de 

córnea se produce rechazo inmune del injerto en, aproximadamente, un 10% de las 

córneas transplantadas por primera vez en un huésped sin alto riesgo de rechazo, 

excluyendo así corneas vascularizadas o con infección activa (Niederkorn, 2002), en las 

cuales la tasa de rechazo es considerablemente mayor. 

 

2) Otro razonamiento plausible se basa en la posibilidad de que las células LPA presenten, 

de forma intrínseca, propiedades inmunosupresoras. En estudios previos, se ha 

constatado reiteradamente las propiedades inmunosupresoras de las células madre 

mesenquimales derivadas de médula ósea (Bartholomew y cols., 2002; Tse y cols., 2003). 

Ello ha motivado que se empiece a considerar seriamente que estas células pueden 

desempeñar un interesante papel en la terapia inmunosupresora (Uccelli y cols., 2007), o 

en la prevención del rechazo tras un transplante (Ball y cols., 2007).  Las células LPA 

derivadas del tejido adiposo, al pertenecer al grupo de células madre mesenquimales, 

podrían compartir también la anterior propiedad. Así, se ha demostrado que las células 

LPA no provocan alorreactividad in vitro contra linfocitos incompatibles, a la vez que 

suprimen la respuesta linfocítica funcional y proliferativa frente a mitógenos (Puissant y 

cols., 2005). En el caso de que nuevos estudios in vivo logren ratificar la capacidad 

inmunosupresora de estas células, podría darse el caso de su utilización en transplantes 

alogénicos entre humanos ya que, a la vez que regeneran el tejido receptor dañado, 

podrían prevenir el desarrollo de una respuesta inmune contra el injerto.  
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22 LA CÓRNEA Y LAS TÉCNICAS EN CIRUGÍA REFRACTIVA COMO 

MODELO EXPERIMENTAL PARA ESTUDIOS IN VIVO DE TERAPIA 

CELULAR  

 
El interés de nuestro trabajo va más allá de lo expuesto hasta ahora ya que ofrece un 

nuevo modelo experimental, de gran reproducibilidad, en el que es posible estudiar el 

comportamiento in vivo de las células madre empleadas en Terapia Celular. Mediante la 

utilización de la última tecnología en cirugía refractiva corneal, conocida como el láser 

femtosegundo, se pueden depositar las células en el sitio preciso que se desee, con un error de 

unas pocas micras, dentro de un bolsillo corneal relativamente estanco. Este procedimiento de 

transplante celular es relativamente inocuo, ya que apenas distorsiona el entorno en el que las 

células van a crecer y diferenciarse. El láser femtosegundo, de pulsos ultracortos, produce una 

respuesta de cicatrización comedida, evitando una excesiva reacción inflamatoria que pudiera 

condicionar la respuesta de las células madre  transplantadas (Meltendorf y cols., 2007).  

 

Algo parecido a lo anterior podría decirse del LASIK aplicado para lesionar el estroma 

corneal empleado en algunos de nuestros experimentos. Así, esta técnica ablativa también 

produce una cicatrización favorable, preservando la transparencia corneal, y no induciendo 

diferenciación de queratocitos en fibroblastos que, a largo plazo, afectaría a la calidad óptica 

del tejido (Meltendorf y cols., 2007).  

 

 Otra ventaja adicional de la utilización de la córnea como modelo experimental para 

Terapia Celular es que, al tratarse de un tejido externo, es fácilmente accesible mediante 

procedimientos quirúrgicos sencillos. Además, al ser un tejido transparente, se puede 

monitorizar de manera efectiva la supervivencia y funcionalidad de las células transplantadas 

con métodos no invasivos, con una simple lupa, o con técnicas más sofisticadas de tinción 

celular con sustancias fluorescentes y microscopía, tal como se ha hecho en el presente 



Discusión 

91 

estudio. Por otra parte, la córnea ofrece la posibilidad de poder modificar el comportamiento 

de las células transplantadas aplicando, tópicamente, factores de crecimiento, citoquinas, o 

incluso mediante transducción viral (Gong y cols., 2007). Ello es debido a que la córnea es un 

tejido muy permeable a numerosos agentes que pueden alcanzar concentraciones 

intraestromales aceptables (Grass y Robinson, 1988).  

 

Dados los perfiles  de bioseguridad e inmunogenicidad demostrados por las células 

LPA transplantadas in vivo en el estroma corneal en el presente estudio, consideramos que 

nuestro modelo experimental puede tener otra importante aplicación clínica ajena al campo de 

la regeneración corneal, como es la Terapia Génica. Así, las células madre del tejido adiposo, 

después de ser modificadas genéticamente, podrían ser depositadas, a la profundidad estromal 

deseada, para el tratamiento de enfermedades corneales susceptibles de ser abordadas 

mediante este tipo de terapia. Entre estas enfermedades se incluyen el rechazo inmune del 

transplante (Gong y cols., 2007), el haze inducido mediante láser en procedimientos ablativos 

superficiales, la queratitis herpética, las infecciones atípicas o en procesos de cicatrización 

corneal.  

 

Nuestro modelo experimental de regeneración corneal estromal también resultaría 

válido para ensayar la capacidad de diferenciación (eficiencia comparada) de las células LPA 

frente a otros tipos de células madre, desde las propias células madre corneales hasta las 

células madre embrionarias, pasando por múltiples tipos de células madre mesenquimales 

adultas procedentes de distintos tejidos o inducidas a diferenciarse con diversos factores de 

crecimiento.  
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23 PERFECCIONAMIENTO DEL MODELO EXPERIMENTAL: 

PERSPECTIVAS FUTURAS 

 
Una vez que el presente trabajo ha establecido el primer modelo de regeneración corneal 

estromal, los futuros estudios deben ir encaminados hacia el perfeccionamiento de la técnica, 

es decir, a aumentar la eficacia y funcionalidad de las células transplantadas con vistas a poder, 

en su día, aplicar este tipo de Terapia Celular a la práctica clínica. A continuación se describen, 

brevemente, las etapas que se han previsto desarrollar: 

 

23.1 Selección celular 

Como ya se ha mencionado previamente, la FVS es una población celular heterogénea. 

De todas las células LPA transplantadas, sólo una pequeña proporción de las mismas es 

realmente capaz de diferenciarse activamente en queratocitos, como se deduce de los 

resultados de inmunodetección de queratocan del presente estudio. Por tanto, una idea 

atractiva sería la de seleccionar in vitro, dentro de esa población heterogénea, el tipo celular 

específico con mayor capacidad de transdiferenciación. Ello supondría un refinamiento de la 

técnica, incrementando la eficacia y el rendimiento de la misma. Aún estamos lejos de conocer 

los marcadores específicos que nos permitan seleccionar las células con potencial de célula 

madre en la FVS aunque, como ya hemos mencionado, existen distintos grupos, entre los que 

nos encontramos, que están trabajando en este campo. 

 

23.2 Prediferenciación celular  

De una manera muy ligada al concepto de selección celular anterior, consideramos 

también muy interesante conseguir un medio de cultivo idóneo que facilite la diferenciación de 

las células LPA hacia queratocitos. El  apropiado pre-condicionamiento de estas células, 

previamente al transplante, incrementaría la capacidad de las mismas para responder in vivo a 
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los estímulos regenerativos generados en el microambiente estromal tras el daño corneal. Es 

probable que este proceso de pre-condicionamiento, junto a la selección del tipo celular a 

transplantar, incremente la producción de queratocan por parte de las células transplantadas. 

Esto último redundaría en la transparencia y claridad de la interfase, disminuyendo, o incluso 

eliminando, el problema del haze corneal observado en nuestros experimentos. La aplicación 

en pacientes de un procedimiento de transplante perfeccionado, derivado de la experiencia 

lograda con el presente estudio, sería de gran utilidad en situaciones de compromiso estromal, 

tales como las enfermedades de adelgazamiento corneal, la pérdida de tejido tras perforaciones 

corneales traumáticas, o el daño tisular y adelgazamiento secundario a infecciones o 

enfermedades autoinmunes. Precisamente, en este último caso, la propiedad inmunosupresora 

de las células LPA podría convertirlas en candidatas ideales para que, al mismo tiempo que 

promueven la regeneración corneal, disminuyan el daño tisular por mediación inmune.  

 

23.3 Adecuación del número de células transplantadas 

En nuestro estudio no se ha valorado la repercusión que el número de células 

inyectadas en el estroma corneal tiene en el éxito del transplante y en la transparencia corneal. 

Es probable que se requiera un número menor de células para el transplante si se consigue 

seleccionar aquellas células madre con mayor capacidad para diferenciarse a queratocitos y 

producir tejido corneal. Mientras no se consiga esta selección celular que, como hemos 

mencionado previamente, depende de la identificación de marcadores específicos, es 

improbable que se pueda establecer una correlación entre el número de células inyectadas y el 

éxito del transplante.  
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23.4 Soportes y biomateriales 

Por último, no queremos dejar de mencionar la posibilidad de que las células LPA 

pudieran ser depositadas en el estroma corneal de manera diferente a la utilizada en el presente 

estudio. La Terapia Celular  basada en el uso de suspensiones celulares, como se ha hecho en 

nuestro trabajo, evita ciertas complicaciones que aparecen cuando se utilizan biomateriales 

para el andamiaje tisular. La mayoría de los materiales compuestos por polímeros producen 

una respuesta inflamatoria, más o menos potente, durante la biodegradación natural del 

biomaterial, además de inducir una respuesta inflamatoria crónica no específica (Shimizu y 

cols., 2003). Por otra parte, se observa con frecuencia que las células periféricas depositadas en 

estos andamiajes formados por biomateriales suelen ser viables y se asemejan al tejido nativo 

sobre el cual se ha colocado el implante, mientras que las células ubicadas en la zona central 

del mismo forman un núcleo necrótico, como resultado de una regeneración tisular 

insatisfactoria.  

 

A pesar de estos antecedentes, se han desarrollado, mediante ingeniería tisular, 

diversos equivalentes corneales que albergan queratocitos funcionales que pueden generar 

proliferación celular (Alaminos y cols., 2006; Chen y cols., 2005; Duan y Sheardown, 2006). 

Adicionalmente, en otros campos de la medicina regenerativa empleando células madre, se ha 

comprobado la utilidad de biomateriales compuestos de PLGA (ácido poli-láctico-co-

glicólico) en regeneración muscular y ósea (Kim y cols., 2006; Yoon y cols., 2007),  o de 

polímeros de fibrina en la cicatrización de heridas cutáneas (Falanga y cols., 2007), e incluso 

andamiajes compuestos de aglomerados de chitosan para regeneración de tejido cartilaginoso 

(Malafaya y cols., 2005).  
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Es obvio que resulta más sencillo regenerar grandes porciones de córnea 

proporcionando un andamio a estas células. El posible papel biointegrador que pudieran tener 

las células LPA a la hora de colonizar in vitro biomateriales que, en una segunda fase, pudieran 

ser injertados en la córnea, en lo que se conoce como queratoprótesis, es una idea innovadora 

y atractiva que, en un futuro no muy lejano, podría tener un papel crucial en la regeneración 

corneal. Hasta la fecha, las queratoprótesis de uso clínico, principalmente la de Dohlmann-

Doane la osteoodontoqueratoprótesis, y  la AlphaCor, están compuestas por biomateriales que 

no presentan colonización celular.  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Conclusiones 
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Las principales conclusiones de este trabajo se pueden resumir en los siguientes 

puntos: 

 

1. La obtención de células LPA derivadas del tejido adiposo mediante liposucción tiene 

un bajo impacto de riesgo para el donante, mientras que presenta una excelente ventaja 

a la hora de obtener un gran número de células autólogas para el uso en humanos.  

2. Las células LPA presentan elevada supervivencia y signos de funcionalidad al ser 

transplantadas al estroma corneal. Por ello, consideramos que estas células pueden 

servir como fuente para la repoblación del estroma corneal, para reparar tejido corneal 

dañado, e incluso para colonizar tejidos elaborados mediante bioingeniería para 

sustituir a la propia córnea. 

3. La escasa interferencia de estas células con el sistema inmune puede resultar muy 

ventajosa a la hora de prevenir el rechazo tras el transplante. Adicionalmente, estas 

células podrían presentar una ventaja adicional en aquellas patologías en las que, junto 

a la regeneración corneal, se pretenda suprimir el estímulo inmune causante del daño 

tisular.  

4. El modelo de transplante intraestromal desarrollado en el presente estudio, utilizando 

las últimas aplicaciones tecnológicas en cirugía refractiva, ofrece un sistema limpio y 

sencillo para el estudio del comportamiento de las células madre in vivo.   
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