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EGF
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Factor de crecimiento hepatocitico (Hepatocyte Growth Factor)
Mitomicina C

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (Platelet-derived
Growth Factor)

Sin Filtrar

Suero derivado del plasma rico en factores de crecimiento

(serum derived from Plasma Rich in Growth Factors)

Factor de crecimiento del endotelio vascular (Vascular
Endothelial Growth Factor)






1. INTRODUCCION
1.1 LA CORNEA

La cornea y esclerdtica constituyen la capa externa o tanica fibrosa del ojo. La cornea
es la porcion transparente de esta tunica, que cubre el iris, la pupila y la camara

anterior.

La cornea de un humano adulto mide de 11 a 12 mm en su diametro horizontal y de 9
a 11 mm en el vertical. Su espesor es de 0.5 mm en el centro y se incrementa
gradualmente hacia la periferia donde alcanza hasta 0.7 mm. La forma de la superficie
anterior es convexa siendo su curvatura mayor en la periferia que en el centro siendo

una geometria asférica (Nieto, 2011).

La luz se introduce en el ojo a través de la cornea, que es la estructura ocular con la
capacidad de refraccion méas importante y que hace que la luz quede enfocada en la
retina. Constituye un ejemplo excelente de unidad de estructura y funcién debido a que
es un tejido Optico casi perfectamente transparente y avascular, que también actia

como barrera fisica entre el medio ambiente y el interior del ojo.

La caracteristica mas importante de la cornea es su transparencia. La pérdida de dicha
transparencia produce efectos visuales secundarios debido al modo en que los fotones

de luz interaccionan con los electrones de los &tomos y de la moléculas corneales.

La cornea tiene una de las densidades mas altas de terminaciones nerviosas de todo el
cuerpo. Esta inervada por la rama oftalmica del nervio trigémino a través de los nervios
ciliares anteriores y los de la conjuntiva adyacente. Es uno de los tejidos del organismo
con mayor sensibilidad y ésta tiene una funcién protectora. Asi, la mayor parte de los
receptores existentes en la crnea son nocirreceptores cuya estimulacion da lugar a la

percepcion del dolor (Rada y Johnson, 2005).
1.1.1 Anatomia de la cérnea

Microscopicamente la cdrnea puede dividirse en las siguientes cinco capas (Figura 1):
epitelio corneal, capa de Bowman, estroma, membrana de Descemet y endotelio

corneal.
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Figura 1. Corte histologico de la cornea tefiido con hematoxilina-eosina. En la figura se muestran las cinco
capas nombradas en sentido de exterior a interior: una capa externa formada por el epitelio, la capa de Bowman,
una capa media 0 estroma corneal, una membrana basal denominada membrana de Descemet y una capa interna
0 endotelio corneal.

1.1.1.1 Epitelio corneal

Es un epitelio plano, estratificado, no queratinizado y no secretor que presenta un
grosor de 5-7 células, representando un 10% del espesor de la cornea. Estd formada
por tres tipos celulares: células superficiales, células aladas y células basales. La capa
de células basales cuboideas, es la Unica fuente de las células nuevas que se incorporan
al epitelio corneal. Las células aladas denominadas de esta manera por sus
prolongaciones laterales, forman entre una y tres capas celulares en una fase
intermedia de diferenciacion. Las células superficiales muestran diferenciacion
terminal y estan en proceso de degeneracion (Edelhauser y Ubels, 2004).



Un epitelio sano es necesario para mantener una correcta superficie ocular y por tanto,
una buena transparencia. La transparencia corneal también es secundaria a una
caracteristica arquitectura estromal y un correcto funcionamiento del endotelio,
encargado de la regulacién de la hidratacion corneal. El epitelio también esta
encargado de mantener una correcta pelicula lagrimal, la cual aporta calidad Optica.
Ademas, proporciona una barrera mecanica de defensa efectiva contra patdgenos,
debido a la interdigitacion de membranas celulares y a los complejos de unién entre
células (uniones estrechas, desmosomas, uniones comunicantes o de “tipo gap™) y en

la unién entre células y membrana basal (hemidesmosomas).

A su vez, la pelicula lagrimal contiene factores de crecimiento que favorecen la
correcta epitelizacion de la cornea, tanto de modo basal como en situaciones de defecto
epitelial. La pelicula lagrimal contiene, entre otros, factores neurotréficos tales como
NGF (Neural Growth Factor), sustancia P y IGF-1 (Insulin Growth Factor-1)
(Matsumoto et al., 2004).

1.1.1.2 Capa de Bowman

La capa de Bowman, que en los mamiferos solo existe en los primates, se localiza por
debajo del epitelio y tiene un grosor aproximado de 12 pum. Con el microscopio 6ptico
se observa que esta formada por fibrillas de colageno dispuestas de manera aleatoria.
Esta capa es acelular y se puede considerar una modificacién de la capa superficial del
estroma. La funcidn de esta parte de la cdrnea se desconoce, se ha sugerido que es un
elemento estabilizador pero no hay resultados contundentes (Edelhauser y Ubels,
2004).

1.1.1.3 Estroma

El estroma es una matriz extracelular constituida por fibrillas de colageno con
disposicion laminar exquisitamente ordenada y dispuestas en paralelo a la superficie
corneal pero con un angulo de 90° una capa respecto a la inmediatamente inferior. Las
fibrillas individuales de colageno estan separadas por una matriz de proteoglucanos.
Se disponen queratocitos con densidades y tamarios variables a lo largo del estroma,

formando una red tridimensional en espiral a través de la crnea. Su aspecto es el de



fibroblastos aplanados entre las lamelas de colageno. Estos fibroblastos corneales

digieren y fabrican continuamente las moléculas del estroma.

La distribucion y el tamafio de las fibrillas de colageno embebidas en la matriz
extracelular son parcialmente responsables de la transparencia corneal. Este patrén
actia como una rejilla de difraccién para reducir la dispersion de la luz mediante la
interferencia destructiva. Para mantener la transparencia es necesario que la distancia
existente entre las fibrillas de colageno sea inferior a la longitud de onda de la luz
visible. La transparencia también depende de mantener el contenido de agua del
estroma corneal. Esta hidratacion esta controlada principalmente por las barreras
epiteliales y endoteliales (Edelhauser y Ubels, 2004).

1.1.1.4 Membrana de Descement

El endotelio corneal descansa sobre una membrana de Descement, que en el ojo del
adulto tiene un grosor de 10-15 um. Las células endoteliales elaboran estd membrana
basal, que aumenta de grosor durante la vida. Los componentes fundamentales son

colageno, laminina y fibronectina (Edelhauser y Ubels, 2004).
1.1.1.5 Endotelio

El endotelio es una monocapa celular de morfologia hexagonal, regular, situada en la
superficie corneal posterior y que se encuentra en contacto directo con el humor acuoso

de la cdmara anterior.

La funcién mas importante del endotelio es regular el contenido de agua en el estroma.
Por ello, las células endoteliales estan interconectadas mediante uniones estrechas y
uniones comunicantes. Las uniones estrechas hacen que el endotelio constituya una
barrera de filtro entre el humor acuoso y el estroma que, aunque impide el flujo libre
de agua y solutos, no constituye una barrera tan eficaz como la que representan los
epitelios. Las uniones comunicantes se observan en las membranas laterales y su

funcién principal es la comunicacion intercelular (Edelhauser y Ubels, 2004).



1.2 REEPITELIZACION O CICATRIZACION DE LA CORNEA

La integridad de la superficie ocular y su capacidad de cicatrizacion depende de un
balance entre proliferacion, diferenciacion, motilidad y apoptosis. Existen una serie de
factores de crecimiento presentes en la lagrima (Rolando y Zierhut, 2001) y en el
humor acuoso (Welge-LuRen, 2001) y producidos por las células de epitelio corneal
que son esenciales en el mantenimiento y renovacion del epitelio corneal, asi como
para prevenir reacciones inmunes o angiogenicas indeseables. Dichos factores de
crecimiento, mediante un complejo mecanismo de interrelacion, facilitan la
cicatrizacion corneal mediante la proliferacion del epitelio corneal y estromal asi como

la formacién de la matriz extracelular.

Es probablemente debido a la necesidad de tanta precision estructural que el estroma
de la cdrnea experimenta remodelacion homeostatica a un ritmo considerablemente
mas lento que la dermis de la piel y la mayoria de otros tejidos de colageno. El
colageno del estroma de la cornea se somete inusualmente a bajas tasas de reemplazo
y las células del estroma o queratocitos, dispersos por el estroma, tienen una tasa
replicativa muy baja. Aun asi se cree que son el principal tipo de células que contribuye
a reparar el tejido durante la cicatrizacion de heridas de la cornea (Fini y Stramer,
2005).

Cuando la cornea se dafia y se produce un defecto epitelial, se activan los queratocitos.
Ademas, las células epiteliales adyacentes a la herida migran hacia el defecto epitelial
activandose las células madre limbares, con intencién de rellenar el defecto lo antes

posible.

Por tanto, para mantener un epitelio corneal sano, debe existir un correcto equilibrio
entre la funcion de las células madre limbares, la cantidad y calidad de la lagrima, la
anatomia y funcionamiento de los parpados y la sensibilidad corneal (Tseng y Tsubota
1997). Cualquier alteracion en alguno de estos elementos puede conllevar a un defecto

epitelial persistente.

Las células epiteliales corneales se renuevan continuamente a través de células basales
en area de limbo esclero-corneal (Gnicas con capacidad de proliferacion en el epitelio
corneal), van diferencidndose a medida que suben a estratos mas superficiales y

proliferan centripetamente hasta, finalmente, descamarse.



Otro aspecto importante de la cornea que afecta a su reparacion, es su naturaleza
avascular. Tanto en la piel como en la cornea una matriz de fibrina y fibronectina se
deposita y polimeriza en el sitio dafiado. En la piel las plaquetas procedentes del
sistema vascular se quedan atrapadas en esta matriz formando un coagulo. En cambio,
el coagulo que se forma en la reparacion de la cornea no contiene plaquetas (Fini y
Stramer, 2005).

1.3 PATOLOGIAS ASOCIADAS A LA CORNEA

Entre las lesiones superficiales mas habituales se encuentran las erosiones epiteliales,
el edema epitelial y la neovascularizacién superficial. Estas patologias remiten
facilmente con los tratamientos habituales, como las lagrimas artificiales, lentes de

contacto terapéuticas y antibidticos, entre otros.

En cambio, el tratamiento de la patologia corneal de origen neurotrofico sigue siendo
uno de los caballos de batalla méas retantes en oftalmologia. El espectro clinico de dicha
alteracion puede ir desde la queratitis punteada superficial, pasando por la Ulcera

neurotrofica hasta el defecto epitelial persistente e, incluso, la perforacion corneal.

El defecto epitelial persistente (DEP), es una perforacion de la cdrnea que se mantiene
durante mas de dos semanas y es resistente a los tratamientos convencionales. Aunque
tenga varias causas, estos defectos tienen en comun la incapacidad de la cérnea para
cerrar el epitelio dafiado. Las formas de DEP con peor pronéstico son las asociadas
con el ojo seco y las ulceras neurotréficas. En el caso del ojo seco la ausencia de
lagrima conlleva la carencia de factores de crecimiento y en el caso de la Ulcera
neurotrofica, los factores necesarios para el metabolismo neuronal estdn ausentes
(L6pez-Plandolit et al., 2010).

1.4 TRATAMIENTOS

Son muchos los tratamientos médicos y quirdrgicos que se han descrito para la
resolucion del defecto epitelial persistente (DEP):
1. Tratamientos habituales como lubricantes oculares y antibioticos topicos

2. Métodos quirargicos para mejorar el tropismo de la superficie ocular



3. Tratamientos médicos basados en la aplicacion de moléculas especificas como
colirio de NGF (Neural Growth Factor) (Lambiase et al., 1998), colirio de EGF
(Epithermal Growth Factor) (Pastor y Calonge, 1992) y colirio de FGF (Fibroblast
Growth Factor) (Tripathi et al., 1990) entre otros.

1.4.1 Tratamientos alternativos: plasma rico en plaquetas (PRPSs)

Viendo la ineficacia de los tratamientos habituales en los uUltimos afios se estan
investigando nuevas terapias. Desde finales de los afios 90, se ha puesto de moda la
utilizacion de plaquetas como vehiculos liberadores de concentraciones
suprafisioldgicas de factores cicatrizantes para favorecer y acelerar, el cierre de heridas
de diferentes tejidos (Anitua, 1999) como musculo, tenddn, piel, etc. Estos preparados
se llaman genéricamente PRPs (Platelet-Rich Plasma serums, plasma rico en
plaquetas) y ya han sido utilizados para acelerar el cierre de heridas en piel (Molina-
Mifiano et al., 2009) y quemaduras. También se han utilizado en diferentes tipos de
cirugia como cosmética, plastica, dental (Marx et al., 1998), ortopédica (Anitua et al.,

2007) y cardiotoracica.

En oftalmologia también se han descrito ya los tratamientos con gotas de
hemoderivados para el cierre de defectos epiteliales persistentes. La descripcion del
AS, (Autologous Serum, suero autélogo) un tipo de PRPs, fue la primera revolucion
(Tsubota et al., 1999a, b) porque presenta unas caracteristicas muy similares a las de
la lagrima en cuanto a pH y osmolaridad. Ademas contiene factores de crecimiento,
vitaminas y componentes bacteriostaticos tales como 1gG y lisozima. Desde entonces,
el AS se ha utilizado con frecuencia para el tratamiento tépico en pacientes con
trastornos oculares, ya que se asocia con una mejora de la cicatrizacion (Freire et al.,
2012).

Mas recientemente, se ha desarrollado un nuevo derivado de la sangre. Se caracteriza
por el procesamiento facil y rapido y la capacidad de estimular la liberacién de
plaquetas en ausencia de trombina y leucocitos (Freire et al., 2012). El s-PRGF (serum
derived from Plasma Rich in Growth Factors, suero derivado del plasma rico en
factores de crecimiento) es un tipo de PRPs que fue originalmente descrito para

acelerar defectos maxilares y traumatoldgicos (Anitua, 1999) y que ya ha demostrado



su eficacia para el cierre de defectos en piel (Anitua et al., 2007; Molina-Mifiano et
al., 2009).

Nuestro grupo de investigacion ha aplicado el s-PRGF en colirio de forma novedosa
como tratamiento novel en defectos epiteliales persistentes (Lopez-Plandolit et al.,
2010) y el sindrome del ojo seco (Lopez-Plandolit et al., 2011). Mas recientemente,
hemos adaptado la metodologia de obtener s-PRGF para utilizarlo por primera vez en
el modelo animal de conejo como un paso previo a su estudio mediante ensayos

clinicos (Freire et al., 2014).
1.5 EL ACIDO HIALURONICO EN OFTANMOLOGIA

El &cido hialurdnico (HaNa) comprende N-acetil-D-glucosamina y moléculas de &cido
glucurdnico alternativamente distribuidos en cadenas largas, que en condiciones
fisioldgicas (pH = 7,4) esta presente en forma de una sal tal como hialuronato de sodio.
Es una molécula larga pero flexible que se comporta como un fluido newtoniano, es
decir, su viscosidad depende del grado de movimiento. La disposicion aleatoria de sus
moléculas y la interaccidn entre ellas confieren alta resistencia y viscosidad a bajas
tasas de cizallamiento, proporcionando propiedades protectoras. Sin embargo, a altas
velocidades de cizalladura que se produce durante el parpadeo, las moléculas se
distribuyen en alineacion en la direccion del movimiento, que exhibe menos viscosidad
y facilmente se extiende sobre la superficie ocular. Esta pseudoplasticidad hace que

las soluciones de acido hialurénico sean mas comodas para el ojo.

Estudios preliminares han demostrado que el hialuronato de sodio, utilizado en
oftalmologia en forma de lagrimas artificiales para el tratamiento del ojo seco, aumenta
la adhesion al epitelio de la cdrnea y la biodisponibilidad de agentes terapéuticos en la

superficie ocular (Lopez-Garcia et al., 2014).



2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

El presente Trabajo Fin de Grado se puede encuadrar dentro de la linea de
investigacion “Regeneracion de la superficie ocular mediante terapias avanzadas:
células madre y sueros autdlogos ricos en factores de crecimiento” que estd siendo
desarrollado por el departamento de Biologia Celular e Histologia de la Facultad de
Medicina y Odontologia de la Universidad del Pais VVasco bajo la direccién de la Dra.

M2 Noelia Andollo Victoriano.
2.1 OBJETIVOS GENERALES

1. Estudiar la variacion en las concentraciones de determinados factores de crecimiento
presentes en los sueros como consecuencia de modificaciones en el protocolo de

obtencion de los mismos.

Actuaciones aparentemente inofensivas como son la filtracion de los sueros o el
calentamiento del suero para inactivar el complemento, entre otros, pueden afectar
drasticamente a la concentracion de moléculas bioactivas como son los factores de

crecimiento.

2. Efecto sobre la proliferacion y migracion de células de epitelio corneal humano con
la utilizacion de un biopolimero adhesivo co-administrado con el suero rico en factores

de crecimiento.

Nuestro grupo de investigacion ha demostrado in vivo en el modelo animal de conejo
la eficacia de los sueros ricos en factores de crecimiento en la cicatrizacion de la
superficie ocular. Estos hemoderivados requieren una aplicacion de un minimo de
cuatro veces al dia y la disponibilidad de una nevera porque se tienen que mantener a
4°C. Se quiere estudiar la aplicacion conjunta del suero enriquecido con un
biopolimero adhesivo que aumente el tiempo de permanencia del suero sobre la

superficie ocular, disminuyendo asi el nimero de aplicaciones diarias.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudiar cémo afecta a la concentracion de determinados factores de crecimiento

presentes en los sueros:
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-la filtracion (utilizado como método de esterilizacion)
-el tratamiento por calor (utilizado para la inactivacion del complemento)

2. Estudiar el efecto de un biopolimero adhesivo (acido hialurénico), aplicado solo o
conjuntamente con el suero rico en factores de crecimiento (s-PRGF), sobre la

capacidad de las células de epitelio corneal para:
-proliferar

-migrar
2.3 HIPOTESIS

Los PRPs contienen factores de crecimiento y biomoléculas activas que favorecen la
reepitelizacion y proliferacion celular en caso de erosion corneal. Las distintas
concentraciones de estas moléculas en los distintos tipos de PRPs como consecuencia
del protocolo de obtencion podrian influir en su efecto terapéutico. Por otra parte, la
administracion de estos hemoderivados junto al bioadhesivo podria aumentar el
tiempo de persistencia en la superficie ocular, permitiendo un menor nimero de

aplicaciones diarias del tratamiento.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 PREPARACION DE LOS HEMODERIVADOS

La sangre de voluntarios sanos se extrajo por venopunciéon después de obtener el
consentimiento informado de los pacientes y el informe favorable del comité ético de
la Universidad del Pais VVasco (UPV/EHU), de acuerdo con la Declaracién de Helsinki.

Para recolectar la sangre se utilizaron tubos con citrato de sodio como anticoagulante
en el caso del s-PRGF y sin anticoagulante en el caso de AS. Durante la extraccion se
trabajo en condiciones de asepsia. La sangre se proceso por diferentes métodos para
conseguir el derivado correspondiente.

3.1.1 Suero autdlogo (AS)

Una vez extraida la sangre, los tubos se dejan a temperatura ambiente para que la
sangre coagule espontdneamente. Una vez coagulada la sangre, se centrifuga a 1000 g
durante 15 minutos para separar el suero de los demas componentes. Se recoge el

sobrenadante, que corresponde al suero autélogo (Freire et al., 2012).
3.1.2 Suero derivado del plasma rico en factores de crecimiento (s-PRGF)

La sangre se recogi6 en tubos con el interior estéril utilizando el citrato sédico como
anticoagulante, con el fin de no dafiar ni alterar las propiedades de las plaquetas. Los
tubos se centrifugaron a 460 g durante 8 minutos a temperatura ambiente. Tras la
centrifugacion se obtiene la separacion de los diferentes contenidos de la sangre
(Figura 1), con lo que se consigue concentrar las plaquetas en la zona superior a la
serie roja. La serie blanca leucocitaria se sedimenta en una fase intermedia entre la fase
de las plaquetas y los hematies. Se recoge la fase superior a la fase blanca que contiene
las plaquetas con pipetas estériles. Se afiade cloruro de calcio a una concentracion final
de 22,8 mM para inducir la activacion de las plaquetas y la formacion de la matriz de
fibrina. Se deja reposar 2 horas a 37°C, para que se forme el coagulo. Tras retirar el
coagulo el sobrenadante obtenido, que constituye el s-PRGF, esta enriquecido en
factores de crecimiento y otros componentes del secretoma plagquetario (Freire et al.,
2012).
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En todos los casos los hemoderivados se guardaron a -20°C.

Figura 1: Separacion de los diferentes contenidos de la sangre. Se recoge la fase inmediatamente superior

a la leucocitaria, que constituye el s-PRGF.

3.2 CUANTIFICACION DE LOS FACTORES DE CRECIMIENTO

Se midid6 mediante kits ELISA comerciales la concentracion de las siguientes
biomoleculas: EGF (Epidermal Growth Factor, factor de crecimiento epidérmico),
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor, factor de crecimiento del endotelio
vascular), HGF (Hepatocyte Growth Factor, factor de crecimiento hepatocitico),
PDGF (Platelet-derived Growth Factor, factor de crecimiento derivado de plaquetas)
y la Fibronectina. La técnica de ELISA (Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay) se
basa en la unién antigeno-anticuerpo. En este caso se utilizaron kits ELISA tipo
sandwich. Los antigenos de una muestra se unen a una superficie que contiene un
anticuerpo monoclonal especifico que se pueda unir a ellos. A continuacion, se le
aflade un anticuerpo secundario unido a biotina que va a reconocer el antigeno
inmovilizado. En el Gltimo paso se afiade el enzima estreptavidina-HRP y luego un
sustrato que al unirse con el enzima produce una sefial detectable, lo mas comun es un
cambio de color (Figura 2). Una vez afiadido el enzima y el sustrato, se mide la
absorbancia a 450 nm con un lector de placas (ELx800 Microplate Reader; BioTek
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Instruments, Winooski,VT). La cuantificacion de EGF, VEGF y HGF se hizo con Kits

de Invitrogen™ . La cuantificacion de PDGF se hizo con un kit de RayBiotech, Inc. y

la Fibronectina se cuantificé con un kit de Biorbyt. En todos los casos se siguieron las

instrucciones proporcionadas por la casa comercial.

*
i

Sustrato

(—.’E}s{gfptavidina (* L
L) )

Micropocillos recubtertos

Figura 2:

Esquema de la técnica ELISA tipo sandwich.

Los factores de crecimiento se cuantificaron tras someter a los hemoderivados a tres

procedimientos diferentes:

a)

b)

Filtracion: una parte de los sueros se mantuvo sin filtrar (S.F.). Otra parte se
filtr6 con un filtro Millipore Express™ que presenta una membrana de
poliéster de sulfona (PES) un polimero hidrofilico. La fraccion filtrada con
Millipore Express™ se va a denominar filtro verde (F.V.). Otra tercera parte se
filtr6 con un filtro millipore Durapore® que presenta una membrana de un
polimero hidrofilico llamado polifluoruro de vinilideno (PVDF). La fraccion
filtrada con este filtro de va a denominar filtro amarillo (F.A.). Ambos filtros
son unidades de filtracion Millex (Millipore) y presentan un poro con un
tamafio de 0,22 pum.

Inactivacion del complemento (Compl.-) por calentamiento a 56°C durante
30 minutos.

Obtencién de un pool de varios individuos: mezcla del suero con el
complemento inactivado (calentado a 56°C durante 30 minutos) de varios

individuos. Este procedimiento es habitual cuando se necesita obtener gran
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cantidad de suero para posteriores experimentos. Ademas reduce la

variabilidad experimental caracteristica de los sueros por individual.

Cada factor se analiz6 por duplicado en el suero de tres individuos diferentes.

3.3 LINEA CELULAR DE EPITELIO CORNEAL HUMANO (HUMAN
CORNEAL EPITHELIUM, HCE)

La linea celular HCE, inmortalizada mediante el adenovirus SV40 fue amablemente
cedida por Araki-Sasaki et al., (1995). Las células se mantuvieron a 37°C y 5% de
CO,, en frascos T25 (25 mm?) especialmente tratados para cultivo celular
sembrandolas para obtener una concentracion final de 10° células/ml (Figura 3). Se
incubaron con medio de cultivo Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM):Ham’s F12 (1:1; Lonza, Verviers, Belgium) con 2mM de L-glutamina
(Lonza), 1% de penicilina-estreptomicina (Lonza). EI medio fue suplementado con 10
ng/mL de EGF (Sigma, St. Louis; MO), 5 pg/mL de insulina (Sigma), 0,1 pg/mL de
toxina colérica (Gentaur molecular Products, Brussels, Belgium), 0,5% de
dimetilsulfoxido (DMSO; Sigma) y FBS al 10% (Fetal Bovine Serum, suero bovino

fetal; Lonza).

Los subcultivos se hicieron cada dos o tres dias, manteniendo las células hasta que
alcanzan aproximadamente el 90% de confluencia, momento que se lavan con PBS 1X
(Phosphate Buffered Saline, tampdn fosfato salino; Sigma) y se incuban con tripsina
al 0,5% y con &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) al 0,2% (Sigma) durante 5
minutos a 37°C. Seguidamente la accidn de la trispsina-EDTA se neutraliza con medio
de cultivo DMEM:Ham’s F12 suplementado con FBS. La suspension celular se
centrifuga durante 5 minutos a 1500 rpm, desechando el sobrenadante y volviendo a
resuspender las células en medio de cultivo. Se siembra a dilucion 1:10 en cada flask
T25.
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Figura 3. Fotografia de las células de epitelio corneal humano (HCE) tomada con el microscopio de

contraste de fases (Nikon Eclipse TS 100; Nikon, Tokyo, Japan) utilizando el software ProgRes CapturePro
2.6 (Jenoptik, Jena, Germany). A esta tomada a 40X y la B esta tomada a 100X.

3.4 PREPARACION DE TRATAMIENTOS PARA LOS ENSAYOS
CELULARES

Tanto en el ensayo de proliferacién como en el de migracion celular se testaron cinco

tratamientos. Los tratamientos estan compuestos de los siguientes componentes:

1. Medio de cultivo estdndar (FBS al 10%): es el que se utiliza habitualmente para
el mantenimiento de las células. Sus componentes se han explicado en el
apartado anterior.

2. Medio con BSA (Bovine Serum Albumin, Albumina sérica bovina) al 1%:

contiene los componentes del cultivo estandar menos el FBS al 10%. Este
medio se filtré con un filtro millipore Durapore ® (FA) con tamafio de poro de
0,22 pm.

3. Medio con s-PRGF al 45% se utiliz6 un pool de seis individuos de s-PRGF con

el complemento inactivado (56°C a 30 minutos) y se disolvié en medio de
cultivo estandar sin FBS al 10%.

4. Medio con acido hialurénico al 0,1% (HaNa): El &cido hialurénico se encuentra

formulado como hialuronato sodico de grado oftalmico (Abardn Materias
Primas S.L. Barcelona, Espafia). El stock se encuentra en una concentracion
del polimero bioadhesivo en PBS al 2,2%. Se disuelve el HaNa con medio

cultivo estandar sin FBS al 10%.
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5. Medio con s-PRGF al 45% en &cido hialurénico al 0,1%: pool de seis

individuos de s-PRGF a una concentracion final del 45% con el complemento

inactivado disuelto en HaNa al 0,1%.

Todos los tratamientos se prepararon en condiciones estériles, el material de plastico
empleado es estéril y el material de vidrio se ha esterilizado por calor seco. En el caso

del bioadhesivo se utilizaron micropipetas especiales para materiales viscosos.
3.5 ENSAYOS CELULARES
3.5.1 Ensayo de proliferacion celular in vitro

Se midid la viabilidad y proliferacion de las células HCE bajo los cinco tratamientos
descritos anteriormente. Para ello usamos el ensayo MTT, que esta basado en la
utilizacion de una sal de tetrazolio MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difenil
tetrazolio bromuro; Sigma-Aldrich) de color amarillo, cargada positivamente y que
penetra en las células eucariotas vivas. Las células viables reducen el MTT por la
accion de las succinato deshidrogenasas que se encuentran en las mitocondrias. Se
forma el formazan un compuesto de color purpura, que es medida por absorbancia,
siendo la cantidad de color directamente proporcional a la cantidad de células viables.
La sefial generada es dependiente de la concentraciéon de MTT, del tiempo de

incubacidn, del nimero de células viables y de su actividad metabdlica.

Las células HCE se sembraron a una concentracion de 3000 células por pocillo en
placas de 96 pocillos y se dej6 incubando 24 horas. Se sembraron cuatro placas para
los tiempos 0, 24, 48 y 72 horas; cada una con 20 pocillos. Una vez las células se
adhirieron al sustrato se sustituyo el medio de cultivo estandar por BSA al 1% vy se
dejo incubando 12 horas. Después de la incubacion se midié la absorbancia de la placa
denominada tiempo 0 h a 540 nm con el lector de placas. Las placas restantes se
lavaron con PBS y a continuacion se afadieron los cinco tratamientos
correspondientes: medio de cultivo estandar, BSA, s-PRGF, s- PRGF con HaNa y
HaNa. De cada tratamiento se hicieron cuatro réplicas. Después de 24, 48 y 72 horas
las células se lavaron con PBS y se incubaron con 0,5 mg/mL de MTT durante tres
horas. Es muy importante incubar el mismo tiempo las tres placas con el MTT porque

la conversion del MTT al formazan es dependiente del tiempo. Posteriormente se
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elimina el reactivo MTT y se afiade DMSO para que se disuelva el precipitado,
adquiriendo un color azul. Se mide la absorbancia a 540 nm con el lector de placas
(Freire et al., 2012). En el lector se utilizé la opcion “Area Scan” para obtener varias

lecturas de absorbancia correspondientes a diferentes puntos del pocillo.

La proliferacion se expresd como tasa de proliferacion * la desviacion estandar (SD)
de células viables respecto a las células viables antes de la exposicion a los
tratamientos (t=0 horas). El experimento se repitid con tres lotes distintos de células
HCE.

3.5.2 Ensayo de migracion celular in vitro

Utilizamos el método de la herida (Scratch wound-healing assay). Se sembraron 25000
células por pocillo en placas de 96 pocillos con medio de cultivo estandar y se dejaron
incubando a 37°C hasta que se form6 una monocapa. A continuacion se cambié el
medio por BSA al 1% y se dej6 incubando 8 horas. Después con la punta de un palillo
se produjé un raspado o desepitelizacion (herida) con forma de circulo en el centro de
la monocapa de cada pocillo. Se tomaron fotos con el microscopio de contraste de
fases de cada pocillo y utilizando el software ProRes CapturePro 2.6. se hizo una
primera medida de las &reas de los agujeros utilizando el software ImageJ (Wayne
Rasband, Research Services Branch, National Institute of Mental Health, Bethesda,
MD) con el objeto de repartir equitativamente agujeros de area similar entre los

diferentes tratamientos (Freire et al., 2014).

Luego, se hizo un lavado con PBS y se afiadié Mitomicina C (MMC) a una
concentracion de 0,01 mg/mL a cada pocillo, dejandolo incubar dos horas. Después de
la incubacion con MMC se hizo un lavado con PBS y se afiadieron los tratamientos.
Para cada tratamiento se hicieron cinco réplicas. Las areas desepitelizadas se
fotografiaron cada 12 horas con el microscopio de contraste de fases y el software
ProgRes CapturePro 2.6. Se tomaron fotos hasta que se cerraron las areas denudadas
de los pocillos que tenian los tratamientos de s-PRGF al 45% y s-PRGF al 45% con

acido hialuroénico.
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La velocidad de cierre se describe en términos de la media del &rea denudada £SD en
milimetros cuadrados. Cada tratamiento se aplico en cinco pocillos y el experimento

se repitid con tres lotes diferentes de células HCE.

3.6 ANALISIS ESTADISTICO

Las medias y las desviaciones estdndar (SD) de todas las variables se calcularon
utilizando el software Excel de Windows. Para determinar el grado de significacion

estadistica, se hizo la prueba t de Student de dos colas, utilizando Excel.
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4. RESULTADOS

4.1 CUANTIFICACION DE LOS FACTORES DE CRECIMIENTO EN LOS
HEMODERIVADOS

A partir de la sangre de cada voluntario (n=3) se obtuvieron los dos tipos de
hemoderivados (AS y s-PRGF). Se midié por duplicado (réplicas técnicas) la
concentracion de algunos factores de crecimiento en cada suero mediante un ensayo
colorimétrico. Los datos presentados en este apartado corresponden a la media de las
tres réplicas biolégicas (hemoderivados de los tres individuos). Como material
complementario en el Anexo se muestran los datos correspondientes a las réplicas

técnicas.

En las muestras sin filtrar (S.F.), se ha observado que la concentracién de VEGF es
similar en los dos hemoderivados y que la concentracion de HGF es superior en el AS
(Tabla 1).

Tabla 1. Concentracion de los factores de crecimiento en los hemoderivados AS y s-PRGF bajo diferentes
condiciones de filtracién: S.F.: sin filtrar, F.V. filtro verde, F.A.: filtro amarillo. Los resultados estan expresados
como media de las concentraciones de las fres réplicas biologicas + su desviacion estandar (SD). No se han

encontrado diferencias significativas en ninglin caso.

Suero  Condicién VEGF HGF EGF PDGF Fibronectina
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (ng/mL) (ng/mL)
SF. 188,33 4251 303,71 +4975 - 275,18 £ 260,51 534,58 + 335,57
AS F.V. 183,69 £42,33 246,30 69,21 - 09,34 + 144,06 276,08 + 244,46
FA. 158,63 +38,13 205,58 + 54,18 - 18,18 + 21,60 42,88 + 13,86
SF. 187,65+3542  86,89+3284 579,04 + 167,00
PRGF F.V. 195,22 + 56,84 71,21 + 8,02 478,05 + 74,87
FA. 173,67 + 55,95 60,17 £ 4,88 420,00 + 83,39

Uno de los objetivos es estudiar cémo afecta la filtracion del hemoderivado en la

concentracion de los factores de crecimiento. Para ello, se han comparado las muestras
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bioldgicas sin filtrar con las muestras bioldgicas filtradas con F.V. y F.A. Se ha
observado que tanto en el AS como en el s-PRGF la filtracion con el F.V. no supone
una reduccion de la concentracion de VEGF, pero con el F.A. si que hay una reduccién
entre el 10-15 % (Tabla 2). En cuanto al HGF, en los dos hemoderivados se ha
observado una reduccion tras la filtracion; con el F.V. una reduccion del 20% y con el
F.A. una reduccion entre el 15-30%.

Tabla 2. Porcentaje de reduccion en la concentracién de factores de crecimiento tras la filtracion en los
hemoderivados AS y s-PRGF. Se compara la concentracion del filtro verde (F.V.) y filtro amarillo (F.A.) respecto

a la muestra sin filtrar (S.F.).

VEGF HGF EGF

Suero ici6

Condicién % % %

F.V./SF. 2 19

AS

F.A./SF. 16 32

F.V./SF. -4 18 17
PRGF

F.A./SF. 1 16 27

Viendo que el porcentaje de reduccion era similar en ambos tipos de hemoderivados
para los factores VEGF y HGF decidimos realizar la cuantificacién con el resto de
factores (EGF, PDGF y Fibronectina) solo en uno de los hemoderivados. Asi la
filtracion del EGF con el F.V. disminuye la concentracion en un 17%, siendo superior
con el F.A., concretamente un 27% (Tabla 2). En cuanto a las concentraciones de
PDGF y Fibronectina, se han incluido los datos pero no se van a comentar porque no
son concluyentes. Al realizar el enzimoinmunoensayo de cada molécula la recta patrén
es adecuada, indicando que la técnica se realiz6 correctamente. Sin embargo, en ambos
casos hay que utilizar las muestras muy diluidas y pensamos que hemos cometido
algun error al hacer las diluciones, dando lugar a cuantificaciones que no se
corresponden con lo descrito en la bibliografia. Por lo tanto, a de repetirse nuevamente

la cuantificacion de ambas moléculas.
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Otro de los objetivos es estudiar como afecta el calentamiento de las muestras (56°C
durante 30 minutos) en la concentracion de los factores de crecimiento. Este
procedimiento se utilizo para inactivar el complemento presente en los sueros, ya que,

podria ser responsable de la lisis de las células en cultivo.

En primer lugar, quisimos comparar la concentracion de las muestras filtradas con F.V.

y calentadas (Compl.-) con las muestras filtradas con F.V. (Control) (Tabla 3).

Se observa que en el caso del VEGF, la reduccion obtenida en la concentracion del
factor de crecimiento es negativa. Esto indica que el calentamiento no afecta a la
concentracion de VEGF en ninguno de los dos hemoderivados (Tabla 4). En cambio,
el calentamiento si que afecta a la concentracién de HGF y EGF. En el HGF supone
una reduccién del 94-100%, de manera que se ha considerado que el tratamiento por
calor destruye completamente este factor. Existen diferencias estadisticamente
significativas respecto al control para ambos hemoderivados. Por ultimo, en el EGF se
observa una reduccion de la concentracion del 50-60% (Tabla 4) siendo solo

estadisticamente significativa respecto al control en el caso del s-PRGF (Tabla 3).

Tabla 3. Concentracion de los factores de crecimiento tras el calentamiento en los hemoderivados AS y s-
PRGF. Control: muestras biolégicas filtradas con el filtro verde (F.V.). Compl.-: muestras biolégicas filtradas con
el filtro verde (F.V.) y calentadas a 56°C durante 30 minutos. Los resultados estan expresados como media de las

concentraciones de las tres réplicas bioldgicas * su desviacion estandar (SD).

Suero  Condicion VEGF HGF EGF
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)

Control 183,69 +42,33 246,30 £ 69,21 397,37 £ 115,422
Compl.- 212,24 £51,97 0,00 £0,00* 185,29 + 56,32

AS

Control 1952245684  71,21+8,02 390,72 + 87,922
Compl-  219,71+2479 418148  15411+£31,02*

PRGF

Diferencias estadisticamente significativas respecto al control. *P < 0,05. **P< 0,01.

al os datos provienen de otro ensayo ELISA diferente al realizado para la filtracion
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Tabla 4. Porcentaje de reduccion en la concentracion de factores de crecimiento tras el calentamiento en
los hemoderivados AS y s-PRGF. Se compara la concentracion de las muestras con el complemento inactivado

(Compl.-) respecto a las muestras control (sin calentar).

I VEGF HGF EGF
Suero Condicion % % %
AS Compl.- / Control. -16 100 53
PRGF Compl.- / Control. -13 94 61

En el segundo lugar, quisimos estudiar si mezclar las muestras de diferentes individuos
que tienen el complemento inactivado, afecta en la concentracion de los diferentes
factores. Para ello, se va a comparar la media de la concentracién de tres individuos
con un pool de esos tres individuos (ver materiales y métodos) para cada factor y en
ambos sueros. EI VEGF, HGF y EGF muestran concentraciones similares tanto en el
pool como en la media de las réplicas bioldgicas para los dos hemoderivados (Tabla
5). No se han encontrado diferencias significativas entre ambas muestras. Por lo tanto,
juntar suero de varios individuos tras inactivar el complemento no afecta a la
concentracion de los factores de crecimiento. Nuevamente desestimamos los datos de
PDGF y Fibronectina.
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Tabla 5. Comparacion de las concentraciones de los factores de crecimiento en una mezcla de

hemoderivados (pool) respecto a los sueros por separado. Una muestra es la media de la concentracién de

cada una de las tres muestras biolégicas con complemento inactivado (X, Compl.-) y la otra un pool de esos tres

individuos mezclados después de inactivar el complemento (Pool 3, Compl.-).Los resultados estan expresados

como media de las concentraciones de las tres réplicas bioldgicas + su desviacién estandar

Suero Condicién VEGF HGF EGF PDGF Fibronectina
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (ng/mL) (ug/mL)
% (Compl-)  212,24+51,97 0,00 0,00 185,29 £56,32 258,69+ 122,51 169,28 + 108,11
Pool 3 (Compl.-) 185,67 £12,18 0,00 0,00 212,52 + 3,87 0,00 + 0,00 287,00 + 5,88
PRGF X (Compl.-) 219,71+ 24,79 418 +1,48 154,11 £ 31,02

Pool 3 (Compl.-) 227,71+ 11,73 7,06 £ 2,68 146,65 + 0,92

4.2 ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR IN VITRO

Con objeto de estudiar el efecto del hemoderivado s-PRGF o de éste combinado con

el bioadhesivo HaNa, sobre la proliferacion de las células de epitelio corneal (HCE),

se expusieron éstas a 24, 48 y 72 horas a diferentes tratamientos. Los tratamientos

(afiadidos al medio base de cultivo junto con los suplementos segun se describe en

materiales y métodos) fueron los siguientes:

FBS al 10% al que llamamos medio de cultivo estandar que se utiliza para el
cultivo habitual de células HCE

BSA al 1% que lo vamos a utilizar como control porque con este tratamiento
las HCE no proliferan al carecer de factores de crecimiento, moléculas de
sefializacion celular etc

El hemoderivado s-PRGF al 45%, nos interesa estudiar si aumenta la
proliferacion respecto al tratamiento estandar

El hemoderivado s-PRGF al 45% combinado con HaNa al 0,1%, para evaluar
si la adiccion del bioadhesivo tiene algin efecto beneficioso sobre la
proliferacion. Parece ser que in vivo el bioadhesivo aumenta la adhesion a la

superficie corneal y la persistencia del tratamiento (Lopez-Garcia et al., 2014)
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e El bioadhesivo HaNa al 0,1% para evaluar si aplicado solo tiene algun efecto

en la proliferacion

En un principio se realizaron tres repeticiones del ensayo MTT, pero en dos de ellos
hubo un problema de contaminacion en el hemoderivado s-PRGF y esto hizo que los
resultados obtenidos no sean fiables. Por tanto, los resultados que se van a mostrar a
continuacion corresponden a un solo ensayo MTT (Tabla 6). Lo més llamativo es que
en los tratamientos con FBS y con los dos tratamientos de s-PRGF la tasa de
proliferacion aumenta a lo largo del tiempo; mientras que en el caso del control (BSA)

y el tratamiento con HaNa se mantiene constante.

Tabla 6. Tasa de proliferacion de células de epitelio corneal (HCE) expuestas a 24, 48 y 72 horas con BSA
al 1% como control, FBS al 10%, s-PRGF al 45%, s-PRGF al 45% con HaNa 0,1% y HaNa al 0,1%. Los
resultados se han expresado en términos de tasa de proliferacion + SD de las células viables con respecto a las
células viables antes de la exposicion con los tratamientos (=0 horas).

Tiempo
. 24 horas 48 horas 72 horas

Tratamiento

Control 1,03 +£0,04 1,00 +£ 0,02 0,95+ 0,03
FBS 1,11 +£0,04 1,44 £ 0,08 1,63 + 0,06
s-PRGF 0,99 + 0,05 1,10 £ 0,02 1,20 + 0,07
s-PRGF + HaNa 1,00 + 0,06 1,06 + 0,03 1,16 £ 0,05
HaNa 1,00 £ 0,04 0,99 + 0,04 0,92 + 0,03

Si se analiza la proliferacion celular a lo largo del tiempo con los distintos tratamientos
(Figura 4) se observa como el medio de cultivo estandar obtiene el crecimiento méas
rapido y se desmarca de los demas a lo largo del tiempo. Analizando la tendencia de
los tratamientos con s-PRGF se puede apreciar como en las primeras 24 horas no hay
un aumento de la proliferacion respecto al tiempo cero y que es a partir de las 24 horas

cuando se observa una proliferacion progresiva. Entre los dos tratamientos con s-
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PRGF parece que el hemoderivado solo, presenta una tasa de proliferacion ligeramente
superior. El control y el acido hialurénico siguen la misma tendencia, en las primeras
48 horas la proliferacion se mantiene constante, manteniendo la misma cantidad que
en el tiempo 0. A partir de las 48 horas se observa como decrece levemente la
proliferacion debido a que estos tratamientos no tienen los factores de crecimientos
bésicos para que las HCE se mantengan vivas.

FBS
1,75 BSA
s-PRGF
8
‘O s-PRGF + HaNa
5 1,5
i === HaNa
w
_
2 1,25
o
w
[a)
<
2 1 b == f
'_ \
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0 24 48 72
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Figura 4. Progresion de la proliferacion (medidos con el ensayo MTT) de células HCE expuestas a 24, 48,
72 horas a los diferentes tratamientos. Los resultados estan expresados como tasa de proliferacion de células

viables respecto a las células viables antes de la exposicion a los tratamientos a t=0 horas.

Si comparamos la viabilidad celular en respuesta a los dos tratamientos con
hemoderivados, la BSA y el HaNa con la respuesta obtenida con FBS (Figura 5),
encontramos que a 24 h los cuatro tratamientos presentan una viabilidad celular muy
parecida en torno al 90% (Figura 5A). A 48 h la diferencia entre los tratamientos es
mas apreciable obteniendo mayor viabilidad en los tratamientos que se ha utilizado el
hemoderivado (Figura 5B). Tanto el s-PRGF solo, como combinado con el acido
hialuronico muestran diferencias estadisticamente significativas respecto al BSA. A
72 h la viabilidad con los dos tratamientos que contienen s-PRGF se mantiene
constante, siendo levemente superior la del hemoderivado solo (Figura 5C). También

hay diferencias estadisticamente significativas respecto al BSA a este tiempo.
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Figura 5: Viabilidad (ensayo MTT) de células HCE expuestas a los diferentes tratamientos. La viabilidad se
midié a 24, 48 y 72 horas después de aplicar los tratamientos. Los resultados se han expresado como porcentaje
de la media £ SD con respecto a la viabilidad de las células tratadas con FBS. Diferencias estadisticamente

significativas respecto a las células expuestas a BSA (Control). *P< 0,05. **P< 0,01. ***P< 0,001.

Un aspecto interesante a estudiar es comprobar si existe una diferencia

estadisticamente significativa entre el s-PRGF y el s-PRGF combinado con &cido
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hialurdnico. Parece que el s-PRGF aumenta mas la proliferacion que el combinado con
acido hialuronico pero aun asi, no se ha visto que sean estadisticamente diferentes
(Tabla 7). EI FBS es estadisticamente significativo respecto a todos los tratamientos
a apartir de las 24 h en adelante. A partir de las 48 h el s-PRGF es estadisticamente
significativo respecto al &cido hialurénico. A partir de 72 h también el s-PRGF
combinado con HaNa es estadisticamente diferente respecto al HaNa.

Tabla 7. Significaciones estadisticas al comparar los diferentes tratamientos entre si. Prueba t de Student.

24 h BSA FBS s-PRGF s-PRGF+HaNa HaNa
BSA *P<0,05 No No No
FBS 11P< 0,01 1P< 0,05 11P< 0,01
s-PRGF No No
s-PRGF+HaNa No
48 h BSA FBS s-PRGF s-PRGF+HaNa HaNa
BSA **P< 0,01 ***P< 0,001 *P< 0,05 No
FBS 11P< 0,01 111P< 0,001 111P< 0,001
s-PRGF No 1tP< 0,01
s-PRGF+HaNa No
72 h BSA FBS s-PRGF s-PRGF+HaNa HaNa
BSA ***P< 0,001 **P< 0,01 ***P< 0,001 No
FBS 111P< 0,001 111P< 0,001 111P< 0,001
s-PRGF No 111P< 0,001
s-PRGF+HaNa 1+1P< 0,001

Diferencias estadisticamente significativas respecto al control. *P< 0,05. **P< 0,01. ***P< 0,001.
Diferencias estadisticamente significativas respecto al FBS. 1P< 0,05. +1P< 0,01. 111P< 0,001.
Diferencias estadisticamente significativas respecto a s-PRGF y s-PRGF+HaNa. P< 0,05. #P< 0,01.
#P<0,001)

4.3 ENSAYO DE MIGRACION CELULAR IN VITRO

Se utiliz6 el método de la herida conocido como Scratch wound-healing assay en
células HCE para testar la habilidad de diferentes tratamientos (los mismos que se
utilizan en el ensayo MTT) para promover in vitro la migracion y la reepitelizacion.
En un principio, se hicieron tres repeticiones pero como ocurrio con los ensayos MTT,
debido a un problema de contaminacién con el s-PRGF se ha decidido no introducir

esos datos ya que no son fiables. Los datos que se van a mostrar corresponden a un
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solo ensayo de migracion, por tanto, como en el caso del ensayo MTT van a ser
resultados preliminares que posteriormente, se tendran que repetir otros dos ensayos
para corroborar los resultados.

Analizando el area reepitelizada de la herida, observamos que el tratamiento con s-

PRGF es el que primero cierra, recuperandose la monocapa a 24 horas (Figura 6).

12h 24h

Control

s-PRGF

s-PRGF + HaNa

Figura 6. Fotografias tomadas con el microscopio de contraste de fases a 40X ilustrando la migracion de
las células HCE tratadas con el tratamiento control (A), con s-PRGF (B) y con s-PRGF + HaNa (C). A 24
horas se puede observar que con el s-PRGF la herida esta cerrada completamente, en el combinado con &cido

hialurénico casi esta cerrada y la herida tratada con el tratamiento control se mantiene sin cerrar.

Analizando la progresion de cierre observamos que el control y el tratamiento con
HaNa siguen la misma tendencia, de forma que se ha reepitelizado el area (en mm?)
en mas de un 50% a las 12 h y de este tiempo en adelante ese porcentaje se mantiene
constante (Tabla 8). Entre estos dos tratamientos no se han observado diferencias
estadisticamente significativas. En cambio, a las 12 h los tratamientos con FBS, s-



29

PRGF solo y el combinado con HaNa muestran un tendencia parecida, siendo el
porcentaje de cierre a este tiempo de alrededor de un 64%. A 24 h los pocillos tratados
con s-PRGF estan completamente cerrados. En este tiempo, los tratados con FBS y s-
PRGF combinado con HaNa todavia no han cerrado completamente, pero cabe
destacar que cierre esta méas acelerado en los tratados con el hemoderivado (Figura 7).
Los tratamientos con FBS y s-PRGF son estadisticamente significativos respecto al
control a partir de las 12 h. En el caso del s-PRGF combinado con hialurénico es
estadisticamente significativo respecto al control a partir de las 24 h. También se han
encontrado diferencias significativas entre el &cido hialuronico respecto al tratamiento
con s-PRGF a partir de las 12 horas y respecto al s-PRGF combinado con éacido

hialuronico a partir de las 24 horas (Tabla 8).

Solo se muestran los datos obtenidos hasta las 36 horas, pero se hicieron fotos también
a las 48 horas y tanto las heridas tratadas con el tratamiento control como las tratadas

con el acido hialurénico no habian cerrado, se mantenian como a 36 h.

Tabla 8. Cierre a lo largo del tiempo de las areas denudadas en cultivos HCE incubados con BSA al 1%
como control, FBS al 10%, s-PRGF al 45%, s-PRGF al 45% con HaNa al 0,1% y HaNa al 0,1 %. Los resultados

se han expresado como media del area reepitelizada + SD de los diferentes pocillos en mmz2.

Tiempo

Tratamiento

0 horas 12 horas 24 horas 36 horas
Control 0,69 +0,10 0,27 + 0,04 0,26 + 0,04 0,38 +0,10
FBS 0,71+ 0,16 0,14* £ 0,07 0,06*** + 0,05 0,01** + 0,00
s-PRGF 0,75+ 0,08 0,15* £ 0,06 Cerrado Cerrado
s-PRGF+ HaNa 0,70 + 0,10 0,17 £ 0,09 0,01** + 0,00 Cerrado
HaNa 0,70 + 0,15 0,30+ + 0,08 0,304 + 0,10 0,364+ 0,08

Diferencias estadisticamente significativas respecto al control (BSA). *P< 0,05. **P< 0,01. ***P< 0,001.

Diferencias estadisticamente significativas respecto a s-PRGF. P< 0,05. #P< 0,01)
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Figura 7. Progresion de la migracion de células HCE a 12, 24 y 36 horas al ser expuestas a los diferentes
tratamientos. Se puede observar que a lo largo del tiempo los cultivos tratados con los hemoderivados y con el
medio estandar se van cerrando de manera progresiva, mientras que a partir de las 12 h las heridas tratadas con
HaNa y con el tratamiento control se mantienen mas o menos constante. Los resultados se han expresado como

porcentaje de area reepitelizada o cierre a lo largo del tiempo.

Respecto al area reepitelizada a 24 horas, con el tratamiento de s-PRGF el 100% de
las heridas se han cerrado, con el s-PRGF + HaNa se han cerrado el 99,1%, con el FBS
95,8%, mientras que con el tratamiento control y con el HaNa se han cerrado un 62%

y un 57% respectivamente (Figura 8).

24h
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Figura 8. Porcentaje de area reepitelizada a 24 horas con los diferentes tratamientos. Al término de este
periodo todas las heridas tratadas con s-PRGF se han cerrado, recuperandose la monocapa. Los resultados se
han expresado como porcentaje de area reepitelizada o de cierre + SD. Diferencias estadisticamente significativas

respecto a las células expuestas a BSA. **P< 0,01. ***P< 0,001.
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5. DISCUSION

Hemos investigado dos hemoderivados, el suero autélogo (AS) y el suero derivado del
plasma rico en factores de crecimiento (s-PRGF). Desde hace alguna década, el AS se
ha utilizado como agente terapéutico para varios defectos de la superficie ocular
(Tsubota et al., 1999 a, b). En cambio, el hemoderivado s-PRGF se ha introducido
recientemente en el area de la oftalmologia obteniendo resultados satisfactorios para
en el tratamiento de defectos epiteliales de la cornea y sindrome de ojo seco (Lopez-
Plandolit et al. 2010 y 2011).

Se sabe que las plaguetas son vehiculos liberadores de concentraciones
suprafisiologicas de factores cicatrizantes para favorecer y acelerar el cierre de heridas
de diferentes tejidos, entre ellos el epitelio corneal. Entre los genéricamente
denominados PRPs se encuentran los hemoderivados que se van a estudiar. La
diferencia principal entre los dos hemoderivados radica en que en la obtencion del AS
la coagulacién ocurre de manera espontanea y en presencia de leucocitos; en cambio,
en el s-PRGF la coagulacion es inducida, concentrando las plaquetas en la fase superior
y eliminando la serie roja y los leucocitos, antes de la activacion de las plaquetas. Asi,
se evitan los efectos pro-inflamatorios de las proteasas y de las hidrolasas que se

encuentran en los glébulos blancos.

Siguiendo la linea de investigacion del grupo, se han estudiado los efectos in vitro del
hemoderivado s-PRGF solo y también combinado con un bioadhesivo, como es el
acido hialurénico, sobre la proliferacion y migracién de células HCE utilizando

concentraciones que habitualmente se utilizan en la practica clinica.

En primer lugar, se determind la concentracion de ciertos factores de crecimiento en
el AS y s-PRGF para caracterizar su contenido. Estos factores pueden influir en la
proliferacion y migracion celular y su diferente concentracion en los hemoderivados
puede explicar los diferentes efectos bioldgicos de los mismos. Nuestros resultados de
cuantificacion son congruentes con los obtenidos en trabajos anteriores (Freire et al.,
2012; Lépez-Plandolit et al., 2010 y 2011) y en estudios de otros autores (Anitua et
al., 2013).
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Hemos observado que la filtracion disminuye la concentracion de la mayoria los
factores de crecimiento que se estudian, estando menos afectado el VEGF. Ademas,
hemos comprobado que se produce una pérdida mayor con el filtro amarillo
(membrana Durapore®). Consultando la ficha técnica de la casa comercial Millipore
sobre los filtros Millex para la filtracion de soluciones bioldgicas (disponible en

http://www.emdmillipore.com/ES/es) indica que el filtro Durapore® tiene una

adsorcion proteica ultra baja si lo comparamos con el de membrana Millipore
Express™ al que hemos denominado como filtro verde. Por la propia experiencia del
grupo y como comenta Lopez-Garcia et al. (2007), esto lo hemos atribuido a que el
material del filtro hace que se sature y obstruya mas facilmente quedandose los

factores retenidos.

Estudios de otros autores han demostrado que el calentamiento inactiva el
complemento (Anitua et al., 2014) afectando a la concentracion de diferentes factores
de crecimiento. Nosotros hemos observado que la concentracién de EGF y HGF se
reduce considerablemente tanto en el AS y en el s-PRGF. Sin embargo, esta reduccion
de la concentracion del s-PRGF no parece afectar a la capacidad de las células de
epitelio corneal para promover la proliferacion y migracion celular, al menos in vitro
(Anitua et al., 2014).

Para realizar los ensayos funcionales de proliferacién y migracion celular, se necesita
un volumen importante del hemoderivado. Por ello y apoyandonos en lo anteriormente
citado, los ensayos celulares in vitro se han realizado con un pool de individuos con el
complemento inactivado. Asi obtenemos mayor volumen de suero, el potencial
bioldgico in vitro del s-PRGF se mantiene y ademéas el calor disminuye los
componentes relacionados con el sistema inmune, evitando asi las interacciones de las

moléculas de los diferentes individuos al mezclar las muestras.

La cicatrizacion del epitelio corneal requiere migracion de las células epiteliales para
cubrir el area desepitelizada, ademas de la proliferacion y la diferenciacion celular.
Las células distales al area de la herida son estimuladas para migrar hacia el centro de
la herida, para formar de nuevo una monocapa sobre el area desepitelizada y asi

restaurar la funcion epitelial corneal (Fini et al., 2005).


http://www.emdmillipore.com/ES/es
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En el caso de las lesiones corneales se utilizan hemoderivados de uso topico para
compensar la ausencia de angiogénesis de este tejido avascular. Como hemos
comentado anteriormente estos hemoderivados contienen factores de crecimiento,
citoguinas y otras moléculas bioactivas que son esenciales para el reemplazo de células

de tejidos epiteliales y estromales en la cicatrizacion corneal (Freire et al., 2014).

Teniendo en cuenta el papel de la proliferacion y migracion celulares en los procesos

de cicatrizacién hemos realizado dos ensayos diferentes.

En primer lugar, hemos utilizado un ensayo MTT para estudiar la viabilidad y la
proliferacion celular in vitro bajo diferentes tratamientos. Se ha observado que los dos
tratamientos que contienen s-PRGF siguen la misma tendencia que las células tratadas
con el medio estandar, manteniendo una viabilidad creciente y progresiva a lo largo
del tiempo. Esto nos indica que la aplicacion conjunta con el acido hialurénico no tiene
efectos tdxicos sobre las células de epitelio corneal. Aun asi, si comparamos el
tratamiento con bioadhesivo con el que no lo contiene no parece existir ningun efecto

beneficioso en cuanto a viabilidad celular se refiere.

Cabe destacar que las células tratadas con el medio estandar muestran un crecimiento
mas desmarcado y rapido respecto a los de los hemoderivados. Sin embargo, el medio
estandar contiene FBS, un suero xenobidtico que en ningun caso se puede utilizar para
la expansidn in vitro de células para su uso en terapia celular. Por ello, el crecimiento
progresivo de las células con hemoderivados humanos, plantea su uso como una

opcidn muy atractiva para las amplificaciones celulares en medicina regenerativa.

En segundo lugar, utilizamos el método de la herida (Scratch wound-healing assay)
para determinar in vitro la capacidad migratoria de células bajo ciertos tratamientos.

Una variacion en el protocolo del método utilizado anteriormente en el grupo de
investigacion, ha sido la aplicacion del agente antiproliferativo mitomicina C (MMC)
antes de aplicar los tratamientos en el ensayo de migracion. La MMC es un agente
antibiotico-antineoplasico aislado del hongo Streptomyces caespitosus que inhibe la
sintesis del ADN (acido desoxirribonucleico), ARN (&cido ribonucleico) y proteinas
en células de crecimiento rapido y por ello, la proliferacion celular. Recientemente la
mitomicina C ha ganado aceptacion clinica generalizada en la comunidad

oftalmologica como antifibrotico profilactico en la terapia para prevenir la



34

cicatrizacion de la cornea y la opacidad siguiente a los procedimientos quirirgicos por
laser, tales como la queratectomia fotorrefractiva (PRK) y queratomileusis asistida por
laser in situ (LASIK) (Jester et al., 2012; Chen et al., 2013). Teniendo en cuenta que
el retraso de la cicatrizacion y el dafio celular que produce es dependiente de la dosis
(Ando et al., 1992), nosotros hemos aplicado una concentracion minima para que este
efecto no sea excesivo in vitro. Hemos observado que la aplicacion de este agente no
afecta al ritmo de migracion puesto que los resultados son equivalentes a los de
experimentos anteriores (Freire et al., 2014). Luego, el cierre de la monocapa se debe

solo a la migracién y no a la proliferacion celular.

El andlisis realizado indica que los dos tratamientos que contienen s-PRGF favorecen
la migracion de las células si se comparan con el tratamiento control. Anitua et al.
(2013) también realizan un estudio parecido sobre el aumento de la cicatrizacion con
s-PRGF, pero en su caso realizan solo una comparacion entre dos preparados de s-
PRGF con FBS al 0,1% como control. Los resultados obtenidos son que los dos
tratamientos con s-PRGF aceleran la cicatrizacidn respecto al control. Estos resultados
son légicos ya que la concentracion utilizada del FBS es muy inferior a la utilizada por
los hemoderivados e insuficiente para el correcto crecimiento celular. Nosotros en
cambio, hemos comparado méas tratamientos incluyendo un control de BSA al 1%
carente de suero y un tratamiento con FBS al 10%, medio estandar habitual utilizado
para cultivar células de epitelio corneal. Asi hemos observado que los dos tratamientos
con hemoderivados favorecen la migracion celular y lo que es méas importante, lo
hacen mas rapidamente que el FBS. Por otra parte, el aporte de HaNa junto con el s-
PRGF no favorece la migracion celular.
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6. CONCLUSIONES

Modificaciones en el protocolo de obtencion de los hemoderivados tales como son la
filtracion o el calentamiento disminuyen la concentracion de ciertos factores de
crecimiento. En el caso de la filtracion, se observa una mayor pérdida de factores
utilizando un filtro con una membrana de PVDF (Durapore®) para todos los factores
estudiados. El calentamiento produce una reduccion de la concentracion superior al
50% en el caso del HGF y EGF, manteniéndose constante en el caso del VEGF. La
mezcla de diferentes muestras con el complemento inactivado para formar un pool no
presenta cambios en la concentracion al compararlo con la media de las muestras
utilizadas. Por tanto, la utilizacion de un pool del hemoderivado no supone perdida de
factores de crecimiento, haciendo de ello un procedimiento perfectamente aceptable

para los ensayos celulares.

El tratamiento con s-PRGF y el combinado con el bioadhesivo promueven la
proliferacion y migracion de las células de epitelio corneal (HCE) in vitro de manera
similar, no encontrandose diferencias estadisticamente significativas entre ambos.
Cabe destacar, que la adiccion del bioadhesivo no produce efecto tdxico en las células,
sin embargo, no se han encontrado efectos beneficiosos en cuanto a proliferacion y
migracion se refiere. A este respecto, creemos que hay que dar un paso mas haciendo
comprobaciones in vivo, ya que, a diferencia de la experimentacion in vitro los
componentes de los hemoderivados no estan indefinidamente en contacto con las
células sino por un espacio de tiempo muy reducido. Por ello la concentracién de
factores de crecimiento en la aplicacion in vivo es especialmente importante, y no seria
conveniente reducirla mediante procedimientos fisicos como la filtracion o el
calentamiento. Por otra parte, los ensayos in vivo permitirian comprobar si la
aplicacion del bioadhesivo conjuntamente con el hemoderivado aumenta el tiempo de
contacto de éste en la superficie ocular y posibilita un menor numero de aplicaciones

del tratamiento.
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Tabla A. 1. Concentracion de los factores de crecimiento en los hemoderivados AS y s-PRGF bajo

diferentes condiciones de filtracion S.F.: sin filtrar, F.V.: filtro verde, F.A.: filtro amarillo. Los resultados estan

expresados como media de las concentraciones de las réplicas técnicas + su desviacion estandar (SD).

Suero  Condicién VEGF HGF EGF PDGF Fibronectina
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (ng/mL) (ng/mL)
SF.Ind1  169,82+3091 27454 +10,76 - 19,40 + 2,81 454,00 + 25,26
SF.Ind2  15821+967  361,15+85,06 - 266,00 + 2,81 246,00 % 25,25
SF.Ind3  23697+2975 27543 +317 - 540,00 + 12,79 903,00 + 27,93
FV.Ind1  14328+4,22 219,37 £33,22 - 7,19 + 5880,00 28,60 + 5,88
AS  FV.Ind2 180,09+17,63  324,92+1598 - 25,50 + 5790,00 4380 +579
FV.Ind3 227,70 +£1,87 194,60 + 41,86 - 265,00 + 12300,00 56,30 + 12,30
FA Ind1 123,28 +4,81 143,01+ 1,24 - 0,00 0,00 0,00 + 0,00
FA.Ind2 15357 +3443 236,19 6,91 - 12,50 % 17,66 465,00 + 40,42
FA.Ind3 199,04 +12,84  237,52+7,54 - 42,10 + 24,15 363,00 £ 2,10
SF.Ind1 185,23 + 3,04 12400 £559 391,00 + 48,97 - -
SF.Ind2  15351+543 7445 + 2,49 632,93 + 29,40 - -
SF.Ind3  22422+11,72  62,09+125 712,45+ 184,82 - -
FV.Ind1  17539+27,93  64,74+375 392,39 + 26,83 - -
PRGF F.V.Ind2 150,95 + 7,84 68,71+£8,12 510,24 + 100,37 - -
FV.Ind3 259,33 +3,13 80,18+1,87 530,98 + 147,93 - -
FA Ind1  13519+1204  5456+188 345,80 0,00 - -
FA Ind2 14797+1327  6253+063 510,24 + 66,10 - -
FA Ind3 237,85+3100  6341+187 403,95 + 22,27 - -
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Tabla A.2. Concentracion de los factores de crecimiento tras el calentamiento en los hemoderivados AS y

s-PRGF. Control: muestras biologicas filtradas con el filtro verde (F.V.). Compl.-: muestras bioldgicas filtradas con

el filtro verde (F.V.) y calentadas a 56°C durante 30 minutos. Los resultados estan expresados como media de las

concentraciones de las dos réplicas técnicas * su desviacion estandar (SD).

Suero  Condicién VEGF HGF EGF PDGF Fibronectina
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (ng/mL) (ng/mL)

Compl-Ind1  183,55+26,16 148,645,54 148,645,54 2,23+3880 45,1+3,88

AS  Compl-Ind2  180,94+1520 250,14+11,85 250,14+11,85 28941740 220+1,74
Compl-Ind3  272,23+21,37 157,138,36 157,138,36 485+28000 245428
Compl-Ind1  244,86+28,59 424137 118,3420,91 - -

PRGF Compl-Ind2  19529+43,98 2,69+3,5 170,34+8,46 - -
Compl.- Ind 3 218,98+5,54 5,64+0,68 173,6545,64 - -







