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RESUMEN
Antecedentes y Objetivo: En la presente revisión se expondrán las principales fuentes de células madre 
mesenquimales utilizadas para la generación de endotelio corneal humano artificial o en sus usos 
como terapia regenerativa. Así mismo, los distintos modelos de diferenciación sugeridos por los 
autores a lo largo de la historia; los marcadores celulares o fisiológicos de los que se han servido para 
caracterizar las células diferenciadas y se describirá la potencialidad traslacional de dichas células a 
patologías del endotelio corneal mediante las técnicas de las que se han servido para su implantación 
o trasplante.
Material y métodos: Revisión narrativa de publicaciones de diferenciación de células madre 
mesenquimales a endotelio corneal humano o de otras aplicaciones de estas células como terapia 
regenerativa en modelos de daño endotelial corneal.
Resultados: Un total de seis trabajos utilizaron células madre mesenquimales en diferenciación o 
regeneración de endotelio corneal, de los cuales cuatro utilizaron células provenientes de cordón 
umbilical. En cuatro de estos estudios se diseñó un protocolo de diferenciación distinto. Los autores 
coincidieron en los marcadores de diferenciación ATP1A1, COL8A2, PITX2 y ZO-1. 
Conclusiones: Si bien son pocos los ensayos clínicos publicados en materia de endotelio corneal 
humano que utilizan dichas células; el potencial de regeneración y de diferenciación de las MSC 
junto con el desarrollo que ha experimentado la Ingeniería Tisular, hace que se postulen como el 
futuro de la terapia sustitutiva.

ABSTRACT
Background and purpose: The main sources of mesenchymal stem cells used for the creation of 
artificial corneal endothelium or their uses such as regenerative therapy will be exposed in this review. 
Moreover, the different models of differentiation suggested by authors throughout the history just 
as cellular or physiological markers which have been used to typify defined cells will be described. 
Finally, it will also be described the translational potential of these cells to corneal endothelium 
diseases through the techniques which have been used to its implantation or transplant.
Material and methods: Narrative review of publications on the differentiation of mesenchymal stem 
cells to human corneal endothelium or other applications of these cells as regenerative therapy in 
models of corneal endothelial damage.
Results: A total of six studies used mesenchymal stem cells in differentiation or regeneration of 
corneal endothelium, of which four used cells from the umbilical cord. In four of these studies a 
different differentiation protocol was designed. The authors agreed on the differentiation markers 
ATP1A1, COL8A2, PITX2 and ZO-1.
Conclusions: Although there are few published clinical trials on human corneal endothelium that use 
these cells; The regeneration and differentiation potential of MSCs and the development that Tissue 
Engineering has undergone, makes them postulate as the future of replacement therapy.
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INTRODUCCIÓN

Las células madre mesenquimales (MSC) son un 
grupo de células madre multipotentes de origen 
mesenquimal. La multipotencialidad de estas células 
fue demostrada por Friedenstein en 1979 a partir del 
uso de células provenientes de la médula ósea(1). 
Además de los primeros hallazgos de Friedenstein 
con células de la medula ósea, numerosos estudios 
han demostrado la multipotencialidad de las MSC. 
Hasta la fecha han sido aisladas de diversos tejidos, 
incluyendo el hueso trabecular, tejido adiposo, medula 
ósea, tejido sinovial, dermis, ligamento periodontal, 
pulpa dental y el cordón umbilical(2-4). Debido 
a su gran capacidad de diferenciación y a la gran 
variedad de marcadores de superficie presentes en 
las MSC, múltiples discrepancias fueron inicialmente 
elucidadas por diferentes grupos de investigación en 
el uso de MSC entre ellos el grupo de Tropel et al. 
o el grupo de Baksh et al(5,6). Por tanto, en 2016 la 
Sociedad Internacional de Terapia Celular sugirió 
una serie de criterios mínimos para la utilización de 
MSC. Dentro de esos criterios mínimos, se incluyó 
la capacidad de adherirse a la superficie de cultivo, 
la presencia de un perfil de marcadores celulares 
determinado y la capacidad de diferenciarse en tres 
estirpes; adipocitos, osteocitos y condrocitos in 
vitro(7).

Los nuevos avances en Ingeniería Tisular han hecho 
posible su traslación a la medicina experimental y en 
concreto a la oftalmología y a la patología corneal. 
La córnea humana es el órgano más trasplantado 
en el mundo, con indicaciones de trasplante para 
patologías muy diversas y que varían dependiendo 
en qué lugar del mundo nos hallemos; siendo en 
los países desarrollados la indicación más frecuente 
en las enfermedades que afectan al endotelio 
corneal(8,9).

El endotelio corneal consiste en una monocapa de 
células poligonales con un espesor aproximado de 
4µm. En el adulto presenta una densidad aproximada 
de 3.000 células/mm2 y un 75% de células hexagonales, 
estas cifras varían desde el nacimiento con una 
pérdida de densidad de 0,6% por año (1). Para 
preservar la transparencia corneal se necesita una 
densidad celular por encima de 400-500 células/mm2, 
aunque densidades en torno a 1.000 celulas/mm2 
como en la Distrofia de Fuch, ya producen alteración 
en su función(2). Las células endoteliales están unidas 
por uniones gap y estrechas, mientras que se unen a 
la membrana de Descemet por hemidesmosomas. Una 
característica importante de las células endoteliales es 
su inhabilidad de regeneración in vivo, que las hace 
incapaces de remplazar células dañadas o muertas. 
Esto se debe a que permanecen en fase G1 del ciclo 
celular, reaccionando ante el daño endotelial mediante 
cambios celulares morfológicos (pleomorfismo) y 
aumento del tamaño (polimegatismo), alterando la 
función del endotelio(3,4).

Las patologías más comunes que implican al endotelio 
corneal son la Distrofia de Fuch y la queratopatía 
bullosa, normalmente derivada de una intervenciónn 
de cataratas (Queratopatía bullosa Pseudofáquica). 
Actualmente, la queratoplastia es el principal 
tratamiento de enfermedades corneales que afectan al 
endotelio(9,10). Los progresivos avances en el campo 
tecnológico junto con la búsqueda del mejor resultado 
refractivo han permitido el desarrollo de nuevas 
técnicas de trasplante cornea de espesor incompleto 
o lamelares. Entre ellas una de los procedimientos 
más utilizados en la actualidad la queratoplastia 
endotelial automatizada con pelado de membrana de 
Descemet (DSAEK)(11). La queratoplastia endotelial 
de membrana de Descemet (DMEK) representa por 
su parte la modalidad de trasplante más novedosa y 
la técnica de elección en países desarrollados ante 
una alteración endotelial corneal. A pesar de los 
prometedores resultados; este procedimiento tiene 
grandes dificultades técnicas además de la complejidad 
quirúrgica, como son la tasa de desprendimiento del 
injerto (menor en la técnica DSAEK), la pérdida 
progresiva de células o el factor cirujano dependiente 
(12-14). Es aquí donde la Ingeniería Tisular intenta 
encontrar su nicho mediante diferentes técnicas de 
aislamiento, cultivo o diferenciación de MSC a células 
endoteliales y su posterior traslación clínica como 
una alternativa a la queratoplastia(15).

El objetivo de la presente revisión bibliográfica 
es identificar las principales fuentes de MSC 
utilizadas para la generación de endotelio corneal 
humano artificial, sus características, sistemas 
de diferenciación y potencialidad traslacional en 
patologías del endotelio corneal.

Material y métodos

Para esta revisión, se realizó una búsqueda bibliográfica 
en las principales bases de datos y plataformas: 
MEDLINE, Embase, Dimensions, Web of Science, 
SciELO, Research Gate y Google Scholar.

Se utilizaron los siguientes términos en inglés 
para ampliar los potenciales resultados: «corneal 
endothelium», «corneal endothelial», «human 
mesenchymal stem cells», «differentiation », 
«regeneration» y « Tissue Engineering »; y se usaron 
los operadores booleanos «OR» y «AND», de forma 
que la principal estrategia de búsqueda fue la siguiente 
«(corneal endothelium OR corneal endothelial) AND 
(human mesenchymal stem cells) AND(differentiation 
OR regeneration OR Tissue Engineering)».

De los estudios encontrados se obtuvieron los 
siguientes datos, siempre que estos eran susceptibles 
de ser extraídos: El tipo de célula madre mesenquimal 
dependiendo de la fuente de obtención; el método o 
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protocolo de diferenciación hacia endotelio corneal 
humano; marcadores celulares o fisiológicos 
de diferenciación a endotelio utilizados en su 
análisis; y finalmente las técnicas de implantación 
o trasplante de las células si se utilizara un modelo 
in vivo o in vitro.

MSC utilizadas para la generación de endotelio 
corneal humano

La primera evidencia de uso de MSC en endotelio 
corneal se llevó a cabo en 2007 por Liu y colaboradores, 
usando MSC autólogas provenientes de médula ósea 
en un modelo in vivo en conejos(20). Pasarían unos 
años hasta que en 2012 el grupo de Joyce realizó el 
primer experimento con MSC humanas en un modelo 
ex vivo, en este caso provenientes de sangre de cordón 
umbilical tipo 1 y 4 (Según la clasificación fenotípica 
de MSC derivadas de sangre de cordón umbilical que 
estableció Markov y colaboradores años antes(21)). 
La utilización de células del cordón umbilical tal y 
como propone Joyce, muestra numerosas ventajas, 
principalmente en términos de aislamiento con 
respecto a la obtención de otras fuentes celulares de 
MSC. Una de las mayores ventajas es la ausencia de 
limitaciones éticas con respecto al uso de células madre 
embrionarias. Además, destaca su gran potencial de 

diferenciación con respecto a otras fuentes celulares, 
como por ejemplo, las MSC provenientes de médula 
ósea(22). 

Estudios de Shao y colaboradores en 2015 retomaron 
la idea de utilizar MSC humanas procedentes de sangre 
del cordón umbilical, pero en este caso con progenitores 
endoteliales en un ensayo in vitro e in vivo en modelo 
animal. En este estudio realizaron un denudado de la 
membrana de Descemet (Descetmarorrexis) de conejos 
y consecutivamente inyectaron en la cámara anterior 
las MSC con nanoparticulas inmunomagnéticas 
CD34(23). Posteriormente el grupo de Yamashita 
utilizó de nuevo en 2018 MSC derivadas del 
estroma del cordón umbilical, en un estudio con un 
protocolo de diferenciación a endotelio corneal(24). 
Más recientemente, experimentos publicados en 
2020 de Feiertag y colaboradores se decantan por 
las MSC derivadas de la gelatina de Wharton de 
cordón umbilical también en un experimento de 
diferenciación a endotelio corneal in vitro  (25).

Por otra parte, el grupo de Gutermuth utilizó MSC 
humanas derivadas de biopsias de prepucio en 2019, 
publicando un experimento de diferenciación a 
endotelio corneal humano usando un nuevo modelo 
de diferenciación, que será utilizado por otros 
investigadores como Feiertag posteriormente(26)
(Tabla1).

Año de publicación Autores Tipo de célula madre mesenquimal (MSC)

2007 Liu et al. MSC autólogas de médula ósea de conejo

2012 Joyce et al. MSC humanas de sangre de cordón umbilical

2015 Shao et al. MSC humanas de progenitores endoteliales de cordón 
umbilical

2018 Yamashita et al. MSC humanas derivadas de estroma de cordón umbilical

2019 Gutermuth et al. MSC humanas de biopsias de prepucio

2020 Feiertag et al. MSC humanas de la gelatina de Wharton de cordón 
umbilical

Tabla 1. Tipos de MSC usadas en endotelio corneal.
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Técnicas de diferenciación de MSC a endotelio 
corneal humano

El endotelio corneal humano es un tejido que, aunque 
posee una estructura simple sus características 
anatomofisiológicas han hecho de él un reto de 
Ingeniería Tisular. Muchos son los estudios que 
se han desarrollado en materia de cultivo y 
expansión de endotelio corneal, tanto en técnicas 
de aislamiento como diferentes factores de cultivo 
como el medio de cultivo basal, aditivos y métodos de 
modulación(27-30).

La mayor parte de la evidencia que existe en 
diferenciación de células madre a endotelio corneal 
se ha realizado con células madre embrionarias (ES) 
y células madre pluripotentes inducidas (iPS). Si bien 
los experimentos realizados difieren entre sí por la 
pluralidad y falta de uniformidad en los materiales 
y métodos; sí que tienen una vía común que intenta 
imitar el desarrollo embrionario del endotelio. Para 
ello se realiza una primera derivación a células de la 
cresta neural y de este punto de partida se derivaría a 
endotelio corneal(31).

Del mismo modo, la mayoría de los experimentos 
publicados sobre regeneración o diferenciación de 
MSC a tejido corneal se han centrado en las capas del 
epitelio y estroma corneal y sus patologías asociadas; 
siendo minoritario el trabajo en materia de endotelio 
corneal(32).

 No es hasta 2012, con los hallazgos de Joyce e 
investigadores, que se demostró la capacidad de las 
MSC humanas de ser diferenciadas hacia endotelio 
corneal. En este caso, utilizaron MSC de sangre de 
cordón umbilical tipo 1 y 4 (UCB1-MSC y UCB4-
MSC), las cuales fueron cultivadas en el llamado 
Lens Epithelial Cell-Conditioned Medium (LECCM), 
(Medio producido a partir de células epiteliales de 
cristalino humano cultivadas en Eagle’s Minimal 
Essential Medium y FBS y su posterior filtrado). 
Así intentaban mimetizar la posible influencia 
del cristalino durante el desarrollo embrionario 
del endotelio corneal. Igualmente, se cultivaron 
en otros dos medios de cultivo, uno basal o MSC 
Basal Medium (MSCBM) y Basal Medium to culture 
Lens Epithelial Cell (LECBM). En primer lugar, 
se observó la morfología que adquirían en los 
diferentes medios de cultivo y se realizó un análisis 
de marcadores “específicos” de endotelio, como las 
uniones estrechas Zonula Occludens-1 (ZO-1) y un 
análisis microarray de 250 genes para comparar los 
cultivos de los dos medios con el medio basal. Por 
último, realizaron un modelo de daño endotelial ex 
vivo para ver la capacidad de reparación de estas 
células mesenquimales. En concreto, se observó 
que la distribución de marcadores endoteliales se 
situaba en el citoplasma en el medio de cultivo basal, 
mientras que los cultivos en medios influenciados por 
el cristalino, las expresaban en la periferia, como las 
células endoteliales corneales humanas. Así mismo, 

la morfología de las MSC se alteró consistentemente 
en la presencia de LECCM y se obtuvo un perfil 
genético más próximo al endotelio corneal. Además, 
en el modelo ex vivo las células presentaron una alta 
afinidad para adherirse a las zonas de daño endotelial 
y adquirieron una apariencia de monocapa. Sin 
embargo, no tenían la morfología propia del endotelio, 
sino formas elongadas y parecidas a fibroblastos en 
algunos casos y con superposición(22).

Es con Yamashita e investigadores cuando se crea 
un protocolo centrado en la diferenciación de MSC 
a endotelio corneal utilizando MSC derivadas del 
estroma del cordón umbilical. Este protocolo dista 
totalmente de las técnicas previamente descritas 
por Joyce. Para ello, utilizan como principal método 
diferenciador un medio con inhibidor de la isoforma β 
de la Glycogen Syntethase Kinase (GSK) 3. Comienzan 
con formación de esferas de MSC colocando MSC 
a una densidad de 3x106 células/placa en placas de 
cultivo formadoras de esferas 3D usando el medio 
de DMEM y F12 medium suplementado con factor 
de crecimiento epidérmico y Dipéptido L-alanina 
L-glutamina cultivándolas durante 2-4 días para 
generar esferas. Posteriormente se disocian las esferas 
en células en solución de disociacioón con Accutasa 
y después se suspenden en una densidad de 2x105 
células/cm2 en platos de 35 mm con reactivo de 
cultivo de tejidos sin suero que contiene fibronectina, 
colágeno y albúmina. Estas células se cultivan con el 
medio inductor de endotelio corneal que está basado 
en el medio de Eagle Essential Medium suplementado 
con 0,5 microM de BIO (inhibidor de glicogen kinasa 
3β) 10 microM de Y-27632(inhibidor de la ROCK), 
1% de insulina, trasnferrina y solución de selenio 
(ITS-G), triyodotironina 4nM, hidrocortisona 0,5 
microgramos /ml , 50 microgramos/ml de acido 
ascórbico, 1mM piruvato de sodio, 1mM CaCl2, 
MEM aminoácidos y MEM Essential Vitamin 
Mixture, todo incubado durante una semana 
cambiando el medio de cultivo cada 2 días. Se 
observó que el perfil de marcadores celulares de 
endotelio humano era muy similar al encontrado 
en las células diferenciadas de MSC; en especial 
para la ATPasa Na/K, ZO-1 y PITX2 (Marcadores 
de función endotelial) al mismo tiempo de adquirir 
una morfología poligonal más próxima al aspecto 
endotelial. El análisis del proceso de diferenciación 
reveló que el perfil de marcadores celulares de 
endotelio humano era muy similar al encontrado 
en las células diferenciadas de MSC; en especial 
para la ATPasa Na/K, ZO-1 y PITX2, importantes 
marcadores de función endotelial, al mismo tiempo 
adquirieron una morfología poligonal más próxima 
al aspecto endotelial. De otro lado, el análisis in 
vitro  de la función de bomba de la ATPasa de las 
nuevas células derivadas, mostró una mayor función 
en las células derivadas que en las propia estirpe 
de endotelio corneal humano. Por último, en un 
modelo de queratopatía bullosa animal in vivo¸ las 
células endoteliales derivadas de MSC consiguieron 
mantener el espesor y transparencia corneal(24).
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Por otra parte, los experimentos más recientes de 
diferenciación a endotelio se centran en los factores 
microambientales conocidos y desconocidos que 
actúan sobre el endotelio. En concreto, el protocolo de 
Gutermuth y colaboradores se centra en la influencia 
de la membrana de Descemet y en su microtopografía 
(DLT). Para ello, aislaron y expandieron las MSC, a 
partir de biopsias humanas de prepucio y realizaron 
un denudado de la membrana de Descemet de 
corneas de conejo explantadas y descelularizadas 
usando EDTA con agua osmótica purificada. Una 
vez denudada la membrana de Descemet, 250.000 
MSC se cultivaron en la superficie de la membrana 
de Descemet y a las 24h cambiaron a un medio con 
Serum Reduced Cultured Medium. Tras analizar 
la topografía de la membrana de Descemet con 
un sistema óptico 3D de superficie mediante 
tecnología láser elaboraron unos moldes/matriz de 
Polidimetilsiloxane(PDMS) siguiendo la topografía 
descemética (a grandes rasgos una matriz hexagonal). 
Esta superficie es previamente tratada con el objetivo 
de incluir hidrofílicidad y facilitar el crecimiento de 
MSC en condiciones de cultivo estándar. Una vez 
llevados a cabo los experimentos utilizando PDM y 
MSCS se evaluó la morfología celular y se realizó un 
análisis genético por PCR de los principales genes 
de endotelio corneal humano además del análisis 
inmunohistoquímico para demostrar su expresión 
proteica. Vislumbrando que, además de adquirir 
la morfología poligonal celular y en monocapa, 
presentaban mayor cantidad de uniones estrechas, 
lo que las hace más parecidas al endotelio corneal 
humano nativo(26).

Investigadores del mismo grupo, liderados en este 
caso por Feiertag y basándose en el protocolo del 
estudio anterior diferenciaron MSC de la gelatina 
de Wharton del cordón umbilical humano. Para ello, 
aislaron las células mesenquimales de la gelatina y 
prediferenciaron dichas células hacia progenitoras 
endoteliales incubándolas en medio de Dulbecco 
Modified Eagle(DMEM) con 0,2 mg/ml de colagenasa 
NB4 en condiciones estándar durante 24h. El 
pellet celular resultante se suspendió en Medio 
de Crecimiento Endotelial 2 (EGM-2) con 20% de 
FBS y 1% penicilina/estreptomicina 0,1 % CFA y 
se cultivó a una densidad de 5.000 células/cm2. Las 
células previamente diferenciadas se cultivaron en 
membranas de colágeno con la microtopografía de 
membrana de Descemet (DLT) en un área de 1 cm2 
y cultivaron a una densidad de 3.000 células/mm2. 
Las primeras 24h se usó EGM-2 enriquecido con FBS 
20% y 1% penicilina. Posteriormente, el medio de 
cultivo se cambió a Human Endotelial Serum-Free 
Medium suplementado con 20 ng/ml de bFGF, 10ng/
ml de EGF y 1% penicilina, cambiándose cada 2-3 
días. Para la producción de membranas de colágeno 
con la topografía descemética se utilizó colageno I 
de cola de rata fundido con la DLT. Seguidamente, se 
realizó inmunohistoquímica y PCR para detectar las 
principales proteínas y genes del endotelio corneal 
humana. Además, en este experimento al igual que 

en experimentos desarrollados por Yamashita, se 
evaluó la funcionalidad de las células endoteliales 
derivadas de MSC midiendo las diferencias de 
potencial relativo mediante un sistema de dos 
compartimentos y midiendo la transparencia corneal 
mediante un modelo ex vivo animal. Por tanto, se 
desarrolló una monocapa de endotelio corneal 
humano bien caracterizado y funcional mediante 
esta diferenciación mediada por mecanismos 
mecanotransductivos(25)(Tabla 2).

Marcadores de diferenciación de MSC 
diferenciadas hacia endotelio corneal humano

Pese al gran desarrollo de la Ingeniería Tisular, a día 
de hoy no existe un marcador de superficie específico 
de endotelio corneal humano normofuncionante. 
Clásicamente, se han identificado como marcadores 
de “primera generación” la ATPasa Na/K y las 
uniones estrechas ZO-1, los cuales se expresan 
en multitud de tipos celulares. La disponibilidad 
de técnicas de secuenciación genética de nueva 
generación han permitido descubrir gran cantidad 
de nuevos genes que se postulan como selectivamente 
sobreexpresados en el endotelio corneal humano; 
algunos de estos son CLRN1, MRGPRX3, HTR1D, 
GRIP1, ZP4, SLC4A11, COL8A2 y CYYR1(27,33).

Del mismo modo se ha visto que los marcadores 
clásicos se expresan altamente en endotelio 
normomorfo y funcionante (Forma canónica), pero 
al suspenderse disminuyen drásticamente. Nuevos 
marcadores como el CD56 o Neural Cell Adhesion 
Molecule (NCAM), se expresan altamente en el 
endotelio corneal(34).

En los estudios de diferenciación de MSC, en concreto 
Joyce realizó PCR a las MSC del cordón umbilical 
derivadas a endotelio de NCAM1, TFAP2B, CDK15, 
COL8A1, MEIS1, THY1, CDH2 (N-Cadherina) 
y TJP1(ZO-1). Se cuantificó y comparó con las 
células endoteliales corneales humanas. Asimismo, 
se realizó inmunohistoquímica para ZO-1 y para 
N-cadherina para observar su distribución(22). Por 
otra parte, Yamashita y colaboradores añadieron al 
estudio inmunohistoquímica de ZO-1 y CDH2, el 
de la ATPasa Na/K sibunidad alfa 1(ATP1A1) como 
un marcador importante de la funcionalidad del 
endotelio. Realizando además una amplia cantidad 
de marcadores conocidos hasta la fecha como 
marcadores de cresta neural humana como ITGA4, 
SOX9, SOX10, SNAIL, TFAP2 que fueron medidos 
por RT-PCR; además de PCR de ATP1A1, CDH2, 
PITX2, COL4A2, SLC4A4, CAR2 y COL8A2(21). 
Recientes hallazgos de Guthermuth y Feiertag 
realizan la detección clásica de ZO-1 y de la ATPasa 
mediante inmunohistoquímica, junto con estudios 
de PCR de una selección de genes coincidiendo con 
los estudios de Yamashita de los genes de ATP1A1, 
COL8A2, PITX2 , ZO-1 y DAPI(25,26).



Martínez-Castillo R, et al. | Endotelio corneal derivado de células madre mesenquimales

285
Actual Med. 2021; 106(814): 280-290

Técnicas quirúrgicas de implantación de MSC 
diferenciadas hacia endotelio corneal humano

La cornea humana es un tejido avascular y con unas 
características inmunológicas que teóricamente 
la hacen propicia para desarrollar técnicas de 
trasplante con una menor tasa de fallo de injerto 
o tasa de rechazo. A día de hoy las técnicas de 
injerto o trasplante de endotelio más utilizadas en 
humanos son las denominadas DSAEK y DMEK(35). 
Recientemente se han descrito casos de aclaramiento 
corneal en ojos intervenidos mediante DMEK con 
desprendimiento parcial(36,37) o total(38) del 
injerto, proponiéndose un nuevo procedimiento 
denominado transferencia endotelial de la 
membrana de Descemet (DMET). Una observación 
similar ha sido descrita por Zafirakis(39) et al. tras 
la DSAEK.

En este sentido, muchas de las aproximaciones 
propuestas de implantación de células de endotelio 
corneal incluyen la implantación de lámina 
monocapa de células, terapia con inyección 
celular(40) y sistemas de cell-carrying(27). 
Así mismo, el posicionamiento de las células 
endoteliales (depositadas en la cámara anterior) en 
la cara posterior de la córnea, ha sido testada junto 
con métodos con inducción ferromagnética(41,42) 
o usando la gravedad, con la postura de decúbito 
prono(43) o una combinación de ambas.

Al mismo tiempo, se han testado varios scaffolds 
o matrices de diferente composición como 
vehículos de células endoteliales en las técnicas 
de queratoplastia, materiales como la membrana 
de Descemet porcina(44,45), citosan(46), lente de 
hidrogel(47) o microesferas paramagnéticas(48).

Del mismo modo que la evidencia con MSC y 
endotelio es escasa, no ha habido gran cantidad de 
ensayos en materia de implantación de endotelio 
diferenciado a partir de MSC. En el primer 
experimento Liu y colaboradores usaron unas 
membranas de glutaraldehído y las pegaron con 
alfa cianocrilato alkyl a botones corneales de 7 mm 
de diametro de conejo cuyo endotelio había sido 
eliminado previamente de forma mecánica(20).

Por otra parte, Yamashita y colaboradores usaron 
láminas de colágeno tipo I como vehículo para 
cultivar las células diferenciadas y posteriormente 
se adhirieron a una a un botón de 8mm de córnea 
donante previo pelado de la Descemet, tras 5 min 
se realizó un queratoplastia penetrante con sutura 
continua 10-0 nylon(24).

Finalmente, Shao y colaboradores utilizaron 
progenitores endoteliales de sangre de 
cordón umbilical unidas a nanopartículas 
inmunomagneticas CD34 en la cámara anterior 
después de haber realizado una descematorrexis, 
posteriormente colocaron un imán en el párpado 

durante 12h, obteniendo resultados prometedores 
en las corneas trasplantadas(23).

Las células madre mesenquimales se presentan 
como una alternativa en vías de desarrollo dentro la 
Ingeniería Tisular con prometedores resultados en la 
terapia regenerativa. Si bien son pocos los ensayos 
clínicos publicados en materia de endotelio corneal 
humano que utilizan dichas células; el potencial de 
regeneración y de diferenciación de las MSC junto 
con el desarrollo que ha experimentado la Ingeniería 
Tisular, hace que se postulen como el futuro de la 
terapia sustitutiva.

Son muchas las fuentes de obtención de MSC, 
aunque ha habido una clara tendencia de los 
autores por la utilización de MSC derivadas de 
cordón umbilical en los ensayos con endotelio 
corneal humano, entre otros motivos por el poder 
de diferenciación de las mismas sobre otras fuentes 
celulares como la médula ósea. Sin embargo, no 
existe evidencia que contraste que uno u otro 
tipo de fuente de MSC sea mejor para regenerar 
o diferenciar a endotelio corneal,  puesto que no 
se han comparado específicamente bajo un mismo 
método de diferenciación o aplicación.

Aunque se ha demostrado la capacidad de 
diferenciación a endotelio humano a partir de 
MSC y estas tienen una serie de ventajas sobre otro 
tipo de células madre (como las procedentes de 
embriones); se requiere de una estandarización o 
diseño de un protocolo de diferenciación que aúne 
la evidencia publicada, así como mayor número de 
experimentos en un modelo animal más parecido 
al modelo humano, que permita en un siguiente 
escalón su aplicación al modelo humano, ya sea de 
forma paliativa o terapéutica.

Uno de los pasos clave en la diferenciación es la 
caracterización de las células derivadas, aquí tienen 
especial importancia los marcadores celulares. A día 
de hoy no disponemos de ningún marcador específico 
de endotelio corneal humano, sin embargo, los 
autores coinciden en una serie de marcadores, que sin 
ser específicos, son muy sugestivos de un endotelio 
corneal humano, estos son ATP1A1, COL8A2, PITX2 
y ZO-1.

Estos avances en Ingeniería Tisular requieren de 
un desarrollo paralelo en las técnicas de trasplante 
o implantación endotelial.  En este campo la 
técnica más aceptada por los autores por su 
menor complejidad y su reproductibilidad es la 
terapia celular con inyección en cámara anterior, 
vehiculizada o implementada con otras técnicas 
como el decúbito prono, previa realización de 
descematorrexis.

CONCLUSIÓN
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Autores y Año de 
publicación Método de diferenciación Marcadores celulares utilizados Técnica de implantación

Joyce et al. 2012

Se aislaron MSC de sangre de cordón umbilical tipo 1 y 4 (UCB1-MSC y UCB4-
MSC).Cultivo en  Lens Epithelial Cell-Conditioned Medium  (LECCM).  (Medio 
producido a partir de células epiteliales de cristalino humano cultivadas 
hasta confluencia en  Eagle’s Minimal Essential Medium , 20% FBS y solución 
antibiótica/antimicótica diluida 1:100 y su posterior centrifugado y filtrado).
Se cultivaron en otros dos medios de cultivo, uno basal o MSC Basal Medium 
(MSCBM) y Basal Medium to culture  Lens Epithelial Cell (LECBM).

PCR de NCAM1, TFAP2B, CDK15, COL8A1, MEIS1, 
THY1, CDH2 (N-Cadherina) y TJP1(ZO-1).
Se realizó inmunohistoquímica para ZO-1 y 
para N-cadherina

Modelo in vitro. No implantación.

Yamashita et al. 2018

Aislamiento células MSC suplementadas con Alfa-Modified Eagle Medium, 10% 
FBS,  penicilina y anfotericina B (A 37ºCy 5% CO2) (cultivo inicial 3x105 células / 
cm2 semi confluencia en 3-5 días).
Formación de esferas de MSC colocando MSC a una densidad de 3x106celulas/
placa en placas de cultivo formadoras de esferas  3D y  medio  DMEM y F12 
medium suplementado con factor de crecimiento epidérmico y Dipéptido 
L-alanina L-glutamina cultivándolas  durante 2-4 días para generar esferas. 
Posteriormente se disocian las esferas en células en solución de disociacioón 
con Accutasa y se suspenden en una densidad de 2x105 células/cm2 en platos 
de 35 mm con reactivo de cultivo de tejidos sin suero que contiene fibronectina, 
colágeno y albúmina. 
Se cultivan con el medio inductor de endotelio corneal que está basado en 
el medio de Eagle Essential Medium suplementado con 0,5 microM de BIO 
(inhibidor de glicogen kinasa 3β), 10 microM de Y-27632(inhibidor de la ROCK), 
1% de insulina, trasnferrina y solución de selenio (ITS-G), Triyodotironina 4nM, 
hidrocortisona 0,5 microgramos /ml , 50 microgramos/ml de acido ascórbico, 
1mM piruvato de sodio, 1mM CaCl2, MEM aminoácidos y MEM Essential Vitamin 
Mixture, todo incubado durante una semana cambiando el medio de cultivo cada 
2 días.

Inmunohistoquímica de  ZO-1, CDH2, ATPasa 
Na/K sibunidad alfa 1(ATP1A1). Marcadores 
de cresta neural humana ITGA4, SOX9, SOX10, 
SNAIL, TFAP2 que fueron medidos por RT-PCR.  
PCR de ATP1A1, CDH2, PITX2, COL4A2, SLC4A4, 
CAR2 y COL8A2

Modelo in vivo animal. Usaron láminas de colágeno tipo 
I como vehículo para cultivar las células diferenciadas 
y posteriormente se adhirieron a una a un botón de 8 
mm de córnea donante previo pelado de la Descemet, 
tras 5 min se realizó una queratoplastia penetrante 
con sutura continua 10-0 nylon.

Gutermuth et al. 2019

MSC cultivadas en el medio de Dulbecco Modified Eagle, glucosa, glutamina y 
piruvato, 10% Suero bovino fetal y penicilina/estreptomicina.
Aislamiento y expansión de las MSC, a partir de biposias de prepucio.
Pelado de la membrana de Descemet de corneas de conejo enucleadas y 
descelularizada. (usando EDTA con agua osmótica purificada)
Las células MSC (250.000) se sembraron en la superficie de la membrana 
de Descemet se cultivan y a las 24h se cambia el medio con Serum Reduced 
Cultured Medium.
Analizaron la topografia de la Descemet con un sitema óptico 3D de superficie. 
Mediante tecnología láser elaboran unos moldes/matriz de Polidimetilsiloxane 
siguiendo la topografía descemética (DLT) 
Esta superficie creada se hidrofíliza con Oxigen Plasma. MSCs en el pase 4 se 
siembran a una densidad de 900cel/mm2, en condiciones estándar y cambiando 
el medio cada 24h.

PCR de ATP1A1, COL8A2, PITX2,  ZO-1 y DAPI. Modelo in vitro. No implantación.

Feiertag et al. 2020

Aislamiento de las células mesenquimales de la gelatina y prediferenciación a 
células progenitoras endoteliales humanas incubándolas en medio de Dulbecco 
modified Eagle con 0.2 de colagenasa NB4 en condiciones estándar durante 
24h. 
Inhibición de la digestión con DMEM suplementado con 10% de FBS. El pellet 
celular resultante se suspendió en medio de crecimiento endotelial 2(EGM-2) 
con 20% de FBS y 1% pen/strep 0,1 % CFA y se cultivó a una densidad de 5.000 
células/cm2.
Se cultivaron en el scaffold  de colágeno con DLT. Las células se sembraron en 
colágeno I con un área de 1 cm2 y cultivaron a una densidad de 3.000cel/mm2.
Las primeras 24h se usó EGM-2 enriquecido con FBS 20% y 1% penicilina. Los 
siguientes días el medio de cultivo se cambió a Human Endotelial Serum-Free 
Medium suplementado con 20 ng/ml de bFGF, 10ng/ml de EGF y 1% penicilina 
y se cambió el medio cada 2-3 días. Producción de las membras/matriz de 
colágeno con la topografía descemética con colágeno tipo I de cola de rata 
fundido siguiendo la  DLT(Usando los resultados de Gutermuth).

PCR de ATP1A1, COL8A2, PITX2,  ZO-1 y DAPI.
Modelo ex vivo animal, se sembraron directamente las 
células diferenciadas sobre la parte posterior de la 
córnea tras descematorrexis completa.

Tabla 2. Principales métodos de diferenciación de MSC a endotelio corneal humano y principales marcadores celulares utilizados.
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Joyce et al. 2012

Se aislaron MSC de sangre de cordón umbilical tipo 1 y 4 (UCB1-MSC y UCB4-
MSC).Cultivo en  Lens Epithelial Cell-Conditioned Medium  (LECCM).  (Medio 
producido a partir de células epiteliales de cristalino humano cultivadas 
hasta confluencia en  Eagle’s Minimal Essential Medium , 20% FBS y solución 
antibiótica/antimicótica diluida 1:100 y su posterior centrifugado y filtrado).
Se cultivaron en otros dos medios de cultivo, uno basal o MSC Basal Medium 
(MSCBM) y Basal Medium to culture  Lens Epithelial Cell (LECBM).

PCR de NCAM1, TFAP2B, CDK15, COL8A1, MEIS1, 
THY1, CDH2 (N-Cadherina) y TJP1(ZO-1).
Se realizó inmunohistoquímica para ZO-1 y 
para N-cadherina

Modelo in vitro. No implantación.

Yamashita et al. 2018

Aislamiento células MSC suplementadas con Alfa-Modified Eagle Medium, 10% 
FBS,  penicilina y anfotericina B (A 37ºCy 5% CO2) (cultivo inicial 3x105 células / 
cm2 semi confluencia en 3-5 días).
Formación de esferas de MSC colocando MSC a una densidad de 3x106celulas/
placa en placas de cultivo formadoras de esferas  3D y  medio  DMEM y F12 
medium suplementado con factor de crecimiento epidérmico y Dipéptido 
L-alanina L-glutamina cultivándolas  durante 2-4 días para generar esferas. 
Posteriormente se disocian las esferas en células en solución de disociacioón 
con Accutasa y se suspenden en una densidad de 2x105 células/cm2 en platos 
de 35 mm con reactivo de cultivo de tejidos sin suero que contiene fibronectina, 
colágeno y albúmina. 
Se cultivan con el medio inductor de endotelio corneal que está basado en 
el medio de Eagle Essential Medium suplementado con 0,5 microM de BIO 
(inhibidor de glicogen kinasa 3β), 10 microM de Y-27632(inhibidor de la ROCK), 
1% de insulina, trasnferrina y solución de selenio (ITS-G), Triyodotironina 4nM, 
hidrocortisona 0,5 microgramos /ml , 50 microgramos/ml de acido ascórbico, 
1mM piruvato de sodio, 1mM CaCl2, MEM aminoácidos y MEM Essential Vitamin 
Mixture, todo incubado durante una semana cambiando el medio de cultivo cada 
2 días.

Inmunohistoquímica de  ZO-1, CDH2, ATPasa 
Na/K sibunidad alfa 1(ATP1A1). Marcadores 
de cresta neural humana ITGA4, SOX9, SOX10, 
SNAIL, TFAP2 que fueron medidos por RT-PCR.  
PCR de ATP1A1, CDH2, PITX2, COL4A2, SLC4A4, 
CAR2 y COL8A2

Modelo in vivo animal. Usaron láminas de colágeno tipo 
I como vehículo para cultivar las células diferenciadas 
y posteriormente se adhirieron a una a un botón de 8 
mm de córnea donante previo pelado de la Descemet, 
tras 5 min se realizó una queratoplastia penetrante 
con sutura continua 10-0 nylon.

Gutermuth et al. 2019

MSC cultivadas en el medio de Dulbecco Modified Eagle, glucosa, glutamina y 
piruvato, 10% Suero bovino fetal y penicilina/estreptomicina.
Aislamiento y expansión de las MSC, a partir de biposias de prepucio.
Pelado de la membrana de Descemet de corneas de conejo enucleadas y 
descelularizada. (usando EDTA con agua osmótica purificada)
Las células MSC (250.000) se sembraron en la superficie de la membrana 
de Descemet se cultivan y a las 24h se cambia el medio con Serum Reduced 
Cultured Medium.
Analizaron la topografia de la Descemet con un sitema óptico 3D de superficie. 
Mediante tecnología láser elaboran unos moldes/matriz de Polidimetilsiloxane 
siguiendo la topografía descemética (DLT) 
Esta superficie creada se hidrofíliza con Oxigen Plasma. MSCs en el pase 4 se 
siembran a una densidad de 900cel/mm2, en condiciones estándar y cambiando 
el medio cada 24h.

PCR de ATP1A1, COL8A2, PITX2,  ZO-1 y DAPI. Modelo in vitro. No implantación.

Feiertag et al. 2020

Aislamiento de las células mesenquimales de la gelatina y prediferenciación a 
células progenitoras endoteliales humanas incubándolas en medio de Dulbecco 
modified Eagle con 0.2 de colagenasa NB4 en condiciones estándar durante 
24h. 
Inhibición de la digestión con DMEM suplementado con 10% de FBS. El pellet 
celular resultante se suspendió en medio de crecimiento endotelial 2(EGM-2) 
con 20% de FBS y 1% pen/strep 0,1 % CFA y se cultivó a una densidad de 5.000 
células/cm2.
Se cultivaron en el scaffold  de colágeno con DLT. Las células se sembraron en 
colágeno I con un área de 1 cm2 y cultivaron a una densidad de 3.000cel/mm2.
Las primeras 24h se usó EGM-2 enriquecido con FBS 20% y 1% penicilina. Los 
siguientes días el medio de cultivo se cambió a Human Endotelial Serum-Free 
Medium suplementado con 20 ng/ml de bFGF, 10ng/ml de EGF y 1% penicilina 
y se cambió el medio cada 2-3 días. Producción de las membras/matriz de 
colágeno con la topografía descemética con colágeno tipo I de cola de rata 
fundido siguiendo la  DLT(Usando los resultados de Gutermuth).

PCR de ATP1A1, COL8A2, PITX2,  ZO-1 y DAPI.
Modelo ex vivo animal, se sembraron directamente las 
células diferenciadas sobre la parte posterior de la 
córnea tras descematorrexis completa.
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