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RESUMEN  ABSTRACT  XIX 

 

Corneal diseases are one of the most important causes of visual impairment in 

the world. Thus, many patients affected by this pathology finally need a corneal 

transplant. This treatment implies two major problems: the lack of donors and the 

possibility of graft rejection. Therefore, the generation of a corneal substitute in the 

laboratory has emerged as a necessity. In order to accomplish this challenge, tissue 

engineering appears as a promising science whose aim is to generate artificial tissues 

and organs that can replace damaged tissues and organs in the human body.  

Moreover, construction of artificial organs and tissues by tissue engineering is strongly 

dependent on the availability of viable cells. For that reason, the viability and the 

physiological status of cells kept in culture must be evaluated before the cells can be 

used for clinical purposes. Regarding tissue engineering of the cornea, different 

approaches have been attempted. In this thesis, two different models of artificial 

corneas are developed together with the characterization of corneal cell cultures and 

the establishment of a clinical translational approach. 

Both models are based on the combination of corneal cells and scaffolds: one 

based on fibrin-agarose scaffolds and the other one based on acellular xenografts. 

Corneal keratocytes were obtained from sclerocorneal limbus donated by human 

cadavers after digesting corneal stroma using collagenase. Epithelial corneal cells were 

obtained applying an explants culture technique. Because of the difficulty of culturing 

human corneal endothelial cells, the characterization of endothelial cells in culture was 

carried out using rabbit corneal endothelial cells, without using them to generate the 

tissue engineering corneal contructs. The human artificial cornea based on fibrin-

agarose scaffold was developed seeding these cells into an artificial matrix generated 
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using a mixture of agarose VII and fibrin obtained from human donors. The acellular 

xenograft model was created applying a decellularization process to pig corneas, based 

on NaCl. After obtaining an acellular corneal stroma from pig corneas, the human 

keratocytes were seeded over it. Once both models were developed, histological and 

optical analyses were carried out. 

In both models, a well-developed stroma was observed based on the presence 

of collagen and proteoglycans. The keratocytes proliferated and spread, migrating 

across the corneal matrix. Some immunohistochemical assays were performed, 

showing the differentiation and characteristic expression of corneal proteins. Optical 

analyses revealed the high transparency level that both models presented, observing 

that UV-light was mostly absorbed by the corneal substitutes. Regarding corneal 

endothelial cells, a remarkable decrease in the K/Na ratio from the fourth to the fifth 

subculture was found, suggesting that cells of the first four subcultures would be better 

candidates for tissue engineering, together with the necessity of achieve cell confluence 

to maintain the endothelial cell pattern. All these results suggest that corneal 

substitutes made by tissue engineering show similar characteristics to human corneas. 

Thus, artificial corneas could represent a promising treatment for many corneal 

diseases which do not have a proper and adequate established treatment. 
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Esto es la semilla de la ciencia”.  
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1. LA CÓRNEA  
 

1.1. CONCEPTO: 

La córnea (FIGURA 1) es un órgano transparente de gran resistencia que se 

halla en el polo anterior del globo ocular, a través del cual se puede observar el iris, y 

cuyas funciones más importantes son conformar una barrera que protege al resto de 

estructuras oculares de la agresión externa y constituir el principal dioptrio del sistema 

visual humano.  

 

 

 

Figura 1: Esquema anatómico del globo ocular a nivel anterior, indicándose las 

distintas partes que lo componen (1: córnea, 2: esclera, 3: iris, 4: cuerpo ciliar, 5: 

cristalino, 6: zónula de Zinn). Elaboración propia. 
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1.2. ETIMOLOGÍA:  

En el s. I d.C., el Imperio Romano usaba términos griegos para designar las 

partes del ojo, sin distinguir terminológicamente entre córnea y esclera. Así, Cornelio 

Celso, autor latino de dicha época, expresa: “El ojo tiene dos túnicas en lo más externo 

de ellas, la más exterior la llaman los griegos keratoeidḗs (κερατοειδὴς), ... la que está 

por debajo, coroides”. Con ello, Celso usa “túnica” como sinónimo de membrana, 

debido a un calco del griego χιτών (khitōń). Así, en griego κερατοειδὴς χιτών 

significaría “membrana córnea", ya que κερατοειδής es un compuesto que significa 

“similar al cuerno”. A finales del s. I d.C., el autor griego Rufo de Efeso distingue 

terminológicamente la córnea de la esclera: “La primera de las dos membranas del ojo 

tiene dos nombres: κερατοειδής la parte del medio y que llega hasta el iris, porque se 

parece a los cuernos pulidos, y se llama blanca todo el resto” (De corporis humani 

appellationibus).(Cid Ledesma et al., 2007). 

Los documentos conservados hasta hoy indican que no se tradujo ni se calcó la 

denominación griega de córnea al latín hasta la Edad Media. El tratado en latín 

medieval donde se documenta por primera vez dicha diferenciación está muy 

influenciado por la medicina árabe, pudiendo haber llegado la palabra griega al latín 

medieval no desde el griego directamente, sino a través del árabe, donde la córnea se 

llama “al-tabaqa al-qarniyya”, es decir, “túnica del cuerno”. La primera referencia en la 

Edad Media donde se documenta el uso de la palabra córnea es en la Anatomia Porci, 

fechada entre 1110 y 1120, donde se afirma que “tunica quae est iuxta eam 

(coiunctivam) dicitur cornea”, es decir, "la membrana que está en contacto con la 

conjuntiva se denomina córnea" (Cid Ledesma et al., 2007).  
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1.3. GENERALIDADES ANATÓMICAS: 

La córnea no es un tejido homogéneo en sus medidas. Su diámetro horizontal 

mide aproximadamente 11-12 mm, midiendo el diámetro vertical 10-11 mm (American 

Academy of Ophthalmology., 2005). La región central de la córnea es prácticamente 

esférica, la cual mide 4 mm de diámetro aproximadamente, siendo su espesor menor 

(0,49-0,56 mm) que en la periferia (0,7-0,9 mm), ya que la superficie posterior de la 

córnea tiene una curvatura más pronunciada que la superficie anterior (Gordon and 

Donzis, 1985). La córnea se aplana en la periferia, no siendo el grado de aplanamiento 

simétrico ya que nasal y superiormente es mayor que en la región termporal e inferior 

(American Academy of Ophthalmology., 2006).  

 

 

1.3.1. Inervación corneal: 

La córnea es el tejido con mayor densidad de terminaciones nerviosas en el 

cuerpo humano, siendo 100 veces mayor la sensibilidad de la córnea en contraposición 

a la conjuntiva. Entre los neurotransmisores que encontramos en la córnea destacan la 

acetilcolina, catecolaminas, substancia P, el péptido relacionado con el gen de la 

calcitonina, neuropéptido Y, péptidos intestinales, galanina y encefalina-metionina 

(American Academy of Ophthalmology., 2006). La inervación sensitiva, procedente de 

la rama oftálmica (Va) del Nervio Trigémino, llega a la córnea a partir de los nervios 

ciliares largos que forma un plexo nervioso en el estroma corneal.  

Una media de 71,3 + 14,3 haces nerviosos principales entran uniformemente 

espaciados en el limbo esclerocorneal, entrando en la córnea a una distancia media de 
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293 + 106 micras de la superficie ocular, perdiendo las vainas de mielina a 1-2 mm del 

limbo esclerocorneal (FIGURA 2). Cada haz nervioso en el estroma da origen a 

sucesivas ramificaciones conformando el plexo medio estromal. Éste continúa 

ramificándose hacia la superficie, agrupándose dichas ramificaciones estromales en 

unas 20 fibras nerviosas llamadas “correas epiteliales” (epithelial leashes) cuando 

llegan al epitelio corneal. Estas se anastomosan ampliamente en la región central y 

paracentral corneal para formar un plexo denso y continuo a nivel subepitelial, el 

llamado plexo subbasal (Marfurt et al., 2010). 

El plexo subbasal forma un conjunto en vórtice (FIGURA 2), al converger las 

fibras curvilíneas subepiteliales en una suave espiral imaginaria en sentido horario, 

inferonasal al ápex corneal. Las terminaciones intraepiteliales se originan a partir de 

ramas de los nervios subepiteliales, terminando en todas las capas de células 

epiteliales. La densidad de puntos por donde los nervios penetran en la membrana de 

Bowman es mayor en la periferia que en la región central. Las terminaciones nerviosas 

de las capas de células escamosas y alares, son diversas en morfología y longitud, 

teniendo las capas suprabasales del epitelio corneal a nivel central aproximadamente 

605,8 terminaciones/mm2 (Marfurt et al., 2010, Al-Aqaba et al., 2010). 
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Figura 2: Esquema representativo de la inervación corneal. Se observan los 

nervios periféricos estromales (marrón oscuro) penetrando a través del limbo 

esclerocorneal (línea discontinua). En un plano superior aparece el plexo subbasal 

(azul), convergiendo en un punto a modo de vórtice (asterisco) en el cuadrante 

inferonasal. Modificado de (Marfurt et al., 2010). 
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1.3.2. Vascularización y nutrición corneal: 

La córnea recibe el oxígeno a partir de la película lagrimal, la vascularización 

palpebral y el humor acuoso. Para todas las células corneales, la glucosa es el sustrato 

metabólico básico. Así, la glucosa que reciben las células endoteliales proviene del 

humor acuoso, las cuales, a través de transportadores de membrana, proveen al 

estroma de glucosa. Dicha glucosa llega al epitelio mediante difusión pasiva a través 

del estroma. La película lagrimal y los vasos límbicos aportan el 10% de la glucosa 

metabolizada por la córnea (American Academy of Ophthalmology., 2005).  

La córnea es un órgano avascular. Sin embargo, ante determinadas agresiones, 

se produce una neovascularización corneal. La neovascularización superficial de la 

córnea se compone de un tejido de granulación que separa el epitelio de la membrana 

de Bowman, conformando bucles vasculares que emigran por extensión directa. La 

vascularización intersticial se compone de vasos que están orientados a modo de 

“brocha” por la orientación de las laminillas de colágeno en el estroma. Existe también 

una neovascularización profunda que penetra entre el estroma y la membrana de 

Descemet. Todo esto lleva a una alteración en la función óptica, un aumento en la 

antigenicidad corneal y un aumento en la deposición de lípidos a nivel corneal (Cogan, 

1949). 
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1.4. HISTOLOGÍA: 

La córnea humana se conforma a partir de 5 capas histológicas (FIGURA 3). La 

capa más superficial es el epitelio, debajo del cual se halla el estroma corneal, 

separadas ambas por la capa de Bowman. La capa más interna es el endotelio, 

encontrándose la membrana de Descemet entre ésta y el estroma. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Corte histológico de la córnea humana teñido con hematoxilina-eosina 

(1: Epitelio; 2: Capa de Bowman; 3: Estroma; 4: Membrana de Descemet; 5: Endotelio). 
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1.4.1. Epitelio corneal: 

La capa más superficial de la córnea se caracteriza por ser un epitelio plano 

estratificado no queratinizado, que constituye el 5% aproximadamente del espesor 

corneal (50-56 μm). Se compone de 5-7 estratos en la región central, aumentando a 8-

10 en la periferia. Conforme nos alejamos de la región basal y nos aproximamos a la 

película lagrimal, el número de organelas disminuye intracelularmente, adoptando la 

célula una forma cada vez más aplanada. Así, se distinguen varios tipos de células 

epiteliales según el estrato celular donde se encuentren (FIGURA 4) (Krachmer et al., 

2005). 

El estrato celular más superficial está formado por las células apicales, las 

cuales presentan, en su membrana apical, pliegues y microvellosidades que entran en 

contacto directo con la superficie lagrimal, donde se descaman en el proceso de 

renovación celular epitelial. En la capa intermedia del epitelio se encuentran las células 

alares, las cuales poseen prolongaciones en forma de alas, de ahí su nombre. El estrato 

epitelial más interno está constituido por las células basales o columnares; estas 

proceden de las células amplificadoras transitorias que migran desde el limbo 

esclerocorneal, siendo éstas las únicas células epiteliales que poseen actividad mitótica 

y dan origen al resto de células epiteliales, permitiendo así la renovación del epitelio 

corneal (Lavker et al., 1991, Yanoff and Fine, 2002). 

Las células epiteliales establecen entre sí múltiples uniones intercelulares 

conformando una estrecha barrera frente al medio externo. Entre estas encontramos 

desmosomas, más abundantes en las capas superficiales; uniones gap o comunicantes, 

más abundantes en las capas basales; y uniones estrechas o zónula occludens, más 



INTRODUCCIÓN   Capítulo 1  39 

 

Tesis Doctoral   Generación de córneas humanas artificiales por Ingeniería Tisular para su utilización como medicamentos de Terapias Avanzadas 

 

abundantes en las capas superficiales (Gonzalez-Andrades et al., 2009). Entre las 

células epiteliales corneales podemos encontrar otro tipo de células, sobre todo a nivel 

periférico, como son histiocitos, macrófagos, linfocitos, melanocitos y células de 

Langerhans (American Academy of Ophthalmology., 2005).   

  El epitelio corneal produce la membrana basal sobre la cual se ancla, gracias a 

los hemidesmosomas sintetizados por las células basales (FIGURA 5). La membrana 

basal mide 75 nm de espesor, aproximadamente, dividiéndose en dos según la 

apariencia observada en la microscopía electrónica: lámina lúcida anterior (25 nm) y 

lámina densa posterior (50 nm). Su composición se basa en distintas proteínas entre 

las que encontramos: colágeno tipo IV y laminina (Krachmer et al., 2005). 

 

 

1.4.2. Capa de Bowman: 

Justo inferior a la membrana basal epitelial se halla una capa acelular de 8 a 14 

μm de espesor, compuesta por fibras de colágeno entrelazadas entre sí sin orden 

alguno. Considerada una modificación del estroma corneal, cualquier daño infligido 

sobre la capa de Bowman generará un fenómeno de cicatrización (Lagali et al., 2009).  
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Figura 4: Gráfico representativo de la estructura corneal (MET y MEB: 

microscopía electrónica de transmisión y barrido, respectivamente). Modificado de 

(Leibowitz and Waring, 1998) y (Muller et al., 1995). 
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1.4.3. Estroma: 

El estroma corneal constituye el 90% del grosor corneal humano. En su mayor 

parte, está formado por fibras de colágeno de tipo I y V, entrelazándose entre estas 

colágeno tipo VI. Estas se agrupan entre sí formando laminillas que se disponen de una 

forma orientada, oblicuamente en el tercio anterior estromal y paralelamente en los 

dos tercios más profundos, estando separadas unas de otras por una distancia fija, en 

gran parte gracias a los proteoglicanos dermatán y queratán sulfato. Esta disposición 

específicamente orientada confieren a la córnea su transparencia y su resistencia 

(Ruberti and Zieske, 2008, Quantock and Young, 2008). 

Entre las láminillas de cólageno se insertan los queratocitos, los cuales ocupan 

alrededor de un 5% del volumen estromal. Su densidad no es homogénea ya que 

decrece conforme nos acercamos a la región más posterior del estroma (de 1058 

células/mm2 en la región anterior, a 771 células/mm2en la región posterior), 

presentando además una disposición en espiral de anterior a posterior a través de las 

láminas de colágeno (Muller et al., 1995). Sintetizan gran parte de los elementos 

estructurales del estroma corneal y su morfología plana y estrellada les confiere una 

gran superficie, creando puentes de comunicación a través de uniones gap y 

fenestraciones que presentan en su membrana, creando interconexiones entre ellos 

mismos a través de las lamelas de colágeno (FIGURA 4) (Leibowitz and Waring, 1998). 
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1.4.4. Membrana de Descemet: 

La membrana basal del endotelio corneal y sintetizada por éste, la membrana de 

Descemet, se establece como la estructura que separa el endotelio del estroma corneal. 

Su espesor aumenta con la edad, pasando de 3-4 μm en el nacimiento a 10-12 μm en el 

adulto. Está compuesta fundamentalmente de colágeno tipo IV y tipo VIII, laminina y 

fibronectina, pudiendo diferenciarse dos regiones, una anterior estriada desarrollada en 

la vida fetal y otra posterior no estriada desarrollada a lo largo de la vida (Beuerman and 

Pedroza, 1996). 

 

 

1.4.5. Endotelio corneal: 

El endotelio corneal es un epitelio plano simple de 5 μm de espesor 

aproximadamente, que está en contacto con el humor acuoso. Existen alrededor de 

3000-3500 células/mm2 cuya disposición en mosaico es característica, al poseer la 

célula del endotelio corneal una morfología hexagonal (FIGURA 4) (Beuerman and 

Pedroza, 1996, Srinivas, 2010). Su metabolismo y funcionalidad es máxima en relación 

con el intercambio de iones y líquidos mediante mecanismos de transporte activo 

entre el estroma corneal y la cámara anterior donde se halla el humor acuoso. Así se 

asegura la transparencia corneal, evitando la edematización del estroma (Srinivas, 

2010, Mergler and Pleyer, 2007). 

El número de células endoteliales disminuye progresivamente con la edad, ya 

que la actividad mitótica de las células endoteliales es mínima. Dicha pérdida celular se 

compensa en cierta medida gracias a un fenómeno de polimegatismo y pleomorfismo 
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mediante el cual, la célula aumento de tamaño y cambia su forma (Lass et al., 2005, 

Krachmer et al., 2005, Schroeter and Rieck, 2009). Algunos autores han demostrado 

que el endotelio corneal tiene cierta capacidad regenerativa. Así, se ha descrito la 

capacidad mitótica de éste en individuos jóvenes, junto con la posibilidad de la 

regeneración del mismo a partir de células del limbo y de células endoteliales adultas 

manipuladas genéticamente (Joyce and Harris, 2010, Engler et al., 2009). 
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1.5. EL LIMBO ESCLEROCORNEAL: 

El limbo esclerocorneal es una estructura que juega un papel fundamental en la 

fisiología del polo anterior del globo ocular. Se enmarca como la zona de transición 

entre la córnea y la esclera, distinguiéndose como una línea grisácea de unos 2 mm de 

anchura entre ambas. Entre las funciones del limbo esclerocorneal destacan la nutrición 

de la córnea periférica, actuar como reservorio de células madre del epitelio corneal y, 

por tanto, permitir la regeneración y mantenimiento de este epitelio; además participa 

en la inmunovigilancia y en respuestas de hipersensibilidad, así como en la función de 

barrera que impide que el tejido conjuntival alcance la córnea (Li et al., 2007).  

Las células madre epiteliales limbares (LESC, del inglés, “limbal epithelial stem 

cells”) se cree que residen en la capa basal del epitelio limbal, el cual se encuentra entre 

el epitelio corneal y conjuntival, siendo de un espesor algo mayor que el epitelio 

corneal. El estroma corneal pierde aquí su transparencia, y sus láminas pierden su 

disposición ordenada, las fibras de colágeno aumentan de tamaño y su disposición es 

más parecida a las de la esclera (Chen et al., 2004). 

Las LESC no están distribuidas uniformemente por el limbo humano, ya que se 

concentran a nivel superior e inferior del limbo esclerocorneal. El epitelio basal del 

limbo conforma una serie de ondulaciones llamadas empalizadas de Vogt. Dichas 

ondulaciones emiten proyecciones epiteliales, llamadas crestas epiteliales, en el 

estroma subyacente donde las arterias epiesclerales proporcionan el suministro de 

sangre a estas, crítica en el suministro de nutrientes y oxígeno. Este microambiente, 

representado por las empalizadas y las criptas, genera un nicho ambiental 

especializado para el mantenimiento de un estado indiferenciado celular, para 
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controlar su proliferación y para guiar el compromiso de su progenie a determinados 

linajes celulares (Notara and Daniels, 2008). 

Las LESC tienen una capacidad ilimitada para la auto-renovación y exhiben una baja 

actividad mitótica. Una vez que comienza la diferenciación de estas, es irreversible y se 

produce por amplificación transiente. Las células de amplificación transiente son 

capaces de realizar un número finito de divisiones celulares, migrando 

centrípetamente, pudiéndose encontrar así en el epitelio basal del limbo y la córnea 

periférica. Las células de amplificación transiente se diferencian en células 

postmitóticas del epitelio corneal suprabasal, las cuales darán lugar a las células 

diferenciadas terminales del epitelio corneal superficial (Vemuganti et al., 2009).  

 

 

 

Figura 5: Gráfico representativo de la diferenciación de las LESC. Modificado de 

(Notara and Daniels, 2008). 
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2. FUNCIONES DE LA CÓRNEA: 

 

2.1. BARRERA FRENTE AL MEDIO EXTERNO: 

La córnea establece una barrera de protección frente al medio externo al separar 

físicamente éste de las estructuras más internas del globo ocular. Gracias a la gran 

cohesión de las distintas capas histológicas que componen la córnea, y la íntima 

relación que establece ésta con los anejos oculares, principalmente la conjuntiva, el 

aparato lagrimal y los párpados, se establece un eficaz sistema protector y de soporte 

para el globo ocular (Krachmer et al., 2005). 
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2.2. EL DIOPTRIO CORNEAL. MECANISMOS DE TRANSPARENCIA:  

 

2.2.1. El dioptrio corneal 

La córnea permite la refracción y la transmisión de la luz a su través gracias a la 

gran regularidad y uniformidad de su arquitectura, asociándose además la 

avascularización de la misma. Todo esto confiere a la córnea una de sus propiedades 

más importantes: su transparencia. Además la córnea se caracteriza por su gran 

capacidad refractiva, actuando como una lente convergente de 42 dioptrías. Con ello, 

la córnea justifica un 70% del poder de refracción total del ojo (American Academy of 

Ophthalmology., 2006). 

 

 

2.2.2. Teoría de la transparencia 

Las mayores fuentes de dispersión de la luz en la córnea son la capa más 

superficial del epitelio corneal y el endotelio corneal ya que determinan la interfase 

con la película lagrima y el humor acuoso, respectivamente, que tienen un índice de 

refracción (IR = 1.00) mucho menor que las células (IR = 1.3). En el estroma corneal la 

dispersión de la luz sólo se da en el núcleo de los queratocitos, sin afectarse la luz al 

pasar por el citoplasma de la célula (Jester, 2008).  

Teniendo en cuenta que el estroma está compuesto de colágeno, agua, 

proteoglicanos y glucosaminoglicanos, los cuales tienen índices de refracción que van 

de 1.47 a 1.35, el estroma corneal debería de ser opaco como es la dermis o la esclera. 

Sin embargo, gracias a la organización de las fibras de colágeno anteriormente 
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comentada, junto con su pequeño tamaño (32 nm) y el espacio uniforme entre estas 

(64 nm) conforman una estructura perfecta que guía la luz a su través sin dispersarla 

(Maurice, 1957). 

Aplicando la teoría de Later, Goldman y Benedek, (Goldman and Benedek, 1967, 

Benedek, 1971) encontramos que al ser la distancia de las estructuras dispersantes (en 

este caso, las fibras de colágeno) menor o igual a la mitad de la longitud de onda de la 

luz visible (400-700 nm), el medio ha de ser transparente. Sin embargo, cuando el 

índice de refracción fluctúa en distancias mayores a la mitad de la longitud de onda, o 

200 nm, la dispersión de la luz aumenta y es detectable. 

Estas teorías se pueden aplicar a las células, especialmente al epitelio corneal y a 

los queratocitos. Las células contienen una serie de organelas y otros elementos que 

son estructuras potencialmente capaces de dispersar la luz dentro de las mismas 

(Moller-Pedersen, 2004). Además, los queratocitos están inmersos en una matriz de 

colágeno separando las fibrillas de colágeno en torno a 200 a 600 nm (distancia igual al 

grosor de dichas células), lo que conllevaría la máxima dispersión en la intefase creada 

entre las lamelas de colágeno. Aún cuando todo indica que la dispersión de la luz en la 

córnea debería ser significativa, encontramos que el epitelio y los queratocitos 

(exceptuando el núcleo) han conseguido minimizar las fluctuaciones en el índice de 

refracción consiguiendo así una disminución de dicha dispersión y volverse así 

transparentes.  
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2.2.3. Cristalinas corneales expresadas en queratocitos 

La córnea ha desarrollado un mecanismo para aumentar la transparencia y 

minimizar las fluctuaciones en el índice de refracción al expresar una serie de proteínas 

hidrosolubles llamadas cristalinas. Estas controlan los cambios que acontecen en torno 

al citoplasma de la célula tanto en los queratocitos como en las células epiteliales 

corneales (Jester, 2008). El patrón de expresión de las cristalinas entre ambas 

poblaciones celulares es muy similar, encontrando mínimas diferencias que se podrían 

explicar por el distinto origen embriológico de las mismas.  

Además, existe una especificidad de especie en el patrón de expresión de las 

cristalinas. Los queratocitos de los mamíferos expresan abundante ALDH3A1/1A1 al 

igual que el epitelio corneal. Así, los queratocitos aislados de córneas de cerdo 

muestran una gran expresión de ALDH3A1/1A1, representando el 55% del total de 

cristalinas expresadas. Este gen sin embargo no se expresa en queratocitos de pollo. 

Los queratocitos de conejo expresan grandes cantidades de TKT y ALDH1A1/η-

crystalina, conformando un 14% y un 12.7% respectivamente del total de cristalinas 

expresadas. Las células epiteliales corneales de conejo expresan predominantemente 

láctico deshidrogenasa/ε-cristalina (14.7%) y a menores niveles TKT (7.5%), G3PDH/π-

cristalina (6.9%), y α-enolasa/τ-cristalina (4.5%) (Jester et al., 2005). 

 

 

 

 



50  Capítulo 1  INTRODUCCIÓN 

 

Tesis Doctoral   Generación de córneas humanas artificiales por Ingeniería Tisular para su utilización como medicamentos de Terapias Avanzadas 

 

2.2.4. Opacificación corneal, dispersión celular de la luz y la expresión corneal de 

cristalinas  

Una agresión hacia la córnea, particularmente al estroma, con frecuencia 

promueve una activación de los queratocitos. Posteriormente, estos migrarán y se 

diferenciarán hacia fibroblastos y miofibroblastos, los cuales participarán en la 

respuesta a dicha agresión creando una zona de fibrosis a ese nivel. Esta reacción 

fibrótica provocará opacificación corneal y pérdida focal de la transparencia (Jester et 

al., 1999). 

Durante años, el desarrollo de fibrosis y la posterior opacificación corneal se ha 

explicado mediante el depósito anormal de colágeno y proteoglicanos por parte de los 

fibroblastos y miofibroblastos tras la lesión. Normalmente, los queratocitos sintetizan 

colágeno tipo I y tipo V conjuntamente con proteoglicanos como el keratan sulfato 

(KSPG). Ninguna otra célula expresa KSPG, jugando un papel primordial para la 

formación de haces de colágeno en el estroma con un tamaño y espacio entre las 

mismas adecuado (Funderburgh, 2000). Por otra parte, los queratocitos que se 

diferencian a fibroblastos y miofibroblastos pierden la capacidad de sintetizar KSPG y 

en su lugar expresan condroitin sulfato (CSPG) conjuntamente con colágeno de tipo I y 

III (Hassell et al., 1983, Cintron et al., 1988).  

La dispersión celular de la luz se puede observar tanto en la opacificación 

corneal como en agresiones corneales más leves que no conllevan opacificación 

corneal pero sí una migración de fibroblastos sin la presencia de miofibroblastos 

(Moller-Pedersen et al., 1998). Curiosamente, la dispersión de la luz y la opacificación 

corneal desaparecen conforme los fibroblastos se vuelven a diferenciar en 
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queratocitos tras repoblar el estroma corneal. Este mecanismo de reparación acontece 

cuando se produce una congelación localizada de la córnea donde los fibroblastos 

migran y muestran un patrón de expresión caracterizado por la pérdida de expresión 

de ALDH1A1 y una disminución de TKT (Jester et al., 1999).  

En humanos, se ha comprobado que las células estromales aisladas de córneas 

opacificadas o fibróticas tras un rechazo en un transplante corneal o una cicatrización 

tras una agresión corneal, cambian el patrón de expresión siendo positivas para Thy-1 

o α-actina de músculo liso, no expresando ALDH3A1 (Pei et al., 2006). 

 

 

2.2.5. Desarrollo de la transparencia y la expresión de cristalinas corneales 

La córnea de la mayoría de los mamíferos es translúcida en el momento del 

nacimiento y sólo comienza a desarrollar la transparencia característica de ésta tras la 

apertura palpebral (Smelser and Ozanics, 1956, Zinn and Mockel-Pohl, 1975), cuando 

disminuye la dispersión de la luz por parte de las células estromales y empieza a 

limitarse al núcleo de los queratocitos (Jester et al., 2007). 

Además, la disminución de la dispersión de la luz muestra una fuerte 

correlación con la disminución de la densidad celular, aunque el nivel de dispersión a 

nivel de una sola célula se mantiene constante hasta la apertura palpebral. La caída en 

el nivel de dispersión celular de la luz se asocia con dos importantes eventos a nivel 

celular: la salida del ciclo celular por parte de los queratocitos y el incremento en la 

expresión de ALDH1A1 tras la apertura palpebral. Estos datos coinciden con algunos 
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estudios en animales donde se observa un aumento en la expresión de TKT y ALDH3A1 

tras la apertura palpebral (Sax et al., 2000, Downes and Holmes, 1992). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



INTRODUCCIÓN   Capítulo 1  53 

 

Tesis Doctoral   Generación de córneas humanas artificiales por Ingeniería Tisular para su utilización como medicamentos de Terapias Avanzadas 

 

3. PATOLOGÍA CORNEAL Y SU TRATAMIENTO: 

 

3.1. EPIDEMIOLOGÍA DE LA PATOLOGÍA CORNEAL. LA CEGUERA CORNEAL. 

La patología corneal es una de las mayores causas de ceguera en el mundo, sólo 

superada por la catarata; aún así, hasta el 90% de los casos de ceguera es 

consecuencia directa de la patología corneal en algunas zonas de África (Schwartz et 

al., 1997). La complejidad epidemiológica de la ceguera corneal se debe en parte a la 

gran variedad de oftalmopatías infecciosas e inflamatorias que acaban causando 

cicatrización corneal, la cual finalmente conduce a la ceguera funcional. Así, 

actualmente se calculan cerca de 4,9 millones de personas que sufren ceguera debido 

al tracoma, en su mayoría por un proceso de cicatrización y vascularización corneal. 

Los traumatismos oculares y la ulceración corneal también son causas importantes de 

ceguera corneal a nivel mundial ya que pueden dar lugar a 1,5-2,0 millones de casos 

nuevos de ceguera monocular cada año (Whitcher et al., 2001).  

En relación con la ceguera infantil corneal, aproximadamente 1,5 millones en 

todo el mundo la padecen, teniendo en cuenta que 5 millones de personas sufren 

discapacidad visual (Hornby et al., 1999). Entre las causas más importantes de la 

misma encontramos la xeroftalmía (350000 casos anuales), la oftalmía del recién 

nacido, las infecciones por el virus herpes simplex y la queratoconjuntivitis vernal. Hay 

que tener en cuenta también, que enfermedades como la oncocercosis y la lepra, 

erradicadas en occidente, son todavía una causa fundamental de ceguera, afectando a 

más de 500000 personas. Además, las medicinas tradicionales en relación con las 
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oftalmopatías han constituido un factor de riesgo primordial en relación con la actual 

epidemia de ulceración corneal en los países en desarrollo (Whitcher et al., 2001).  

En la gran mayoría de casos de ceguera corneal, el tratamiento idóneo sería un 

trasplante de córnea. Sin embargo, las infraestructuras que requiere éste, junto con la 

necesidad de un control exhaustivo de los pacientes para evitar posibles 

complicaciones, hacen que los programas preventivos de salud pública constituyan la 

opción más eficaz en relación al costo para reducir la carga mundial de ceguera 

corneal. En los países desarrollados, las patologías corneales severas suelen ser 

abordadas mediante otros procedimientos terapéuticos, como el trasplante corneal, 

que conllevan grandes costes humanos y materiales.  
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3.2. APROXIMACIONES TERAPÉUTICAS A LA PATOLOGÍA CORNEAL SEVERA. 

Existe un gran número de patologías que pueden afectar a la córnea. La mayoría de 

ellas son susceptibles de tratamiento médico gracias a la capacidad regenerativa de la 

córnea. Sin embargo, en muchos casos la agresión a los tejidos corneales crea un daño 

permanente sobre estos, necesitando una sustitución tisular que cumpla las funciones 

ópticas y de barrera de la córnea sana, para evitar así la pérdida de visión y la posible 

pérdida del globo ocular. Además, en aquellas patologías donde la desestructuración 

tisular es máxima y existe la posibilidad de perforación ocular, es necesario aplicar 

tratamientos que satisfagan la función de barrera, obviando casi en su totalidad la 

función óptica. 

 

3.2.1. Queratoplastias 

La queratoplastia o trasplante corneal es la técnica más utilizada por sus buenos 

resultados y la gran experiencia que se tiene sobre la misma. Sin embargo, ésta implica 

dos grandes inconvenientes: la escasez de donantes y la posibilidad de rechazo del 

injerto (Klebe et al., 2009). Existen distintos tipos de queratoplastias en función del 

espesor corneal del injerto trasplantado. Así, las queratoplastias penetrantes consisten 

en la implantación de un segmento corneal de espesor completo, que proviene de un 

donante cadáver (aloinjerto). En las queratoplastias lamelares se reemplaza 

únicamente el tejido corneal dañado por tejido corneal de donante cadáver, dejando 

intacto el tejido sano (Baddon et al., 2010, Price and Price, 2008).  
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Queratoplastia penetrante Queratoplastia lamelar 

Edema corneal 
fáquico/pseudofáquico 

Distrofias y degeneraciones epitelioestromales 

Distrofias/degeneraciones 
corneales 

Cicatriz superficial corneal 

Reinjerto Pterygium múltiple recurrente 

Queratitis (ulcerativa) 
infecciosa/no infecciosa 

Adelgazamiento corneal 

Trauma mecánico Tumores superficiales corneales 

Opacidad congénita Lesiones congénitas 

Causticaciones Perforaciones corneales que no son susceptibles de 
ser resuturadas o que ocurren en paciente con 
enfermedad superficial ocular (pe. queratitis sicca) 

Óptica o refractiva Infecciones específicas (pe. acanthamoeba) 

 

Tabla 1: Principales indicaciones para la realización de queratoplastia 

penetrante o lamelar.  

 

Existen queratoplastias lamelares anteriores donde el tejido sustituido es el 

epitelio y el estroma en mayor o menor medida, y las queratoplastias lamelares 

posteriores o queratoplastias endoteliales donde se sustituye el endotelio corneal y la 

membrana de Descemet (Dapena et al., 2009). En relación con las queratoplastias 

lamelares anteriores, encontramos distintos subtipos según la profundidad alcanzada, 

llegando a la queratoplastia lamelar anterior profunda (DALK, del inglés “Deep Anterior 

Lamellar Keratoplasty”), donde se sustituye todo el tejido estromal respetando la 

membrana de Descemet y el endotelio (Sugita and Kondo, 1997). Las indicaciones 

principales de cada una de ellas se reflejan en la tabla 1. 
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3.2.2. Membrana amniótica y recubrimiento conjuntival 

La membrana amniótica (MA) se ha utilizado en distintas disciplinas médicas 

con el fin de regenerar tejidos diversos (Niknejad et al., 2008). La membrana amniótica 

se compone de cinco capas: epitelio, membrana basal y tres capas mesenquimatosas 

(capa esponjosa, capa de fibroblastos y capa compacta). Según la orientación de la 

membrana amniótica a la hora de implantarla sobre la córnea afecta, podemos 

distinguir entre injerto o recubrimiento, aumentando así las indicaciones de la misma 

(TABLA 2) (Gomes et al., 2005). 

En aquellos casos donde se usa como injerto, se orienta la cara epitelial hacia 

arriba y se coloca en el interior del lecho ulceroso o defecto estromal, para favorecer el 

crecimiento del epitelio corneal sobre la membrana basal de la MA (Nubile et al., 

2008). Cuando la MA se utiliza como recubrimiento, con el fin de reducir el proceso 

inflamatorio, favorecer la regeneración epitelial corneal y disminuir el proceso de 

cicatrización bajo la membrana, es necesario recubrir la superficie corneal con el 

fragmento de MA, generalmente con la cara epitelial hacia el exterior, sobrepasando 

los márgenes del defecto epitelial, a modo de lente de contacto terapéutica temporal 

que se reabsorberá en 3-4 semanas, tras haber cumplido su función antiinflamatoria y 

de barrera mecánica (Azuara-Blanco et al., 1999). La MA también se puede utilizar a 

modo de multicapa, para tratar úlceras profundas o perforaciones de pequeño tamaño 

(Prabhasawat et al., 2001). La membrana amniótica también se ha utilizado como 

sustrato para el cultivo de las células germinales epiteliales del limbo esclerocorneal 

(Mariappan et al., 2010).  
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Otro procedimiento terapéutico que busca la creación de una barrera mecánica 

a nivel corneal es el recubrimiento conjuntival. La técnica se realiza disecando una 

porción de conjuntiva próxima al lugar de la lesión corneal, la cual será cubierta con 

dicha conjuntiva disecada tras suturar ésta (Arruga, 1963). Su uso ha decrecido gracias 

al empleo de nuevos agentes antimicrobianos, al aumento de las indicaciones de 

queratoplastias penetrantes, el uso de lentes terapeúticas y la mejora en los 

tratamientos de enfermedades corneales inflamatorias (Khodadoust and Quinter, 

2003). Sin embargo, la realización de un recubrimiento conjuntival aún tiene una serie 

de indicaciones en las que conservar la función óptica no es una prioridad (TABLA 2) 

(Lim et al., 2009a).  

  

Recubrimiento conjuntival Membrana amniótica 

Ulceración crónica estéril epitelial y estromal: 
queratitis herpética por virus del herpes simple, 
causticaciones y quemaduras, queratoconjuntivitis 
sicca, ulceras postinfecciosas, queratopatía 
neurotrófica 

Defectos epiteliales corneales 
persistentes ulcerados 

Heridas corneales cerradas pero inestables Insuficiencia límbica parcial 

Queratopatía bullosa dolorosa en un paciente que no 
es buen candidato para realización de queratoplastia 
penetrante 

Causticaciones/quemadura 
térmica 

Ojo ptísico para prótesis Queratopatía bullosa dolorosa 

Perforación corneal Síndrome de Stevens-
Johnson/Lyell 

Otras Queratopatia en banda 

 

Tabla 2: Principales indicaciones para la realización de un recubrimiento 

conjuntival o plastia con membrana amniótica.  
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3.2.3. Queratoprótesis 

Las queratoprótesis se basan en la implantación de sustitutos corneales 

artificiales no biológicos. Constan de una zona óptica central fabricada con diversos 

materiales como cristal, PMMA (polimetilmetacrilato), silicona o diversos geles como 

el PHEMA (poli[2-hidroxietilmetacrilato]) y una zona periférica compuesta por un 

material biológico (diente y hueso alveolar circundante o tibia) o biocompatible (PTFE 

[politetrafuoruro expandido], Dacron, PHEMA…) que permite la migración celular 

desde el huésped hacia la prótesis para contribuir al anclaje de ésta (Gomaa et al., 

2010).  

Se suelen indicar en casos de cicatrización corneal severa bilateral complicada 

por patología de la superficie ocular como, por ejemplo, conjuntivalización secundaria 

a insuficiencia limbar u ojo seco severo, o en casos con mala respuesta a la 

queratoplastia penetrante, como rechazos repetidos del injerto (TABLA 3). Existen 

distintos tipos como la osteo-odonto queratoprótesis, osteo-queratoprótesis con tibia 

o queratoprótesis de Boston Tipo I (Liu et al., 2008). Suelen ser el último recurso, 

teniendo que cumplir diversos requisitos para su implantación (FIGURA 6). 
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Queratoprótesis  

Cicatrización corneal severa bilateral complicada por patología de la superficie ocular 
(conjuntivalización secundaria a insuficiencia limbar, ojo seco severo, fallo de injerto...) 
 

Causticaciones/quemadura térmica 

Pemfigoide ocular cicatricial 

Síndrome de Stevens-Johnson/Lyell  

Tracoma cicatricial ocular 

 

Tabla 3: Principales indicaciones para el uso de queratoprótesis.  

 

 

 

 

Figura 6: Requesitos para la implantación de la queratoprótesis BostonKpro.  
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3.2.4. El limbo esclerocorneal como fuente de tratamientos regenerativos corneales 

El limbo esclerocorneal es una fuente primordial de células madre en relación con 

distintos procedimientos terapéuticos para resolver en su mayoría enfermedades que 

causan una deficiencia limbal de células madre (LSCD, del inglés “limbal stem cell 

deficiency”) (Lim et al., 2009b). Dicha deficiencia limbal se ha definido como la 

destrucción o la disfunción de las células madre que contiene el epitelio límbico debido 

a diversas causas (TABLA 4) (Vemuganti et al., 2009). Esto conlleva un fracaso de la 

regeneración del epitelio corneal, con la consiguiente re-epitelización por parte de las 

células epiteliales conjuntivales, asociado a un proceso de inflamación crónica, 

cicatrización estromal, neovascularización y defectos epiteliales persistentes (DEP) 

(Notara et al., 2010). La LSCD puede clasificarse como parcial o total, teniendo en 

cuenta que en la deficiencia parcial existe un déficit de LSC en una región localizada del 

limbo dando lugar a conjuntivalización sectorial, frente al LSCD completa donde existe 

una disfunción o destrucción de toda la población de LSC causando la 

conjuntivalización de toda la córnea (Vemuganti et al., 2009, Notara and Daniels, 

2008). 
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Pérdida destructiva de las LSCs Disfunción del nicho limbal 

Quemaduras químicas o térmicas Aniridia/ coloboma del iris 

Enfermedad de Steven Johnson  Déficit endocrinos múltiples 

Múltiples cirugías o crioterapias 
sobre el limbo (iatrogenia) 

Limbitis crónica o inflamación 
periférica/enfermedades ulcerativas 

Queratopatía inducida por lentes de 
contacto 

Queratopatía neurotrófica (neuronal o 
isquémica) 

Queratitis infecciosa severa Pterygium o pseudopterygium 

Uso de citostáticos (5FU, MMC) Queratopatía bullosa crónica 

Irradiación Idiopática 

 

Tabla 4: Clasificación de las patologías corneales causantes de la deficiencia 

limbar según su causa.  

 

 

El tratamiento definitivo de la LSCD es el trasplante de limbo usando auto o 

aloinjertos limbares. En casos unilaterales con LSCD completa, se aconseja utilizar un 

autoinjerto limbal. De forma experimental, algunos grupos realizan el trasplante de 

LSC cultivadas ex vivo procedentes del otro ojo (Miri et al., 2010, Notara and Daniels, 

2008). En los casos de LSCD completa bilateral o unilateral en pacientes con un solo 

ojo, la única opción de tratamiento es la realización de un aloinjerto limbal de donante 

cadáver o de un familiar vivo, el cual se puede cultivar ex vivo para implantar las LSC 

cultivadas (Miri et al., 2010), o el trasplante de células madre de otras localizaciones 

como la mucosa oral (Nishida et al., 2004b), considerándose estas técnicas de carácter 
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experimental. En LSCD parciales, un fragmento de tejido del limbo del ojo sano puede 

cultivarse y posteriormente trasplantarse a la zona de epitelio enfermo. Otra técnica 

descrita es la translocación de tejido limbal ipsilateral sano al área afecta por el LSCD. 

En relación con el cultivo ex vivo de LSCs para la obtención de células limbares 

epiteliales, hemos de tener en cuenta los distintos sustratos sobre los cuales realizar 

dicho cultivo para poder, posteriormente, realizar el trasplante de estos sobre la 

córnea afecta (TABLA 5) (Vemuganti et al., 2009). Todas estas técnicas en las que se 

combinan células limbares sobre cualquier estrato se consideran medicamentos de 

Terapias Avanzadas de Ingeniería Tisular y en los casos en que se están aplicando en 

pacientes constituyen terapias todavía experimentales. 

 

 

 

Sustrato usado Grupo Año Aplicación 

Membrana amniótica humana 

(Schwab et al., 2000) 2000 Clínica 

(Tsai et al., 2000) 2000 Clínica 

(Sangwan et al., 2003) 2003 Clínica 

(Wang et al., 2003) 2003 Investigación 

(Sangwan et al., 2006) 2006 Clínica 

(Schwab et al., 2000) 1999 Clínica 

(Tsai et al., 2000) 2000 Clínica 

(Pauklin et al., 2010) 2010 Clínica 

(Thanos et al., 2010) 2010 Clínica 

(Kolli et al., 2010) 2010 Clínica 
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Sustrato usado Grupo Año Aplicación 

Fibrina 

(Pellegrini et al., 1997) 1999 Clínica 

(Talbot et al., 2006) 2006 Investigación 

(Rama et al., 2010) 2010 Clínica 

Estroma corneal (Espana et al., 2003) 2003 Investigación 

Lentes de contacto 

(Pellegrini et al., 1997) 1997 Clínica 

(Di Girolamo et al., 
2007) 

2007 Investigación 

Insertos porosos para cultivo celular (Koizumi et al., 2002) 2002 Investigación 

Superficies recubiertas por distintos 
compuestos (laminina, fibronectina, 
colágeno IV) 

(Nakagawa et al., 
1990) 

1990 Investigación 

(Schwab et al., 2000) 2000 Clínica 

(Li et al., 2005) 2005 Investigación 

Geles de poli (N-isopropilacrilamida) 
con respuesta a los cambios de 
temperatura 

(Nishida et al., 2004a) 2004 Investigación 

(Sitalakshmi et al., 
2009) 

2009 Investigación 

(Sudha et al., 2006) 2006 Investigación 

Myogel (Francis et al., 2009) 2009 Investigación 

Matrices artificiales de colágeno (Dravida et al., 2008) 2008 Investigación 

 

 

Tabla 5: Distintos sustratos usados por varios grupos para el cultivo de células 

limbares epiteliales. 
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4. GENERACIÓN DE CÓRNEAS ARTIFICIALES: EL IMPACTO DE LA 

INGENIERÍA TISULAR 

 

Los procedimientos terapéuticos hoy día aplicados a la patología corneal 

severa, descritos anteriormente, buscan la restauración funcional corneal tanto a nivel 

óptico como de barrera. Sin embargo, en la mayoría de casos, la restauración visual 

completa y mantenida a lo largo del tiempo se convierte en un objetivo difícil de 

alcanzar debido a todas las complicaciones que implican dichos tratamientos en 

relación con la integridad en los tejidos del receptor y la tolerabilidad inmunológica. 

Además, siempre se ha de conservar la función de barrera con el fin de mantener la 

integridad del globo ocular, intentado restablecer posteriormente la función óptica si 

fuera necesario.  

Todos los inconvenientes que pueden conllevar dichos tratamientos, junto con 

la escasez de donantes y en cierta medida, la difícil accesibilidad que muchos de ellos 

implican, marcan la necesidad de paliar dichas deficiencias generando un sustituto 

corneal humano mediante técnicas de Ingeniería Tisular, área científica 

multidisciplinaria cuyo objetivo es la construcción de tejidos biológicos artificiales y la 

utilización, con fines médicos, de los mismos para restaurar, sustituir o incrementar las 

actividades funcionales de tejidos y órganos enfermos (Campos, 2004). 

Se han establecido distintas características que idealmente deben de cumplir 

los sustitutos corneales creados por Ingeniería Tisular (Shah et al., 2008): 
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• El constructo debe permanecer estable en el ojo receptor durante largos 

períodos de tiempo, y no debe actuar como un estímulo inflamatorio o 

inmunológico. 

• La óptica central debe ser transparente y formar una imagen de alta calidad 

sobre la retina.  

• El componente estromal debe permitir el crecimiento en su interior de los 

queratocitos estromales, la producción y el depósito de matriz extracelular 

y estar permanentemente fijo.  

• Los constructos deben ser anclados mediante la colonización de 

queratocitos y depósito de proteínas en la interfase para desarrollar 

suficiente fuerza de tensión, que mantenga el constructo en su sitio. Así 

mismo, deben tener suficiente fuerza y resistencia para poder ser suturados 

y evitar así la extrusión. 

• El componente periférico debe permitir el paso de nutrientes a su través. 

• La superficie anterior debe estar cubierta por epitelio corneal que sea capaz 

de repararse ante una agresión externa.  

• La superficie posterior no debe ser atacada por células o proteínas, esto es, 

no debe ser susceptible a la degradación enzimática ni al rechazo 

inmunológico. 

• El constructo debe estimular la inervación del mismo, permitiendo el 

avance y crecimiento de las terminaciones nerviosas hasta el epitelio 

corneal. 
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• El constructo no ha de promover la neovascularización, evitando así el 

crecimiento anómalo de vasos en su interior.  

• El constructo corneal debe permitir que las células se adhieran, proliferen y 

migren a través del mismo.  

 

Para conseguir todo esto, se han creado distintas aproximaciones por diversos 

grupos que trabajan en la Ingeniería Tisular de la córnea. Por un lado, aquellos que 

aplican el concepto clásico y más utilizado de la Ingeniería Tisular, basado en la 

elaboración de constructos a partir de distintos biomateriales como componentes 

elementales de la matriz extracelular sobre la cual crezcan y se diferencien las células. 

Por otro lado, aquellos que han adaptado un concepto emergente en la Ingeniería 

Tisular, ya aplicado en la creación de otros tejidos, basado en la utilización de matrices 

ya creadas por la naturaleza para dicha función, es decir, la utilización de estromas 

corneales animales a los cuales se extraen sus células (descelularización) para poder 

insertar las células humanas de interés (recelularización). Por último, el concepto a 

aplicar en la Ingeniería Tisular de la córnea y que aún nadie ha desarrollado, es la 

aproximación ontogénica basada en el desarrollo embriológico corneal, intentado 

desarrollar un primordio corneal que una vez implantado, desarrollase una córnea 

adulta.  
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4.1. INGENIERÍA TISULAR MEDIANTE LA ELABORACIÓN DE CONSTRUCTOS 

La mayoría de investigadores dedicados a la generación de un sustituto corneal 

han aplicado el concepto de la Ingeniería Tisular clásica en su diseño y desarrollo. La 

conjunción de los distintos elementos básicos que pueden conformar una matriz 

extracelular corneal, da cierta libertad al investigador para modificar en cierta medida 

la composición de ésta de manera artificial, pudiendo así intensificar determinadas 

propiedades que considere más necesarias en su modelo. Además, la introducción e 

integración de las células con dicha matriz creada desde cero en el laboratorio se 

establece como un proceso simplificado al convertirse el componente celular en un 

elemento más dentro de esa amalgama tisular creada in vitro.  

En relación con el concepto de Ingeniería Tisular clásica, el proceso utilizado ha 

consistido en elaborar de forma separada los distintos componentes del tejido artificial 

a construir procediendo con posterioridad al ensamblaje de dichos componentes. Así, 

se han desarrollado distintos protocolos donde se han generado parte de los 

elementos estructurales de una córnea completa, empezando la mayoría por la 

elaboración de un estroma acelular (Duan et al., 2006). Con posterioridad, se 

desarrolla el protocolo para crear dicho estroma introduciéndo queratocitos corneales 

en el mismo durante el proceso de fabricación. Una vez caracterizado éste, en la 

mayoría de casos, tanto in vitro como in vivo, se prosigue hacia la siguiente etapa para 

generar un sustituto corneal, añadiendo el componente celular epitelial sobre el 

estroma celular creado previamente (Suuronen et al., 2005, Selvam et al., 2006). Pocos 

son los grupos que han continuado con el desarrollo de un constructo corneal 
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completo con la adición del componente endotelial (Alaminos et al., 2006, Doillon et 

al., 2003).  

Múltiples son los componentes del estroma corneal utilizados por los distintos 

grupos, sin embargo, en la mayoría prevalece el uso del colágeno como base para la 

fabricación de dicha matriz extracelular (Cen et al., 2008, Dogru and Tsubota, 2005). Se 

han desarrollado protocolos mediante el uso de colágeno tipo I o tipo III (Merrett et 

al., 2008), llegando algunos grupos a mezclar ambos, incluso adicionando otros 

elementos como quitosán, laminina, glucosaminoglicanos o metacriloxietil 

fosforilcolina (Rafat et al., 2008). En la mayoría de protocolos se aplica la técnica de 

cross-linking sobre dichas matrices para aumentar la consistencia y resistencia de las 

mismas (McLaughlin et al., 2008). En otros casos la matriz de colágeno se crea a modo 

de películas superficiales con un patrón determinado por maquinaria de precisión 

nanoestructural (Vrana et al., 2007). Además, se han usado otros componentes básicos 

distintos al colágeno para la creación del estroma corneal: proteínas de la seda, fibrina, 

fibrina y agarosa, ácido poliglicólico, etc (Alaminos et al., 2006, Lawrence et al., 2009).  

Los sustitutos corneales fabricados a partir de colágeno son poco estables y 

resistentes, tendiendo a degradarse en poco tiempo, además de ser un material 

costoso y que tiende a contraerse y a perder volumen cuando se cultivan células en su 

interior (Hiraoka et al., 2003). Por ello, para paliar en parte estas dificultades, 

actualmente se somete al colágeno tipo I o III a diversas técnicas de entrecruzamiento 

(cross-linking) (Bentley et al., 2010, McLaughlin et al., 2010). Además, la adición de 

algunos glucosaminoglicanos al colágeno tipo I, aumenta la transparencia y disminuye 

la retracción del gel de colágeno (Vrana et al., 2008). Otras sustancias como el alcohol 
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polivinílico o la hidroxiapatita (Xu et al., 2008a) y los péptidos de adhesión epitelial 

unidos a dendrímeros (Duan et al., 2007, Duan and Sheardown, 2006), permiten una 

correcta adhesión y estratificación de las células epiteliales corneales depositadas 

sobre estos. Además, hemos de tener que, mediante Ingeniería Genética se puede 

obtener el colágeno humano de distintos tipos, evitando así el riesgo de transmisión 

de infecciones y de reacciones inmunológicas que supone la utilización de colágeno 

animal (Merrett et al., 2008). 

En relación con compuestos como la fibrina o la mezcla de fibrina-agarosa, 

encontramos distintas ventajas e inconvenientes. Por un lado los geles de fibrina 

tienen una limitada consistencia y transparencia, aunque ofrecen ventajas tales como 

su disponibilidad, la alta integración celular en estos, la ausencia de contracción del gel 

fabricado y la posibilidad de su obtención autóloga a partir de sangre del propio 

paciente (Meana et al., 1998, Llames et al., 2004). La agarosa y otros compuestos, 

conllevan una limitación en torno a la adhesión celular sobre estos, inhibiendo en 

parte la proliferación celular, sin embargo presentan una correcta transparencia y 

consistencia (Cao et al., 2009). No obstante, la adición de agarosa a la fibrina para 

generar un sustituto estromal conforma un gel que mejora la transparencia y 

consistencia de los geles de fibrina, además de presentar una correcta transparencia y 

adhesión celular, no experimentando la retracción observada en los geles de colágeno 

(Garzon et al., 2009, Alaminos et al., 2006).  

Sobre estos constructos estromales creados en laboratorio se ha de introducir 

el componente celular. La integración de los queratocitos corneales humanos se 

desarrolla en el mismo proceso de creación del estroma. Una vez generado el estroma 
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corneal en su totalidad, en relación con el componente fibrilar y celular, se procede 

generalmente a la adición del componente celular epitelial, procedente en su mayoría 

del limbo esclerocorneal humano. Los trabajos que describen cierto éxito en la 

generación de una hemicórnea funcional y viable se han desarrollado a partir del uso 

de materiales para la creación del componente fibrilar estromal basados en colágeno, 

fibrina y agarosa, polietilenglicol y ácido poliacrílico, o técnicas de cocultivo con 

superposición de láminas celulares (Myung et al., 2007, Torbet et al., 2007, Gonzalez-

Andrades et al., 2009, Mi et al., 2010, Vrana et al., 2007, Reichl et al., 2004).  

Pocos son los que han completado el desarrollo de un modelo corneal 

completo con la adición del componente endotelial, sobre los otros dos componentes 

básicos, epitelial y estromal, ya integrados. Por un lado, el modelo desarrollado por 

nuestro de grupo de investigación basado en la mezcla de fibrina y agarosa para crear 

una córnea artificial de conejo, integrando sobre dichos materiales el componente 

celular epitelial, estromal y endotelial (Alaminos et al., 2006). Por otro lado, otros 

grupos han generado un sustituto corneal humano completo a pesar de la dificultad 

que implica el cultivo de células corneales endoteliales humanas. La generación de 

estos modelos humanos se ha basado en el uso de colágenos con la suma o no de 

glucosaminoglicanos, adicionando el componente celular humano corneal 

correspondiente, usando células humanas endoteliales transfectadas para paliar las 

dificultades que implica el uso de células endoteliales corneales nativas adultas (Vrana 

et al., 2008).  

Algunos investigadores han planteado el desarrollo de un sustituto corneal 

humano parcial en relación con las necesidades que marca la patología corneal, ya que 
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en muchos casos el componente dañado fundamental se localiza a nivel más 

superficial alterando el epitelio corneal o a nivel más profundo, afectando al endotelio 

corneal. En primer lugar, ya comentado con anterioridad en esta tesis, encontramos el 

desarrollo avanzado del cultivo de epitelio corneal a partir de células madre obtenidas 

del limbo esclerocorneal, sobre distintos tipos de sustratos: fibrina, membrana 

amniótica, estroma corneal, lentes de contacto, insertos porosos para cultivo celular, 

superficies recubiertas por distintos compuestos (laminina, fibronectina, etc), geles de 

poli (N-isopropilacrilamida) con respuesta a los cambios de temperatura, myogel o 

matrices artificiales de colágeno (Vemuganti et al., 2009).  

En segundo lugar aparece la generación aislada del componente endotelial, la 

cual ha sido una de las tareas más costosas a la cual se han enfrentado los ingenieros 

tisulares para desarrollar y generar una córnea humana completa. Con anterioridad se 

habían establecido cultivos de endotelio corneal animal, como el bovino o de conejo, 

ya que su tasa de proliferación en cultivo es óptima, así como su viabilidad una vez 

transferidas las células sobre el constructo corneal (Gospodarowicz et al., 1979). Sin 

embargo, el cultivo de endotelio humano, sólo prolifera bajo condiciones muy 

específicas y pocos han sido capaces de desarrollar un modelo viable para ello. Entre 

ellos la aproximación basada en el cultivo de células endoteliales corneales sobre 

distintos sustratos, es la que se ha establecido como el método con mayor éxito. Por 

un lado se ha usado un sustrato basado en la matriz extracelular fabricada por células 

endoteliales corneales de ternero, añadiendo factor de crecimiento fibroblástico y 

suero bovino fetal al medio de cultivo para el crecimiento de células endoteliales 

humanas (Amano, 2003). Por otro lado, se han empleado láminas de colágeno así 
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como geles de poli (N-isopropilacrilamida) con respuesta a los cambios de temperatura 

para cultivar sobre estos el endotelio corneal humano (Mimura et al., 2004, Lai et al., 

2007). 

En relación con las fuentes celulares empleadas en la elaboración de los 

constructos corneales, observamos una gran diversificación en torno a las especies 

usadas. Así, se han utilizados células corneales de distintas especies animales entre las 

cuales se encuentran el cerdo, el gato, el conejo o el humano (Alaminos et al., 2006, 

Proulx et al., 2009, Reichl and Muller-Goymann, 2003). Además, se han propuesto 

otras fuentes celulares de estirpes ajenas a la córnea, basándose generalmente en el 

origen embriológico de las mismas. Para sustituir al epitelio corneal humano se ha 

sugerido el uso de mucosa oral, epidermis del pabellón auricular, células madre 

mesenquimales provenientes de la médula ósea y células madre de pulpa dental 

inmadura humana (Gomes et al., 2010). En relación con la sustitución de queratocitos 

y del endotelio corneal humano, se ha propuesto el empleo de células madre 

mesenquimales provenientes de la médula ósea o de la grasa (De Miguel et al., 2010). 
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4.2. INGENIERÍA TISULAR MEDIANTE LA DESCELULARIZACIÓN DE ÓRGANOS NATIVOS 

La descelularización es un proceso que permite eliminar eficazmente todas las 

células existentes en un tejido nativo preservando adecuadamente la matriz 

extracelular natural. De este modo, se pueden obtener matrices extracelulares de 

origen animal útiles para la generación de tejidos artificiales humanos con posible 

utilidad clínica. Frente a los tejidos artificiales basados en biomateriales poliméricos o 

de síntesis, los tejidos descelularizados conservan la compleja estructura de los tejidos 

naturales, incluyendo la sustancia fundamental amorfa, las fibras de colágeno, elastina 

y reticulina, proteínas globulares y todos los receptores necesarios para la adhesión y 

la proliferación celular (Gilbert et al., 2006, Badylak, 2004). 

Idealmente, un protocolo de descelularización óptimo debe ser capaz de 

cumplir cuatro criterios mayores de calidad: 

1) Que sea altamente eficaz, conllevando la eliminación de todas las células y 

restos celulares (especialmente, proteínas y ácidos nucleicos) del xenoinjerto 

descelularizado. 

2) Que exista la posibilidad de recelularizar los tejidos descelularizados usando 

células del propio receptor, ya sean humanas o de otro animal. 

3) En el caso de la córnea, que su comportamiento óptico sea óptimo. 

4) Que se elimine por completo el epítopo alfa-gal de todo el tejido, como se 

describirá más adelante. 

 

Recientemente, diversos investigadores lograron descelularizar diferentes tipos 

de tejidos animales sin alterar significativamente su estructura, obteniendo de este 
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modo matrices extracelulares complejas y perfectamente estructuradas 

tridimensionalmente a partir de tejidos animales de fácil obtención. Concretamente, 

se han logrado descelularizar tejidos como el corazón, los vasos sanguíneos, el riñón o 

la vejiga urinaria utilizando métodos basados en protocolos físicos, químicos y 

enzimáticos (Yang et al., 2010, Nakayama et al., 2010, Funamoto et al., 2010). En la 

mayoría de los casos, los tejidos sometidos a procesos de descelularización pudieron 

ser posteriormente recelularizados con diferentes tipos de células humanas o animales 

previamente mantenidas en cultivo. 

A pesar de los avances logrados, una de las mayores limitaciones de los 

xenotransplantes descelularizados para aplicación clínica en humanos es la existencia 

de anticuerpos naturales frente al epítopo terminal de la galactosa-alfa-1,3-galactosa, 

llamado epítopo alfa-gal. Dicho epítopo se expresa en las membranas celulares de 

todos los mamíferos excepto los primates. Su importancia deriva de que el epítopo 

alfa-gal puede mediar el rechazo hiperagudo o retardado del xenoinjerto una vez 

implantado en el ser humano (Badylak, 2004). Idealmente, el protocolo de 

descelularización utilizado para uso clínico debería ser capaz de eliminar 

eficientemente las células animales, incluyendo todos los restos de ácidos nucleicos, 

así como las proteínas alfa-gal. Sin embargo, la estructura de la matriz extracelular 

debería mantenerse intacta durante el proceso. 

En lo que respecta a la córnea, son varios los animales que podrían utilizarse 

como fuente de córneas susceptibles de descelularización para uso clínico potencial. 

Por su disponibilidad, facilidad de mantenimiento en cautividad y similitud estructural 

con el ser humano, el cerdo doméstico (Sus scrofa domestica) es un excelente 
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candidato para la obtención de xenoinjertos corneales descelularizados (Zeng et al., 

2001). De hecho, la mayoría de los protocolos de descelularización previamente 

optimizados en tejidos diferentes a la córnea (Gilbert et al., 2006) serían susceptibles 

de aplicación a la córnea porcina. Hasta el momento, son muy escasos los métodos de 

descelularización que se han aplicado a la córnea animal, no habiéndose logrado hasta 

ahora la recelularización posterior con células humanas. Además, aún no se ha 

conseguido optimizar ningún protocolo de descelularización corneal capaz de cumplir 

los cuatro criterios mayores anteriormente mencionados, dado que la transparencia 

de la córnea es altamente dependiente de dos parámetros mayores: la estructura de 

la matriz estromal (Meek et al., 2003) y la forma, tamaño, densidad y estructura de las 

células corneales (Mourant et al., 2000). De hecho, Meek y cols. (Meek et al., 2003) 

demostraron que la desestructuración o el aumento en el grosor de las fibras del 

estroma corneal podían conllevar un aumento en la dispersión de la luz y, por tanto, 

una pérdida significativa de transparencia durante el proceso de descelularización 

(Freund et al., 1986). Por ello, los protocolos aplicados a la córnea deberían ser 

especialmente eficientes a la hora de mantener la matriz extracelular corneal en su 

totalidad, lo cual obliga a profundizar en la búsqueda de nuevos métodos y técnicas 

aplicables a la córnea (TABLA 6). 
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Procedencia 

animal 

Descelularización Recelularización in 

vitro 

Implantación in 

vivo 

Referencia 

Porcina Nitrógeno líquido No Queratoplastia 
lamelar anterior 
en conejo 

(Oh et al., 
2009) 

Porcina NaCl 1.5M + Tris-EDTA 
(0.05%-0.02%) 

No Queratoplastia 
lamelar anterior 
en conejo 

(Oh et al., 
2009) 

Porcina Glicerol 98% + Tris-EDTA 
(0.05%-0.02%) 

No Queratoplastia 
lamelar anterior 
en conejo 

(Oh et al., 
2009) 

Porcina Tris (0.25%)+SDS 0.1% No Queratoplastia 
lamelar anterior 
en conejo 

(Oh et al., 
2009) 

Porcina NaOH 0.1M + DNAse-
RNAse (40 U/ml) 

No Queratoplastia 
lamelar anterior 
en conejo 

(Oh et al., 
2009) 

Porcina Tris-HCl (1mM) + Triton 
X100 (1%) + Tripsina-
EDTA (0.25%) + DNAse-
RNAse 

Conejo (limbo – sin 
especificar) 

Bolsillo 
intraestromal en 
conejo  

(Xu et al., 
2008b) 

Bovina Tripsina 0.25% Conejo (limbo – sin 
especificar) 

No (Zhang et al., 
2005) 

Porcina Tripsina + DNAse-RNAse Conejo 
(queratocitos) 

Bolsillo 
intraestromal en 
conejo 

(Zhang et al., 
2006) 

No accesible No accesible No accesible No accesible (Nie et al., 
2006) 

Porcina Tris-HCl (1mM) + Triton 
X100 (1%) + Tripsina-
EDTA (0.25%) + DNAse-
RNAse 

Conejo 
(queratocitos) 

Queratoplastia 
lamelar anterior 
en conejo 

(Zhang et al., 
2007) 

Porcina Triton X100 (1%) Conejo (epitelio y 
endotelio) 

No (Fan et al., 
2007) 

Porcina Nitrógeno gaseoso No Bolsillo 
intraestromal en 
conejo 

(Amano et al., 
2008) 

Conejo Triton X100 + Tripsina Conejo (limbo – sin 
especificar) 

No (Fang et al., 
2008b) 

Conejo NaCl + SDS + Tripsina Conejo (limbo – sin 
especificar) 

No (Fang et al., 
2008b) 

Porcina Triton X100 No Bolsillo 
intraestromal en 
conejo 

(Fang et al., 
2008a) 

Porcina Tripsina (2.5%) + 
Nitrógeno líquido + 
NaOH (0.1M) + DNAse-
RNAse 

No Queratoplastia 
lamelar anterior 
en conejo 

(Lin et al., 
2008) 

Bovina SDS 1% + Etanol 75% Queratocitos (sin 
especificar especie) 

No (Ponce 
Marquez et 

al., 2009) 
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Bovina Etanol 75% + Tripsina-
EDTA 

Queratocitos (sin 
especificar especie) 

No (Ponce 
Marquez et 

al., 2009) 

Bovina Ácido peracético (0.1%) 
+ Etanol (4-20%) 

Queratocitos (sin 
especificar especie) 

No (Ponce 
Marquez et 

al., 2009) 

Porcina Fosfolipasa A2 No Queratoplastia 
lamelar anterior 
en conejo 

(Wu et al., 
2009) 

Porcina Presión hidrostática 
ultraalta + DNAse + 
Dextrano (3.5%) 

No Bolsillo 
intraestromal en 
conejo 

(Sasaki et al., 
2009) 
 
(Hashimoto et 

al., 2010) 

Porcina Triton X100 (1%) No Bolsillo 
intraestromal en 
conejo 

(Sasaki et al., 
2009) 

Porcina SDS (1%) No Bolsillo 
intraestromal en 
conejo 

(Sasaki et al., 
2009) 

Porcina Triton X100 (1%) Epitelio, 
queratocitos y 
endotelio de 
conejo 

Bolsillo 
intraestromal en 
conejo 

(Fu et al., 
2010) 

Porcina Suero humano 100% No No (Shao et al., 
2010) 

Porcina SDS 0.5%  Epitelio y 
queratocitos de 
conejo 

Bolsillo 
intraestromal en 
conejo 

(Pang et al., 
2010) 

Porcina SDS 0.1% No No (Gonzalez-
Andrades et 

al., 2010) 

Porcina NaCl 1.5M Queratocitos 
humanos 

No (Gonzalez-
Andrades et 

al., 2010) 

 

Tabla 6: Protocolos de descelularización aplicados a la córnea hasta la fecha. 

 

 

 

 

 

 



INTRODUCCIÓN   Capítulo 1  79 

 

Tesis Doctoral   Generación de córneas humanas artificiales por Ingeniería Tisular para su utilización como medicamentos de Terapias Avanzadas 

 

4.3. INGENIERÍA TISULAR ONTOGÉNICA 

Un concepto que aún hoy no se ha aplicado en la Ingeniería Tisular de la 

córnea, es la utilización del modelo de desarrollo embriológico. Aplicado ya en otros 

campos, como la Ingeniería Tisular odontológica, se ha conseguido desarrollar tejidos 

adultos imitando el desarrollo embriológico, generando la estructura e interacciones 

básicas entre tejidos embrionarios, que a priori, suelen ser menos complejas que las 

existentes en los tejidos adultos, aunque suelen ser tiempo dependientes (Yen and 

Sharpe, 2006). Los tejidos desarrollados in vitro a partir de este concepto se han 

basado en el estudio previo de las interacciones epitelio-mesénquima en torno al 

desarrollo embriológico del tejido en cuestión para poder reproducirlas en el 

laboratorio. No se ha de imitar por completo la cascada molecular implicada en dicho 

proceso sino los pasos estrictamente necesarios que marcan la diferenciación celular 

del tejido embriológico hacia el tejido adulto (Modino and Sharpe, 2005).  

El desarrollo embriológico corneal aún está en ciernes. En el embrión humano, 

el epitelio corneal se forma a la sexta semana de gestación, a partir del ectodermo 

superficial que recubre el futuro cristalino que se desprenderá (American Academy of 

Ophthalmology., 2005). En esta etapa, la córnea consta de un epitelio de dos capas 

que se separa del endotelio por un espacio acelular, que conforma el estroma 

primario (Quantock and Young, 2008). El estroma corneal y el endotelio se originan a 

partir de las células mesenquimales derivadas de la cresta neural (Creuzet et al., 

2005), sin embargo, la morfogénesis de los tejidos derivados del mesénquima en la 

córnea humana no está clara todavía. Se han propuesto como teorías de la misma dos 

aproximaciones: la formación in situ a partir del tejido mesenquimal, así como olas de 
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migración de las células de la cresta neural que da lugar en tres oleadas distintas al 

iris, al endotelio corneal y a los queratocitos del estroma (Takacs et al., 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 “No hay cuestiones pequeñas; 

 las que lo parecen son cuestiones  

grandes no comprendidas”.  

 

Ramón y Cajal 
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En la presente Tesis Doctoral se exponen distintos trabajos de investigación 

relacionados con la generación de dos modelos diferentes de córneas artificiales 

humanas (CAH): CAH basadas en constructos de Fibrina-Agarosa (CAH-FA) y CAH 

basadas en técnicas de descelularización-recelularización (CAH-DR).  

A continuación enumeramos los objetivos generales y específicos de la Tesis 

Doctoral: 

 

Objetivo general  

Elaborar modelos de córnea artificial por Ingeniería Tisular para su potencial 

utilización en clínica. 

 

Objetivos específicos 

1. Aislar poblaciones de células corneales viables susceptibles de ser utilizadas en 

protocolos de Ingenería Tisular para su posible uso terapeútico. 

2. Determinar la viabilidad de las células endoteliales corneales responsables del 

mantenimiento de la homeostasis de la estructura corneal. 

3. Elaborar un constructo de CAH mediante la utilización de biomateriales de 

fibrina y agarosa, y establecer sus patrones de calidad histológico y fisiológico.  

4. Elaborar un constructo de CAH aplicando técnicas de descelularización-

recelularización , y establecer sus patrones de calidad histológico y fisiológico. 

5. Desarrollar un protocolo de ensayo clínico para la aplicación de la córnea 

artificial como medicamento de Terapias Avanzadas. 

 



 

 

 
 



 

 

 “Si no conozco una cosa,  

la investigaré”.  

 

L. Pasteur 
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 “La verdadera grandeza de la ciencia  

acaba valorándose por su utilidad”.  

 

G. Marañón 
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En la presente discusión, una vez expuestos los artículos y trabajos que se 

presentan en el marco central de esta tesis, se comparan los dos modelos de córneas 

humanas artificiales desarrolladas en la misma, considerando las posibles aplicaciones 

de ambos modelos en el contexto de la bibliografía existente. Con posterioridad, se 

evalúa la idoneidad de realizar un ensayo clínico en humanos de acuerdo con el 

protocolo propuesto y con la normativa vigente al respecto.  

 

 

1. ESTUDIO COMPARADO DE LOS DOS MODELOS DE CÓRNEA HUMANA 

GENERADADOS POR INGENIERÍA TISULAR 

 

Los trabajos expuestos en esta tesis abren varias vías en torno a la Ingeniería 

Tisular de la córnea. Por un lado se protocoliza la obtención de células corneales y su 

mantenimiento en cultivo, caracterizando a las mismas a distintos niveles para poder 

conformar los parámetros óptimos de viabilidad que podrán ser usados 

posteriormente en clínica. Por otro lado se establecen dos patrones de generación de 

sustitutos corneales basados en dos aproximaciones diferentes: la aplicación de los 

conceptos clásicos de la Ingeniería Tisular en relación con el modelo basado en la 

mezcla de fibrina y agarosa y la aplicación de un concepto emergente en la Ingeniería 

Tisular como es la descelularización, obteniendo córneas acelulares porcinas mediante 

la aplicación de cloruro sódico.  

Ambos modelos han mostrado parámetros ópticos idóneos para su posterior 

implantación en humanos, así como óptimos parámetros reológicos en torno a su 
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resistencia y elasticidad, pudiendo así manejar los constructos corneales con facilidad y 

seguridad en el quirófano por parte del oftalmólogo. Sin embargo, existen varias 

diferencias entre ambos que podrían hacer decantarnos por uno o por otro en función 

de las necesidades del paciente y del equipo quirúrgico que lo asista.  

En relación con el tamaño del constructo corneal que podamos desarrollar en 

laboratorio, hemos de tener en cuenta que en ambos productos existe la posibilidad 

de modelarlos según las necesidades que marque la patología corneal a tratar. Los 

constructos de fibrina- agarosa se pueden construir a medida desde un primer 

momento tanto en diámetro como en espesor, sin embargo, las córneas 

descelularizadas tendrán como diámetro y grosor máximo el que determine la córnea 

animal de la que procedan. Aún así, esto no supone una limitación ya que la córnea de 

cerdo es mayor tanto en diámetro como en grosor en contraposición a la córnea 

humana. Por ello, ambos modelos pueden ser tallados en quirófano, previamente a la 

realización de la queratoplastia donde serán implantados. No obstante, anteriormente 

al tallado, hemos de tener en consideración el grado de hidratación de los constructos, 

tanto en las córneas descelularizadas como en los sustitutos de fibrina-agarosa, puesto 

que aunque se deshidraten parcialmente en el proceso de fabricación, pueden 

rehidratarse al entrar en contacto con el medio de transporte usado en el proceso de 

conservación y traslado.  

En relación con el comportamiento y manejo de las células, encontramos 

diferencias sustanciales en ambos modelos. La introducción de los queratocitos en los 

constructos de fibrina-agarosa es relativamente sencilla ya que se realiza en el mismo 

proceso de fabricación del gel estromal con la mezcla de fibrina, agarosa y otros 
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compuestos detallados ya con anterioridad. Sin embargo, la inserción de dichas células 

en el interior del estroma corneal descelularizado es un proceso ligeramente más 

complejo, al tener que liberar las células sobre la superficie del estroma una vez 

retiradas las células animales, y esperar así que estas penetren, migren y proliferen 

dentro del constructo.  

El comportamiento del componente celular ya introducido en el estroma corneal 

artificial está marcado por la composición del constructo. Así, la adhesión y 

proliferación celular se ve favorecida mayormente por los componentes nativos de la 

matriz estromal animal, en su mayoría colágeno tipo I, en comparación con la fibrina-

agarosa. Además, la maduración de los sustitutos corneales basados en fibrina-agarosa 

requiere una reorganización estromal significativamente mayor que los constructos 

basados en la técnica de descelularización-recelularización, dada la necesidad de 

sustituir dichos materiales por colágeno y glucosaminoglicanos, componentes ambos 

sintetizados por queratocitos maduros e indispensables para la correcta funcionalidad 

corneal a todos los niveles.  

No obstante, la regeneración de las membranas basales corneales es un proceso 

que se ha de llevar a cabo en la maduración del constructo cuando se haya introducido 

el componente celular restante (epitelio y endotelio corneal). Otras estructuras 

corneales, como la capa de Bowman y la membrana de Descemet, deben de 

sintetizarse también en dicha etapa de maduración en relación con los constructos 

basados en fibrina-agarosa. En contraposición, los sustitutos corneales 

descelularizados conservan en gran medida ambas estructuras, facilitando 

supuestamente así la introducción del epitelio y del endotelio en el constructo corneal.  
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Igualmente,  hemos de considerar el origen de los materiales empleados en el 

proceso de fabricación. Los constructos corneales de fibrina-agarosa se basan en 

productos autólogos como la fibrina y biocompatibles como la agarosa, evitando  así el 

rechazo inmunológico y promoviendo con ello la adaptación del constructo en el 

paciente receptor. Los constructos corneales descelularizados podrían a priori 

conllevar un rechazo del mismo una vez implantado; sin embargo, el proceso de 

descelularización elimina prácticamente en su totalidad el antígeno α-Gal, con lo que 

se contrarresta el rechazo promovido por los anticuerpos naturales que el ser humano 

produce frente a dicho antígeno, como se explicó con anterioridad.   

Con todo ello, los distintos modelos de constructos corneales presentados en esta 

tesis paliarían gran parte de las deficiencias que implican los tratamientos actuales en 

torno a la patología corneal severa. En primer lugar, podría desechar el uso de 

queratoplastias anteriores, ya que los dos grandes inconvenientes que implica ésta, la 

escasez de donantes y la posibilidad de rechazo del injerto (Klebe et al., 2009), no 

pueden acontecer con el uso de nuestros sustitutos corneales por el uso de células 

autólogas del propio paciente y el empleo de materiales biocompatibles y tolerados 

por el sistema inmune humano. 

En segundo lugar, protocolos terapéuticos basados en el uso de membrana 

amniótica y plastias de conjuntiva, podrían ser suplantados también por los 

constructos corneales aquí estudiados. En muchos casos, estos procedimientos 

terapéuticos se aplican en situaciones extremas donde hay que conservar la función de 

barrera frente al medio externo, protegiendo así la integridad del globo ocular. Por 

ello, la generación de un constructo corneal con células autólogas corneales sería 
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inviable, ya que el cultivo y expansión celular requiere alrededor de 20-30 días. Sin 

embargo, se podría estudiar el empleo de los constructos corneales sin células, a modo 

de sustitutos estromales acelulares, los cuales sí podrían generarse en el tiempo 

necesario para ser implantados en este contexto.  

Existen además, una serie de limitaciones a la hora de realizar plastias con 

conjuntiva o membrana amniótica que contraindican parcial o totalmente su 

indicación: insuficiencia completa del limbo esclerocorneal, alteraciones tróficas 

importantes, necrosis estromal severa, isquemia severa, inflamación crónica o intensa 

a nivel superficial y mala función palpebral o lagrimal. Aunque algunas de estas 

anomalías también limitarían la viabilidad de los sustitutos corneales creados en 

laboratorio, como la disfunción palpebrolagrimal, otras limitaciones de tipo trófico 

podrían beneficiarse del implante de los sustitutos corneales, ya que las células que 

adicionamos en el contructo corneal implantado servirían como fuente celular para la 

repoblación y la renovación celular de la córnea del paciente, como se ha demostrado 

en diversos ensayos clínicos donde se han implantado células provenientes del limbo 

esclerocorneal (Vemuganti et al., 2009, Rama et al., 2010).  

En último lugar, uno de los tratamientos más actuales empleados en la patología 

corneal severa, relacionado con LSCD, es el trasplante de limbo usando auto o 

aloinjertos limbares. El éxito del trasplante de LSC está determinado por una serie de 

factores, pudiendo verse afectado por patologías concomitantes de párpados, ojo seco 

y enfermedades sistémicas no controladas, por lo que se ha de tratar estos procesos 

previamente al trasplante de células madre limbares (Vemuganti et al., 2009). Este 

procedimiento terapéutico representa un complemento a los  constructos corneales 
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generados por Ingeniería Tisular, ya que el trasplante de limbo aporta una fuente de 

células que proliferarán y mantendrán la celularidad a nivel epitelial, sin embargo, 

nuestros constructos van más allá, al tratar de regenerar parte del estroma dañado.  

En conclusión, los dos sustitutos corneales generados en laboratorio deben de 

considerarse adecuados por sus propiedades tanto fisicoquímicas como biológicas, 

estableciéndose gracias a estas las posibles aplicaciones de ambos modelos. Asimismo, 

estos constructos corneales humanos pueden enmarcarse dentro del abanico de las 

Terapias Avanzadas, que a día de hoy, surgen como una posibilidad terapéutica cada 

vez más cercana, en cuanto a su traslación clínica. El protocolo de ensayo clínico que se 

propone se enmarca en este contexto y se atiene a la normativa vigente en España y 

en Europa 
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2. TRASLACIÓN A LA CLÍNICA. MODELO DE TRASLACIÓN DEL CAH-FA 

COMO MEDICAMENTO DE TERAPIAS AVANZADAS  

 

Los dos modelos de córneas artificiales humanas desarrollados tienen distintas 

implicaciones tanto en la investigación básica como en la industria farmacéutica y 

cosmética, así como en la terapeútica en el contexto esta última de las Terapias 

Avanzadas.  

En relación con la investigación básica, tanto el modelo basado en técnicas de 

descelularización como el modelo basado en materiales de fibrina-agarosa, 

representarían un sustrato perfecto para llevar a cabo estudios de biología celular y 

molecular en relación con el comportamiento de las células corneales en distintos 

sustratos valorando parámetros como la capacidad de migración y regeneración, así 

como interacciones celulares entre células propias de la córnea humana, pudiendo 

estudiar también interacciones de estas con otras células de estirpes distintas como 

células del sistema inmune.  

 En relación con la industria farmacéutica y cosmética, ambos modelos se 

establecen como dos fuentes con grandes perspectivas en este campo para la 

realización de ensayos de toxicidad y tolerabilidad de fármacos y productos 

cosméticos, así como para la generación de Terapias Avanzadas en base a los modelos 

desarrollados en esta tesis.  

Los ensayos de toxicidad y tolerabilidad de fármacos y productos cosméticos a 

realizar sobre los constructos corneales serían de distintos tipos, teniendo en cuenta 
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los distintos modelos corneales aquí dispuestos. El modelo de córneas animales 

descelularizadas y recelularizadas con células humanas sería idóneo para la realización 

de estudios de toxicidad basados en el análisis de viabilidad celular de queratocitos 

corneales humanos y en la evaluación  de la afectación del estroma corneal valorando 

la integridad de las fibras de colágeno y su orientación, junto con la concentración y 

distribución de proteoglicanos. Además, este modelo sería de gran ayuda para valorar 

el grado de penetrabilidad del fármaco o cosmético a nivel tisular a través del estroma 

corneal y a nivel intracelular en los queratocitos humanos.  

El modelo de córnea artificial basado en fibrina-agarosa establecería un nuevo 

sustrato para la evaluación de los efectos tóxicos a nivel epitelial, pudiendo observar 

las alteraciones de las células epiteliales a nivel individual y de la afectación de sus 

uniones intercelulares y con la membrana basal, evaluando con ello también 

alteraciones en la estratificación epitelial. Asimismo, este modelo serviría para el 

estudio de toxicidad basado en los posible cambios inducidos en los queratocitos 

albergados en el estroma de fibrina-agarosa, al igual que en el modelo basado en 

descelularización corneal, pudiendo evaluar modificaciones en la proliferación, 

migración, expresión génica y otras propiedades relacionadas con el metabolismo y la 

viabilidad celular.  

En relación con la aplicación terapeútica,  ésta se deriva de la posible traslación 

a la práctica clínica de los modelos corneales descritos en la presente Tesis Doctoral. 

Ambos modelos pueden utilizarse para paliar las deficiencias de tratamientos agresivos 

actuales como los trasplantes corneales alogénicos o con el fin de ofrecer y suministrar 

un tratamiento basado en Terapias Avanzadas a pacientes cuya enfermedad no tiene 
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tratamiento o éste es deficiente. El modelo basado en técnicas de descelularización se 

encuentra aún en fases de desarrollo in vitro e in vivo con animales de 

experimentación. Por ello, la traslación clínica del mismo queda aún lejos de ser una 

realidad. Sin embargo, el modelo basado en fibrina-agarosa ha sido ampliamente 

probado y validado, tanto in vitro como in vivo en animales de experimentación, por lo 

que su traslación clínica se establece como un objetivo a alcanzar próximamente con la 

realización de un ensayo clínico en el marco de la Iniciativa Andaluza en Terapias 

Avanzadas impulsado por las Consejerías de Salud y de Economía, Innovación y Ciencia 

de la Junta de Andalucía.  

La realización de un diseño traslacional del modelo investigado para su posible 

incorporación a la práctica asistencial requiere la creación de un protocolo claro que 

marque las pautas a seguir por los distintos agentes participantes en el desarrollo de 

este producto mediante la realización de ensayos clínicos en sus distintas fases. En una 

fase inicial, se podrá evaluar la seguridad del producto en pacientes con mínimas 

posibilidades terapéuticas, mediante una estrecha vigilancia de las posibles reacciones 

y aconteciemientos adversos, y en caso de demostrarse la seguridad y factibilidad de 

uso de este producto de Ingeniería Tisular, se podrán desarrollar ensayos clínicos de 

fases más avanzadas que permitan verificar la eficacia del mismo también en  

pacientes con mayores posibilidades terapéuticas. 

Para la traslación clínica de los sustitutos corneales basados en fibrina-agarosa 

es necesario cumplir los requisitos pertinentes para la protección del paciente. Por 

ello, en la fabricación del producto se han de aplicar criterios GMP (del inglés “Good 

Manufacturing Practices”, o en español “Normas de Correcta Fabricación”) y la 
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estandarización de los protocolos en la fase de construcción en base a las guías de la 

EMA (Agencia Europea del Medicamento, del inglés “European Medicines Agency”), 

fundamentalmente la GUIDELINE on human cell-based medicinal products, de 21 de 

mayo de 2008; EMEA/CHMP/410869/2006. Ello implica realizar análisis de riesgo, 

evaluar la calidad y manufactura del producto, y tener en cuenta un conjunto de 

consideraciones y requisitos básicos clínicos que garantizan la idoneidad de la 

terapeútica a realizar. 
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2.1. ANÁLISIS DE RIESGOS: 

La terapia que se describe en el protocolo propuesto se basa en la utilización 

médica de córneas artificiales generadas en laboratorio mediante Ingeniería Tisular a 

partir de células adultas y biomateriales, las cuales constituyen un medicamento de 

Terapia Avanzada de la categoría de Ingeniería de Tejidos según establece el 

REGLAMENTO (CE) No 1394/2007 DEL PARLAMENTO EUROPEO Y DEL CONSEJO de 13 

de noviembre de 2007 sobre medicamentos de terapia avanzada y por el que se 

modifican la Directiva 2001/83/CE y el Reglamento (CE) no 726/2004; Diario Oficial de 

la Unión Europea de 10 de diciembre de 2007. El origen de las células y los 

biomateriales utilizados para generar este medicamento, así como la zona en la que ha 

de implantarse (la superficie ocular) nos hacen prever que el tratamiento consistente 

en el implante de córneas generadas mediante Ingeniería Tisular podría presentar muy 

escasos riesgos o efectos indeseables, siendo seguro para el paciente, tal como se 

detalla a continuación: 

 

2.1.1.  Idoneidad de los materiales utilizados 

Como se indicó, el medicamento generado mediante Ingeniería Tisular está 

constituido por células y biomateriales.  

 

Células: 
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Todos los ensayos llevados a cabo hasta el momento demuestran que las 

células humanas adultas utilizadas para generar las córneas mediante Ingeniería 

Tisular presentan elevados niveles de viabilidad celular (determinada mediante las 

técnicas más sensibles de microanálisis por energía dispersiva de rayos X), estando 

exentas de alteraciones genéticas o epigenéticas. De hecho, el grado de manipulación 

al cual serán sometidas las células no excede el ámbito de la expansión en cultivo y el 

subcultivo sobre biomateriales plenamente biocompatibles, no realizándose ningún 

tipo de manipulación genética o epigenética.  

El origen de las células que se utilizan para generar las córneas por Ingeniería 

Tisular para uso médico puede ser doble: 

• En aquellos casos en los que exista disponibilidad de obtención de biopsias del 

limbo-esclerocorneal sano (pacientes con afectación exclusivamente unilateral y que 

conservan un ojo sano), se establecerán cultivos celulares a partir de una muestra de 

biopsia procedente del limbo esclero-corneal del ojo sano. En este caso, el origen 

autólogo de las células disminuirá drásticamente la posibilidad de complicaciones 

derivadas del implante del producto corneal (Sangwan et al., 2006). En este punto, 

hemos de destacar que el tratamiento de la patología corneal utilizando cultivos 

autólogos de células epiteliales corneales procedentes del limbo esclero-corneal 

constituye una técnica previamente establecida para la cual existe experiencia clínica 

previa (Rama et al., 2010). 

• Cuando la afectación sea bilateral o en aquellos casos en los que no sea posible 

obtener una biopsia de limbo esclero-corneal sano, se podrán utilizarán células de 
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carácter alogénico, aunque este procedimiento constituría en sí un nuevo ensayo 

clínico. Para ello, se procedería, tal como se hizo en el trabajo preclínico descrito en 

esta tesis, a establecer cultivos celulares a partir de los anillos de limbos esclero-

corneales procedentes de la donación de córneas (donante cadáver) y que hasta el 

momento se desechan tras la cirugía de trasplante de córnea. Hemos de destacar que 

la córnea es un órgano inmunológicamente privilegiado al ser avascular, por lo que el 

índice de rechazo de las queratoplastias realizadas rutinariamente en la clínica 

humana, en las cuales se utilizan córneas de donantes cadáver, es muy bajo (Nishida, 

2003). Por todo ello, no es de esperar que las células alogénicas generen una respuesta 

inmunitaria significativa o que no pueda ser controlada mediante la instilación tópica 

diaria de un agente inmunosupresor. 

 

Biomateriales: 

Para la generación de los tejidos artificiales, se utiliza una mezcla de dos tipos 

de biomateriales biocompatibles: la fibrina y la agarosa. Por un lado, la fibrina es un 

material procedente del plasma humano procedente de donantes sanos o incluso del 

propio paciente (posibilidad de origen autólogo) que, en todo caso, es sometido a los 

más estrictos controles de calidad en el Centro de Transfusión Sanguínea y Banco 

Regional de Tejidos (Alaminos et al., 2006). Por otro, la agarosa es un hidrato de 

carbono de origen vegetal e inerte desde un punto de vista inmunológico, que ha sido 

utilizado para otros fines sin generar problemas de seguridad y que no tiene capacidad 

para iniciar una respuesta inmune (Garzon et al., 2009, Cao et al., 2009). Nuestro 

estudio de compatibilidad in vivo en animales de laboratorio ha demostrado que estos 
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biomateriales se integran de forma adecuada en el receptor sin provocar ningún tipo 

de rechazo o problemas de cicatrización. 

 

 

2.1.2.  Idoneidad del producto elaborado 

Los análisis realizados a las córneas CBMP generadas en el laboratorio revelan 

que estos medicamentos cumplen los requisitos histológicos, reológicos, ópticos y 

biológicos necesarios para su utilización terapéutica. Concretamente, el control de 

calidad efectuado hasta el momento muestra que la estructura histológica de estas 

córneas es la adecuada y que sus niveles de transparencia, resistencia y elasticidad son 

óptimos para su aplicación en la superficie corneal, tal como demuestran los ensayos 

in vivo efectuados en un modelo animal. El hecho de que estos productos medicinales 

se apliquen sobre una zona plenamente accesible y de muy fácil acceso (la superficie 

ocular) disminuye significativamente el riesgo para el paciente sometido a este tipo de 

terapia (Suuronen et al., 2005, Shah et al., 2008, Selvam et al., 2006). 
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2.2. CALIDAD Y MANUFACTURA 

La fabricación de los productos corneales CBMP para uso medicinal descritos en 

esta Tesis Doctoral se realizará cumpliendo todos los principios de las normas de 

correcta fabricación (good manufacturing practices o GMP) recogidas en la Directiva 

2003/94/EC y su Anexo 2, así como en la guía para productos medicinales basados en 

células humanas del Comité para Productos Medicinales para Uso Humano (CHMP) de 

la Agencia Europea del Medicamento (EMA).  

 

2.2.1. Materiales y productos a utilizar 

Células: 

En primer lugar, para generar este producto se utilizarán células humanas 

procedentes de la córnea y mantenidas en cultivo primario. Ya sean de origen autólogo 

o heterólogo, las células se cultivarán durante un reducido número de pases celulares 

(nunca más de 4 pases) antes de asociarse a los biomateriales para generar los CBMP 

corneales. Estas células se obtendrán cumpliendo los requisitos establecidos en la 

Directiva 2006/17/EC de la Unión Europea traspuesta al Real Decreto 1301/2006 

referentes a la donación, la obtención y el control de calidad de las células y tejidos 

humanos para trasplante. En el caso de las células de origen alogénico, hemos de 

destacar que éstas procederán de tejidos sobrantes tras la cirugía del trasplante 

heterólogo de córnea, por lo que estos tejidos habrán superado todos los controles de 

calidad recogidos por la legislación vigente relacionada con la donación y el trasplante 
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de órganos, el RD 1301/2006, incluyendo los análisis microbiológicos más estrictos que 

tratan de evitar la posible transmisión de enfermedades del donante al receptor.  

 

Otros materiales y reactivos: 

De acuerdo con la guía para productos medicinales basados en células humanas 

del CHMP, todos los materiales y sustancias a utilizar para la generación de las córneas 

serán evaluados para asegurar su pureza y la ausencia de efectos indeseables: 

1. Productos de origen humano. Para generar el producto corneal, se utilizará una 

muestra de suero obtenido del propio paciente al cual se aplicarán estos productos, 

siguiendo todos los protocolos establecidos en los Centros Regionales de Transfusión 

Sanguínea y Bancos de Tejidos referentes a la donación y almacenamiento de 

productos sanguíneos para uso autólogo. 

2. Productos de origen animal. Para evitar el riesgo de transmisión de 

enfermedades de origen animal al hombre, especialmente aquellas causadas por 

priones, se utilizarán únicamente sueros bovinos procedentes de zonas geográficas 

exentas del equivalente bovino de la enfermedad de Creutzfeldt-Jackob, 

procediéndose a la irradiación del suero previamente a su utilización en cultivo. Todo 

ello se realizará siguiendo la guía para el uso de suero bovino para la generación de 

productos medicinales biológicos humanos (CPMP/BWP/1793/02). Los cultivos 

celulares primarios, tal como se detalla en el trabajo preclínico previamente realizado, 

se llevarán a cabo en ausencia de células alimentadoras de origen animal. 
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3. Consideraciones especiales. El uso de agarosa como biomaterial para la 

generación de CBMP corneales demostró estar exento de riesgos en nuestros análisis 

previos realizados en animales de experimentación. 

 

2.2.2. Proceso para la generación de córneas por Ingeniería Tisular.  

La producción de las córneas se realizará cumpliendo en todo momento los 

requerimientos establecidos para ello (normas de correcta fabricación o GMP), 

realizándose todo el proceso en una sala GMP especialmente diseñada para este tipo 

de producto y que ya ha sido construida en el Banco de Tejidos del Centro Regional de 

Transfusión Sanguínea de Granada-Almería. Dicha sala GMP posee un área 

específicamente destinada a cultivo y producción celular y tisular plenamente 

equipada con cámaras de cultivo celular y cabinas de flujo laminar, y otro área para el 

envasado de los productos CBMP generados, cumpliendo todos los requisitos 

establecidos para ello en la legislación vigente. 

La descripción completa de los materiales y el procedimiento que se utilizan 

para fabricar los CBMP corneales  se ha detallado ya en el capítulo 3 de esta tesis. Se 

resume aquí de forma escueta las etapas principales, especificando algunos aspectos 

de la elaboración aplicando GMP. 

 

Procedimientos para preparación de las células a utilizar 

Todas las células a utilizar en el proceso serán procesadas de acuerdo con todas 

las normas de correcta fabricación, evitándose toda manipulación innecesaria o que 
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pudiese alterar la estructura celular o la carga genética de las células. Una vez 

obtenidas las biopsias de tejido del limbo esclero-corneal humano, éstas se procesarán 

del siguiente modo: 

- Disociación tisular. Para aislar las células estromales y epiteliales del limbo, las 

biopsias se incubarán en una solución de tripsina-EDTA siguiendo protocolos 

previamente optimizados por numerosos investigadores para el aislamiento de células 

de la piel, la mucosa oral, la córnea y diversos otros tipos de tejidos (Garzon et al., 

2009, Mariappan et al., 2010, Llames et al., 2004). 

- Aislamiento de las poblaciones celulares de interés. Puesto que cada tipo 

celular se obtendrá de un tejido diferente, y que la presencia de células de distinta 

estirpe en el seno de los cultivos no es un problema relevante, en este protocolo no se 

contempla el aislamiento de las poblaciones celulares previamente a su utilización. 

- Cultivo celular. Para el cultivo de las células estromales de la córnea 

(queratocitos) se utilizarán medios básicos de cultivo suplementados con suero bovino 

fetal de origen australiano con certificado de estar libre de agentes patógenos, 

incluyendo priones y enfermedad de Creutzfeldt- Jackob. Para el cultivo de las células 

epiteliales, estos medios se enriquecerán con distintas hormonas y factores de 

crecimiento cuyo origen ha de garantizar la ausencia de efectos adversos o transmisión 

de enfermedades. 

- Modificación celular. Las células no serán modificadas en su fenotipo o 

genotipo durante el proceso. 

- Cultivo en matrices extracelulares. Como se describió, las células estromales se 

cultivarán en el espesor de biomateriales de fibrina humana y agarosa, los cuales han 
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demostrado excelentes niveles de adaptabilidad y biocompatibilidad a las células 

humanas.  

 

Controles intraproceso 

Todo el proceso de fabricación del producto corneal será controlado al inicio, 

durante sus pasos intermedios y en el producto final. Para ello, se tomarán muestras 

para análisis microbiológico, de estabilidad genética, epigenético e histológico en cada 

uno de los puntos del proceso y en el medio de cultivo cada vez que se renueve el 

medio en los cultivos celulares. 

 

Definición de los lotes 

Para asegurar la trazabilidad y la consistencia de todo el proceso, se definirán 

exactamente los lotes, las fechas de producción y caducidad, el origen y la localización 

de cada uno de los productos a utilizar, incluyendo los frascos, los medios de cultivo, 

los factores de crecimiento, el suero bovino fetal y todos los materiales y reactivos a 

utilizar. En todo momento, se utilizarán productos farmacéuticos aprobados para uso 

clínico. Siempre que sea posible, se utilizarán productos de origen vegetal o generados 

mediante ingeniería de ADN recombinante. Los productos de origen animal se 

restringirán al máximo, utilizándose únicamente aquellos cuya procedencia garantice 

la ausencia de riesgos derivados de enfermedades xenogénicas. 

 

Sistemas contenedores 
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Todos los materiales de envasado cumplirán lo establecido en la directiva 

europea sobre instrumentos médicos (Medical Devices Directive 93/42/EEC), 

garantizándose la esterilidad y la ausencia de tóxicos en los mismos. 

 

 

El desarrollo del ensayo clínico de acuerdo con el protocolo propuesto quedaría 

enmarcado en la Iniciativa Andaluza en Terapias Avanzadas, la cual aporta apoyo legal, 

económico y personal para la realización de este tipo de ensayos. Gracias a sus 

responsables, se ha construido un laboratorio GMP para la fabricación de sustitutos 

corneales humanos basados en el modelo desarrollado en esta tesis, con el fin de 

poder cumplir parte de los requisitos anteriormente mencionados.  
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2.3. REQUISITOS CLÍNICOS PARA EL IMPLANTE DE LOS CONSTRUCTOS CORNEALES 

El protocolo de un ensayo clínico con hemicórneas anteriores autólogas 

basadas en constructos de fibrina agarosa, ha de empezar la inclusión de pacientes con 

lesiones corneales, no pudiendo efectuarse con voluntarios sanos por razones éticas. 

De este modo, se tomará una biopsia de limbo esclerocorneal de donde se obtendrán 

las células corneales, y una vez realizado el constructo corneal, se implantará 

realizando una queratoplastia lamelar, como ya se ha descrito anteriormente. En 

relación con el protocolo para la realización de dicha fase, hemos de tener en cuenta 

algunos requisitos y consideraciones en relación a la selección y preparación del 

paciente, y a la elección de la técnica quirúrgica a emplear para el implante del 

constructo corneal en el paciente.  

 

2.3.1. Consideraciones preoperatorias 

La selección cuidadosa de los pacientes y la preparación del paciente puede en 

parte determinar si el resultado de una DALK se considera un éxito tanto por el 

cirujano como por el paciente. Los principales parámetros para la selección de los 

pacientes son (Reinhard and Larkin, 2006): 

 

Densidad de células endoteliales  

El buen estado del endotelio receptor es un requisito previo para un 

procedimiento lamelar. Aunque relativamente poco frecuentes, las córneas con un 

trastorno corneal anterior también pueden tener un endotelio comprometido, debido 
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a una enfermedad combinada, la propia enfermedad o la medicación prolongada (por 

ejemplo, las distrofias combinadas o queratitis por herpes simple virus / endotelitis). 

 

Mal pronóstico para la realización de queratoplastia penetrante 

En pacientes en los que un procedimiento penetrante convencional está 

contraindicado, la rehabilitación visual completa no suele ser el principal objetivo. En 

estos casos, debe considerarse la realización de una disección de profundidad 

relativamente superficial (70-80%), lo que reduce enormemente el riesgo de 

perforación durante la cirugía, por ejemplo, el queratocono extremo en el síndrome de 

Down o queratitis herpéticas recurrentes de larga evolución. 

 

La edad del paciente 

Los pacientes jóvenes con un trastorno corneal como el queratocono aislado 

pueden beneficiarse más de un procedimiento lamelar. La pérdida de células 

endoteliales tras la queratoplastia lamelar muestra un patrón similar al de la pérdida 

de células fisiológicas en una córnea virgen, mejorando así significativamente la 

expectativa a largo plazo para la supervivencia del injerto. Dado que la integridad del 

globo se conserva en un procedimiento lamelar y el riesgo de ruptura o dehiscencia de 

la herida puede ser relativamente baja, una queratoplastia lamelar puede dar menos 

restricciones para la realización de ciertos deportes y otras actividades diarias que son 

relativamente importantes para un paciente joven. Con un procedimiento lamelar, el 

riesgo de rechazo del injerto también puede reducirse considerablemente, lo que 
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puede dar menos restricciones a las personas que viajan o viven en países con un 

sistema de salud menos accesible. 

  

Constitución atópica 

Los resultados a largo plazo de cualquier tipo de procedimiento relacionado con 

queratoplastia pueden ser relativamente pobres en pacientes con enfermedad atópica 

o trastornos cutáneos faciales concurrentes. La aparición de complicaciones graves y 

de larga evolución, tales como defectos epiteliales persistentes, infiltrados alrededor 

de la sutura y adelgazamientos corneales parciales es relativamente frecuente en estos 

casos y difíciles de manejar. 

 

Preparación psicológica del paciente 

Se recomienda que se modifiquen debidamente las expectativas del paciente, 

ya que las actuales técnicas quirúrgicas de queratoplastia, en general, no ofrecen 

resultados visuales similares a la operación de cataratas operación con la que están 

familiarizados muchos de ellos. Un procedimiento lamelar siempre conlleva el riesgo 

de perforación y la ulterior conversión a un procedimiento penetrante, debiendo de 

explicar al paciente que se intentará una queratoplastia lamelar, pero que la cirugía 

puede tornarse en un procedimiento penetrante convencional, a pesar de que el 

riesgo de perforación con algunas técnicas puede ser alrededor de un 5%. El paciente 

también debe ser informado de que puede ser necesario poco después de la 

queratoplastia la realización de una cirugía secundaria para posicionar el injerto 

correctamente.  
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2.3.2. Consideraciones quirúrgicas del implante del constructo corneal 

La técnica a realizar para la  implantación de éste se basará en los procedimientos 

descritos por diversos autores para la realización de queratoplastias lamelares 

anteriores, en función del material disponible, del conocimiento de la técnica por el 

cirujano y de la valoración del riesgo en función de la elección de la técnica y la 

patología del paciente. 

Teniendo en cuenta la indicación, la presencia de una contraindicación para la 

queratoplastia penetrante, y la anatomía de cada paciente, el cirujano ha de 

considerar primero si la perforación intraoperatoria es inaceptable y qué profundidad 

desea alcanzar en la disección. Como ya hemos descrito anteriormente en el cuerpo de 

esta tesis, la disección alcanzará en esta primera fase del ensayo una profundidade de 

2/3 aproximadamente, siempre que sea posible, con el fin de asegurar el 

mantenimiento de la integridad estructural de la córnea receptora. Una vez que se 

confirme la bioseguridad y tolerabilidad de nuestro constructo corneal, procedermos 

en el futuro a realizar DALK mediante disecciones con una profundidad de más del 90% 

o una separación de la membrana de Descemet en el estroma posterior receptor,  lo 

cual conllevará los mejores resultados postoperatorios. Entre los distintos tipos de 

DALK que podrían realizarse encontramos (Reinhard and Larkin, 2006): 

• Disección de la membrana de Descemet (MD) mediante aire o viscoelástico: La 

separación de la membrana de Descemet del estroma posterior mediante la 

disección con aire (técnica de la gran burbuja de Anwar) o viscodisección tiene 

la ventaja de crear una superficie anatómica ideal donde entren en contacto 

donante y receptor,  con el menor riesgo posible por ello de desarrollar una 



DISCUSIÓN   Capítulo 4  177 

 

Tesis Doctoral   Generación de córneas humanas artificiales por Ingeniería Tisular para su utilización como medicamentos de Terapias Avanzadas 

 

región de turbidez entre ambos. El método de disección es indirecto (no 

controlado manualmente, pero depende de la presión a la que somete el aire o 

el viscoelástico al plano por encima de la membrana de Descemet) y, en 

consecuencia, si se produce una perforación, ésta tiende a ser paracentral y de 

gran tamaño, requiriendo a menudo una reconversión a queratoplastia 

penetrante. De ahí, que el cirujano tal vez elija tener accesible una córnea 

donante con un endotelio de calidad. 

• Disección corneal manual a una profundidad controlada visualmente: Para 

controlar la profundidad de la disección durante la cirugía, la cámara anterior 

se rellena con aire para crear un plano de referencia óptica con el que el 

cirujano puede realizar una disección de profundidad hasta el 90-95%, 

eliminando la mayor parte del estroma corneal afecto. También se pueden 

aplicar otras técnicas manuales sin la necesidad de rellenar con aire la cámara 

anterior como la técnica “divide y vencerás”, descrita por Tsubota. La 

visualización de la profundidad que alcanza el instrumental de disección reduce 

enormemente el riesgo de perforación (menos del 5%). Si se produce dicha 

perforación, ésta es generalmente pequeña y se localiza a 12 horas o en la 

periferia. Si es necesario, la perforación puede sellarse diseccionando 

superficialmente por encima de ésta, colocando encima un flap de estroma 

corneal. Por lo tanto, el número de casos que requieran la conversión a un 

procedimiento penetrante es bajo, por lo que la disponibilidad de un donante 

de córnea con endotelio de buena calidad no es obligatoria. 



178  Capítulo 4  DISCUSIÓN 

 

Tesis Doctoral   Generación de córneas humanas artificiales por Ingeniería Tisular para su utilización como medicamentos de Terapias Avanzadas 

 

• Disección láser: El uso del láser excimer o de femtosegundo para crear un  

lecho para el injerto lamelar, junto con el uso de la topografía y la paquimetría, 

permiten que pacientes con una superficie irregular o un estroma adelgazado 

puedan ser intervenidos de DALK con las máximas garantías. Sin embargo,  no 

todo el software actual permite realizar disecciones de más de 400 μm de 

profundidad. 

 

 



 

 



 

 



 

 

 “La ciencia es el gran antídoto contra el  

veneno del entusiasmo y la superstición”.  

 

Adam Smith 
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De los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral,  pueden emitirse las 

siguientes conclusiones: 

 

 

1. En relación con la necesidad de optimizar el aislamiento de las distintas estirpes 

celulares que se hallan en la córnea, con el fin de establecer cultivos celulares 

viables susceptibles de ser utilizadas en protocolos de Ingenería Tisular para su 

posible uso terapeútico:  

 

La técnica de cultivo que desarrollamos en la presente Tesis Doctoral 

demostró una elevada eficiencia a la hora de generar cultivos celulares viables 

de queratocitos y células epiteliales corneales útiles para la construcción de 

córneas artificiales mediante Ingeniería Tisular, sin que se generen alteraciones 

artefactuales significativas.  

 

 

2. En relación con la determinación de la viabilidad de las células endoteliales 

corneales responsables del mantenimiento de la homeostasis de la estructura 

corneal: 

 

Nuestros resultados microscópicos y microanalíticos demuestran la 

viabilidad de las células de los cuatro primeros subcultivos para su utilización 

en Ingeniería Tisular de acuerdo con el contenido iónico intracelular 
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establecido por microscopía electrónica analítica de energía dispersiva de 

Rayos X. Nuestros resultados ponen asimismo de relieve los patrones de 

expresión génica y los niveles de contenido iónico que determinan la integridad 

de la barrera endotelial de la córnea. 

 

 

3. En relación con la elaboración de un constructo de CAH mediante la utilización de 

biomateriales de fibrina y agarosa, y el establecimiento de sus patrones de 

calidad histológico y fisiológico: 

 

Nuestros resultados permiten la elaboración de córneas artificiales 

humanas de carácter lamelar, utilizando biomateriales de fibrina-agarosa y 

células madre procedentes de córnea humana. El estudio evolutivo del proceso 

de diferenciación y maduración epitelial mediante inmunofluorescencia y 

microarray, pone de relieve el desarrollo progresivo de distintos mecanismos 

de unión intercelular que conducen a la formación de una barrera epitelial 

análoga a la existente en la córnea humana nativa. El estudio óptico del 

estroma corneal artificial humano elaborado por Ingeniería Tisular demuestra 

la transparencia del constructo y su capacidad para absorber radiación UV-A y B 

de modo análogo al estroma corneal nativo. 
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4. En relación con la elaboración de un constructo de CAH aplicando técnicas de 

descelularización-recelularización, y el establecimiento de sus patrones de 

calidad histológico y fisiológico:  

 

Nuestros resultados demuestran que las córneas descelularizadas de 

cerdo constituyen un soporte histológico y óptico adecuado para la elaboración 

de un constructo artificial recelularizado con queratocitos humanos, de posible 

aplicación en futuros protocolos de Terapias Avanzadas. 

 

 

5. Los resultados derivados de la presente Tesis Doctoral permiten en el momento 

presente elaborar un protocolo de Ensayo Clínico de acuerdo con las directrices 

establecidas por las normativas españolas y europeas, para su posible traslación 

a la clínica en el marco de los programas de Terapias Avanzadas. 
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The following conclusions may be issued from the results obtained in this Thesis: 

 

 

1. Regarding the need of optimizing the isolation of different cell types found in the 

cornea, in order to establish viable cell cultures that can be used in Tissue 

Engineering protocols for possible therapeutic use: 

 

The culture technique developed in this thesis demonstrated high efficiency to generate 

viable keratocytes and corneal epithelial cell cultures that can be used for the 

construction of artificial corneas using tissue engineering techniques, without 

generating significant artifactual changes. 

 

 

2. In connection with determining the viability of corneal endothelial cells which are 

responsible for maintaining the homeostasis of the corneal structure: 

 

Our microscopic and microanalytical results demonstrate the viability of the cells of the 

first four subcultures for being used in tissue engineering according to the intracellular 

ionic content established by analytical electron microscopy, energy dispersive X-ray. 

Our results also emphasize the gene expression patterns and ion content levels that 

determine the integrity of the endothelial barrier of the cornea. 
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3. In connection with the preparation of CAH construct using fibrin and agarose 

biomaterials, and the establishment of histological and physiological quality 

patterns: 

 

These results support the development of human lamellar artificial corneas, using 

fibrin-agarose biomaterials and stem cells from human cornea. The evolutionary study 

of the process of epithelial differentiation and maturation by immunofluorescence and 

microarray emphasizes the progressive development of different mechanisms of 

intercellular junction leading to the formation of an epithelial barrier similar to that in 

native human cornea. The optical study of tissue engineered human artificial corneal 

stroma demonstrates that the transparency of the construct and its ability to absorb 

UV-A and B in a manner similar to the native corneal stroma. 

 

 

4. In connection with the development of a CAH construct using decellularization-

recellularization techniques and establishing histological and physiological quality 

standards: 

 

The results show that the decellularized pig corneas are a histological and optical 

media suitable for the development of an artificial construct with humans keratocytes 

in it, which could be used in future protocols for Advanced Therapies. 
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5. The results from this thesis facilitates the development of a clinical trial protocol in 

accordance with the guidelines established by the Spanish and European regulations 

for possible translation to the clinic as part of the programs for Advanced Therapies. 



 

 



 

 



 

 

 “La ciencia es la progresiva aproximación  

del hombre al mundo real”.  

 

Max Planck 
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2. ANEXOS  

 

2.1. LISTADO DE ABREVIATURAS 

- 5FU: 5-fluoraracilo 

- ALDH: aldehído deshidrogenasa 

- CAH-DR: córneas artificiales humanas basadas en técnicas de descelularización-

recelularización 

- CAH-FA: córneas artificiales humanas basadas en constructos de Fibrina-

Agarosa  

- CBMP: Productos medicinales basados en células (del inglés,  “cell-based 

medicinal products”) 

- CHMP: Comité para Productos Medicinales para Uso Humano 

- CSPG: condroitin sulfato  

- DALK: queratoplastia lamelar anterior profunda (del inglés, “deep anterior 

lamellar keratoplasty”) 

- DEP: defectos epiteliales persistentes 

- DNA o ADN: ácido desoxirribonucleico 

- EMA: Agencia Europea del Medicamento (del inglés,“European Medicines 

Agency” ) 

- G3PDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 

- GMP:  Normas de Correcta Fabricación (del inglés, “Good Manufacturing 

Practices”)  
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- IR: índice de refracción 

- KSPG: keratan sulfato 

- LESC: células madre epiteliales limbares (del inglés, “limbal epithelial stem 

cells”) 

- LSC: células madre limbares (del inglés, “limbal stem cells”) 

- LSCD: deficiencia de células madre limbares (del inglés, “limbal stem cell 

deficiency”) 

- MA: membrana amniótica 

- MD: membrana de Descemet 

- MEB: microscopía electrónica de barrido 

- MET: microscopía electrónica de transmisión 

- MMC:mitomicina C 

- NaCl: Cloruro sódico 

- NaOH: hidróxido de sodio 

- PHEMA: poli-2-hidroxietilmetacrilato 

- PMMA: polimetilmetacrilato 

- PTFE: politetrafuoruro expandido 

- RNA o RNA: ácido ribonucleico 

- SDS: dodecilsulfato sódico 

- TKT: transketolasa 

- Tris-EDTA: tripsina- ácido etilendiaminotetraacético 

- UVA: ultravioleta A 

- UVB: ultravioleta B 
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2.2. LISTADO DE FIGURAS Y TABLAS 

 

FIGURAS: 

Figura 1: Esquema anatómico del globo ocular a nivel anterior, indicándose las 

distintas partes que lo componen (1: córnea, 2: esclera, 3: iris, 4: cuerpo ciliar, 5: 

cristalino, 6: zónula de Zinn). Elaboración propia. 

Figura 2: Esquema representativo de la inervación corneal. Se observan los nervios 

periféricos estromales (marrón oscuro) penetrando a través del limbo esclerocorneal 

(línea discontinua). En un plano superior aparece el plexo subbasal (azul), convergiendo 

en un punto a modo de vórtice (asterisco) en el cuadrante inferonasal. Modificado de 

(Marfurt et al., 2010). 

Figura 3: Corte histológico de la córnea humana teñido con hematoxilina-eosina (1: 

Epitelio; 2: Capa de Bowman; 3: Estroma; 4: Membrana de Descemet; 5: Endotelio). 

Figura 4: Gráfico representativo de la estructura corneal (MET y MEB: microscopía 

electrónica de transmisión y barrido, respectivamente). Modificado de (Leibowitz and 

Waring, 1998) y (Muller et al., 1995). 

Figura 5: Gráfico representativo de la diferenciación de las LESC. Modificado de 

(Notara and Daniels, 2008). 

Figura 6: Requesitos para la implantación de la queratoprótesis BostonKpro.  

 

 

 



208  Capítulo 6  BIBLIOGRAFÍA Y ANEXOS 

 

Tesis Doctoral   Generación de córneas humanas artificiales por Ingeniería Tisular para su utilización como medicamentos de Terapias Avanzadas 

 

FIGURAS REPRESENTATIVAS DE LOS DISTINTOS CAPÍTULOS: 

Agradecimientos: Santiago Ramón y Cajal. 

Resumen/Abstract: Ex-libris de la biblioteca del Institute of Ophthalmology and 

Moorfields Eye Hospital, Londres. 

Índice: Rosalind Franklin, Francis Crick, James Watson y Maurice Wilkin. 

Introducción: Ramón Castroviejo. 

Justificación y objetivos: José Ignacio e Ignacio Barraquer. 

Relación de artículos y trabajos científicos: Severo Ochoa. 

Discusión: Exilio español. 

Conclusiones: Globo ocular y anexos. 

Bibliografía y anexos: Libros. 

 

TABLAS: 

Tabla 1: Principales indicaciones para la realización de queratoplastia penetrante o 

lamelar.  

Tabla 2: Principales indicaciones para la realización de un recubrimiento conjuntival o 

plastia con membrana amniótica.  

Tabla 3: Principales indicaciones para el uso de queratoprótesis.  

Tabla 4: Clasificación de las patologías corneales causantes de la deficiencia limbar 

según su causa.  

Tabla 5: Distintos sustratos usados por varios grupos para el cultivo de células limbares 

epiteliales. 

Tabla 6: Protocolos de descelularización aplicados a la córnea hasta la fecha. 
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